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Bevezetés

A human  citomegalovirus (HCMV, human
bétaherpeszvirus 5) egy ubiquiter herpeszvirus ami egészséges
felnotteket tiinetmentesen fertéz vagy mononukleozis-szerti
tiineteket okoz. A kongenitalis HCMV fert6zés abortuszhoz
vagy fejlédési rendellenességek kialakulasahoz vezet (Jin et al.,
2014). A kozponti idegrendszerbeli HCMV fertdzést jabban
glioblasztoma-képzddéssel hoztak osszefliggésbe (Dziurzynski
et al.,, 2012). Napjainkig kevéssé ismert a HCMV fertdzés

molekularis bioldgidja.

Az RNS-ek létfontossagti kozvetitdi, szabalyozdi és
esetenként végtermékei a génexpresszionak. Ennek folyaman,
egy szervezet transzkriptomanak a vizsgalata nagyban
elmélyitheti ismereteinket az adott szervezetet szabalyozo
molekuldris mechanizmusokrol. Az RNS szekvenalas teriiletén
tortént rohamszeri fejlodés lehetévé tette a transzkripcio
genom-szinti  vizsgalatat. A hosszd-read szekvenalds a
transzkripteket akar teljes hosszukban képes feltérképezni, €s
igy a transzkriptom izoformak szintjén elemezhet6 (Ozsolak &

Milos, 2011).

Bar a hosszi-read szekvenalas egyre fontosabb eszkéz a

funkcionalis genomikai kutatasokban, ez a technoldgia egyelére



sokkal kevesebb ¢s sokkal hibasabb readeket produkal, mint a
rovid-read  szekvenaldas (Weirather et al., 2017).
Kovetkezésképpen a kiillonbdz6 megkozelités sziikséges a

hosszu-read szekvenalds eredményeinek elemzéséhez.

A human citomegalovirus transzkriptoma komplex; a
policisztonikus, alternativan splice-olt ¢és transzkripteket
kiilondsen nehéz rovid-read szekvenalassal elemezni (Ma et al.,
2012). A hosszi-read szekvendlds azonban, képes
megkiilonboztetni a transzkripteket egy ilyen komplex

transzkriptomban is.



Célkitiizések

A virus transzkripciés  repertoarjanak  részletes
megismerése  érdekében  szamos  harmadik-generacios
szekvenald platformon megszekvenaltuk a HCMV litikus
transzkriptomat. Célul thztik ki a litikus fertézés soran

keletkezd transzkriptek bazispar-pontossagu feltérképezését.

A hosszi-read szekvenalasi eredmények elemzéséhez
kidolgoztunk egy olyan pipeline-t ami a hosszi-read RNS-
szekvendlas adatait feldolgozza és a kiilon6z6é platformmal

kapott eredményeket 0sszehasonlithatova teszi.

Tovabba célunk volt az egyes kdnyvtarkészitési eljarasok
jellemzése az alapjan, hogy milyen hatékonysaggal képesek

felismerni a teljes hosszasagh transzkripteket.



Anyagok és modszerek

Két bioldgiailag fiiggetlen mintat szekvenaltunk. Az
egyik mintdhoz 1, 3, 6, 12, 24, 72, 96 és 120 6ras HCMV
fertozés utan human tiido fibroblaszt (MRC-5) sejteket
lizaltunk, majd RNS-t izolaltunk és azokat egy mintava
0sszevontuk. A masik minta 24, 72 és 120 oras fert6zés utan
izolalt RNS keverékbol késziilt. Az els6 mintat cDNS iras utan
a Pacific Biosciences (PacBio) RSII és Sequel platformjain és
az Oxford Nanopore Technologies (ONT) MinlON platformjan
szekvenaltuk meg. A masodik minta egy részét cap-szelekcio és
cDNS irds utan a MinlON platformon cDNS-ként, a minta
masik részét ugyanezen a platformon RNS forméajaban

szekvenaltuk meg.

A PacBio readeket a SMRTLink programcsomaggal, az
ONT readeket Albacore-ral basecalloltuk. A readeket GMAP-
pel és Minimap2-vel mappeltiik. Az adatokat sajat készitésii
scriptekkel elemeztiik. Ezek a scriptek a biopython és a pysam
modulokon, valamint a bedtools szoftver hasznalatan
alapulnak. A statisztikai elemzésre, a transzkriptek jellemzésére
¢s az eredmények Osszehasonlitasara szintén sajat készitést
scripteket alkalmaztunk. A vizualizacidhoz a ggplot és a
Bioconductor csomagokat hasznaltuk. Az illesztések és az

annotaciok  abrazolasahoz az IGV és a Genelous



programcsomagokat hasznaltuk (Kearse et al., 2012; Robinson

etal., 2011).

