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Bevezetés
HIV epidemiologia

Az Egészségiigyi Vilagszervezet (WHO) adatai szerint vilagszerte tobb mint 39 milli6 fert6zott
ember ¢l HIV-vel (HIV.gov, 2024). A fertézések tobbségéért a HIV-1 felelds, de az sszevont
adatokban szerepelnek a HIV-2 altal okozott fert6zések és a kettés HIV-1/2 fertézések is. A
elavult becslések szerint koriilbeliil 2 millio fertézott ¢él, foként a nyugat-afrikai régidban,
beleértve a HIV-1-gyel és HIV-2-vel fert6zott eseteket is (Gottlieb et al., 2008). A kézelmultban
kimutattdk, hogy a HIV-2-fert6zés eldforduldsa olyan orszagokra is kiterjed, amelyek jelentds
gyarmati vagy tarsadalmi és gazdasagi kapcsolatban allnak a nyugat-afrikai régioval, mint
példaul Franciaorszag, Spanyolorszag és Portugalia (HIV.uw.edu, 2024; Reeves és Doms.,

2002; Campbell-Yesufu és Gandhi., 2011).

HIV genetikai felépitése

A HIV genomja egy egyszali RNS két azonos masolatabol all, amelyek a fertézés soran a
reverz transzkriptaz segitségével irodnak at DNS-¢. A HIV-genom mindkét végén talalhato egy
ugynevezett long terminal repeat (LTR), valamint az 5'-végi régiok egy transzkripcios
promotert kodolnak. A gag gén, amelynek leolvasasi kerete 5'-3' irdnyban van, a kiilsd
magmembran fehérjéit, a kapszidfehérjét, a nukleokapszidot és egy kisebb, nukleinsavakat
stabilizalo fehérjét kodol. Ezt koveti a protedz (PR), a reverz transzkriptaz (RT) és az integraz
(IN) enzimeket kodolo pol gén. A pol gén mellett talalhaté az env leolvasasi keret, amely a
felszini (SU) és a transzmembran (TM) fehérjéket kodolja, melyeket burok glikoproteinekként
is ismernek. A HIV genom szadmos szabalyozo fehérjét kodol a szerkezeti fehérjéken kiviil,
mint példaul a Tat és a Rev, amelyek kulcsfontossagiak a HIV replikacié meginditadsaban.
Ezenkiviil a HIV genom tobb kiegészitd fehérjét is kodol, mint példaul a Nef, Vif, Vpr és Vpu.
A HIV-2 a Vpx-et kodolja Vpu helyett (German Advisory Committee Blood, 2016) (Li et al.,
2005). A HIV-1 és HIV-2 genomja nukleotidszekvencidjukban minddssze 50-55%-0s
azonossagot mutat. A Gag aminosavszekvenciajaban 54%-0s, a Pol-ban 55%-os, mig az Env-

fehérjékben 35%-o0s a hasonldsag (Li et al, 2015) (Motomura et al., 2008).

HIV életciklusa



A HIV ¢letciklusa két szakaszra oszthato: egy korai és egy késoi fazisra. A korai fazis elején a
virus felszini glikoproteinje a célreceptorhoz kotddik, ami kivaltja a virusburok ¢és a
sejtmembran fuzidjat (Freed, 2015) (Chen, 2019) (Melikyan, 2014). A bejutast kdvetden a
virusmag a citoszkeletonon keresztiil eljut a sejtmagba. A virusmag magaban foglalja a
kapszidot, a nukleokapszidot és a virusfehérjéket, példaul az RT-t, PR-t és az IN-t. A
citoszkeletalis transzport soran a virus kapszidja szétesik egy uncoating-nak nevezett
folyamatban, amely a reverz transzkripcio6 befejezéséhez sziikséges (Ambrose & Aiken, 2014).
A reverz transzkripcio a virusmag belsejében indul meg, mikozben a citoszkeletonon keresztiil
szallitodik. A folyamatot az RT enzim kozvetiti, amelynek soran a virus RNS-genomja kétszalu
DNS-¢ irodik at (Goff, 2001) (Xavier Ruiz & Arnold, 2020). A sejtmag elérése utan Gsszeall a
pre-integracios komplex (PIC), amely tartalmazza az atirt virus-DNS-t, valamint virus- és
gazdafehérjéket (Goff, 2001) (Arhel, 2010) (Li, 2015). A legujabb adatok azt mutatjak, hogy
az uncoating és a reverz transzkripcio a sejtmagba torténd bejutast kdvetden is folytatodik
(Dharan et al., 2020) (Miiller et al., 2022). A PIC a nukleoporus komplexen keresztiil,
importin/kariofilin fliggd modon jut be a sejtmagba. A sejtmagba vald bejutasban részt vevo
gazdafehérjék, mint a Vpr és az IN, a nukledris lokalizacios szignaljukon keresztiil keriilnek
interakcidba a virusmaggal. Az IN kolcsonhatasba 1€p a nuklearis transzportgépezet tagjaival,
magba jutast kdvetden a virusgenom integralodik a gazdasejt DNS-¢ébe, amelyet a viralis IN
kozvetit (Hokello et al., 2024). Az integraci6 a HIV életciklusanak korai szakaszabodl a késoi
szakaszba val6 atmenetet jelzi. A kés6i fazisban megkezdddik a virus transzkripcidja, amelynek
soran Uj virusfehérjék szintetizalodnak, és 0j virionok épiilnek fel (Freed, 2015). A fertézott
sejtekben az integralt virus-DNS templatként miikodik a virus mRNS- és genomialis RNS-
szintézisében. A késoi fazis kezdetén a virus transzkripcidja olyan cellularis faktoroktol fiigg,
mint a nuclear factor kappa B (NF-xB), egészen a Tat expresszidjaig. A Tat kotoédik a virus
positive transcription elongation factor b (P-TEFb), amely cyclin dependent kinase 9-et
(CDKDY9) ¢és cyclin T1-et (CCNT1) tartalmaz. Ez lehetdvé teszi a virus szdmara, hogy teljes
hosszlisagi virus RNS-t és kiilonb6z6 mRNS-termékeket szintetizaljon (Liu et al., 2014). A
virus mRNS transzportjat a sejtmagbol a citoplazmdba a Rev fehérje iranyitja (Hokello et al.,
2024). A HIV-1 virion &sszeépiilése a sejt plazmamembranjan torténik, €s a folyamatot a Gag
poliprotein kozvetiti. A Gag toborozza az Env fehérjéket és a virus genomialis RNS-ét a virus
Osszeszerel6désének helyére. A virion a plazmamembranbdl térténé bimbozas soran Szerzi meg

lipidburokjat és az Env fehérje tiiskéit. A Gag poliprotein eldszor éretlen részecskékkeé all ossze,



amelyeket a bimbodzast kovetden az aktivalt virus PR alakit at, 1) fert6z6, érett

virusrészecskékké képezve (Sundquist & Krausslich, 2012) (Ganser et al., 2012).

Lentiviralis vektorok

A replikaciora inkompetens lentivirusvektorok kényelmes és hatékony eszkozként szolgélnak
a gének stabil és produktiv atviteléhez az emberi eredetli sejtekbe, igy vonzo jeldltek a human
génterapia szamara. FO elonyiik, hogy stabilan beépiilnek célsejtjeik DNS-¢ébe, biztositva a
hosszu tdva génexpressziot. A lentivirus-alapu vektorok jelentds eldnyt jelentenek az
oncoretroviralis rendszerekkel szemben, mivel képesek géneket juttatni nem osztédo sejtekbe
is. Sikeres terapiarol szamoltak be stulyos monogén rendellenességekben szenvedd betegeknél,
mint példaul boéradhézidos rendellenesség, immunhidnyos, neurometabolikus ¢és
hemoglobinopatias betegségek kezelésében, amelyek virusvektorokkal transzduktalt
szomatikus 6ssejteken alapulnak (Zufferey et al., 1998) (Tucci et al., 2021). Az els6 lentivirus-
alapu vektorok a HIV-genom nagy részét tartalmaztak. Burokfehérjeként a vesicular stomatitis
lipoprotein (LDL) receptor, foszfatidilszerin vagy talan egyéb foszfolipidek, amelyek lehetové
tették a lentivirus-alapu vektorok szamara, hogy sokféle sejtet megcélozzanak. A lentivektorok
vektorbiztonsag tovabbi javitdsa érdekében a harmadik generadcids rendszerekben a virus
genomjat két plazmidra osztottak, ami valdsziniitlenebbé teszi rekombinans virusok 1étrejottét.
A lentivirus-alapti vektorok azért valtak vonzova a Klinikai felhasznalas szamara, mert képesek
lassan vagy nem proliferdlo sejteket transzduktalni, beleértve a CD34+ Gssejteket is. Az olyan
genetikai betegségeket, mint a metakromatikus leukodystrophia, Wiskott-Aldrich-szindroma,
B-talaszémia ¢és X-kapcsolt adrenoleukodystrophia sikeresen kezelték lentivirus-alapu
vektorokkal (Milone & O'Doherty, 2018) (Dull et al., 1998) (Miyoshi et al., 1998). Vannak
negyedik generdcios lentivirusvektorok 1is, amelyekben modositottdk a csomagold
szekvencidkat, hogy elkeriiljék a replikdcio-kompetens részecskék kialakulasat. Ezekben a
vektorokban a HIV-1 y és RRE csomagoloszekvenciadk az Oninaktivalo LTR-t6] lefelé
helyezkednek el. A virustermeléshez sziikséges egyes viruskomponensek, példaul a strukturalis
¢és szabalyozo gének a vektor képzddése soran rendelkezésre allnak, de kizarjak oket a végsod
virusgenombol. Ez 0sszességében tovabb javitja a vektorok biztonsagat (Vink et al., 2017)

(Berkhout, 2017).



HIV indukalta transzkriptomikai és proteomikai valtozasok

A kutatdk tobb olyan gént talaltak, amelyek a HIV-fert6zés hatasara eltéréen szabalyozddnak.
Coelho ¢és munkatarsai kimutattdk, hogy a fert6zott CD4+ T-sejtekben 208 gén felfelé
szabalyozodott, koztiik a toll-like receptor 7 (TLR7), a beta-interferon 1 (IFNB1) és a TNF
superfamily 4 (TNFSF4) (Coelho et al., 2021). Wu és munkatarsai tanulmanyukban azokra a
génekre dsszpontositottak, amelyek eltérden expresszalodnak a HIV-fert6zott betegek CD4+,
CD8+ T-sejtjeiben és makrofagjaiban. A proteaszomat, a protont szallito ATPaz komplexet, az
aktin filamentumokat és a komplement aktivalasat szabalyozd gének emelkedett szintjét
talaltdk. Az olyan ttvonalak, mint a betegség progresszidjanak mitokondridlis jelei, valamint
kapcsolodo utak feldusulasat detektaltak az elemzés soran (Wu et al., 2011). Pollara et al.
egysejt alapu transzkriptom szekvenalast alkalmazott a HIV-1 fertézéshez kapcsolodo
elvaltozasok és sejtdinamika kimutatasara, amelyek a terapia ellenére is megmaradhatnak. Azt
talaltdk, hogy a nem kezelt HIV-1-fertdzott betegek sejtjeiben 45 gén lefelé, 96 pedig felfelé
szabalyozodott. Nevezetesen, a HIV-1 fert6zés proinflammatorikus allapotot indukalt az 6sszes
megfigyelt immunsejttipusban, amelyet az interferon vélasz gének fokozodasa jellemez.
Ezenkiviil a szeronegativ egyénekhez képest 83 pozitivan és 31 negativan szabalyozott gént
talaltak antiretrovirdlis terapia alatt allo HIV-1-fert6zott egyénekben (Pollara et al., 2022).
Szadmos tanulmany a HIV-fert6zés okozta proteomikai valtozasokra Osszpontosit. Chan és
munkatarsai munkajuk soran 3255 sejtfehérjét mutattak ki HIV-1 fertézott CD4+ T-
sejtvonalbol. A kimutatott fehérjék koziil 344 pozitivan, 343 pedig negativan szabalyozodott a
fertdzés utan 36 6raval. Ez az idépont a virustermel€s csucsat jeloli. Az utvonal-analizisiik azt
mutatta, hogy ezen fehérjék a sejtciklus elOrehaladasaban, a citratkdr tutvonalan, az
ubiquitinicioban €s a nukleokariocitoplazmatikus transzportban jatszanak szerepet. A HIV-1
fehérjéivel ismert kolcsonhatast mutato fehérjék szintjében is valtozast figyeltek meg (Chan et
al., 2007). Egy masik tanulmanyban Al-Mozaini és munkatarsai tobb mint 314 egyedi periférias
vérplazmafehérjét azonositottak, amelyek koziil 100 szignifikdnsan eltéréen szabalyozodott a
HIV-1, HIV-2 és HIV-1 elit kontroller mintak kozott. A két HIV-virus k6zott a fehérjeprofilok
rendkiviil hasonloak voltak. E hasonlosagok ellenére azonban 6 fehérje szignifikdns
kiilonbséget mutatott a HIV-1 és HIV-2 fert6zott mintak kozott, koztiik a prohibitin-2 (PHB2),
a calcineurin subunit B type 1 (PPP3R1), az electron transfer flavoprotein subunit beta (ETFB),
a rhombotin-2 (LMO2), a protein S100-A9 (S100A9), valamint a viralis Vif. A tanulmany arra



