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Celkitiazések

1. A Pseudorabies virus Kaplan térzsének de novo genomi
DNS-szekvenalasa, a korabbiakban rendelkezésre 4&ll6
referencia- genomok pontositasa érdekében.

2. A Kaplan torzs els6 teljes transzkriptom-szekvenalasa
Ujgeneracios technolégidval, tobb fertézési id6pontbol
gylijtott vegyes mintdban, potencialis 4j transzkriptek és
izoformak feltérképezése.

3. Uj transzkriptek részletes Kkarakterizalasa fiiggetlen
modszerekkel.

4. A Transzkripciés Interferencia Hal6zatok hipotézisének
vizsgalata a virdlis genomban el6fordul6 atfedo,

policisztronos génklaszterekben.

Megjegyzés: Jelen dolgozat féképp a  kisérletek
bioinformatikai kiértékelésére és a kiilonb6z6 viralis
szekvencidk kategorizalasara fokuszal, mely a szerz6 legfébb
hozzajarulasa a dolgozathoz felhasznalt publikaciokhoz. Ezek
tartalmazzak a 3. sz. publikaci6 genomi DNS-szekvenalasi
eredményeit, az 1. sz. publikicié teljes transzkriptomra
vonatkozd eredményeit, valamint a 2. sz. publikaci6 egyes

eredményeit a CTO-S nem-kodolé RNS-rél.



ROVID OSSZEFOGLALAS

A Pseudorabies virus (PRV) Kaplan torzsének DNS-
szekvencigjat  élenjar6, un. ,harmadik  generacits”
szekvendlasi modszerrel hatdrozta meg csoportunk annak
érdekében, hogy az a kés6bbiekben transzkriptom- és
epigenetikai vizsgalatok alapjaul szolgalhasson. A virdlis
transzkriptom  feltérképezésére csoportunk els¢ izben
alkalmazott nagy ateresztéképességii szekvenalasi modszert,
amelynek mddositott valtozata (PA-Seq) segitségével a viralis
transzkriptek 3’ végeinek pontos meghatdrozasara is sor
kertiilt. A varakozasoknak megfelel6en a virdlis genom nagy
része leirddott, egyes intergénikus repetitiv szekvencidk,
valamint az inverz repeat régidkban talalhaté bizonyos
lokuszok kivételével. Az 1j felfedezések kozott szerepel egy
hosszi nem-kodolé RNS az OriL replikacios origd kozelében,
valamint a 3’ UTR-régiok és transzkripcios atfedések genomi
szinti feltérképezése. Szamos génben volt megfigyelhet6
alternativ poliadenilacié, mig a korabban ismert splice-helyek

sora egy tjonnan felfedezett lokusszal boviilt az ep0O génben.



MODSZEREK

Ferto6zés és virus propagacio

A PRV Kaplan torzs fenntartdsa immortalizalt PK-15
sertésvese sejtvonalon tortént. A sejtek tenyésztése Dulbecco-
féle tapoldatban, 5% foetalis borji szérummal és 80 ug/ml

gentamycinnel tortént 37 °C-on 5% CO,-tartalom mellett.

Viralis DNS izolalas

A PK-15 sejt monolayerek fert6zése 10 pfu/sejt MOI-val
(Multiplicity Of Infection) tortént, a teljes sejtallomany-pusztulas
bekovetkeztéig. A tapoldat Osszegyiijtését centrifugalas kovette
4,000x fordulaton, 10 percen keresztiil Sorvall GS-3 rotorral. A
viruspartikulumok elvalasztasa 30%-0s szukréz gradiensen tortént,
24,000x-es fordulaton 1 éran keresztiili ultracentrifugalassal Sorvall
AH-628 rotorral. A reszuszpenzidé Tris-EDTA oldatban tortént. A
kapszidok lizalasa 100 ug/ml Proteinase-K és 0.5% natrium-dodecyl
szulfat (SDS) hozzdadasaval, 37 °C-on 1 6éras inkubéaciéval tortént,

amelyet fenol-kloroform extrakcié kovetett.

