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Bevezető 

Egy organizmus genomjában átíródó összes RNS-

t transzkriptomnak nevezzük1. Ez magában foglalja a 

fehérjét kódoló és nem kódoló RNS-ket (ncRNS). 

Megértésük fontos a genetikai szabályozások pontos 

megismeréséhez2. A transzkriptomika fő célja ezen RNS 

molekulák vizsgálata az egyedfejlődés különböző 

stádiumaiban.  

 A transzkriptom vizsgálatok kezdetben Northern 

blottal és Real-time PCR-el valósultak meg, azonban ezek 

a transzkriptom egy kis részletéről képesek információt 

adni3,4. Az áttörések kezdetét a Sanger szekvenátorok 

megjelenése jelentette, mivel a Humán Genom Projekt 

során történő felhasználásuk óriási innovációs igényt 

ébresztett fel nagy áteresztőképességű szekvenálási 

platformok kifejlesztésére5,6. Ez a következő generációs 

szekvenálási platformok megjelenéséhez vezetett, 

amelyek nagy előnye a Sanger szekvenátorokkal szemben, 

hogy nincs szükség elektroforetikus elválasztásra és 
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bakteriális klónozásra7. Ezen szekvenátoroknak a legelső 

képviselője a Roche’s 454 volt, melynek legnagyobb 

előnye a hosszú ~1kb leolvasások voltak7,8. Vele 

párhuzamosan megjelent az Ion PGM platformja is, amely 

nem igényel optikai detekciót, mivel a nukleotidok 

beépítése során kialakuló pH változásokat detektálja9. Ezt 

követően 2007-ben jelent meg az Illumina platformja, 

mely jelenleg a legelterjedtebb rövid read szekvenátor10,11. 

Használatával ugrásszerűen megnőtt az ismeretünk az 

egyes organizmusok szekvenciáról.  A jelenlegi genom 

programok Illumina platformokon futnak. Előnye a nagy 

áteresztőképesség12. Működése a szintéziskor beépülő 

fluoreszcensen jelölt nukleotidok fluoreszcenciájának 

detekcióján alapul8. Azonban ezen platform a rövid 

szekvencia leolvasásai miatt nem alkalmas egész 

hosszúságú RNS molekulák detekciójára13. Ezért a 

közelmúltban a transzkriptom analízisben megjelentek a 

harmadik generációs szekvenátorok, amelyek képesek 

egész hosszúságú RNS molekulákat végponttól végpontig 

detektálni. Ennek  a platformnak jelenleg két képviselője 

van, az egyik az Oxford Nanopore által fejlesztett minION 

készülékek, a másik pedig a a PacBio RSII és Sequel 



4 

 

készülékei. A két technológia különböző szekvenálási 

elveken alapszik. A PacBIO szekvenálások során a 

megszekvenálandó molekula egy hajtű alakú adapterhez 

van ligálva, melyet egy SMRTcellre feltöltve, egy 

felülethez rögzített polimeráz fog lemásolni 

fluoreszcensen jelölt nukleotidokkal, melynek a 

fluoreszenciáját egy optikai szenzor fogja detektálni14. 

Ezzel szemben az ONT-minION-nál a szekvenálás egy 

nanopóruson fog megtörténi, melyet lipid kettősrétegbe 

ágyazott alfa-hemolizinek fognak alkotni15,16. A 

megszekvenálandó molekulához ezen könyvtár készítés 

esetében egy motorfehérjét ligálnak, amely az RNS 

molekula bejutását segíti a pórusba7,17. A pórusba bejutott 

RNS molekula egy feszültségeltolódást fog létrehozni, 

amely egy adott szekvenciára jellemző. Ezenkívül az 

ONT-minION használatával lehetőség nyílik direkt RNS 

szekvenálások kivitelezésére is18. Nagy előnye, hogy a 

könyvtár készítés során nincs szükség sem reverz 

transzkripcióra, sem PCR amplifikációra, ezáltal kizárólag 

csak a natív RNS molekula kerül megszekvenálásra. 

