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Bevezetés

A virusok a Foldon leggyakrabban eléfordulé® nem
osztddassal szaporodd nem sejtes felépitésii obligat
intracellularis mikroorganizmusok?®. Ebbe a kategéridba
tartoznak a herpeszvirusok is, melyeknek mar
megkozelitdleg 130 kiilonboz6 virusfajt azonositottak,
amelyeket harom csaladba soroltak, az
Orthoherpesviridaebe  Alloherpesviridaebe és a

Malacoherpesviridaebe®™.

Az Orthoherpesviridae csalad tagjai nagy, burokkal és
linearis kétszalt DNS-el rendelkezik, melyek genom
mérete ~125-241kb nagysagu is lehet, amely 70-170 gént
tartalmaz®®®. Harom alcsalad tartozik ide, az
Alphaherpesvirinae, a Betaherpesvirinae és a
Gammaherpesvirinag3®1° Ezek kozott jelenleg kilenc
olyan herpeszvirus van, amely human patogén. Az
emberiség ~90%-a fert6zott valamilyen herpeszvirussal.

Minden herpeszvirusokra jellemzd a litikus és latens

ciklis®1011,



A Gammaherpesvirinae alcsaladba tartozd virusok,
élethosszig tartd latens fertdzést hoznak létre. A latencia
kialakulasa, valamint a nem kodolé RNS-ek (nCRNAS)
litikus €s latens infekciora mért hatdsanak vizsgalata egy
dinamikusan ¢s gyorsan novekedett kutatasi teriilet volt,
amely a gammaherpeszvirusok fennmaradasat vizsgalja
human populaciéban. Ide tartozik a két onkogén human
patogén gammaherpeszvirus a lymphocryptorvirusok
kozé tartozd Eppstein-Barr virus (EBV, vagy HHV4),
valamint a rhadinovirusokhoz tartozé Kaposi-szarkoma-
asszocidalt herpeszvirus (KSHV, vagy HHV8)® ™,
Vilagszerte tobb mint 200,000 0j rdkos megbetegedésért
felelések, ezért a WHO elsészamu rakkelté virusait® e,

Terjedésiik, elsédlegesen nyal utjan, oralisan terjed®’.

A KSHV egy onkogén gammaherpeszvirus, amely
haromféle neoplasztikus betegséggel volt
osszekapcsolval®. Nagyjabol ~165 kb hosszisagu nagy
kétszalu DNS genomja koriilbeliil 90 nyitott leolvasasi
kerettel (ORF) rendelkezik, amely a B limfocitak fert6zése
utan élethosszig tartd fertézést alakit ki. A tobbi

herpeszvirushoz hasonléan a KSHYV is egy litikus és egy



latens életciklusbol all?®2*. Jelenleg nincs megfeleld
allatmodell a virus ellen, sem tokéletes modell az emberi
virusokra, minddssze a betegség egy aspektusat képesek
csak bemutatni. Ezért fontos létrehozni egy olcsd és
konnyen manipulalhaté modellt, ami segit megérteni a
patogenezist és lehetévé tenni a virusellenes terapidk

fejlesztését?.

A Caviid gammaherpesvirus 1-et (CaGHV-1) korabbi
nevén tengerimalac herpesszeri virust (GPHLV) 2-es
torzsi tengerimalacokbdl izolaltak, melyeknél spontan
akut lyphoblastoiud leukémia alakult ki®®?8. Az id6
teltével sikeriilt szélesiteni a virus gazdatropizmusat,
azonban a Murine gammaherpesvirus 68 (MVH-68,
Murid gammaherpesvirus 4) megjelenése felvaltotta és ez
lett az j modellorganizmus a gammaherpeszvirusok
kutatasara®®?®. Azonban Stanfield és mtsai, feltartak a
CaGHV-1 genomjat és meghataroztak a filogenetikai

hovatartozasat.