totalRNS extrakcio

A gazda és virdlis RNS-dllomany izoladlasa a fert6zés egyes
id6pontjaibdl egyesével tortént, NucleoSpin RNA 1II izolalé kit
hasznélataval (Macherey-Nagel GmbH and Co. KG). A tapoldat

centrifugélasat és a sejtek kaotrép ionos oldat altali lizisét kovet6en
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a nukleinsavak izoléalasa szilikaoszlopon tortént. A DNS-tartalom
eltavolitdsara RN4z-mentes DNaz oldat hozzaadaséaval kertilt sor.
Végiil az RNS-frakci6 eltciéja RNéaz-mentes vizben tortént. Az
esetleges fennmarad6é DNS-szennyezés degradalasira minden
mintdn Turbo DN&z kezelést (Ambion Inc.) hasznaltunk. Az RNS-
koncentraci6 meghatarozasa spektrofotométerrel (BioPhotometer
Plus, Eppendorf) és Qbit fluorométerrel (Thermo Fisher Scientific)
tortént. Az izolalt RNS-mintdkat tovabbi felhasznalasig -80°C-on

taroltuk.

PacBio RS II gDNS elékészités és szekvenalas

A SMRTbell szekvenalasi konyvtarak el6készitése a 6-kb és 20-kb
fragmensméretii konyvtarak standard preparacios eldirasait kovette.
A szekvencia-leolvasés 5 db single-molecule real-time (SMRT) cell-
ben tortént, a P5 jeli DNS-polimeraz és C5-06s jelli reagenskészlet
felhasznalasaval, melynek eredményeként 78,111 sikeresen
leolvasott DNS-fragmenst kaptunk. Ezen mennyiségii fragmensbél
igen magas (1,200x-os) lefedettséggel volt rekonstruadlhat6 a PRV
genom. A konyvtarkészités és szekvendlds a Stanfordi Egyetem

Genetika Intézetében tortént.

Illumina ¢cDNS kényvtarkészités és szekvenalas

A szalspecifikus, 2x100bp-os paired end totdlRNS konyvtarak
elkészitéséhez az Illumina-kompatibilis ScriptSeq v2 RINA-Seq
konyvtarkészit6 kitet (Epicenter) hasznéltuk. A polyA(+)-RNS
szekvenalashoz single-end, 50bp-os kdnyvtar késziilt, melyben az
amplfikaciés 1épés oligo(VN)T-10 egyedi primerek segitségével

tortént, melyben a kétnukleotidos ,,horgony”-szekvenciat koveti a
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polyA-specifikus oligo(dT) szakasz. A horgonyzott primerek jobb
hatasfokot biztositanak azaltal, hogy az amplifikalt fragmenseken a
szekvenalas csakis a polyA-farok kezdeti szakaszat6l indulhat 5’
irAnyba, ezzel biztositva a specificitdst. A konyvtarkészités,
szekvenalas és els6dleges elemzés a Debreceni Egyetem Klinikai
Genomikai Kozpontjaban és Bioinformatikai K6zpontjaban tortént

[lumina HiScanSQ platformon.

Alternativ splicing RT-qPCR detektalasa

A virdlis genomban el6fordul6 splicing-események validalasa két
primerkészlettel tortént, melyek 19 ill. 23 nukleotid hosszusaguak,
az adott splice-helyt6l hozzavetélegesen 100-100 bp-ra 1év6
felismer6helyekkel. A reverz transzkripci6hoz 5 pl -es oldatok
késziiltek 0.02 pg totdlRNS tartalommal, 2 pmol génspecifikus
primerrel, 0.25 pul ANTP mix-el, 1 pl 5% First-Strand Bufferrel, 0.25
pl (50 unit/pl) SuperScript III Reverz Transzkriptazzal (Invitrogen)
és 1 unit RNAsin-nel (Applied Biosystems Inc.). A reverz
transzkriptaz oldatok inkubéci6ja 55 °C-on tortént 1 6ran keresztiil.
A reakci6 ledllitdsa 15 percig 70°C-on tortént. A No-RT kontroll
kisérletek a SuperScript I1I enzim hidnyéaban lettek elvégezve annak
érdekéban, hogy az esetleges virdlis DNS-kontaminéci6
konvenciondlis PCR-rel kimutathat6 legyen. RT-qPCR reakciékhoz
csak a DNS-mentes mintdk keriiltek felhasznéalasra. Mintanként
harom parhuzamos mérés Kkeriilt rogzitésre Rotor-Gene 6000
(Corbett Life Science) késziiléken. A reakciok osszetétele: 7 pl 10x-
esen higitott ¢cDNS, 10 pl ABsolute qPCR SYBR Green Mix