a kovetkeztetésre jutott, hogy ezek a kiilonbozo fehérjék felhasznalhatok HIV-fert6zott egyének
diagnosztizalasara, €s prognosztikai molekulaként szolgalhatnak. Mivel a single markerek
hasznalata nem feltétleniil szolgdl pontos prognosztikai adatokkal, hatékonyabb betegség-
specifikus fehérjepanel markerek alkalmazésa javasolt, amelyek kiemelkeddbb informéciot

nyutjtanak (Al-Mozaini et al., 2021).

Célkitiizések

Az eddigi kozel 40 éves HIV-kutatas ellenére nagyon kevés tanulmény foglalkozott a HIV
¢letciklusdnak korai szakaszanak jellemzésével kiilonbozd sejttipusokban. Ezen tilmenden
kevés cikk foglalkozott a HIV-2 generalta sejtes valtozasokkal HIV-1-hez hasonlitva. Emellett
a lentivirus alapu vektorok folyamatos hasznalatban vannak a génterapidban, és nagy
er6feszitéseket tesznek a biztonsaguk és stabilitasuk javitasara kutatasuk és fejlesztéseik soran.
Azonban a gazdasejt transzkriptumara és proteomjara gyakorolt hatasukat még nem vizsgaltak.
A HIV-1 és HIV-2 altal generalt proteomikai és transzkriptomikai valtozasokkal kapcsolatos

ismereteink gyarapitasa érdekében a kovetkezd célokat tliztiik ki vizsgalatunkkal:

1. A HEK-293T sejtekben a HIV-1 és 2 alapt lentiviralis vektorok altal indukalt proteo-

transzkriptomikai valtozasok elemzése a lentivirus transzdukcid korai fazisdban

2. A HIV-1 és HIV-2 kozotti proteo-transzkriptomikai valtozasok Osszehasonlitd elemzése,

kiemelve a HEK-293T és Jurkat sejtekben részt vevé utvonalak hasonlosagait és kiilonbségeit.

A bemutatott tanulmanyt 2018 és 2022 kozott végezték a Debreceni Egyetem Biokémia és
Molekularis Biologiai Intézetén, a Proteomics Core Facility és Center for Clinical Genomics

and Personalized Medicine szolgéltatasait igénybe véve.

Anyagok és Modszerek

Felhasznalt plazmidok

Masodik generacids lentiviralis vektorrendszert alkalmaztunk a HIV-1, HIV-2 ¢és kontrol
pszeudovirionok termelésére. A HIV-1 pszeudovirionok eldallitdisdhoz a kovetkezd
plazmidokat hasznaltuk: pWOX-CMV-GFP transzfer vektor, amelyet modositottunk, hogy a
z0ld fluoreszcens fehérje (GFP) helyett mCherry-t expresszaljon, psPAX2 csomagolo
plazmidot (ajandék Dr. D. Tron6tol, a Genfi Egyetemrdl) és pMDG.G-t, amely a vesicularis



stomatitis virus (VSV) G fehérjéjét kodolja. A HIV-2 virionok generaldsahoz a kovetkezo
plazmidokat alkalmaztuk: CGP, egy ROD alapi HIV-2 fehérje expresszidos vektor,
CRUSSSINCGW transzfer vektor, amely egy CMV promoter szabalyozéasa alatt allo6 GFP
expresszios kazettaval rendelkezik (mindkét plazmid ajandék Joseph P. Dougherty-t61 a Robert
Wood Johnson Medical School-t6l), tovabba a pMD.G plazmidot. A kontrol pszeudovirionok
eloallitaisahoz pTY-EFeGFP plazmidot alkalmaztunk, amelyben egy EFla promoéter
szabalyozasa alatt all6 GFP expresszios kazetta talalhato, és a mar emlitett pMD.G vektort

hasznaltuk.

Sejt vonalak és fenntartasuk

Human embrionalis vesesejteket (HEK-293T) és Jurkat T sejteket az American Type Culture
Collectiontol (ATCC) (Manassas, VA, USA) szereztilk be. A HEK-293T sejteket 10% fetal
bovine serum-mal (FBS), 1% L-glutamin-nal és 1% penicillin/streptomycin-nel kiegészitett
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
kozegben tenyésztettiik. A sejtek passzaldsa soran eldszor eltavolitottuk a médiumot, majd a
sejteket 1x foszfat pufferrel (PBS) mostuk. Ezt kovetden a sejteket 0,25%-0s (w/v) tripszin-
EDTA oldattal fellazitottuk, majd centrifugaltuk 100 g-n, 24°C-on, 5 percig. Ezutan a sejteket
friss DMEM-ben felszuszpendaltuk, és 0,5x108 és 1,5x10° kozotti sejtmennyiséget juttattunk
vissza a tenyésztd edénybe. Jurkat sejtek esetén a sejteket elészor centrifugaltuk 100 g-n, 24°C-
on, 5 percig. Ezt kdvetden a sejt pelletet friss Roswell Park Memorial Institute Medium-ban
(RPMI) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) felszuszpendaltuk, és 1x10° sejtet oltottunk

vissza a tenyésztd edénybe.

HIV-1, HIV-2 és kontrol pszeudovirion termelés

HIV-1 pszeudovirion termeléshez a pWOX-CMV-mCherry, psPAX2 és pMD.G plazmidokat
3:2:1 aranyban alkalmaztuk. HIV-2 esetében 1:1:1 ardnyban haszndltuk a CGP-t,
CRUSSSINCGW:-t é¢s pMD.G-t. Hasonloképpen, a kontrol pszeudovirionok eléallitasahoz 1:1
aranyban alkalmaztuk a pTY-EFeGFP ¢s pMD.G plazmidokat. A transzfekciot megel6z6
napon a HEK-293T sejteket passzaltuk ugy, hogy koriilbeliil 70%-0s konfluenciajtak legyenek
a kovetkezd napon (~3x10° sejt/flaska (tenyésztési teriilet 75cm?/flaska)). A fent emlitett
plazmid aranyokat alkalmaztuk a viriontermeléshez, és a polyethylenimine (PEI) modszert

hasznaltuk. A folyamat végén a sejteket 5 oran keresztiil inkubaltuk 37°C-on, 5% CO2-t



tartalmaz6 inkubatorban, antibiotikummentes, 1%-0s FBS-t tartalmaz6 DMEM-ben. Az
inkubacio végén eltavolitottuk a médiumot, és kicseréltiik 10%-0s FBS-t, 1%-0s L-glutamint
és 1%-o0s penicillin/streptomycin-t tartalmaz6 DMEM-re. 24, 48 és 72 oraval a transzfekcio
utan Osszegyljtottik a virionokat tartalmazé médiumot, és atszirtik egy 0,45 pm-es
polyvinylidene fluoride sziirén (Merck Millipore, Darmstadt, Németorszag). A feliiliszokat
Osszegytjtottiik, €s ultracentrifugaldssal (100 000 x g, 2 ora 10 perc, 4°C) koncentraltuk. A
virionokat tartalmazoé pelletet felszuszpendaltuk PBS-ben, és -70°C-on taroltuk. Egy enzimhez
kotott immunszorbens esszé (ELISA) alapu kolorimetrias modszert (Roche Applied Science,
Mannheim, Németorszag) alkalmaztunk a termelt pszeudovirionok reverz transzkriptaz (RT)
aktivitasanak meghatarozasara. A pszeudovirionok transzdukcidos egységeit (TU/ml)
transzdukcios kisérletek segitségével hataroztuk meg HEK-293T sejteken. Kisérleteinkben a
kontrol mennyiségét a HIV-1 virionok reverz transzkriptdz aktivitdsdnak ekvivalencidjara
kalibraltuk. Ezzel biztositottuk, hogy a transzdukcios kisérleteinkben azonos virion

mennyiséget alkalmazzunk.

HEK-293T sejtek transzdukcioja és RNS izolalas transzkriptomikai analizishez

A transzdukcidt megel6z6 napon a HEK-293T sejteket 6 lyukl tenyésztdedényre oltottuk
(5x10° sejt/well (tenyésztési teriilet 9,6 cm?/well)) 10%-0s FBS-t, 1%-0s L-glutamint és 1%-0s
penicillin-streptomycin-t tartalmazo DMEM-be. A transzdukcid napjan eltavolitottuk a
tapfolyadékot, és a sejteket transzduktaltuk 5 ng RT aktivitassal egyenld HIV-1/HIV-2 vagy
kontrol pszeudovirionnal, szérum- és antibiotikummentes médiumban, amit 8 ug/ml polybren-
nel kiegészitettiink. Nulla, kettd, nyolc, tizenkét és huszonhat oranként az adott idéponthoz
tartoz6 mintakrol eltavolitottuk a médiumot, és foszfat pufferrel mostuk dket. Ezt kovetden a
sejteket felszuszpendaltuk TRIzol reagensben (Thermo Fisher Scientific, MA, USA). Az RNS
izolalasat a gyarto protokollja szerint végeztiik. Az RNS mindségét az Agilent RNA 6000 Nano
kit segitségével, az Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies, Waldbronn,
Németorszag) alkalmazdsaval ellendriztiik. A mintdk szekvenalasat a Debreceni Egyetem
Genomi Medicina és Bioinformatikai Szolgaltaté Laboratoriumanak munkatarsai végezték, az
MGIEasy RNA Library Prep Set és az MGI DNBSEQ G400 (MGI tech, Shenzhen, Kina)

szekvenator felhasznalasaval.

HEK-293T sejtek transzdukcioja proteomikai analizishez



A transzdukciot megel6zé napon a HEK-293T sejteket T-25 flaskakba oltottuk 0,7—1x10°
sejt/flaska (tenyésztési teriilet 25 cm?/flaska) siiriségben, 5 ml 10%-0s FBS-sel, 1%-0s L-
glutaminnal és 1%-0s penicillin-streptomycin-nel kiegészitett DMEM-be. A kovetkez6é napon
a médiumot eltavolitottuk, és a sejteket transzduktaltuk 15 ng RT aktivitdsnak megfeleld
mennyiségi HIV-1/HIV-2 vagy kontrol pszeudovirionnal, 8 pg/ml polybren-nel kiegészitett,
szérum- ¢s antibiotikummentes médiumba. A sejteket 37 °C-on, 5% CO2-t tartalmazé
kozegben inkubaltuk nulla, kettd, nyolc, tizenkét és huszonhat 6ran keresztiil. Az adott
idépontokban a médiumot eltavolitottuk, és a sejteket PBS-be felkapartuk. Centrifugalast

kovetden a sejteket analizisig -20 °C-on taroltuk.