A virus genom megszekvendldsa ¢és az adatok
bioinformatikai feldolgozdsa utdn a filogenetikai

vizsgalatok kimutattadk, hogy a Gammaherpesvirinae



alcsalad Rhadinovirus nemzetségébe tartozo virusrdl van
sz6. A de novo genom Osszeallitas utan meghataroztak,
hogy a genom mérete 103,374 bp, 75 ORF-je van,
valamint 35,45%-0s GC tartalommal bir. A 75 nyitott
leolvasasi keretb6l 63 ORF szekvencia homoldgiat
mutatott a human patogén KSHV-val. Tovabba azt is
bebizonyitottdk, hogy filogenetikailag a CaGHV-1
kozelebb all a KSHV-hoz, mint az MHV-68, ezért
indokolt a CaGHV-1 molekularis mechanizmusainak

tovabbi kutatasa, mint relevans modellorganizmus?®.

Az RNS szekvenalast ma mar rutinszertien hasznaljak. A
transzkriptomikdban bet6ltott szerepe nagyon fontos,
azonban a rovid leolvasasokat ado szekvenalasi technikak
nem alkalmazhatéak megfelelden a transzkriptom
Osszeallitasara, splice izoformak és 0j gének annotéalasara,
a méretkorlatok miatt®®. Ezeknek a torzitdsoknak és a
hibaknak a legy6zésére jelentek meg a hosszl leolvasasu
szekvenalasi technikdk, mint az Oxford Nanopore
Technologies (ONT). A megszekvenalt readek hossza
tobb, mint 30kb%32 Ezt a szekvendldsi technologiat

hasznéltak mar virusok transzkriptom vizsgalatdban is®,



Uj komplexitasokat tart fel, azonositva a transzkript
izoformakat, beleértve a splice varidnsokat ¢s

transzkripcios atfedéseket>*3°,



Célkitiizések

A CaGHV-1 transzkriptomjat kordbban még nem
jellemezték, csak a genomjat, ezért-e tanulmany célja volt
a transzkriptom feltérképezése, valamint a viralis
génszabalyoz6 régoik azonositasa, ezzel tamogatva a
Caviid gammaherpeszvirus 1-et, mint Iehetséges
modellorganizmust a human gammaherpeszvirusok

vizsgalataban.
A célkitiizések a kovetkezok voltak:

1. A CaGHV-1 virus nativ RNS ¢és direkt cDNS
szekvenalasa, hosszu leolvasasok ado szekvenalasi
platformon

2. Transzkripcios start helyek (TSS), valamint
transzkripcids vég helyek (TES) azonositasa és a
virdlis  génexpressziot  szabalyozo  elemek
meghatarozasa nukleotid pontos felbontasban.

3. A leggyakrabban el6forduldé  (kanonikus)
transzkriptek, antiszensz RNS-ek, nem kodolo
RNS-ek, komplex transzkriptek és transzkripcios

atfedések annotalasa
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4, ORF50 gén altal kodolt replikdcios ¢és

transzkripcids aktivator (RTA) transzkripcios
aktivitdsanak  vizsgalata, = valamint  annak
meghatarozasa, hogy a CaGHV-1 ORF50
promotere aktivalhat6-e mas
gammaherpeszvirusokbol szarmazé RTA fehérjék

altal
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Anyagok és modszerek

Tengeri malac embrionalis szovetbdl szarmaz6 fibroblaszt
104C1 sejtek CaGHV-1 virussal valo fert6zés nyolc
kiilonbozo idOpontban volt leallitva. Total RNS izolalas és
poly(A) szelekciot kovetden, a nativ RNS szekvenald
konyvtarhoz, minden id6pont minden parhuzamosa
egyenld aranyban volt Osszekeverve ¢és az Oxford
Nanopore Technologies (ONT) Promethion P2 Solo
eszk6zén volt megszekvendlva. A direkt cDNS
konyvtaraknal a mintak, a szekvenalas soran az egymastol
valé elkiilonités miatt kaptak egy egyedi vonalkodot,
emiatt a konyvtarkészitési 1épésnél egy protokoll valtas
volt alkalmazva, ugyanis a gyartdé a direkt cDNS
szekvenalasi protokollhoz nem biztositott barcode 1épést.
Ezt kovetden a korai elsé két idopont parhuzamosai az
ONT MinlION platformjan volt megszekvenalva az késoi
id6pontok pedig a Promethion P2 Solo-n az esetleges

barcode ugras jelenségének elkeriilése miatt.