Alkalmazásával hatékonyan kiküszöbölhetőek olyan 

híbák a transzkriptom analízisben mint a templát szál 
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váltás jelensége és a false priming, melyek hamis intron és 

transzkripciós végpont helyek detekcióját 

eredményezhetik19. Ezen két platform megjelenésével a 

transzkriptomról alkotott képünk sokkal komplexebbé vált 

az elmúlt évek során. Egyik érdekes alkalmazási területük 

közé tartozik a virális transzkriptomok analízise, 

használatukkal az újonnan felfedezett transzkript 

izoformák, nem kódoló RNS-ek és intron variánsok száma 

megsokszorozódott és a virális transzkriptom 

szabályozásainak új aspektusait világította meg20. 

Az African Swine Fever (ASFV) egy 

nukleocitplazmatikus (NCLDV) vírus, amely az 

Asfarviridae családba tartozik21. Sertéseket és 

vaddisznókat fertőz, akut, halálos vérzéses betegséget 

okozva. Replikációja a gazdaszervezet 

monocita/makrofág sejtjeiben fog megtörténni22. 

Ikozaéderes morfológiájú, átmérője ~200 nm23,24. 

Genomja lineáris kettősszálú DNS, melynek mérete 170-

190 kb. Az osztódáshoz és mRNS szintézishez szükséges 

minden fehérjét tartalmazni fogja a virion, ezért 

replikációja a citoplazmában fog történni25,26. 
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Genomjának szerkezeti felépítésére jellemző, hogy 

közepén tartalmaz egy konzervált és egy variábilis régiót 

és a két szélén egy inverted terminális repeatet, ahol a 

vírus replikációja fog megtörténni a Poxvírusokhoz 

hasonlóan25,27. A vírus mRNS-ei 5’ cap és 3’ poly(A) 

farokkal rendelkeznek28,29. RNS-einek szintézisét a 

Poxvírusokra is jellemző temporális génexpresszió 

jellemzi30,31. RNS-einek szintézise négy kinetikai 

osztályba sorolható: azonnali-korai, korai, köztes és 

késői32,33. Az azonnali korai és korai gének a replikációban 

szerepet játszó fehérjék kódolásáért lesznek felelősek, míg 

a köztes és késői gének a vírus szerkezeti fehérjéit fogják 

kódolni. A vírus mRNS-eit korábban Cackett és 

munkatársai CAGE és poly(A) rövid read 

szekvenálásokkal már vizsgálta34.  

A Pseudorabies virus (PRV) egy sertészherpesz 

vírus, amely az alfaherpeszek családjába tartozik35. 

Sertésekben idegrendszeri megbetegedéseket okoz36,37. 

Genomja kettősszálú lineáris DNS, mely ~143 kb 

hosszú38–40. Szerkezetileg a vírus DNS-e két részből épül 

fel az UL (long unique) és US (short unique) régióból41. 
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Az US  régiót egy inverted és egy terminális repeat 

határolja, amelyek remkombinációja a genom kétféle 

izomerét eredményezheti. Ezenkívül az IE180 és US1 

gének kettő kópiában találhatóak ebben a régióban42. Az 

UL régió egy replikációs origót az OriL-t, míg az US régió 

kettő replikációs origót az OriS-et fogja tartalmazni43,44. A 

PRV génjeinek többsége policisztronos formában fog 

kifejeződni45–47. Transzkripciójához a gazdaszervezet 

transzkripciós apparátusát fogja használni, de néhány 

transzkripciós faktort, mint például az IE180, US1 és EP0-

át a vírus fogja kifejezni42. Génjei három kinetikai 

osztályba sorolhatóak: azonnali-korai, korai, és késői48. A 

fertőzés során legelőször az immediate-early génjei 

fognak expresszálódni, amely transzkripciós 

aktivátorokat, úgy mint IE180-at fog kifejezni42. Ezután az 

early gének fejeződnek ki, amelyek a replikációban 

fognak szerepet játszani. Replikációja gördülő gyűrű 

mechanizmussal történik49. Az early gének kifejeződését a 

late gének fogják követni, amelyek strukturális proteineket 

kódolnak39,42. A vírus a fertőzés után a gazdaszervezet 

trigeminális ganglionjában fog jelen maradni42,50. Ebben a 

látenciában a LAT (Látencia asszociált transzkript) gén az 
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egyetlen, mely transzkripciósan aktív. Ha az IE180 fehérje 