Jurkat sejtek transzdukcidja és RNS izolalas transzkriptomikai analizishez

A transzdukcié napjan a Jurkat sejteket 24 lyuku tenyésztdedényre oltottuk (1,25x10° sejt/well
(térfogat 0,5-1,0 ml/well)) 10%-0s FBS-sel, 1%-0s L-glutaminnal és 8 pg/ml polybren-nel
kiegészitett RPMI médiumba. Ezt kdvetéen 250 000 transzdukcids egység/ml-nek (TU/ml)
megfeleld HIV-1/HIV-2 vagy kontrol pszeudovirionnal transzduktaltuk a sejteket. Nulla, kettd,
nyolc, tizenkét és huszonhat 6rdnként az adott idéponthoz tartozé mintét lecentrifugaltuk,
egyszer mostuk PBS-sel, majd lizaltuk TRIzol reagens (Thermo Fisher Scientific, MA, USA)
hasznélataval.

Az RNS izolalast a gyartd protokollja szerint végeztiik. Az RNS mindségét az Agilent RNA
6000 Nano kit segitségével, az Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies, Waldbronn,
Németorszag) alkalmazéasaval ellendriztiik. A mintdk szekvenalasidt a Debreceni Egyetem
Genomi Medicina és Bioinformatikai Szolgaltatd Laboratoriumanak munkatarsai végezték, az

[llumina NextSeq 500 szekvenator (Illumina, CA, USA) felhasznalasaval.

A HEK-293T transzdukcio azonnali és korai fazisahoz tartozo transzkriptomikai adatok
elemzése

A Trimmomatic v0.36 hasznalataval az RNA-seq nyers FASTQ adatok adaptereltavolitason €s
mindségi szlirésen mentek keresztiil (phred score 30) (Bolger et al.,, 2014). A trimmelt
szekvencidk minimalis hosszat 36 bp-ban hatdroztuk meg. A mindségellenérzés a FastQC
v0.11.9 segitségével tortént (Andrews, S. FastQC: A Quality Control Tool for High Throughput
Sequence Data). A leolvasott adatokat a GRCh38 Human Genome Assembly
referenciagenomhoz a HISAT2 v2.1.0 segitségével illesztettiik (Langmead et al., 2009, Kim et
al., 2015). A referencia genom indexfajlokat a Bowtie v.1.2.2 (Langmead et al., 2009)



szoftverrel hoztuk létre. Az illesztett leolvasdsokat a FeatureCounts v2.0.1 segitségével
szamszerlsitettiik (Liao et al., 2014, Yates et al., 2016). A kapott szamlalasi matrixot az R
v4.2.3-mal elemeztiik (The R Development Core Team. R: A Language and Environment for
Statistical Computing). Az ardnyok medidnja modszerrel kapott normalizalt szdmokat
hasznaltuk a differencialis expresszid (DE) becslésére a DESeq2 v1.38.3 segitségével (Love et
al., 2014). A fold change becslések pontossaganak javitasa érdekében az ,,Adaptive Shrinkage”
csomag 2.2-63-as verzidjat alkalmaztuk (Stephens, 2017). Az azonnali korai fazisu
idépontokbdl (0 és 2 6ra) szarmazd mintak esetében a 0,05-nél alacsonyabb korrigalt p-értékkel
¢s 0,58-nal nagyobb abszolut log2 valtozassal (abs(LFC)) rendelkezé transzkriptumokat
tekintettiik szignifikansan valtozottaknak. A késébbi iddpontokbol (8, 12 és 26 ora) szarmazd
transzkriptumok esetében a korrigalt p-értékek azonosak voltak, de az (abs(LFC)) értéket >1-
re allitottuk be. A transzkriptumok génontologiai (GO) dusitasi analizisét a clusterProfiler

csomag segitségével végeztiikk (Yu et al., 2012).

GeLC-MS/MS analizis

A HIV-1, HIV-2 ¢és kontrol transzduktalt sejtek feltarasat 100 pl lizispufferben (50 mM Tris
pH 8,3, 1 mM EDTA, 17 mM B-merkaptoetanol, 0,5 % (v/v) Triton-X100) végeztiik. harom
fagyasztas-olvasztas cikluson keresztiil. A fehérjekoncentracié meghatarozasara a Bradford-
modszert alkalmaztuk, minden esetben 100 pg fehérjét gélben emésztettiink, majd
folyadékkromatografias-tandem tomegspektrometrids (GeLC-MS/MS) analizist végeztiink
(Dzieciatkowska et al., 2014). A mintakat 5%-0s SDS-poliakrilamid gélen futtattuk 100 V-0s
fesziiltséggel 20 percig. A fehérjéket PageBlue Protein Staining oldattal (Thermo Scientific,
Waltham, MA, USA) megfestettiik, a megfestett géldarabokat kivagtuk, harom egyenld részre
osztottuk és tripszin felhasznalasaval gélben emésztést végeztiink. A tripszines emésztés eldtt
a mintakat 20 mM ditiotreitollal (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) 1 6ran at 56 °C-on redukaltuk,
majd 55 mM jodacetamiddal (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) 45 percig szobahOmérsékleten.
sOtétben alkilaltuk. A tripszin emésztést egy éjszakan at 37 °C-on végeztiik stabilizalt MS-
mindségli TPCK-kezelt szarvasmarha-tripszin (ABSciex, Framingham, MA, USA)
felhasznalasaval. Az emésztett peptideket extrahaltuk és vakuum koncentratorban beszaritottuk
(Thermo Scientific, Waltham, MA, USA), majd a peptideket 33 ul 1%-0s hangyasavban (VWR
Ltd., Radnor, PA, USA) wjra feloldottuk az LC-MS/MS analizis el6tt. A mintdk peptid

crer

tomegspektrometrias analizisek el6tt a mintakhoz azonos mennyiségi ,,Indexed retention time”



(1RT) peptidkeveréket (Biognosys, Schlieren, Svajc) adtunk, és a mintdkat duplikdtumban
elemeztiik. A tomegspektrometrids elemzés elott a peptideket 180 perces viz/acetonitril
gradienssel valasztottuk el Easy nLC 1200 nano UPLC (Thermo Scientific, Waltham, MA,
USA) késziilékkel. A peptidkeverékeket ACQUITY UPLC Symmetry C18 oszlopon (20 mm x
180 pum, 5 pm részecskeméret, 100 A porusméret, Waters, Milford, MA, USA) sémentesitettiik,
majd Acclaim PepMap RSLC C18 analitikai oszlopon elvalasztottuk (150 mm x 50 um x 2 pum
részecskeméret, 100 A porusméret, Thermo Scientific, Waltham, MA, USA). A kromatografias
elvalasztas soran a B olddszer aranyat 5 perc alatt 5%-161 7%-ra emeltiik, majd 50 perc alatt
15%-ra emeltiik. Ezt kdvetden 60 perc alatt 35%-ra emeltiik amint egy 40%-ra emelés kovetett
28 perc alatt. Ezutan a B oldoszert 5 perc alatt 85%-ra emeltiik és 10 percig 85%-on tartottuk,
majd a rendszert 1 perc alatt visszaallitottuk 5% B oldoszerre és tovabbi 16 percen keresztiil
regeneraltuk. Az A oldészer 0,1% hangyasav LC vizben (Sigma, St. Louis, MO, USA); a B
oldészer 95% LC-MS acetonitril (Sigma, St. Louis, MO, USA) volt, amely 0,1% hangyasavat
tartalmazott. Az aramlasi sebességet 300 nl/perc értékre allitottuk be. Az adatfiiggd elemzéseket
Orbitrap Fusion tomegspektrométerrel (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA) végeztiik. Az
MS/MS-elemzésekhez a 14 legnagyobb mennyiségben eléforduld, tobbszordsen toltott pozitiv
iont valasztottuk Ki minden egyes pasztazo MS spektrumbdl (mérési tartomany: 350-1600 m/z,
Orbitrap analizator felbontdsa: 60 000, AGC-target: 4,0 x 10°, profil {izemmédban rdgzitve).
Az {itk6zés-indukalt disszociacios (CID) fragmentaciot a linearis ioncsapdaban végeztiik 35%-
os normalizalt iitkdzési energidval (AGC-target: 2,0 x 10° centroid modban rogzitve). Az

adatgytjtési ciklusok soran dinamikus kizarast alkalmaztunk (kizarési idd: 45 s).

Tomegspektrometriai adatok elemzése

Az LC-MS/MS adatokbol a fehérjék azonositasara a MaxQuant 1.6.2.10 szoftvert alkalmaztuk
(Cox & Mann, 2008) a Human SwissProt adatbazis (kiadas: 2020.02, 20 394 szekvencia
bejegyzés), a HIV-1 és HIV-2 SwissProt adatbazisok (kiadés: 2020.02, 381 szekvencia
bejegyzés a HIV-1-hez és 109 szekvencia bejegyzés a HIV-2-h6z), valamint a MaxQuant
szoftver altal biztositott gyakori szennyezOk adatbazisa hasznédlataval. A Cys-
karbamidometilacidt, a Met-oxidaciot és az N-terminalis acetilezést variabilis modositasként
allitottuk be, a kihagyott hasitohelyek szdmat kettére maximalizaltuk. Az eredményeket a
Scaffold 4.8.9 szoftverbe importaltuk (ProteomeSoftware Inc., Portland, OR, USA). A
fehérjéket legaldbb 3 azonositott peptid esetén fogadtuk el taldlatként, 1%-os fehérje false
discovery rate (FDR) és 0,1%-0s peptid FDR mellett. A jel6lés nélkiili kvantitalashoz a

normalizalt teljes prekurzor intenzitast hasznaltuk, és az azonositott fehérjék mennyiségi



értékeit az iRT keverék kvantitativ értékeire, valamint a mintdkban 1év0 peptidek BCA
kozott szignifikansan eltérd fehérjemennyiségek kivalasztasara minden egyes kvantitalt fehérje
esetén ANOVA-modelleket alkalmaztunk. A mintakat és az analizis ismétléseket véletlenszer(i
hatasként, mig a csoportokat fix hatasként modelleztiikk (Oberg & Vitek, 2009). A linearis
modellillesztést kovetden post-hoc teszteket alkalmaztunk a csoportkiilonbségek p-értékeinek
meghatdrozasara, és az FDR < 0,05 kritériumnak megfeleld szignifikdns eredményeket

tartottuk meg..

