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Bevezetés

A Herpeszvirusok csaladjanak tébb mint 100 tagja van, melyek kozil
8 human patogén (Herpesz szimplex virus 1 és 2, Citomegalovirus,
Varicella zoster, Epstein-Barr virus, a Human herpeszvirus 6 A és B
variansa, a Kaposi szarkdmat okozd virus, vagy a Human herpeszvirus
7 és 8). A herpeszvirusok a duplaszalu (ds)DNS virusok kozé, az egyik
legnagyobb virustaxondmiai csalddba a Herpesviridae-be tartoznak.
A vilag népességének 90%-a fert6zott a fentiekben felsorolt virusok
valamelyikével. A herpeszvirusokra jellemzd, hogy replikacidjuk,
transzkripcidjuk, valamint kapszidjuk 6sszeszerel6dése is a gazdasejt
sejtmagjaban torténik, majd annak Golgi appardtusat hasznaljak fel a
sejtbdl valé kijutasra. A herpeszvirusokat harom nagy alcsaladba
soroljuk: alfaherpeszvirusok, bétaherpeszvirusok, valamint a
gammaherpeszvirusok. A herpeszvirusok génjeinek kifejez6dése
id6ben elkilonithetd: ezek lehetnek azonnali korai gének (IE), korai
(E) és kései (L) gének. Az azonnali korai gének feladata elsGsorban a
tobbi gén kifejez6déséért felelGsek, jellemzGen transzaktivator
génekrdl beszélink. A korai gének jellemz6en a virus DNS
replikaciéjaban, mig a kései gének a virus strukturdlis elemeinek

felépitésében jatszanak szerepet.

Pseudorabies virus (PRV)

Az alfaherpeszvirusok alcsalddjdba tartozo alveszettséget okozd
virus. Széles gazdaspecifitdssal rendelkezik, de legnagyobb gazdasagi

karokat a fiatal sertések megfert6z6dése okozza, ugyanis ebben az



esetben az allatok elhulldasahoz vezet. Nem human patogén, széles
korben hasznalt modellorganizmus. Hasznaltdk korabban a
herpeszvirusok patogenitdsanak vizsgalatara [2,3], ezen feliil
neuronalis jel6lésre [4-6], valamint fluoreszcensen jel6lve alkalmas az
idegpalyak jelolésére is [7]. A virus genomja rendkiviil kompakt,
nagyrész fehérje kodold gének alkotjak, rovid intergenikus régiok

jellemzik.

A virus transzkriptomanak kinetikai elemzése a gének policisztonos
szervezddésének okan rendkiviil nehéz. Korabban szamos technikat
hasznalva analizaltdk mar a virus transzkriptomat, mint példaul
microarray technikaval [8], Illumindval és reverz transzkripcio-
kapcsolt real-time PCR segitségéve (RT?-PCR)[9]. Azonban a
transzkripcios izoformak (ide értve a splice variansokat és a hossz
variansokat is) vizsgalata rendkiviil bonyolult, vagy sok esetben

lehetetlen.

A gének kinetikai elemzése tehat rendkiviil bonyolult a virus esetében
ugyanis a legjellemzdbb a policisztronos elrendezddés, amikor a
gének kiilonb6z6 transzkripcids indulasi helyet hasznalnak (TSS)
azonban a transzkripcid terminaciojuk azonos helyen van, tehat
egyazon poliadenilacids szignalt hasznalnak. Ez az elrendezddés a
kovetkezOképpen néz ki egy 4 elembdl all6 tandem géncsoport esetén,

ahol az ’1” a legkiils6 gént jelenti: 1-2-3-4; 2-3-4; 3-4; 4.



Herpesz szimplex virus 1

A Herpesz szimplex virus 1 egy human patogén virus, mely sok
esetben latensen fert6z6 formaban van jelen a gazdaszervezetben, akar
egy ¢élethosszon 4t tartd tiinetmentesség is jellemezheti. Sulyosabb
esetekben azonban immunhianyos betegeknél agyhartyagyulladast is
okozhatnak. A PRV-hez hasonldan szintén az alfaherpeszvirusok kozé
tartozik. A WHO adatai szerint 3,7 milliard ember érintett HSV-1

fertézésben.