hozzákötődik, akkor expressziója gátolt lesz. Annak 

érdekében, hogy a vírus jelen maradhasson a gazdasejtben, 

a LAT expressziója segíti a neuronok túlélését és anti-

apoptótikus hatásokat. 

Célkítűzések 

Tézisemben az African Swine Fever és 

Pseudorabies vírusok transzkriptom analízisét mutatom 

be. Ezen vizsgálatokhoz hosszú leolvasásokat adó 

szekvenáló platformokat, úgy mint PacBIO és ONT-

minION készülekeket alkalmaztunk.  

A következő célokat tűztük ki az analízis során: 

1. Mindkét vírus esetében a virális mRNS-ek 

transzkripciós kezdőhelyeinek és transzkripciós 

végpontjainak a meghatározása bázispár 

pontossággal; 

2. Ezen annotált transzkripciós kezdőhelyek és 

transzkripciós végpontok összekötése teljes 

hosszúságú transzkriptekké; 
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3. Az annotált transzkriptek strukturális 

kategorizálása, úgy mint az egyes izoformák, nem 

kódoló RNS-ek, antiszensz, vagy hipotetikus 

transzkriptjeinek a meghatározása; 

4. Promóter elemek és poliadenilációs szignálok 

azonosítása az RNS-ek 5’ és 3’ végeinek esetében; 

Anyagok és módszerek 

Az African Swine Fever vírust  primer alveoláris 

makrofág (PAMs) sejteken, míg a Pseduorabies vírust 

porcine kidney-15 (PK-15) sejteken tenyésztettük. A 

fertőzéseket különböző időpontokban leállítottuk, majd 

RNS-t izoláltunk belőlük. Mindkét vírus totál RNS-én 

poly(A) szelekciót végeztünk, a PRV esetében a minták 

egy részén történt ribodepléció és cap szelekció is. A  

poly(A) szelektált mintákból PCR amplifikált cDNS és 

nem amplifikált dcDNS, valamint nativ dRNS szekvenáló 

ONT-minION könyvtárak készültek. A PRV esetében 

PacBio RSII és Sequel szekvenáló könyvtárakat is 

készítettünk. Ezt követően ezen LRS platformokon 

megszekvenáltuk a virális transzkriptomot. A 

szekvenátorok által létrehozott adatokat basecolloltuk, a 
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PacBio esetében SMRTlink programcsomaggal, míg az 

ONT esetében a Guppy szofverrel. A readeket a referencia 

genomhoz térképeztük a Minimap2 program segítségével. 

Ezt követően a keletkezett fájlokban lévő transzkriptek 

kvantitálására és jellemzésére egy python alapú 

transzkript annotáló LoRTIA programcsomagot 

használtunk. A leolvasások és az annotált transzkriptek 

ábrázolásához IGV és Genious szoftvereket alkalmaztunk. 

Eredmények 

A PRV esetében 465 transzkripciós kezdőhelyet és 57 

transzkripciós végpontot azonosítottunk, melyekből 

összesen 619 transzkriptet annotáltunk. Ezekből 166 

hosszú és 24 rövid 5’ UTR izoformát, valamint 22 3’ UTR 

variánst határoztunk meg.  Emellett 209 5’ truncated 

transzkriptet is azonosítottunk. Ezek olyan RNS-ek, 

amelyek génen belüli in-frame ORF-et tartalmaznak. Az 

LRS szekvenálások egyik nagy felfedezése a replikáció 

asszociált transzkriptek voltak. Ezekből az OriL esetében 

a CTO transzkriptek új hossz és alternativ terminációs 

izoformáit detektáltuk, valamint az US régióban lévő OriS 

PTO-US1 új splicolt izoformáját is azonosítottuk. 
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Ezenkívül azonosítottunk hosszú nem kódoló transzkript 