A lentiviralis transzdukcio korai fazisahoz tartozo mintak proteomikai analizise

Az azonositott fehérjék listdjat az intenzitasértékekkel egyiitt kiexportaltuk a Scaffold
programbol, majd R kérnyezetben dolgoztuk tovabb (v4.3.1) (The R Development Core Team.
R: A Language and Environment for Statistical Computing; R Foundation for Statistical
utin BCA-moddszerrel hataroztunk meg), az injektalt térfogatokat és a mintak Osszfehérje-
intenzitasat hasznaltuk fel. A vizsgalt csoportok kozotti statisztikailag szignifikans kiilonbségek
vizsgalatara kevert hatdsi ANOVA-modelleket alkalmaztunk, mindegyik fehérjéhez egyet-
egyet. A minta- és analizisismétléseket véletlenszer(i hatasként kezeltiik, mig a csoportokat fix
hatasként modelleztiik (Oberg & Vitek, 2009). A szamitasok elvégzéséhez az emmeans (v1.8.8)
¢s lme4 (1.1.34) csomagokat haszndltuk (Bates et al., 2015). A linearis modellillesztést
kovetden post-hoc teszteket alkalmaztunk a csoportkiilonbségek p-értékeinek meghatarozasara,
¢és a szignifikdns eredményeket FDR < 0,05 kritériummal fogadtuk el. A fehérjét kodolo
transzkriptum annotaciokat a naponta frissitett ,,gene info” €s ,,gene2go” fajlokbol szereztiik

be, amelyek elérheték az NCBI FTP webhelyén (https:/ftp.ncbi.nlm.nih.gov/gene/DATA/,

hozzaférve 2023. november 15-én), és sajat készitésii szkriptek segitségével atrendeztiik. A GO
dusulasi analizist a topGO R csomaggal (v2.52.0) végeztiik egy egyedileg generalt gén-GO
lekeresési f4jl segitségével (Alexa et al., 2006). Az elemzéseket a teljes 26 6rés transzdukcios
iddszak alatt azonositott fehérje adathalmazon végeztiik (807 fehérje); a fehérje-univerzum a
fehérjék teljes halmazabol (807) allt, amelyeket a transzdukcidt kovetd 26 draban kimutattak.
A szignifikansan valtozott fehérjéket FDR < 0,05 kiiszobérték szerint hataroztuk meg. A topGO
algoritmusban az alapértelmezett ,,weight01” modszert valasztottuk a Kolmogorov—Smirnov
statisztikai teszttel, és kivalasztottuk azokat a feldusult GO terminusokat, amelyek FDR-
modositott p-értéke < 0,05. Az adatok vizualizalasara a kovetkezd R-csomagokat hasznaltuk:

ggplot2 (v3.4.3), ggrepel (v0.9.3), ggpubr (v0.6.0), GOplot (v1.0.2) (Elio Campitelli:


https://ftp.ncbi.nlm.nih.gov/gene/DATA/

Ggnewscale: Multiple Fill and Colour Scales in ‘ggplot2’. R Package Version 0.4.9.),
ggnewscale (v0.4.9), VennDiagram (v1.7.3).

Jurkat sejtek transzdukciojanak korai fazisahoz tartozo transzkriptomikai mintak
analizise

A nyers szekvenalasi adatokat a GRCh38 verzi6ju human referencia genomhoz illesztettiik a
Hisat2 v2.1.0 illesztd program alkalmazésaval (Langmead et al., 2009). Az illesztés soran
generalt BAM-fajlokat a StrandNGS szoftverben elemeztiik. A normalizalt génexpresszios
értékek generaldsa a programba integralt DESeq algoritmussal tortént. Az egyes kezelési
csoportok kozott eltéréen szabalyozott transzkriptumok meghatarozasahoz moderalt T-tesztet
hasznaltunk. Azokat a transzkriptumokat tekintettilk eltéréen szabalyozottnak, amelyek
atmentek a szignifikanciaszlirén (korrigalt p-érték (p adj.)< 0,05), valamint a valtozas mértékét
tekintve teljesitették a > 1 abszolut log2 valtozast (abs. logFC). A tobbszoros tesztelésbol
szarmazo hibak korrigalasra Benjamini-Hochberg FDR analizist végeztiink.

A szignifikansan valtozé transzkriptumok listain GO elemzést végeztiink, hogy meghatarozzuk
a listakban feliilreprezentalt GO kategoriakat. A GO elemzés a CytoScape 3.4.0 programban, a
ClueGO v2.3.5 alkalmazas hasznalataval tortént. Az elemzés soran kétoldalas hipergeometriai

teszttel és Bonferroni korrekcidval hataroztuk meg a feliilreprezentalt bioldgiai folyamatokat.

Eredmények:
HIV-1 transzdukcié azonalli és korai fazisahoz tartozo transzkriptomikai adatok

elemzése

A kontroll vektorral transzduktalt sejtekhez képest a HIV-1 nulla 6ranal 2676 transzkriptum
kifejezOdését befolyasolta, amelyek koziil 1533 feliil-, 1143 pedig alul szabalyozodott. A
feliilszabalyozott transzkriptumok koziil 1256 fehérjeket, 226 nem-kodolé RNS-t, 1
mitokondrialis RNS-t, 42 pszeudogént és 8 ismeretlen terméket kodolt. Az alulszabéalyozott
transzkriptumok koziil 710 fehérjét, 294 nem-kédolo RNS-t, 11 mitokondridlis RNS-t, 94

pszeudogént, 2 ribozimot €s 32 ismeretlen transzkriptumot kodolt.

Két oraval a transzdukcid utan a HIV-1 4551 transzkriptum expressziojara volt hatassal, ezek
koziil 2366 transzkriptum feliilszabalyozodott. Ezen transzkriptumok koziil 1616 fehérjét, 98
pszeudogént és 334 nem-kddold6 RNS-t kodolt. Tovabba 18 transzkriptum nem kategorizalt
génterméket kodolt. 2185 transzkriptum alulszabalyozott 2 oraval a HIV-1 transzduktalt



sejtekben. Ezek kozott 1634 transzkriptom fehérjét, 153 pszeudogént, 363 nem-kodold RNS-t,

18 mitokondrialis RNS-t, 1 ribozimot és 16 ismeretlen génterméket kodolt.

A, kontrollhoz hasonlitva, 8 oraval a transzdukci6 utan a HIV-1 158 transzkriptum
expressziojat befolyasolta, melyek koziil 115 feliilszabalyozodott, 43 pedig alul. A
feliilszabalyozottak koziil 71 fehérjét, 23 nem-kodold RNS-t, 5 mitokondrialis RNS-t, 12
pszeudogént és 4 ismeretlen génterméket kodoltak. Az alulszabalyozottak kozott 32 fehérjét, 7
nem-kodoldé RNS-t és 4 pszeudogént kodold transzkriptum taldlhato. 114 transzkriptum
kifejez6dése valtozott 12 draval a HIV-1 transzdukciot kovetéen, melyek koziil 18 expresszidja
pozitivan, 96-¢ pedig negativan valtozott. A pozitivan befolyasoltak koziil 11 fehérjét, 6 nem-
kodold RNS-t és 1 pszeudogént kodoltak. A negativan szabalyozodottak koziil 59 fehérje, 27
nem-kodolé RNS, 5 mitokondridlis RNS és 1 pszeudogén kodold transzkriptum volt. A
transzdukciot kovetd 26. éraban 380 transzkriptum kifejezddése valtozott, melyek koziil 48
feliil-, 332 pedig alul szabalyozddott. A pozitivan befolyasoltak koziil 26 fehérjét, 14 nem-
kodold RNS-t, 7 pszeudogént és 1 ismeretlen génterméket kodoltak. A 322 alul szabalyozott
transzkriptum koziil 264 fehérje, 56 nem-kodold RNS, 8 pszeudogén és 4 ismeretlen eredetii

transzkriptum talalhato.

HIV-1 altal befolyasolt transzkriptumok a transzdukcié azonalli korai fazisaban

Nulla 6ranal a HIV-1 feliilszabalyozta az insulin receptor substrate 4 (IRS4), host cell factor C1
(HCFC1), heparan sulfate proteoglycan 2 (HSPG2), CD109 molecule, 2’-5’-oligoadenylate
synthetase 3 (OAS3), nidogen 1 (NID1), lysine methyltransferase 2D (KMT2D), SRY-box
transcription factor 5 (SOX5), RNA polymerase 1l subunit A (POLR2A) és FRY microtubule
binding protein (FRY) transzkriptumok expresszidjat. A H4 clustered histone 3 (H4C3),
argininosuccinate synthase 1 (ASS1) immunoglobulin superfamily member 6 (IGSF6),
pleckstrin homology like domain family A member 3 (PHLDAS3), interleukin 3 receptor subunit
alpha (IL3RA), apolipoprotein E (APOE), ankyrin repeat domain 18A (ANKRD18A),
cholinergic receptor nicotinic gamma subunit (CHRNG), major facilitator superfamily domain
containing 4B (MFSD4B) és mannosidase alpha class 1A member 2 (MAN1A2) pedig negativan
szabalyozodott HIV-1 transzduktalt sejtekben.

Két oraval a transzdukcid utan pozitivan valtozott a solute carrier family 7 member 11
(SLC7A11), assembly factor for spindle microtubules (ASPM), sacsin molecular chaperone
(SACS), CD109 molecule, zinc finger and BTB domain containing 41 (ZBTB41), BRCA2 DNA



repair associated (BRCA2), testis expressed 15, meiosis and synapsis associated (TEX15), zinc
finger with KRAB and SCAN domains 8 (ZKSCANS8), chaC glutathione specific gamma-
glutamylcyclotransferase 1 (CHAC1) és protein prenyltransferase alpha subunit repeat
containing 1 (PTAR1) transzkriptumok kifejezodése. Ezzel szemben a HIV-1 transzduckio
negativan hatott a H4 clustered histone 3 (H4C3) epithelial membrane protein 3 (EMP3),
pleckstrin homology like domain family A member 3 (PHLDAS3), argininosuccinate synthase 1
(ASS1), inhibitor of DNA binding 1, és 3 HLH protein (ID1/3), ribosomal protein L39 like
(RPL39L), SHC adaptor protein 2 (SHC2), syntaxin 8 (STX8) és regulator of G protein signaling
16 (RGS16) transzkriptumok expressziojara.

HIV-1 altal befolyasolt transzkriptumok a transzdukcié korai fazisaban

A nyolc 6ras idépontnal a HIV-1 pozitivan befolyasolta a leucine rich repeats and IQ motif
containing 1 (LRRIQ1), centromere protein E (CENPE), A-kinase anchoring protein 9
(AKAP9), ankyrin repeat domain 12 (ANKRD12), coiled-coil domain containing 88A
(CCDCB88A), biorientation of chromosomes in cell division 1 like 1 (BOD1L1), GRIP and
coiled domain containing 2 (GCC2), ankyrin repeat domain 26 (ANKRD26), structural
maintenance of chromosomes 4 (SMC4) és dopamine receptor D4 (DRD4) transzkriptumok
expresszidjat. Ezzel parhuzamosan a WD repeat domain 38 (WDR38), fos proto-oncogene AP-
1 transcription factor subunit (FOS), bolA family member 2B (BOLA2B), cyclin dependent
kinase inhibitor 1A (CDKNZ1A), inhibitor of DNA binding 3, HLH protein (ID3), H4 clustered
histone 3 (H4C3), collagen type Xl alpha 1 chain (COL11A1), epithelial membrane protein 3
(EMP3), RELB proto oncogene NF-kB subunit (RELB) és pleckstrin homology like domain
family A member 3 (PHLDA3) kifejez6dése csokkent. 12 oraval a transzdukcié utan a
secretogranin 111 (SCG3), forkhead box D4 (FOXD4), neuregulin 4 (NRG4), leucine rich repeat
and coiled-coil and coiled centrosomal protein 1 (LRRCC1), nucleosome assembly protein 1
like 2 (NAP1L2), BRCA2 DNA repair associated (BRCA2), nibrin (NBN), taste 2 receptor
member 20 (TAS2R20), cytochrome c oxidase assembly factor COX20 (COX20) és
transmembrane protein 145 (TMEM145) expresszioja emelkedett HIV-1 hatasara. E mellett a
H4 clustered histone 3 (H4C3), collagen type Xl alpha 1 chain (COL11A1), transmembrane
protein 132E (TMEM132E), calcium/calmodulin dependent protein kinase ID (CAMK1D), SH2
domain containing 3C (SH2D3C), tetraspanin 11 (TSPAN11), programed cell death 11
(PDCD11), NOP9 nucleolar protein (NOP9), early growth response 1 (EGR1) és kinesin family
member 1A (KIF1A) kifejez6dése csokkent. A 26 oras idépontnal a heme oxygenase 1
(HMOX1), oxidative stress induced growth inhibitor 1 (OSGIN1), VGF nerve growth factor



inducible (VGF), NAD(P)H quinone dehydrogenase 1 (NQOL1), nucleosome assembly protein
1 like 2 (NAP1L2), heat shock protein family A (Hsp70) member 1A (HSPALA),
dehydrogenase/reductase 2 (DHRS2), ETS variant transcription factor 4 (ETV4), metallotioenin
2A (MT2A) ¢és glutamate-cysteine ligase modifier subunit (GCLM) transzkriptumok
expresszidja emelkedett. Parhuzamosan a H4 clustered histone 3 (H4C3), kelch domain
containing 7B (KLHDCT7B), inositol polyphosphate-5-phosphatase D (INPP5D), glutamate
ionotropic receptor kainate type subunit 3 (GRIK3), transmembrane protein 132E
(TMEM132E), ATP binding cassette subfamily G member 1 (ABCGL1), AT-hook transcription
factor (AKNA), dehydrogenase/reductase 3 (DHRS3), hes family bHLH transcription factor 5
(HES5) és ABI family member 3 binding protein (ABI3BP) transzkriptumok kifejezédése

csokkent.