A CaGHV-1 ORF50 fehérje kodold szekvencidjat

expresszios vektorba klonoztdk. Az N-termindlisan
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3XFLAG-tagged CaGHV-1 RTA-t HEK239T sejtekbe
transzfektaltak. Ezt kovetden a korabban ORF50 promoter
fragmenseket luciferdz riporter vektorokba klonoztak,
majd a riporter plazmidot transzfektaltdk az RTA

expresszios plazmiddal.

A szekvendlasbol kapott nyers readek a mininap2 program
segitségével voltak a referencia genomra térképezve. A
direkt cDNS adatokbol szdrmazo  transzkriptek
annotalasara a LoRTIA szoftver volt hasznalva. A direkt
RNS-bdl kapott transzkriptek kvantitalasra a NAGATA
szoftver volt alkalmazva és a vizualizacidért az IGV

program volt hasznélva.
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Eredmények

A kapott eredmények alapjan 162  kanonikus
transzkripcids kezddhely (TSS) volt azonositva. Ezen
kiviil 92 potencialis TATA boksz, valamint 18 feltételezett
CAAT boksz és 5 lehetséges GC boksz volt annotélva.
Voltak olyan promoter elemek, melyek tobbsége
TATTWAA motivumot tartalmazd6 TATA boksz
szekvenciat tartalmaz, melyet mar kordbban kimutattak a
KSHV virusban is. Rendkiviil magas transzkripcios
allapotot jelzett, miszerint tobb mint 1,5 millié read
erdsitette meg a PAN nem kodolé RNS TSS-ét. 140
kanonikus transzkripcios végpont (TES) volt azonositva,
melybdl 131 poliadenilacios szignalokhoz (PAS)
kapcsolddott. A transzkripcios kezdd és végpontokbol
veégiil 278 kanonikus transzkript volt azonositva. A virus
transzkriptom splicing kdrnyezetének feltarasa érdekében
a direkt RNS adatok alapjan 56 intron volt azonositva,
melyet a direkt cDNS szekvendldsai adatok 1is
megerdsitettek. Két gén az ORF50 és az ORF57 kodolo
régidiban is azonositva voltak intronok, amelyek

szerkezete konzervalt és a megegyezett a KSHV-val
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homolog génjeivel. Tovabba 54 monocisztronos, 60
multigénes, valamint a 108 komplex transzkript volt
azonositva, amely nagyfoku transzkripcios komplexitasra
utalt, foként az atfedé transzkriptek és az alternativ

splicing eseményei miatt.

A nem kodolo RNS-el intergenikus transzkripteket (PAN),
antiszensz transzkripteket és valdsziniileg tobb hosszl 5’
UTR mRNS varianst tartalmaztak. 44 antiszensz RNS volt
annotalva, melybdl 26-ban TATA boxok voltak
azonositva, ezek koziil is 15 tartalmazva a KSHV virus
késdi gén promotereire jellemz6 TATTWAA motivumot.
A nem kodoldo RNS-ek kozott egy kiilon kategoriat
képviselnek a replikacios origohoz kapcsolos6 RNS-ek
(raRNS-ek). Tobb olyan RNS is azonositva volt, amelyek
promoter régioi kozvetleniil az OriLyt-R-hez, valamint
olyan hosszi komplex RNS-ek voltak detektdlva a

régidban, amik teljesen atfedték a litikus origét.

Magasfoku transzkripcios komplexitas jellemezte a virus
genomjat, hiszen szdmos konvergens, divergens €s tandem
transzkripcids atfedések jellemzik a genomot. Hasonld

kiterjedt atfedéseket figyeltek meg a KSHV-ban is.
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Az elemzések soran az volt taldlva, hogy a CaGHV-1
ORF50 gén leggyakoribb mRNS-ei két szomszédos
transzkripcids TSS-rdél indultak, valamint négy exont
tartalmaztak. Az eredmények azt is mutattdk, hogy a
replikacids és transzkripcids aktivator (RTA) hatékonyan
indukédlta a CaGHV-1 ORF prométert mindkét
sejtvonalon, addig a tobbi gammaherpeszvirus RTA a két
sejtvonalban  eltéri promoter aktivaciét mutatott.
Osszefoglalva, az RTA funkciondlis hasonlésagot
mutatott a gammaherpeszvirusok homologjaival a sajat

gén promoterének indukalasara vald képességet tekintve.
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Diszkusszio

Ebben a tanulmanyban a CaGHV-1 transzkriptomjanak
feltérképezéséhez az ONT direkt RNS ¢és direkt cDNS
szekvenalasbol szarmaz6 adatok, valamint a LoRTIA és
NAGATA bioinformatikai szoftverek voltak alkalmazva.
Nagy szamt kanonikus monocisztronos, multigénes és
komplex transzkript volt azonositva. Ide tartoztak tovabba
az intergenikus (PAN) és nem kodolo RNS-ek, csonkolt
ORF-eket tartalmazo RNS-ek, antiszensz RNS-ek és

replikacios origohoz kapcsolodd RNS-ek.