(>200bp) izoformákat, melyek az US régióban 

lokalizálódnak. Ilyen volt például az AST és LLT 

transzkriptekkel koterminálsan végződő NOIR transzkript 

új hossz és splice izoformái, valamint az US3 génnel 

antiszensz állású Azure transzkriptek. Az előzőleg már 

annotált US4 antiszensz transzkript TSS-ét is sikerült 

pontosítanunk. Emellett az UL15 intron régiójából induló 

in-frame ATG-t nem tartalmazó fORF15 transzkript új 

hossz variánást is azonosítottuk. A hosszú leolvasások 

eredményeként több gént átíró úgynevezett 

multicisztronos transzkripteket is azonosítottunk. Ezekből 

87 policisztronos volt, míg 24 darab komplex transzkript. 

Az ASFV vírusban 202 TSS-t és 220 TES-t 

azonosítottunk, melyekből összesen 311 transzkriptet 

annotáltunk. Ezekből 14 hosszú és 2 rövid 5’ UTR 

izoformát, valamint 57 3’ UTR különítettünk el. 5’ 

truncated transzkriptekből 16 db-ot azonosítottunk. Ezek 

mellett találtunk 7 hipotetikus gént is, melyek kis ORF-

eket tartalmaznak a vírus intergenikus régiójában. Több 

nem kódoló RNS-t is azonosítottunk, úgy mint 3’ csonkolt 
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RNS-t, antiszensz és replikáció aszzociált RNS-eket. A 3’ 

csonkolt RNS-ekből összesen 22 db-ot azonosítottunk, 

ezen RNS-ek tartalmazzák a kanonikus ORF-ek ATG-it, 

de nincs bennük STOP kodon, vagyis nincs funkcióképes 

ORF-ük. Antiszensz RNS-ekből összesen 7 darabot 

azonosítottunk. Ezenkívül a genom végeken található 

inverted repeatekben, ahonnan a replikáció elindul, 

találtunk 7 darab alacsony abundanciájú replikáció 

asszociált RNS-t. A közelmúltig, az volt a feltételezés, 

hogy az ASFV vírus csak monocisztronos RNS-eket fejez 

ki33,51. Az LRS által fény derült arra, hogy multicisztronos 

RNS-eket is kifejez. Policisztronos RNS-ekből 51 darabot, 

míg komplex RNS-ekből 22 darabot annotáltunk. 

Diszkusszió 

Tézisemben az ASFV és PRV transzkriptomának 

vizsgálatát tárgyalom hosszú leolvasásokat adó 

szekvenáló platformok alkalmazásával. Ezen 

megközelítéseket alkalmazva számos új transzkript 

kategóriát azonosítottunk, amelyek eddig ismeretlenek 

voltak.  
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Vizsgálataink eredményeként számos új 

transzkripciós kezdőhelyet és transzkripciós végpontot 

azonosítottunk. Ezenkívül új 5’ és 3’ UTR izoformákat 

fedeztünk fel. Az 5’ UTR-ek upstream ORF-eket 

tartalmazhatnak, amelyek a transzláció hatékonyságát 

befolyásolhatják52. A 3’ UTR-ek olyan szekvenciákat 

tartalmazhatnak, amelyek mikroRNS-eket köthetnek, 

befolyásolva ezáltal a fehérjék szintézisét53.  

Az LRS szekvenálások az 5’ csonkolt hipotetikus 

RNS-ek széles spektrumát tárták fel. Ezek olyan RNS-ek, 

amelyek génen belüli ORF-ekről íródnak le, vagyis a 

kanonikus génnel közös STOP kodont tartalmaznak, de az 

ATG-jük a kanonikus ATG-től downstream található meg. 