HIV-2 transzdukci6o azonalli és Kkorai fazisahoz tartoz6 transzKkriptomikai adatok

elemzése

Nulla 6ranal a HIV-2 szignifikdnsan befolyésolta 4075 transzkriptum expressziojat, melyek
koziil 2015 kifejezodése emelkedett, 2060-¢ pedig csokkent. Az emelkedett kifejezodési
transzkriptumok koziil 1672 fehérjét, 240 nem-kddold RNS-t, 92 pszeudogént, 1 Ig-V gént és
10 pedig ismeretlen génterméket kodolt. A csokkent szabalyozasu transzkriptumok koziil 1646
fehérjét, 273 nem-kodold RNS-t, 12 mitokondrialis RNS-t, 106 pszeudogént, 2 ribozimet és 12

pedig ismeretlen génterméket kodolt.

A 2 orés id6épontban 3422 transzkriptum szabalyozddott eltéré modon a kontrollhoz képest.
2114 transzkriptum feliilszabalyozddott, melyek koziil 1716 fehérjét, 128 pszeudogént, 261
nem-kodold RNS-t és 9 ismeretlen génterméket kodolt. Tovabba a HIV-2 1308 transzkriptum
expresszidjat alul szabalyozta. Ezen transzkriptumok koziil 875 fehérjét, 306 nem-kodoldo RNS-
t, 16 mitokondrialis RNS-t, 83 pszeudogént, 1 ribozimet és 27 ismeretlen transzkriptumot

kodolt.

HIV-2 esetében 8 oraval a transzkripcid utan 283 transzkriptum kifejezédése valtozott, melyek
koziil 211 feliilszabalyozodott, 72 pedig alul szabalyozddott. A feliilszabalyozott
transzkriptumok kozott 99 fehérjét, 31 nem-kdédoldé RNS-t, 3 mitokondridlis RNS-t, 75
pszeudogént és 3 nem kategorizalt transzkriptumot kodolt. A negativan szabalyozodottak
csoportjaban 43 fehérje, 27 nem-kodoldo RNS, 2 pszeudogén terméket kddold transzkriptum

talalhato. A transzdukciot kovetd 12. o6raban 299 transzkriptum kifejezédése valtozott HIV-2



hatasara. Ezek koziil 225 emelkedett, 74 pedig csokkent expresszidt mutatott. A pozitivan
szabalyozodottak kozott 107 fehérjét, 26 nem-kodold RNS-t, 91 pszeudogént, 1 pedig nem
osztalyozott génterméket kodolt. A negativan befolyasoltak csoportja 46 fehérje, 24 nem-
kodold RNS, 1 mitokondrialis, 2 pszeudogén, 1 pedig nem kategorizalt kodolo transzkriptumot
tartalmazott. A 26 6rds idOpontban a HIV-2-vel torténd transzdukcié 182 transzkriptum
kifejez0dését valtoztatta meg, melyek kozil 121 feliilszabalyozddott, 61 pedig alul
szabalyozodott. A pozitivan befolyasoltak koziil 35 fehérjét, 8 nem-kodolé RNS-t, 78 pedig
pszeudogént kodolt. A negativan szabalyozodottak kozott 35 fehérje, 21 nem-kodold RNS, 4

mitokondrialis és 1 nem osztalyozott terméket kddolo transzkriptum volt.

HIV-2 altal befolyasolt transzkriptumok a transzdukcié legkorabbi fazisaban

A nulla oras id6pontnal a HIV-2 pozitivan befolyasolta a collagen type I alpha 2 chain
(COL1A2), keratin 5 (KRTS), collagen type VI alpha 3 chain (COL6A3), keratin 7 (KRT7),
decorin (DCN), S100 calcium binding protein A2 (S100A2), collagen type 11l alpha 1 chain
(COL3AL1), thrombospondin 1 (THBS1), keratin 14 (KRT14) és S100 calcium binding protein
A6 (S100A6) transzkriptumok kifejez6dését. E mellett a H4 clustered histone 3 (H4C3),
argininosuccinate synthase 1 (ASS1), pleckstrin homology like domain family A member 3
(PHLDA3), ankyrin repeat domain 36B (ANKRD36B), ankyrin repeat domain 36C
(ANKRD36C), src kinase associated phosphoprotein 1 (SKAP1), serine dehydratase like
(SDSL), epithelial membrane protein 3 (EMP3), mannosidase alpha class 1A member 2
(MAN1A2) és family with sequence similarity 133 member B (FAM133B) transzkriptumok
expresszioja csokkent.

Két oranal a HIV-2 megemelte a collagen type | alpha 2 chain (COL1A2), collagen type VI
alpha 3 chain (COL6A3), thrombospondin 1 (THBS1), keratin 7 (KRT7), keratin 5 (KRT5),
collagen type Il alpha 1 chain (COL3Al), keratin 14 (KRT14), chaC glutathione specific
gamma-glutamylcyclotransferase 1 (CHAC1), S100 calcium binding protein A2 (S100A2), és
insulin receptor substrate 4 (IRS4) transzkriptumok sejtbéli szintjét. Ezzel parhuzamosan a
HIV-2 negativan befolyasolta a H4 clustered histone 3 (H4C3), ankyrin repeat domain 36C
(ANKRD36C), cholinergic receptor nicotinic gamma subunit (CHRNG), ankyrin repeat domain
36B (ANKRD36B), ankyrin repeat domain 18A (ANKRD18A), ankyrin repeat domain 36
(ANKRD36), immunoglobulin superfamily member 6 (IGSF6), family with sequence similarity
133 member B (FAM133B), WD repeat domain 38 (WDR38), és lysine rich nucleolar protein 1
(KNOP1) expressziojat.



HIV-2 altal befolyasolt transzkriptumok a transzdukcio korai fazisaban

Nyolc 6éraval a HIV-2 transzdukcid utan a collagen type I alpha 2 chain (COL1A2), keratin 5
(KRT5), serpin family E member 1 (SERPINE1), keratin 14 (KRT14), S100 calcium binding
protein A6 (S100A6), keratin 7 (KRT7), decorin (DCN), thrombospondin 1 (THBS1), ETS
variant transcription factor 5 (ETV5) és collagen type VI alpha 3 chain (COLG6A3)
transzkriptumok sejtbeli szintje emelkedett. Ezzel parhuzamosan a H4 clustered histone 3
(H4C3), inhibitor of DNA binding 3, HLH protein (ID3), ectodysplasin A2 receptor (EDA2R),
AHNAK nucleoprotein (AHNAK), transmembrane protein 132E (TMEM132E), inhibitor of
DNA binding 1, HLH protein (ID1), AHNAK nucleoprotein 2 (AHNAK2), paralemmin 3
(PALM3), hes family bHLH transcription factor 5 (HES5) és ArfGAP with dual PH domains 1
(ADAP1) transzkriptumok expresszidja csokkent.

A 12 oras idépontnal a collagen type I alpha 2 chain (COL1A2), keratin 7 (KRT7), decorin
(DCN), alanyl aminopeptidase, membrane (ANPEP), dermatopontin (DPT), integrin subunit
beta like 1 (ITGBL1), keratin 5 (KRT5), transforming growth factor beta induced (TGFBI), S100
calcium binding protein A6 (S100A6) és fatty acid binding protein 4 (FABP4) emelkedett
kifejez0dést mutatott. Tovabba a H4 clustered histone 3 (H4C3), ATP binding cassette
subfamily G member 1 (ABCGL1), inhibitor of DNA binding 3, HLH protein (ID3), ankyrin
repeat domain 36C (ANKRD36C), transmembrane protein 132E (TMEM132E), tetraspanin 11
(TSPAN11), ankyrin repeat domain 18A (ANKRD18A), regulating synaptic membrane
exocytosis 3 (RIMS3), pleckstrin homology like domain family A member 3 (PHLDA3) és
calcium/calmodulin dependent protein kinase ID (CAMKI1D) transzkriptumok kifejez6dése
negativan valtozott HIV-2 hatédsara.

26 oraval a transzdukcio utdn a HIV-2 pozitivan befolyasolta a collagen type I alpha 2 chain
(COL1A2), keratin 7 (KRT7), keratin 5 (KRT5), keratin 14 (KRT14), decorin (DCN), S100
calcium binding protein A6 (S100A6), serpin family E member 1 (SERPINE1), S100 calcium
binding protein A2 (S100A2), SLX1 homolog B, structure-specific endonuclease subunit
(SLX1B), és thrombospondin 1 (THBS1) szintjét. E mellett a H4 clustered histone 3 (H4C3),
early growth response 1 (EGR1), kelch domain containing 7B (KLHDC7B), RELB proto-
oncogene NF-kB subunit (RELB), ATP binding cassette subfamily G member 1 (ABCG1),
transmembrane protein 132E (TMEM132E), SHC adaptor protein 2 (SHC2),
dehydrogenase/reductase 3 (DHRS3), tetraspanin 11 (TSPAN11) és AT-hook transcription
factor (AKNA) kifejez6dése csokkent.



Gén ontolégiai elemzés a HEK-293T sejtekben szignifikinsan valtozott
transzkriptumokbol a transzdukcio azonalli korai fazisaban

Annak érdekében, hogy tovabb kategorizaljuk a detektalt transzkriptek biologiai funkcidjat, GO
dusitasi analizist végeztiink. Az elemzésbe csak azokat a fehérje-kodolo transzkriptumokat
vettiik fel, amelyek szignifikdns expressziot (p > 0,05, log2FC > 0,58) mutattak a 2 6rés
idépontban a HIV-1 és HIV-2 fert6zott sejtekben, a kontrol transzduktaltakhoz képest. Az
adatok azt mutattak, hogy mindkét HIV tipus hasonléan befolyasolta a fehérje szerin/threonin
kinaz aktivitas, riboszoma strukturalis alkotoeleme, GTPaz aktivator aktivitas, nukleozid-
trifoszfataz regulator, és ubikvitin-szerli fehérje-transzferaz aktivitas GO csoportokba tartozo
transzkriptumokat. A csak HIV-1 altal szabalyozott GO csoportok kozé az rRNS és tau fehérje
kotédés, tau-fehérje kinaz aktivitas, és katalitikus aktivitas, amely a DNS-re hat tartozott. A
csak HIV-2 altal befolyasolt transzkriptumok pedig a Rho GTPaz kotédés, DNS-kotd
transzkripcids faktor kotddés, transzkripcids koaktivator aktivitds, és RNA polimeraz II-

specifikus DNS-ko6t6 transzkripcios faktor kotédés GO csoportokba tartoztak.