Szamos TSS-ben ki lett mutatva TATTWAA motivum,
melyet mar mas béta és gammaherpeszvirusokban is
kimutattak®®. A TES-ek nagy hanyada tartalmazta az
eukariota mRNS-ekre jellemzd AAUAA konszenzus
szekvenciat, melyet mar mas herpeszvirus alcsalddban is

kimutattak.

A CaGHV-1 OriLyt-L és OriLyt-R régiojaban is
azonositottak raRNS-eket. Ezek kozott voltak olyanok,
amelyek kozvetleniil a replikacids origdbol szarmaztak.

Azonositottak raRNS-eket, amelyek atfedésben voltak az
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atirasdhoz sziikséges TATTWAA konszenzus szekvencia
jelen van az OriLyt-R régioban, amely a DNS replikacio
¢s transzkripcid szabalyozas kolcsOnhatdsaira mutatott.
Szamos intron volt detektdlva az mRNS-ek kédolé UTR
régidjaban, valamint a nem kodold RNS-ekben. A KSHV-
hoz és az MHV-68-hoz hasonl6 mintazat fordult elé a
spliceolt transzkriptekben, mint a latens ciklusbol a
litikusba valo atlépésért felelés ORF50, és az ORF643739,
Valamint a LANA-t kodolo ORF73-ben nagymértékii
izoforma sokszinliség volt azonositva, mely gén
expresszioja az egyik legfontosabb szerepet vallalj a
fertozést kovetden a latencia kialakulasaban, valamint
annak fenntartasaban®. Sok multigénikus és komplex
transzkript volt azonositva, amely gének nagy részei
atfedtek a genomon ezzel is megerdsitve annak

komplexitasat.

A CaGHV-1 ORF50 promotert aktivaltaa CaGHV-1 RTA
¢s mas gammaherpeszvirusokbol szarmazo RTA-ak is
indukaltadk a CaGHV-1 ORF 50 promoterét, ami

funkciondlis  hasonlosdgra utalt a transzkripcio
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elosegitésében. A gammaherpeszvirusokra jellemzo
transzkripcids mechanizmusok, amit a virusfehérjék,
valamint a nem kodolo RNS-ek kozvetitettek, evolicidosan
konzervaltak és ezek kulcsfontossagu szerepet jatszottak a
gammaherpeszvirusok  biologiai  sajatossagainak ¢és
folyamatainak kialakitdsdban. Ilyen a KSHV litikus
ciklusa alatt is nagy abundanciaban kifejezodott PAN nem
kodoldé RNS, amely fontos szerepet tolt be a virus
génexpresszi0  szabdlyozdsdban, amit mar mas
gammaherpeszvirusokban is kimutattak, mint RRV és
EHV-24"4, Rendkiviil fontos, hogy mivel az MHV-68-
bol hianyzik a PAN, azonban a CaGHV-1 kodolta,
alkalmat biztositott, hogy elsdként lehessen vizsgélni a
biologiai jelentdségét, patogenezisét, mint esetleges

modellorganizmus.

A CaGHV-1 génjeinek ¢és génszabalyozd régidinak
feltarasa, valamint a tumorképzd képessége remek
lehetdséget adna, mint leenddé modellorganizmus a human
gammaherpeszvirusok  fertézések  patogenitasanak

vizsgalataban.



19

Refernciak

1. Nayfach, S. et al. CheckV assesses the quality and
completeness of metagenome-assembled viral genomes.
Nat Biotechnol 39, 578-585 (2021).

2. Takacs, M. A virusok kémiai 0Osszetétele és
szerkezete. in Orvosi Virologia 3 (Medicina Konyvkiado
Zrt., 2022).

3. Dotto-Maurel, A., Arzul, 1., Morga, B. &
Chevignon, G. Herpesviruses: overview of systematics,

genomic complexity and life cycle. Virol J 22, 155 (2025).