(Thermo Fisher Scientific), 1.5 pl forward és 1.5 pl reverz primer
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(10-10 pM). A futési paraméterek a kovetkezdk: 15 perc 95 °C-on,
30 ciklus 94 °C-on 25 s-ig (denaturaci6), 60 °C-on 25 s-ig
(annealing), és 72 °C-on-ig 6 s (extenzi6). A keletkezett termékek
vizualizacidja 12%-os poliakrilamid gélen tortént GelRed festéssel,
az el6hivas pedig a ProteinSimple Alphalmager HV

géldokumentacids késziilékével.

Az adatok elérhetdosége

A pseudorabies virus Kaplan térzsének teljes genomszekvenciaja és
annotdcioi a KJ717942.1 GenBank kod alatt érhet6k el. A kisérletek
soran generalt nyers szekvenaldsi adatok fastq kiterjesztésben a
Europen Nucleotide Archive-ban PRJEB9526 kéd alatt kertiltek

archivalasra..

EREDMENYEK

A PRV Kaplan torzs genomtérképe

A PRV egy széles korben kutatott herpeszvirus, azonban a
Kaplan torzs genomszekvencidja csupan nem megfelelGen
annotalt, valamint szamos eltérést mutaté valtozatokban volt
elérhet6. Tovabb4, a jelenleg hasznélt legjobban annotalt és
legszélesebb korben hasznalt referenciagenom hat kiilonb6z6
torzs szekvenciaibdl all ossze, igy céljainknak nem felelt meg.
Annak érdekében, hogy megismerjiik a laboratériumi t6rzsén
beliili genetikai variabilitds mértékét, valamint j6l hasznalhat6
referenciat  készitsiink a kés6bbi transzkriptom- és