Gén ontologiai elemzés a HEK-293T sejtekben szignifikinsan valtozott
transzkriptumokbdl a transzdukcio korai fazisaban

A transzdukcid legkorabbi fazisdhoz hasonloan GO elemzést végeztiink a nyolc, 12 és 26 oras
idépontokban szignifikdnsan megvaltozott (p < 0,05, log2FC > 1) fehérje-kddolod
transzkriptumokbol HIV-1 és HIV-2 transzduktalt sejtekbdl. Az elemzés tovabbi kiilonbségeket
tart fel a két lentivirus kozott a kontrolhoz képest.
A nyolc 6réas idépontban a HIV-1 olyan transzkriptumokat befolyasolt, amelyek a sejtciklus,
RNS anyagcsere folyamatok pozitiv szabalyozasa ¢€s anyagcsere folyamatok pozitiv
szabalyozdsa GO csoportokhoz tartoznak. Ezzel parhuzamosan a HIV-2 a szovetfejlodés,
extracellularis matrix szervezddése és sejt tapadds GO csoportokba tartozd transzkriptumok
kifejez6désére gyakorolt hatast.
12 oraval a transzdukcié utdn a HIV-1 nem volt hatéssal egyetlen GO csoportra sem. Ezzel
szemben a HIV-2 befolyasolta a sejt diferencialodas, sejtadhéziod és sejt migracid csoportokba
tartozo transzkriptumok kifejezddését.
A 26 6ras id6épontban a HIV-1 hatast gyakorolt a homeosztatikus folyamatok, valasz mérgezo
anyagokra ¢és valasz az oxidativ stresszre GO csoportokba tartozd transzkriptumok
negativ szabdlyozidsa ¢és sejtmobilitds negativ szabdlyozdsa kategoéridkba sorolhato

transzkriptumok kifejezddésére gyakorolt hatést.



A HIV-1 és HIV-2 pszeudovirionok altal generalt proteomikai valtozasok a transzdukcio

azonalli korai fazisaban

A transzdukciot kdvetden tobb mint 1000 fehérjét azonositottunk a gazdasejt proteomjanak
elemzésével. A false discovery rate elemzését kdvetden hét fehérje mutatott statisztikailag
szignifikans negativ szabalyozast a kontrollhoz képest. Figyelemre méltd, hogy ot fehérje
szintje csokkent a HIV-1 transzduktalt sejtekben, és tovabbi két fehérje csokkent expressziot
mutatott a HIV-2-vel transzduktalt sejtekben a kontrollhoz képest. Mind a HIV-1, mind a HIV-
2 csokkentette a mitochondrial 60kDa heat shock protein (HSPD1), non-POU domain-
containing octamer binding protein (NONO), heterogeneous nuclear ribonucleoprotein Al
(hnRNPAZ1), serine/arginine-rich splicing factor 6 (SRSF6) és histone H1.4 (H1-4) fehérjék
sejtbéli szintjét. Tovabba a complex protein 1 subunit theta (CCTS8) és FK506-binding protein
(FKBP4) csak a HIV-2 transzduktalt sejtekben mutattak szignifikans csokkenést a HIV-1-hez
képest.

A hét szignifikdnsan negativan szabalyozott fehérje azonositasat kovetden a Cytoscape 3.8.1
(Shannon et al.,, 2003) segitségével interakcidos haldzat- és biologiai folyamatdusitasi
elemzéseket végeztiink. Az integralt STRING adatbazist hasznaltuk a fizikai interakcios haldzat
generalasara, 0,7-100 els6 shell interaktor megbizhatosagi szintjével, a génontologia
dusitashoz pedig a Cytoscape ClueGO v2.5.7 verzioji plugint alkalmaztuk (Bindea et al.,
2009). Az 6sszesen 107 fehérjét tartalmazd dusitott halézat GO elemzése soran eldszor a GO
terminusok funkcionalis klasztereit generdltuk le. A ClueGO a kifejezések hasonldsagat
hasznalja tobb kifejezés funkcionalis csoportjainak meghatarozasara. Elemzésiinkben a kezdeti
csoportméretet harom tagra allitottuk (ketté az alapértelmezett érték), és a csoportegyesités
szazalékos értéket az alapértelmezett 50%-on hagytuk. Tovabba a 72 eredményiil kapott GO
kifejezésbdl 33-at hat funkcionalis klaszterbe csoportositottunk, a tobbi, 6sszesen 39 nem érte
el a csoportegyesitési kiiszobot. Azonban ezek kozott szerepelt a GO kifejezés mMRNS splicing
(GO:00000398), amely 97 fehérjét tartalmazott a dusitott halozatban. A klaszterekben a GO
kifejezések redundanciaja miatt hét bioldgiai folyamatot valasztottunk ki, amelyek a Bonferroni
step-down modszerrel korrigalt p-értékeik szerint a legreprezentativabbak ¢és legjelentdsebbek
voltak (p < 0,05). Osszesen 105 fehérjét fedtek le ezek a biologiai folyamatok az interakcios
halozatban. Ezen talmenden, ebbdl a 105 fehérjébdl 77-et az MS/MS is kimutatott, ami egy
szélesebb interakcios halozatra utal, amely a jelentdsen lecsokkent fehérjék koré 6sszpontosul.

Mindazonaltal ebbdl a 77 fehérjébol csak 67 rendelkezett megfeleld6 mindségii adatokkal a



statisztikai elemzés lehetdvé tételéhez, mivel ezeket az ismételt mérések némelyikében nem

lehetett szamszerisiteni.

HIV-1 és HIV-2 generalt proteomikai valtozasok a transzdukcio korai fazisaban

Minden egyes vizsgalt idopontban 6sszesen 1058 fehérjét azonositottunk tomegspektrometriai
analizissel: 871 fehérjét nyolc, 817-et 12 ¢és 810-et 26 6raval a transzdukcié utdn. Nyolc 6ra
elteltével a proteomikai analizis nem mutatott szignifikdns valtozast a sejt proteomjaban.
Azonban 12 ora elteltével 17 fehérjét észleltiink, amelyek expresszidjukban kiilonbséget
mutattak: 5-6t HIV-1, 4-et HIV-2, és 8-at mindkét virus eltéréen szabalyozott a kontrollhoz
képest. A HIV-1 Aaltal befolyasolt fehérjék kozott szerepelt az ATP-synthase F1  subunit
(ATP5F1B), a valosin-containing protein (VCP) és a synaptotagmin-binding cytoplasmic RNA
interacting protein (SYNCRIP). A HIV-2 szignifikansan megvaltoztatta a non-SMC condensin
I complex subunit H (NCAPH), a phosphoribosylformylglycinamidine synthase (PFAS), a
valyl-tRNA synthetase 1 (VARS1) és a proline-rich coiled-coil 2A (PRRC2A). Mindkét virus
altal befolyasolt fehérjék kozé tartozott a Zyxin (ZYX), az arginyl-tRNA synthetase 1
(RARS1), a heat shock protein family A member 1A (HSPA1A), a nucleophosmin 1 (NPM1)
¢s a deoxyuridine triphosphatase (DUT).

26 ora elteltével Osszesen 117 fehérje szabalyozddott eltérden a HIV-vel valo transzdukciot
kovetden. A HIV-1 25 fehérje expresszigjat valtoztatta meg szignifikdnsan, mig a HIV-2 39
fehérjét befolyasolt. Ezen kiviill mindkét virus 48 fehérje expresszidjat valtoztatta meg a
kontrollhoz képest. Tovabba 5 fehérje kizarolagosan szabalyozodott a HIV-2 és HIV-1
Osszehasonlitasaban. A HIV-1 megvaltoztatott fehérjéi kozé tartozik az insulin-like growth
factor 2 receptor (IGF2R), a DEAD-box helicase 3 X-linked (DDX3X), a protein disulfide
isomerase family A member 3 (PDIA3), a HIV-1 Tat Specific Factor 1 (HTASF1), a lysyl-
tRNA synthetase 1 (KARS1), a proteasome 20S subunit alpha 2 (PSMA2), és az ATPase
Family AAA Domain Containing 3A (ATAD3A). A HIV-2-nek sikeriilt befolyasolnia a
nucleolin (NCL), az eukaryotic translation elongation factor 1 alpha 1 (EEF1AT) és a serine
and arginine-rich splicing factor 1 (SRSF1) fehérjék sejtbéli szintjét. Mindkét virus hatassal
volt a heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A2/B1 (HNRNPA2B1), a heterogeneous
nuclear ribonucleoprotein K (HNRNPK), a serine and arginine-rich splicing factor 2 (SRSF2),
a dynein cytoplasmic 1 light intermediate chain 1 (DYNCILI1) és az eukaryotic translation
initiation factor 2B subunit delta (EIF2B4) expressziojara. Amikor a HIV-2-t HIV-1-gyel



hasonlitottak Ossze, 17 fehérje megvaltozott expressziét mutatott, beleértve a transferrin
receptor (TFRC), a heat shock protein family A members, a ribosomal protein L23a (RPL23A)
¢s a RAN binding protein 1 (RANBP1) fehérjéket.

Gén ontologiai elemzés a HIV-1 és HIV-2 transzduktalt HEK-293T sejtekben detektalt
fehérjékbol 12 és 26 oraval a transzdukci6 utan

A transzduktalt sejtekben észlelt proteomikai valtozasok jobb megértése érdekében GO dusitasi
analizist végeztiink a HIV-1 és HIV-2 fert6zott mintakbol 12 és 26 éraval a transzdukcid utan.
A kontrollhoz képest 12 6ra elteltével a HIV-1 valtozasokat indukalt az ubiquitin fehérje ligaz
kotddése, az ATP anyagcsere folyamatok és az mRNS hasitds a spliceoszoman keresztiil
csoportokhoz tartoz6 fehérjék expresszigjaban. Ekozben a HIV-2 jelentdsen megvaltoztatta a
lokalizacio szabalyozasa, sejtes valasz szabalyozasa stresszre és makromolekula bioszintetikus
folyamatainak negativ szabalyozédsa kategoridkkal kapcsolatos fehérjék expressziojat. A 26
oras idopontban a HIV-1 befolyasolta az RNS polimeraz Il transzkripcios szabalyozo komplex,
virus genetikai allomanyanak replikacioja és valasz a virusra csoportokhoz kapcsolodo fehérjék
sejtbéli szintjét. Ezenkiviil a HIV-2 befolyasolta a virus genom replikécioja, virus genom
replikacidjanak szabalyozasa, €s a spliceoszomalis kis nukledris ribonukleoprotein (snRNP)

komplex csoportokkal kapcsolatos fehérjeket.