Ezenkívül nemcsak génen belüli 5’ csonkolt RNS-eket 

azonosítottunk, hanem az ASFV esetében az intergenikus 

régiókban kis ORF-et tartalmazó RNS-eket is találtunk. A 

nem kódoló RNS-ek között azonosítottunk még antiszensz 

transzkripteket, melyek átíródhatnak önálló promóterek 

által (LLT, AST, AZURE), vagy létrejöhetnek konvergens 

génpárok közötti transzkripciós átírások vagy divergens 

génpárok 5’ UTR-jeinek átfedése által54. Számos ilyen 
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antiszensz transzkriptet azonosítottunk PRV-ben és 

ASFV-ben. Erre példa PRV esetében az US régióban 

található Azure, amely az US3-al antiszensz, valamint az 

US4-AS, amely az US4 génnel áll ellentétes 

orientációban. ASFV esetében 7 darab ilyen antiszensz 

állású molekulát detektáltunk.  

Ezen platformok egy másik jelentős eredménye 

volt, hogy, az RNS-ek egy új osztályát sikerült velük 

azonosítani, melyek a replikációs origót átíró és a 

replikációs origók közelében lévő transzkripteket 

foglalják magukba55. Őket replikáció asszociált RNS-

eknek (raRNA) nevezzük. A PRV esetében, mindhárom 

replikációs origó körül annotáltunk ilyen molekulákat. 

Analízisünk feltárta, hogy a legabundánsabban 

expresszálódó RNS a PRV UL régiójában található OriL 

melletti CTO-S molekula. A CTO-S nek azonosítottunk 

Ori-t átfedő mRNS izoformáit, valamint alternativ 

terminációs izoformáit is, mely a szomszédos UL22 

génnel fed át. Ezen RNS-ek biológia szerepe tisztázatlan, 

valószínűleg a replikációs beindításában és a replikációs 

villa írányának a meghatározásában lehet szerepük, 
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ugyanakkor poly(A) szekvenciákkal is rendelkeznek, ami 

arra utal, hogy mRNS molekulaként is működhetnek a 

vírus életciklusában55. Ezenkívül más funkciójuk is lehet, 

mint például RNS-DNS hibrideket képeznek56. A vírus US 

régiójában található OriS körül is azonosítottunk ilyen 

molekulákat. Ezek közül a PTO-US1 új splice variánsát, 

amely átéri a replikációs origót és az US1-el végződik 

közös koterminálisban, valamint azonosítottuk a NOIR-1 

transzkriptek splice és hossz izoformáit, melyek az OriS 

közelében lokalizálódnak és az LLT/AST génekkel van 

közös 3’ koterminálisuk. Ezen átfedések lehetséges 

szerepe az lehet, hogy a NOIR-1 valamilyen módon 

gátolja ezen látencia gének kifejeződését. Azonban, ezen 

hipotézis bizonyítása további vizsgálatokat igényel. ASFV 

esetében is azonosítottunk 6 ilyen raRNAs molekulát, 

melyek a genom végeken található inverted repeatekben 

íródnak le, ahonnan a replikáció elindul. Közülük 

azonosítottunk nem kódoló transzkripteket, valamint a 

fehérjét kódoló génből induló mRNS izoformát, amelyek 

a terminális repeatekben lévő nem kódoló transzkriptekkel 

végződnek koterminálisan. 
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A multicisztronos RNS-ek több gént átfedő 

molekulák, melyek átírhatnak azonos polarítású géneket 

(policisztronos transzkript) és ellentétes polaritású géneket 

(komplex transzkript). Analízisünkben, mind a PRV és 

mind az ASFV vírusokban számos ilyen hosszú RNS 

molekulát detektáltunk.  

Az eredményeink alapján azonosított 5’ és 3’ UTR 

átfedések, valamint a multicisztronos transzkriptek, a 

transzkripciós átfedések egy széles hálózatát hozzá létre a 

virális genomon. Az átfedések orientáció alapján lehetnek 

divergensek, konvergensek és parallelek. Feltételezzük, 

hogy lehetséges szerepük a transzkripciós interferenciában 

lehet, amely a szomszédos gének kifejeződésére gyakorol 

szabályozó hatást a virális genomon létrejövő 

transzkripciós átfedések által57. 
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