epigenetikai vizsgalatokhoz, un. ,,harmadik generacids” DNS-
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szekvenalasi eljarast alkalmaztunk. A Pacific Biosciences RS
IT szekvenal6 4ltal biztositott kiilondsen hosszan leolvasott
DNS-szakaszokb6l csaknem a teljes viralis genomot lefedd
kontigok voltak nyerhetok, amelyek nagyban
megkonnyitették a végleges genomi szekvencia dsszeallitasat.
A teljes genom 143,423 béazispar hosszisagu, 73,59%-os,
kiemelked6en magas GC-tartalommal. Az egyéb PRV-
torzsekkel vald szekvencia-azonossdg mértéke igen magas,
97-99% kozotti, mig a tdrzson beliili variabilitds alacsony
mértéki. Rovid wvaridbilis régidk féképp a nem-kddold
intergénikus szakaszokon fordulnak el6. A heterogenitas egy
kiemelkedd forrdsa az ul27 génben fekv6 12 bazisparrnyi
palindrom szekvencia, amely a viralis DNS-képiak mintegy
50%-aban hidnyzik. Tovabbi kisérletek soran kizartuk a
technikai hiba lehet6ségét, valamint bebizonyosodott, hogy a
repeat bizonyos mutdns Kaplan torzsekre jellemz6. A
fehérjekodold szekvencidak predikcidjara szintén sor kertilt,
mig a mar ismert annotacidk atemelése szekvencia-homoldgia
alapjan a GATU (Genome Annotation Transfer Utility)
szoftverrel tortént. A replikacids origok, repeatek és egyéb
szekvenciamotivumok annotacidja manualisan tortént. cDNS-
szekvendlasi kisérleteink nyomdn a PRV genomban 11
fehérjekodold gén 1j izoformait, az ep0 gén Gj hasitasi helyét
és a CTO (Close To Oril) hosszii nem-koédoldé RNS-t
annotaltuk. A PRV-ben korabban, az LLT latenciaval
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asszocialt nem-kédolé RNS intronjabdl izolalt mikroRNS-ek
prekurzorait szintén annotaltuk, és igy els6ként tettiik
elérhetévé a GenBank adatbazisdban. Az informativ
genomszekvencia a kés6bbiekben alapul szolgalhat a
vilagszerte rendszeresen izolalt fert6z8 torzsek jobb
megértéséhez. Technikai megkozelitésbdl kisérletiink az els6k
kozott volt, amely egy virus genomszekvenalasahoz a Pacific
Biosciences SMRT (Single-Molecule Real-Time Sequencing)
technologiat hasznalta fel. A kezdeti tapasztalatok kozott
szerepel a modszer érzékenysége a hosszd homopolimer
guanin-szakaszok szekvenalasaban, amely szisztematikusan
feliilreprezentéalja ezek el6forduléasat a kapott
konszenzusszekvenciaban. Mivel az extrém magas GC-
tartalmi PRV-genomban ezen hiba fokozottan jelentkezik,
felfedése és kiszlirése is kézenfekvébbé valik a valtozéd
lefedettség  és  szekvenciatartalom altal. A  hosszu
leolvasasokat produkald szekvenalasi technologia
mindazonaltal gazdasdgosnak és jol alkalmazhatonak

bizonyult a kompakt viralis genom megismerésében.

cDNS-szekvenalas

A cDNS-szekvenalast Illumina nagy atereszt6képességii
technologidval végeztilk. A virus minden polyA+ RNS-
tipusanak atfogd megismerésére random hexamer primerekkel

amplifikdlt totalRNS konyvtarat hasznaltunk, mig a



10

pontosabb kvantitalas, transzkripciés atfedések és alternativ
izoformak karakterizalasara 3’-RNS-szekvendlast (PA-Seq)
alkalmaztunk, amely horgonyzott primerek segitségével, nagy
hatékonysaggal miikodik. Ezen médszerekkel lehetévé valt a
virusra jellemzd policisztronos génklaszterek, valamint a
hozzdjuk kapcsolédé Transzkripcios Interferencia Halézatok

hipotézisének vizsgdlata.

Splice-helyek a PRV genomban

A random-hexamer primerekkel késziilt Illumina cDNS-
konyvtarban keriilt leirdsra az epO korai transzaktivatort
kodol6 gén alternativ splicingja. A révid szakasz kivagasanak
funkciondlis jelentsége a fehérje rendezetlen szerkezete
miatt in silico moddszerekkel nem prediktalhaté ill.
modellezhet§. Az aminosavszekvencia azonban arrol
tantskodik, hogy a kisméret{i ep0 fehérje cink-ujj alegysége p
marad, igy elképzelhet6, hogy a spliceolt izoforma is képes
funkcidjat ellatni.

A PRV genom tovabbi, kordbban mar leirt karakterisztikus
hasitasi helyeit szintén sikeriilt kimutatni, ill. azok
szekvenciait pontositani, az us1 és ul15 génekben. Tovabbi, a
jelen  kisérletekben csak kis lefedettséggel, nem
szignifikansan megjelen6 alternativ splicing-eseményeket

kés6bbi tanulmanyaink igazoltak ill. pontositottak.
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A hagyomanyosan a latens életciklus kialakitdsaban
kulcsszerepet jatszé latencia-asszocialt nem-kddolé RNS-ek
szintén kimutathatdak voltak, alacsony expresszidval, litikus
fert6zésbdl szarmazé mintdinkban, bar csekély kifejez6désiik
nem tette lehet6vé az LLT nem-kdédol6 RNS hasitasi helyének

azonositasat.