A transzdukcio korai fazisaban eltéréen szabalyozodott gének Jurkat sejtekben

Nem észleltiink szignifikansan megvaltozott transzkriptumot a nulla és két 6ras idépontokban.
A transzdukcio utan nyolc oraval a HIV-1 39 transzkriptum expresszidjara volt hatassal. A 39-
bdl 38-at csokkentett, mig csak 1-et, egy nem kodoldo RNS-t szabalyozott felfelé. A lefelé
szabalyozott transzkriptumok koziil 29 fehérjét, 3 pszeudogént és 6 kiilonféle RNS-
transzkriptet kodolt. A negativan szabalyozott transzkriptumok kozott megtaldlhatdo az
argininosuccinate synthase 1 (ASS1), a cyclin G2 (CCNG2) és a protein phosphatase,
Mg2+/Mn2+ dependent 1K (PPM1K). Tizenkét ora elteltével a HIV-1 45 transzkriptumot
szabalyozott eltéréen a kontrol transzduktalt Jurkat sejtekhez képest. A 45-b6l 43 lefelé, 2 pedig
felfelé szabalyozott. A csokkent szabalyozasu transzkriptumok koziil 35 fehérjét, 2
pszeudogént ¢és 6 kiilonféle RNS-terméket kodolt. Emellett a felfelé szabalyozott
transzkriptumok kozott két nem kodoldé RNS volt taldlhatd. A negativan szabalyozott
transzkriptumok kozé tartozik a methylenetetrahydrofolate reductase (MTHFR) és a spondin 2
(SPON2). A 26 oras idépontban 42 transzkriptum expressziojat valtoztatta meg a HIV-1, 40-et



lefelé, 2-t pedig felfelé szabalyozott géntermékkel. A negativan szabalyozott transzkriptumok
koziil 36 fehérjét, 1 pszeudogént és 3 RNS-terméket kodolt. Ezen kiviil 1 fehérjét és 1
pszeudogént kodolo transzkriptumot a HIV-1-el t6rténd transzdukcid pozitivan szabalyozott. A
fehérjét kodold negativan szabdlyozott transzkriptumok kozé tartozott a cluster of
differentiation 300a (CD300a), a laminin subunit gamma 2 (LAMC?2) és a serine peptidase
inhibitor, Kazal type 2 (SPINK2). Nyolc 6raval a transzdukci6 utan a HIV-2 15 transzkriptum
expresszigjat valtoztatta meg, ebbdl 12 csokkent, 3 pedig novekedett. A szignifikansan lefelé
szabalyozott transzkriptumok koziil 10 fehérjét, 1 pszeudogént és 1 RNS-terméket kodol. Ezen
kiviil 1 pszeudogén és 2 kiilonféle RNS-termék pedig pozitivan szabalyozddott. A 8 oras
iddpontban a pszeudogénen és egy RNS-terméken kiviil nem volt egyedi gén, amelyet csak a
HIV-2 szabalyozott volna, Osszehasonlitva az kontrol transzduktalt sejtekkel. 12 6raval a
transzdukcio utan a HIV-2 23 gén expresszidjat befolyasolta, amelyek koziil 21 csokkent, 2-t
pedig felfelé szabalyozott. A negativan szabalyozodottak koziil 19 fehérjét, 2 pedig kiilonféle
RNS-transzkriptumot kodolt. Emellett 1 fehérje kodolo és 1 nem kodolé RNS-transzkriptumot
pozitivan befolyasolt. A HIV-2 4ltal a 12 6ras id6pontban eltérden szabélyozott gének kozé
tartozott a cysteine rich angiogenic inducer 61 (CYR61) és az ubiquinol-cytochrome c reductase
complex assembly factor 3 (UQCC3). A 26 ¢dras idépontban a HIV-2 36 transzkriptum
expressziojat valtoztatta meg, ebbdl 33 lefelé, 3 pedig felfelé szabalyozodott. A negativan
befolyasoltak koziil 31 fehérjét, 2 pedig kiilonféle RNS termékeket kodolt. A pozitivan
szabalyozodottak koziil 1 fehérjét, 2 pedig pszeudogént kodolt. A csokkentett kifejezddést
transzkriptumok koz¢ tartozott az early growth response 1 (EGR1) és a TOX high mobility
group box family member 2 (TOX2).

Gén ontologiai analizis a Jurkat sejtekben 26 oraval a transzdukcio utan szignifikansan
valtozott transzkriptumokbol

A GO-analizist a szignifikansan megvaltozott transzkriptumokon végeztiik a transzdukcio utan
26 oraval. Elemzésiink kimutatta, hogy a HIV-1 megvaltoztatta a szteroid bioszintetikus
folyamat, koleszterin bioszintetikus folyamat ¢&s izoprenoid bioszintetikus folyamat
csoportokhoz kapcsolodo transzkriptumok expresszidjat. Ekozben a HIV-2 csak azokat a
transzkriptumokat érintette, amelyek részt vesznek a koleszterin bioszintetikus folyamatban. Ez
azt jelzi, hogy a HIV-1 nagyobb hatassal van a gazdasejtre 26 oraval a transzdukcio utan, mint

a HIV-2 ugyanabban az idépontban.



Diszkusszio

E disszertacio irasakor a HIV tobb mint 40 milli6 embert érint vilagszerte. A fertézések
tobbségéért a HIV-1 felelds, azonban az esetek jelentds részéért a HIV-2 is felel. Szdmos
hasonlésdg van a két HIV-virus kozott, példaul atviteli modszerik €s patogenezisiik
tekintetében. Azonban tobb kiilonbség is van a fertézés replikacios dinamikajaban. A HIV-2
fertdzés korai stadiumaban a kezdeti fokozott virustermelési fazist egy hosszu latens periddus
kovet. Ezenkiviil a HIV-1-hez képest a HIV-2 csokkent virusreplikaciot €s lassu betegség
elérehaladast mutat az AIDS kialakulasa felé¢ (Campbell-Yesufu €¢s Gandhi, 2011; MacNeil et
al., 2007; Bock és Markovitz, 2001). A HIV-2 egyedi replikaciés dinamikéjahoz és hossza
latens periddusdhoz hozzéjaruld tényezok, valamint az ezekre hatd faktorok még nem teljesen
ismertek.

Szamos tanulmany taglalja a HIV-1 sejtszintli hatasait, azonban nagyon kevés foglalkozik a
HIV-2-vel. Ezenkiviil a lentivirus alapt vektorok értékes klinikai és kutatasi jelentdséggel
birnak, ezért a vektorok gazdasejtre gyakorolt cellularis hatdsanak megértése fontos a
biztonsagos és célzott alkalmazasukhoz.
Célul thztiik ki a HIV-1 és HIV-2 alapu lentivirus vektorok sejttranszkriptomra és proteomra
gyakorolt hatdsanak elemzését a transzdukcid korai fazisdban, 5 kiilonb6z6 idépontra
Osszpontositva. Elsdként a HIV-1 és HIV-2 transzduktalt sejtek génexpresszidjaban
bekovetkezett valtozasok meghatarozasara RNA-seq analizist végeztiink. A HIV transzdukcio
legkorabbi fazisaban mindkét virus tobb ezer transzkriptum expresszios profiljat befolyasolta.
4551 transzkriptumot szabalyozott eltéréen a HIV-1, és 3422 transzkriptumot a HIV-2. A HIV-
1 és HIV-2 transzduktalt sejtek kozott szignifikans kiilonbségeket észleltiink a 10 legjobban
felfelé és lefelé szabalyozott transzkriptum kozott. A HIV-2-vel §sszehasonlitva a HIV-1 altal

szabalyozott transzkriptumok sokkal valtozatosabbak voltak.

Két oraval a transzdukcio utan a HIV-1-nek sikeriilt megvaltoztatnia a sejttranszportban
(SCL711A), a DNS-javitasban (TEX15, BRCA2) és a chaperon funkciokban (SACS) részt vevd
transzkriptumok expressziojat. Erdekes médon a HIV-2 transzdukci6 altal érintett
transzkriptumok tobbsége az intra- €s extracellularis matrixhoz kapcsolodik. Olyan fehérjét
kédolo transzkriptumok kifejezodését, mint példaul a COL1A2, COL6A3, COL3A1, KRT14,
KRT7 és KRT5, a HIV-2 a transzdukcio6 utan 2 oraval felfelé szabalyozta. Annak érdekében,
hogy a transzdukci6 utan 2 6raval tobb informaciot gyijtsiink az érintett transzkriptomrol, GO-
elemzést végeztiink. Mindkét virus a GTPaz szabalyozo aktivitas, GTPaz aktivator aktivitas,

fehérje szerin/threonin kinaz aktivitas, fehérje feldolgozas, riboszéma szerkezeti 6sszetevéje és



nukleozid-triphoszfataz szabalyoz6 aktivitas kapcsolatos transzkriptumok expressziojaban
idézett el6 valtozasokat. A HIV-1 transzduktalt sejtek esetében az vas-kén komplex kotés, fém
komplex kotés, tau fehérje kotdédés, rRNS koto képesség és tau-protein kinaz aktivitas szerepet
jatszo fehérjéket kodolo transzkriptumok valtozasait figyeltiik meg. Ezen tilmenden, a HIV-2
transzduktalt sejtekbdl szarmazo fehérjét kodold transzkriptumok az RNS polimeraz II-
specifikus DNS-kot6 transzkripcios faktor kotédés, DNS-k6té transzkripcids faktor kotodés,
foszfatidilinozitol k6t6dés, Rho GTPaz koto képesség és guanyl-nukleotid csere faktor aktivitas

folyamatokkal tarsultak.

A sejt transzkriptomjaban a HIV-alapt vektorok altal okozott valtozasok tovabbi feltardsdhoz
késdbbi idOpontok vizsgalatat végeztiik, egészen pontosan 8, 12 és 26 6ras idopontokban. A
HIV-1 transzdukciot kovetéen a HEK-293T sejtek dinamikus ingadozast mutattak a
transzkriptumok szamaban: a 8 6ras idépontban 158-r61, 114-re csokkent a 12 d6ras idépontban,
¢és végiil 380-ra emelkedett 26 6raval a transzdukci6 utdn. Ezzel szemben a 8 6ras idépontban
a HIV-2 283 transzkriptum eltérd szabdlyozasat mutatta, ami szignifikdnsan magasabb szam,
mint a HIV-1 transzduktalt sejtekben, ugyanabban az idépontban. 12 6ra elteltével a HIV-2 299
transzkriptum expresszidjaban valtozast idézett eld, amely 26 orara 182-re csokkent. A HIV-2
altal a kezdeti idépontokban befolyasolt transzkriptumok megnovekedett szama a transzduktalt
sejtre gyakorolt valtozatosabb hatasra utal, amelyet 26 ora elteltével egy platd kovet, ellentétben
a HIV-1-gyel, amely folyamatosan valtoztatta a transzduktalt sejt transzkriptomjat. A HIV-1
altal befolyasolt transzkriptumok 8 oraval a transzdukcio utan tartalmaztak az AKAP9 fehérjét,
amely részt vesz a CAMP altal kozvetitett jelatvitelben (Troger et al., 2012). Egy masik fehérjét
kodolo transzkriptum, amelyet a HIV-1 megvaltoztatott, a GCC2 volt, amely szerepet jatszik
az major histocompatibility complex-1 (MHCI) Nef altal kozvetitett leszabalyozasaban (Kumari
et al., 2019). A HIV-1 a transzdukcio utan 12 o6raval szintén megndvelte a COX20 sejtbéli
szintjét, amely a citokrom C oxidaz tagja és a IV. mitokondrialis 1égzési lanc komplex szerves
része (Li et al., 2022). A HIV-1 uncoating soran felszabadul a p2 peptid, amely aktivalja a
citokrom C oxidazt, ezaltal fokozza az ATP termelést, amely sziikséges a hatékony reverz
transzkripciohoz €s a PIC nuklearis importjahoz (Ogawa et al., 2015). 26 6raval a transzdukcio
utdn a HIV-1 az oxidativ stresszvadlaszhoz kapcsolodd fehérjét kodolo transzkriptumok
felszabalyozasat indukalta. A HIV-1 képes fokozni a reaktiv oxigénfajtak termelédését, ami az
oxidativ stressz-utvonalak megzavarasahoz ¢és a mitokondridlis diszfunkci6 kivaltasdhoz vezet
(Ivanov et al., 2016). Az NQO1-et, HMOX1-et és OSGIN1-et kodolo transzkriptumok sejtbéli

szintjét a HIV-1 novelte, ami a generalt oxidativ stressz elleni aktiv védekezést jelzi.