A korabbi annotaciok alapjan elmondhatjuk, hogy a HSV-1 genomja
89 fehérje kodold gént tartalmaz, valamint 10 hosszu nem kodold
(Inc)RNS-t, valamint szdmos mikroRNS-t [11]. T6bb genomi régiorol
bizonyitottak, hogy az antiszensz szalrdl IncRNS-ek irédnak le, ezek
koziil az elsé virdlis IncRNS a LAT (latenciaban szerepet jatszo

transzkript) volt [12].

A HSV-1 transzkripcios aktivitasanak vizsgalatara szamos technikat
hasznaltak, mint amilyen a microarray technika [13], Hlumina
szekvenalas [14], reverz transkripcio - kapcsolt valds idejii PCR-t
(gRT-PCR) [15], és a PacBio SMRT- szekvenalast. Ezen technikak
hasznalataval szinte teljes genomi transzkripcids aktivitds volt

kimutathat6 [14].
Citomegalovirus (HCMV)

A HCMV a bétaherpszevirusok alcsaladjaba tartozik. A HSV-1-hez
hasonléan human patogén virusrol beszélink mely rendkiviil a

veszélyes az ujsziildttekre és az immunhidnyos betegekre nézve. A
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velesziiletett HCMV fertdzés sulyos elvaltozasokat okozhat, vagy
akar halalos kimeneteld is lehet. A virus genomjanak korabbi analizise
soran 164 és 220 kozé tettek a fehérje kodold gének szamat. Egy
korabbi riboszéma kdtéhelyek meghatdrozasan alapuld vizsgalatban

(ribosome profiling) 751 egyedi leolvasasi keretet talaltak [17].

A HCMV felépitését tekintve, hasonldan mas herpeszvirusokhoz,
nagy komplexitasrol beszélhetiink. Alternativ transzkripcios indulasi
helyek [18] épp tigy megtalalhatoak benne, mint alternativ splicing
helyek [19], vagy policisztronos transzkriptek [20]. A virus nagyfoka
kodold potencialt mutat. A splicing jelensége rendkiviil gyakorinak
szamit a HCMV esetén, mintegy 100 splice kapcsolatot irtak le
korabban, melynek nagy része alternativ splicing [18;20].
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Célkituzések

Célul tiztik ki a Pseudorabies virus teljes transzkriptomanak
Ujrameghatdrozasat kiilonbozo szekvenalasi platformok
hasznalataval. Ezen platformok az Illumina HiSeq és a PacBio RS 11
platform (PA-Seq ¢és random primer-alapt  RNA-Seq). A
transzkriptom analizis a sertésvese sejtek (PK-15) megfertézésével, és

az innen nyert polyA+ RNS-ek vizsgalataval indult.

Terveink kozott szerepelt, hogy a HSV-1 globalis transzkriptomat
meghatarozzuk a litikus ciklus soran. Ehhez a PacBio hosszu

leolvasasokat biztositd szekvenalasi technologiajat terveztiik

hasznalni, mely PCR amplifikédcion alapul.

A HCMV transzkriptom vizsgalata soran szintén a kiilonboz6
traszkript izoformak, 10j splice variansok, Uj transzkriptek alltak a
vizsgalataink kdzéppontjaban, hogy meghatarozzuk a virus genom
komplex expresszidjanak struktarajat. A vizsgalatainkhoz a viralis
RNS-eket a fert6zott human fibroblaszt sejtekbdl nyerjiik, ahol szintén

a virus litikus ciklusa soran jelenlévo transzkripteket vizsgaljuk.

A PRV génjeinek funkcionalis analizise Soran terveink kozott
szerepelt, hogy készitsiink olyan génkilitott virusokat, melyeknél
megvizsgaljuk, hogy az adott gén kiiitése a virusbol, hogyan hat a
tobbi vizsgalt gén transzkripcids aktivitasara. A vizsgalni kivant
gének az ul54, az us7 és az us8. A transzkripcids aktivitas

vizsgalatahoz Kvantitativ valos idejii PCR technologiat hasznalunk.
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Modszerek

A virusok szaporitasahoz a gazdaspecificitasnak megfeleld sejteket
hasznaltuk. Tobb kiilonbozé fert6zési idOpontot vizsgaltunk az
analizis soran. A DNS ¢és RNS izolalast kdvetéen a kiilonbozo
szekvenalasi technikaknak megfelelé konyvtarkészitési protokollokat
végeztiik el. Ezen hasznalt platformok az Illumina HiSeq, PacBio
SMRT- és PacBio Isoseq.