A PRV poliadenilacios térképe

PolyA-szekvenalas segitségével a viralis génexpresszié és az
egyéb PCR-alapu technikakkal gyakran nem észlelhet6
mRNS-ek (pl. az UL7-UL9 klaszter transzkriptjei) pontosan
detektalhatok. A moddszer tovabbi eldnye a viralis genomban
slirin egymasba 4gyazott génklaszterek Osszetételének
felderitése az egyes mRNS-ek pontos 3’-terminusai altal.
Ennek ismeretében lehetség nyilik a preciz virdlis
génexpressziés  szabalyzds  alaposabb = megismerésére,
valamint az egymasba agyazott klaszterek kdlcsonhatasainak
modellezésére, a transzkripciés interferencia hal6zatok
elmélete alapjan. A konzervativ poliadenilaciés szignalok
hasznélatanak relativ gyakorisagat szintén megallapitottuk,
amelyben az elvardsoknak megfeleléen, nagyrészt az
eukariota szervezetekben megfigyelheté szabdlyszerliségek
érvényesiiltek, egyedi mintazatot mutattak azonban az

egymasba agyazott, policisztronos viralis gének.
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Uj transzkriptek

Napjainkban szamos 4j nem-kédoldé RNS keriilt leirdsra
olyan, klinikailag fontos patogénekben, mint a KSHV, HCMV
vagy EBV. Ezek egyik kozos tulajdonsaga a litikus fert6zés
soran mutatott igen magas expresszid, amely gyakran a virus
altal leirt RNS-mennyiség 50%-at is meghaladja. fgy a PRV
litikus transzkriptomjanak vizsgélata soran felfedezett 4j, 286
bp hosszisagti polyA(+) nem-kddolé6 RNS molekula magas
expresszioja kevésbé meglepd a rokon virusokkal
Osszehasonlitva. A CTO (Close to Oril) névre keresztelt
transzkript a litikus replikacios origbhoz kozel talalhatd, a —
DNS-szalon, két konvergensen orientalt génklaszter kozott.
Erdekessége a szabélytalan GC-6sszetétel, mely nem
figyelhet6 ~meg a  PRV-hez legkdzelebbi  rokon
herpeszvirusokban. A CTO funkciéjanak meghatarozasa
tovabbi kisérleteket igényel, mivel direkt targetszekvenciaja
nem azonosithatd a gazdaszervezetben; az Oril-hez valo
kozelsége és expresszids kinetikdja azonban alatamasztani
latszik a felvetést, mely szerint a DNS-replikacio
szabalyzasaban jatszhat szerepet. Az egyéb karakterizalt
RNS-ek kozott szerepel az eddig csupan hipotetikus ORF 1.2,
a SANC rovid 3’-antiszensz RNS, valamint szamos 3’-

variabilis izoforma.
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Transzkripcios interferencia

A Transzkripcids Interferencia Hal6zatok elmélete alapjan az
egymassal  kiilonb6z6  orientdciokban  atfed6  gének,
génklaszterek egymds transzkripciés mechanizmuséara
gyakorolnak  hatdst ©Onszabalyoz6 ~modon, ezzel a
transzkripcios regulacio 6nallo szintjét képviselve. A PRV-ben
mint modellorganizmusban szamos olyan lokusz volt mar
kordbban  ismert, ill.  keriilt lefrasra  csoportunk
tanulmanyaiban, melyek a fenti elmélet vizsgalatara
alkalmasak; koztiik tandem- és divergensen orientalt
génklaszterek, alternativ 5’ és 3’ UTR-atfedések, intergénikus
barrierként szolgald repetitiv szekvenciak.

Ezen eredmények, amellett hogy a témaban korabban végzett,
kiterjedt qPCR alapu génexpresszios tanulmanyokhoz adnak
tobbletinformacidokat, a  transzkripciés  interferencia-
jelenségek jovObeni kutatasahoz is részletes genetikai térképet

biztositanak.
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