4. Fu, M., Deng, R., Wang, J. & Wang, X. Whole-
genome phylogenetic analysis of herpesviruses. Acta Virol
52, 31-40 (2008).

5. Gatherer, D. et al. ICTV Virus Taxonomy Profile:
Herpesviridae 2021. J Gen Virol 102, 001673 (2021).

6. Davison, A. J. et al. The order Herpesvirales. Arch
Virol 154, 171-177 (2009).



20

7. Connolly, S. A., Jardetzky, T. S. & Longnecker, R.
The structural basis of herpesvirus entry. Nat Rev
Microbiol 19, 110-121 (2021).

8. Gruffat, H., Marchione, R. & Manet, E.
Herpesvirus Late Gene Expression: A Viral-Specific Pre-

initiation Complex Is Key. Front. Microbiol. 7, (2016).

9. Morissette, G. & Flamand, L. Herpesviruses and
chromosomal integration. J Virol 84, 12100-12109
(2010).

10.  Carneiro, V. C. de S., Pereira, J. G. & de Paula, V.
S. Family Herpesviridae and neuroinfections: current
status and research in progress. Mem Inst Oswaldo Cruz
117, 220200 (2022).

11. Houldcroft, C. J. Human Herpesvirus Sequencing
in the Genomic Era: The Growing Ranks of the Herpetic
Legion. Pathogens 8, 186 (2019).

12. Sorel, O. & Dewals, B. G. The Critical Role of
Genome Maintenance Proteins in Immune Evasion During
Gammaherpesvirus Latency. Front. Microbiol. 9, 3315
(2019).



21

13. Weed, D. J. & Damania, B. Pathogenesis of
Human Gammaherpesviruses: Recent Advances. Curr
Clin Micro Rpt 6, 166-174 (2019).

14.  Jha, H., Banerjee, S. & Robertson, E. The Role of
Gammabherpesviruses in Cancer Pathogenesis. Pathogens
5, 18 (2016).

15. Blake, N. Immune evasion by gammaherpesvirus
genome maintenance proteins. Journal of General
Virology 91, 829-846 (2010).

16. Miinz, C. Human vy-Herpesvirus Infection,
Tumorigenesis, and Immune Control in Mice with
Reconstituted Human Immune System Components.
Front. Immunol. 9, 238 (2018).

17. Boni, M., Rieble, L. & Miinz, C. Co-Infection of
the Epstein—Barr Virus and the Kaposi Sarcoma-
Associated Herpesvirus. Viruses 14, 2709 (2022).

18. Guzha, B. T. et al. The impact of DNA tumor
viruses in low-to-middle income countries (LMICS): A
literature review. Tumour Virus Res 18, 200289 (2024).



22

19.  Sin, S.-H. et al. The complete Kaposi sarcoma-
associated herpesvirus genome induces early-onset,
metastatic angiosarcoma in transgenic mice. Cell Host
Microbe 32, 755-767.e4 (2024).

20.  Wen, K. W. & Damania, B. Kaposi sarcoma-
associated herpesvirus (KSHV): molecular biology and
oncogenesis. Cancer Lett 289, 140-150 (2010).

21.  Yu, C.J. & Damania, B. Molecular Mechanisms
of Kaposi Sarcoma-Associated Herpesvirus (HHV8)-
Related Lymphomagenesis. Cancers (Basel) 16, 3693
(2024).

22.  Ganem, D. KSHYV and the pathogenesis of Kaposi
sarcoma: listening to human biology and medicine. J Clin
Invest 120, 939-949 (2010).

23. Broussard, G. & Damania, B. Regulation of KSHV
Latency and Lytic Reactivation. Viruses 12, 1034 (2020).

24, Prazsak, 1. et al. KSHV 3.0: a state-of-the-art
annotation of the Kaposi’s sarcoma-associated herpesvirus
transcriptome using cross-platform sequencing. mSystems
9, 0100723 (2024).



23

25. Dittmer, D. P., Damania, B. & Sin, S.-H. Animal
models of tumorigenic herpesviruses--an update. Curr
Opin Virol 14, 145-150 (2015).