Transzkript elemeket, GUgymint transzkripcios start
helyeket (TSS), intronokat és transzkripcios terminacios
helyeket (TES) akkor annotaltunk, ha legalabb két szekvenalasi
konyvtarban detektalhatoak voltak. A transzkripteket az ezen

transzkript elemeket tartalmazo readek alapjan annotaltuk.



Eredmények

Tobb, mint 88000 cDNS leolvasast kaptunk a PacBio
platformroél €s tobb, mint egy milliét a MinlON platformrol. A
direkt RNS szekvenalas 36195 readet eredményezett. Bar a
MinlON platform jelentdsen nagyobb lefedettséget generalt, a
PacBio readek viszont nagyobb aranyban reprezentéltak teljes
hosszisagl transzkripteket és pontosabbak voltak. A direkt-
RNS  szekvenalas eredményeit a  cDNS-szekvenalas

eredményeinek a validalasara hasznaltuk fel.

Létrehoztunk egy pipeline-t a hosszi-read szekvenalas
analizisére, amely mar mappelt readeket fogad el inputként
barmelyik hosszu-read szekvenalasi platformrél és a readek
alapjan elkészit egy transzkriptom annotaciét. A program a
felhasznald beallitdsainak megfeleléen jellemzi és filterezi a

transzkript elemeket és transzkripteket.

187 intront sikeriilt azonositani legalabb két szekvenalasi
konyvtarban. Ezek egyharmada 1j splice hely volt. A korabban
detektalt intronok 90%-at mi is azonositottuk legalabb egy
szekvendlasi mintdban. 233 transzkripcids start helyet (TSS) és
123 transzkripcios terminacids helyet (TES) validalt legalabb
két szekvenaldsi adatsor. A transzkript elemek egyedi

kombinacidjat tartalmazé readeket transzkript izoformakként



annotaltuk. 440 izoformat sikeriilt azonositani az adatok
alapjan, ezek koziil 377 0j izoforma. Az 1j transzkriptek kozott
talalhatoak ismert gének TSS-, TES- valamint alternativan
splice-olt izoformai, antiszensz gének és egy intergénikus

transzkript a rovid repeat régidban.

A transzkript izoformak koziil sok csak néhany nukleotidban
tért el egymastol, azonban, érdekes modon, a legtobb izoforma

eltért a benniik foglalt ORF-ek kombinacidjaban.

A cDNS szekvenalast direkt RNS szekvenalassal kiegészitve
sikeriilt elkiiloniteniink a technikai mitermékeket a valodi

transzkript adatoktol.



Diszkusszio

Eredményeink tobb, mint meghiromszoroztdk az annotalt
HCMV transzkriptek szamat. A kiilonb6z6 platformok altali
validacionak koszonhetden eredményeink megbizhatoak.
Hossz-read szekvenalési adataink sokkal részletesebb képet
tudtak mutatni a HCMV transzkriptomarol, amely hasznos
mind a viralis génexpresszid tanulmanyozasahoz, mind pedig a

fert6zés molekuldris mechanizmusanak megértéséhez.

A hosszii-read RNS szekvenaldsi technikdk szamos 1j
izoformat fedeztek fel minden megvizsgalt organizmusban,
amelyben eddig alkalmaztak Oket (Abdel-Ghany et al., 2016;
Byrne et al., 2017; Sharon, Tilgner, Grubert, & Snyder, 2013).
Az izoformak nagy részének egyelére nem ismert a biologiai
jelentdsége. Azonban, az eredményeink azt mutatjak, hogy sok
izoforma kiilonb6zé kdédold potenciallal rendelkezik, ami azt
jelenti, hogy kiilonb6z6 polipeptideket kodolnak vagy pedig
kiilonb6z6 rovid upstream ORF-cket fejeznek ki, amelyek

crer

(Barbosa & Romao, 2014).

A hosszu-read szekvenalds rohamos iitemu fejlédése mellett az
ezek elemzésére képes bioinformatikai eszkdzok jelentdsége is

novekszik. Egy olyan pipeline-t fejlesztettiink ki, amelyik a



kiilonb6z6 hosszu-read szekvenalasi platformok adatait
gyorsan képes feldolgozni ¢és azok alapjan egy olyan
transzkriptom annotaciot készit, ami egy bioinformatikai
ismeretekkel nem rendelkezd felhasznalo altal is kezelhetd. Bar
a szoftver viralis transzkriptomok jellemzésére lett kifejlesztve,
elég flexibilis ahhoz, hogy nagyobb eukariota transzkriptomok

elemzésére is alkalmas legyen.
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