Az alkalmazott technikdkkal tudjuk vizsgalni az atfedd
transzkripteket, hiszen a hosszu leolvasasu szekvenalas lehetdvé teszi
ezen atfedd régiok elkiilonitését. A kapott uj koédold és nem kodolo
géneknél a leggyakoribbakat Northern blott analizissel is

azonositottuk.

Ezen kiviil a mutans virusok analizise soran a fert6zott sejtekbol
izolalt RNS-t szal-, és génspecifikus primerekkel cDNS-sé irtuk at,
majd ezt kovetden valds idejii kvantitativ PCR segitségével

vizsgaltuk.

Eredmények

A kapott eredményeink azt mutatjak, hogy az alkalmazott technikak
alkalmasak voltak a teljes hosszisaga RNS-ek meghatarozasara, mind
az egy-molekulas, mind pedig az amplifikalt mintakban. Egy teljesen
uj transzkriptomikai profilt mutattunk a PRV tekintetében, szamos 1j
transzkripcids varianst hataroztunk meg. Bebizonyitottuk, hogy a
virus teljes szekvencidjan transzkripcios aktivitas jellemzé a DNS

mindkét szalat érintve, mind a kodold, mind pedig a nem kodolod
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szakaszokon. A teljes virdlis genom transzkripcios aktivitasa és az
egymassal atfedd transzkriptek arra engednek kdvetkeztetni, hogy a
leir6do transzkriptek a leir6dasuk sordn egy 1j transzkripcios

szabalyozasi szinteret hoznak 1étre.

A szekvenalasi adatokbol kideriilt, hogy az atfedd RNS molekulak
szamos kombinacidban képesek transzkripteket képezni, felilmulva
ezzel a korabbi elképzeléseinket a folyamatrdl. Azonban a valésagban
leirodé antiszensz RNS-ek szama valosziniileg joval meghaladja az
altalunk talalt RNS-ek mennyiségét, ugyanis ha tal rovid vagy tal
hosszi RNS-ek képzédnek, akkor azokat az alkalmazott szekvenalasi
technikakkal elveszithetjiik, ugyanigy a poly-A-t nem tartalmazo

transzkriptek jo részérél sem kapunk informaciot.

Demonstraltuk, hogy a hosszu leolvasasokat biztositd szekvenalasi
technikdk alkalmasak arra, hogy akar atfed6 géneknél is
transzkripcids dinamikat hatarozzunk meg. A technologia tehat jol
hasznalhat6 mas id6ben kontrollalt kisérleteknél is a vizsgalt gének
kifejez6désének a mértékére. Ezen vizsgalatokat a Pseudorabies

virusnal végeztiik el hat kiilonb6z6 fert6zési idépontban.

Mind a harom vizsgalt herpeszvirusnal megsokszoroztuk a mar ismert
transzkriptek szamat. Ide sorolhatjuk a kiilonb6z6 transzkript
izoformakat, az 0j- és az alternativ splice variansokat, a komplex,
ugynevezett  policisztronos  transzkripteket is, ezen felil
meghataroztuk a TSS és TES helyeket is. Analizisiink soran 0j nem
kodolo és kodolo transzkripteket is felfedeztiink, mind a kodolo, mind

pedig a nem kodolo régidban.
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Létrehoztunk egy 11j delécidos mutanst a PRV esetében. Az ul54 mutans
kvantitativ PCR vizsgalata azt mutatja, hogy a gén felelés a korali
génexpresszid normalis kifejez6déséért, ugyanis a mutans virus
esetében egy elhtizodo korai génkifejezddési fazis jellemz6, valamint
az ul54 gén szerepet jatszik a viralis DNS replikacidjaban, ezaltal

hatassal van a késoi gének kifejezodésére is.

Masrészt megvizsgaltuk az us7-8 mutdns virus génjeinek
kifejez6dését is a vad tipushoz képest. Ezen gének a virus
gliikkoprotein génjeit kodoljak. Azt vartuk, hogy egy lassabb fertézési
id6 lesz jellemz a mutans virusra, azonban ez nem volt tapasztalhato.
Az us7-8 deletans virus a fertdzés elso hat orajaban leszabalyozza a
globalis transzkripciot a kinetikai osztalyoktdl fiiggetlentil, a hat 6ras
fert6zés utan viszont egy tilexpresszalt allapotot tapasztaltunk a

vizsgalt gének tekintetében.
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