26.  Stanfield, B. A., Ruiz, E., Chouljenko, V. N. &
Kousoulas, K. G. Guinea pig herpes like virus is a gamma
herpesvirus. Virus Genes 60, 148-158 (2024).

27. Hsiung, G. D. & Kaplow, L. S. Herpeslike virus
isolated from spontaneously degenerated tissue culture
derived from leukemia-susceptible guinea pigs. J Virol 3,
355-357 (1969).

28. Hsiung, G. D., Kaplow, L. S. & Booss, J.
Herpesvirus infection of guinea pigs. 1. Isolation,
characterization and pathogenicity. Am J Epidemiol 93,
298-307 (1971).

29. Rhim, J. S. Malignant transformation of rat
embryo cells by a herpesvirus isolated from L2C guinea
pig leukemia. Virology 82, 100-110 (1977).

30. Oikonomopoulos, S. et al. Methodologies for
Transcript Profiling Using Long-Read Technologies.
Front Genet 11, 606 (2020).



24

31.  Wongsurawat, T., Jenjaroenpun, P., Wanchai, V.
& Nookaew, I. Native RNA or cDNA Sequencing for
Transcriptomic ~ Analysis: A Case  Study on
Saccharomyces cerevisiae. Front Bioeng Biotechnol 10,
842299 (2022).

32. Udaondo, Z. et al. Comparative Analysis of
PacBio and Oxford Nanopore Sequencing Technologies
for Transcriptomic Landscape Identification of Penaeus
monodon. Life (Basel) 11, 862 (2021).

33. Boldogkdi, Z., Moldovén, N., Balazs, Z., Snyder,
M. & Tombacz, D. Long-Read Sequencing — A Powerful
Tool in Viral Transcriptome Research. Trends in
Microbiology 27, 578-592 (2019).

34.  Moldovan, N. et al. Third-generation Sequencing
Reveals Extensive Polycistronism and Transcriptional

Overlapping in a Baculovirus. Sci Rep 8, 8604 (2018).

35.  Shekhar, R., McMahon, S., Tibbetts, S. A,
Flemington, E. K. & Renne, R. Cross-Species Insights Into
Gamma Herpesvirus Transcriptomes: Long-Read and
Multi-Omics Perspectives. J Med Virol 98, e70802 (2026).



25

36. Dremel, S. E. & Didychuk, A. L. Better late than
never: A unique strategy for late gene transcription in the
beta- and gammaherpesviruses. Semin Cell Dev Biol 146,
57-69 (2023).

37.  O’Grady, T. et al. Genome-wide Transcript
Structure Resolution Reveals Abundant Alternate Isoform
Usage from Murine Gammaherpesvirus 68. Cell Rep 27,
3988-4002.e5 (2019).

38.  Purushothaman, P., Uppal, T. & Verma, S. C.
Molecular biology of KSHV lytic reactivation. Viruses 7,
116-153 (2015).

39.  Shekhar, R. et al. High-density resolution of the
Kaposi’s sarcoma associated herpesvirus transcriptome
identifies novel transcript isoforms generated by long-
range transcription and alternative splicing. Nucleic Acids
Res 52, 7720-7739 (2024).

40.  Allen, R. D., Dickerson, S. & Speck, S. H.
Identification of spliced gammaherpesvirus 68 LANA and
v-cyclin transcripts and analysis of their expression in vivo
during latent infection. J Virol 80, 2055-2062 (2006).



26

41.  Tycowski, K. T., Shu, M.-D., Borah, S., Shi, M. &
Steitz, J. A. Conservation of a triple-helix-forming RNA
stability element in noncoding and genomic RNAs of
diverse viruses. Cell Rep 2, 26-32 (2012).

42. Borah, S., Darricarrére, N., Darnell, A., Myoung,
J. & Steitz, J. A. A viral nuclear noncoding RNA binds re-
localized poly(A) binding protein and is required for late
KSHYV gene expression. PLoS Pathog 7, €1002300 (2011).

43. Rossetto, C. C., Tarrant-Elorza, M., Verma, S.,
Purushothaman, P. & Pari, G. S. Regulation of viral and
cellular gene expression by Kaposi’s sarcoma-associated
herpesvirus polyadenylated nuclear RNA. J Virol 87,
5540-5553 (2013).