A HIV-2-vel torténd transzdukcio minden megfigyelt iddpontban szignifikansan megndvelte a
DCN-t kodol6 transzkriptum sejtbéli szintjét, amely fehérje részt vesz a sejtproliferacioban és
az intracellularis kommunikacioban. A DCN fokozott expresszidja apoptozist indithat el a
kaszpaz-3-on keresztiil, és sejtciklus-leallast okozhat a GO-G1 fazisban a p21 felszabalyozasa
révén (Wu et al., 2008) (Stéander et al., 1999). A korabbi idépontokhoz hasonléan a HIV-2-vel
torténd transzdukcid ndvelte az intra- és extracellularis matrix komponenseit kodolod
transzkriptumok expressziojat, ideértve a KRT4-et, KRT5-6t, KRT8-at, COL1A2-t és
COL6AS3-at. Ugyanakkor a HIV-1 csak a kollagének kifejez6dését tudta befolyasolni, mint
példaul a COL11A1-et. Mindkét HIV-nek sikeriilt hatnia az EGR1 sejtbéli szintjére, amely egy
transzkripcids faktor, és részt vesz a Tat-fliggé HIV génexpresszioban. Az EGR1 kiemelkedo
szerepet jatszik a "kick and kill" nevill terdpias stratégidban, amelyben a latensen fert6zott
sejteket ugynevezett ,,latenciafordito” agenseknek vetik ala, hogy tjraaktivaljak a nyugvo HIV
genomot. Kiilonb6zd szerekkel végzett kezelést kovetden kimutattdk, hogy az EGRI
felszabalyozodik, és megallapitottak, hogy az EGR1 kozvetleniil kolcsonhatasba 1ép a HIV-1
promoterével, ezaltal proviralis transzkripciot indukal (Woodson és Kehn-Hall, 2022) (Wong
etal., 2022).

Adataink azt mutattak, hogy a pszeudogének szabalyozasa az Gsszes megfigyelt idépontban
mindkét HIV-fertdzésnél eltérd, ami valoban figyelemre mélté eredmény. Uj bizonyitékok arra
utalnak, hogy a sajat eredetii MRNS-ek, beleértve a pszeudogéneket is, dont6 szerepet jatszanak
a virusok és daganatok elleni immunvalasz szabalyozasaban (Han et al., 2021). A HIV-1-gyel
transzduktalt sejtek minimalis valtozast mutattak a pszeudogének szaméban a kontrol
transzduktalt kontrollokhoz képest, mig a HIV-2 transzduktalt sejtek szignifikdnsan tobb,
eltéréen szabalyozott pszeudogéneket mutattak a HIV-1-hez és a kontrollhoz képest. A HIV-2
transzduktalt sejtekben a transzdukcido utdn 8 oraval 77 pszeudogén mutatott eltérd
szabalyozast, ez a szadm 93-ra ndtt 12 oranal, és 78-ra csokkent 26 orara. Mivel a
pszeudogéneket hagyoméanyosan a génexpresszid negativ szabdlyozodjaként ismerik, a
kiilonboz6 pszeudogén expresszidjaban megfigyelt eltérd szabalyozas hozzajarulhat a HIV-2

egyediilallo hatasahoz a gazdasejtre.

A korabbi idépontokhoz hasonloan GO-analizist alkalmaztunk a HIV-1-gyel és HIV-2-vel
transzduktalt sejtek kozotti kiilonbségek felderitésére. 8 ora elteltével a HIV-1 hatast gyakorolt
a sejtanyagcserére, amint azt olyan GO csoportok mutatjak, mint példaul a pozitiv szabalyozas

az RNS anyagcsere folyamatokban, a primer anyagcsere folyamatok szabalyozasa és a



metabolikus folyamatok pozitiv szabalyozésa. Ezzel szemben a HIV-2 elsdsorban olyan
transzkriptumokat befolyasolt, amelyek a keratinocitak differencialodasa, extracellularis matrix
szervezOdése vagy sejtadhézid folyamatokhozkapcsolodnak. A megndvekedett metabolikus
aktivitas, amit a HIV-1 valtott ki, képes novelni a virus replikaciojat és fert6zoképességét, mivel
ismert, hogy a glikolizis gatlasa a reverz transzkripcid egyideji gatlasahoz vezet (Taylor és

Palmer, 2020) (Kang és Tang, 2020).

Meglepd modon nem észleltiink szignifikdns GO kifejezéseket a 12 6ras idopontban a HIV-1-
gyel transzduktalt sejtekb6l. A HIV-1-el fert6zott HEK-293T sejtekbdl a tébbi idéponthoz
képest 12 ora elteltével észleltiik a legalacsonyabb szami megvaltozott transzkriptumot.
Ekdzben 12 ora elteltével a HIV-2 befolyasolta az allati szervfejlodés, rendszerfejlodés és sejt
differencialodds csoportokhoz tartozd transzkriptumokat. A 26 oras iddpontban a HIV-1
eltéréen szabdlyozott olyan transzkriptumokat, amelyek a méregtelenitési valaszhoz,
sejtvalaszhoz toxikus anyagokkal szemben ¢€s oxidativ stressz folyamatokhoz kapcsolddnak.
Ezzel szemben a HIV-2 kevésbé befolyasolta a sejtkdrnyezetet, elsGsorban olyan
transzkriptumokat érintett, amelyek a borfejlodés, sejtvandorlas negativ szabalyozasa ¢és

sejtmobilitas negativ szabélyozéasa kapcsolodnak.

A transzkriptomikai analizis soran észlelt valtozasok tovabbi tisztazasara proteomikali
vizsgalatot 1s végeztiink. Elemzésiinkbdl kideriilt, hogy a transzdukcio elsd két orajaban
mindkét virus sikeresen megvaltoztatta a hnRNPA1, NONO, H1-4, HSPDI1 ¢és SRSF6
expresszigjat. Ezenkiviil a HIV-2 csokkentette az FKBP4 és a CCT8 kifejez0dését is. A
hnRNPA1 a ribonukleoprotein komplexek csaladjaba tartozik, és fontos szerepet jatszik az
ujonnan szintetizalt sejt mRNS-ek transzkripcidjdban, stabilitasaban ¢és szallitasaban.
Kimutattak, hogy az Gjonnan szintetizalt transzkriptum specifikus helyeihez valé kotédés révén
a HIV-1 tat mRNS splice inhibitoraként miikodhet az integralt proviralis genombol torténd
expresszio esetén (Tange et al., 2001). A Tat erdsen apoptotikus természetérdl ismert, igy ez a
gatlas elonyds lehet a virus szamara a Tat talzott expresszidjanak megakadalyozasaval.

crcr

a citoplazmaba (Hallay és mtsai, 2006).

A NONO nukledris fehérje szerepet jatszik a transzkripcié szabalyozdsdban és az RNS
splicingben. Kimutattak, hogy HIV-fert6zés soran reverz transzkripcioval és PIC-kel tarsul
(Schweitzer et al., 2013) (St Gelais et al., 2015). A NONO tulzott expresszioja a HIV-1

fertézoképességének csokkenéséhez vezet, ami negativan befolyasolja a reverz transzkripciot



¢s a viralis génexpressziot Jurkat sejtekben. Feltételezték, hogy a reverz transzkripcio
leszabalyozasat vagy a reverz transzkriptdz komplexszel vald kozvetlen érintkezés, vagy a
komplex mas komponenseivel vald kozvetett kolcsonhatds révén érik el. A pontos
mechanizmus azonban tovabbra is tisztazatlan (St Gelais et al., 2015). A STRING ¢és GO
kifejezések hasznalataval sejtfolyamatok bonyolult halézatat vizualizaltuk, amelyekben az
eltéréen szabalyozott fehérjék vesznek részt. A GO kifejezések magukban foglaltak a cellularis
stressz valasz, fehérjék folding, mRNS stabilitis és mRNS splicing csoportokat. Erdemes
megemliteni, hogy a kezdeti alacsony fehérjeszint a fertézés eldrehaladtaval, késObbi
idépontokban feliilbiralhatdo. A transzkriptomikai elemzéshez hasonldoan a késObbi
iddpontokbdl szarmazd proteomikai adatok elemzését is elvégeztiik. Adatainkbol kidertilt, hogy
a megvaltozott fehérjék jelentds része mRNS-feldolgozashoz, proteaszoma- és chaperon
funkcidhoz kapcsolodik. A transzdukcidt kovetd 8 oOrdban nem taldltunk szignifikansan
szabalyozott fehérjét, azonban elemzésiink azt mutatta, hogy mindkét HIV 17, illetve 117

kiilonb6z6 fehérje expresszidjat befolyasolta a transzdukeio 12. és 26. 6rdjaban.

A HSPALA, ahnRNPK, a PA2G4 és a Zyx kifejezddése a transzdukcid utan 12 6raval mindkét
HIV altal transzduktalt sejtben megvaltozott. Az aktin polimerizacidjan és fokalis adhézion
kivil a Zyx az intracellularis jelatvitelben is részt vesz (Rauskolb et al., 2011). A
sejtndvekedésben, apoptozisban és differencidlodasban valo részvétele mellett a PA2G4-et a
HIV-1 Vpr is leszabalyozza, ami G2 fazisban torténd leallast és apoptozist eredményez US7TMG
sejtekben (Zhang et al., 2014). Csak a HIV-1 szabalyozta le a hnRNPQ expresszidjat, amely
egy olyan fehérjecsalad tagja, amely részt vesz az mRNS transzkripcidjaban, splicingjében,
hnRNPQ részt vesz a HIV-1 proviralis transzkripcidjaban is. Tovabba szerepet jatszik a
Hepatitis C virus mRNS stabilitasdban, splicingjében és RNS-replikaciojaban is (Vincendeau
et al., 2013). Ezenkiviil a HIV-2 képes volt csokkenteni a RANBP1 sejtbeli szintjét a HIV-1-
hez képest. A RANBP1 rendelkezik egy nuclear export signal (NES) doménnel, amely mind
funkcidjaban, mind szerkezetében analog a HIV Rev-ben talalhaté doménnel, ami arra utalhat,
hogy a RANBPI megoszthat egy 1épést a Rev-vel a poszttranszkripcids ttvonalban (Audia et
al., 2023). A RANBP1 HIV-2 altali negativ szabalyozasa felvet kérdéseket e fehérje szerepérdl

a proviralis transzkriptumok szallitdsdnak akadalyozasaban.

Hasonloképpen, a nagyon korai idépontokhoz hasonléan GO csoport-analizist végeztiink a

differencialisan szabalyozott fehérjékbdl, hogy tovabb mélyitsiik a két pszeudovirus kozotti



kiilonbségeket. Mindkét HIV esetében a transzdukciot kovetd 12 draban csak kisszamu GO
kifejezés volt érintett. A 26 oras idOpontban azonban mindkét virus megvaltoztatta a
génexpresszio poszt-transzkripcids szabalyozasa, DNS-templalt transzkripcid
hosszabbitasanak szabalyozasa €s alternativ MRNS splicing szabalyozasa a spliceoszéma révén
csoportokkal kapcsolatos fehérjék expressziojat. Ezenkiviil a két virus kozott kiilonbséget
figyeltiink meg a 26 oras idépontban. A HIV-1 esetében olyan GO kifejezések voltak jelen,
mint az apoptotikus folyamatok pozitiv szabalyozasa, génexpresszio szabalyozasa és sejtvalasz
a denaturalodott fehérjékre. Ekdzben a HIV-2 megvaltoztatta olyan fehérjék expresszidjat,
amelyek szerepet jatszanak a transzlacio pozitiv szabalyozasa, a fehérjék ubiquitinaciojanak

negativ szabalyozasa és DNS metabolikus folyamatainak negativ szabalyozasa folyamatokban.

Annak érdekében, hogy tobb informaciot gytjtsiink a HIV-alapt pszeudovirusok gazdasejtekre
gyakorolt hatasarol, transzkriptomikai analizist végeztiink Jurkat T-sejteken. Megallapitottuk,
hogy a HEK-293T sejtekhez hasonloan a HIV-1 nagyobb hatast gyakorolt a sejtekre, amit a
HIV-2-h6z képest nagyobb szamu befolyasolt transzkriptum jellemez. 39-et 8, 45-6t 12, és 42-
t észleltiink a 26 6ras idépontban a HIV-1 transzduktalt Jurkat sejtekbdl. Ezzel szemben a HIV-
2 csak 15 transzkriptum expresszidjat valtoztatta meg 8, 23-ét 12 és 36-ét 26 oOraval a
transzdukciéo utan. A HIV-1 eltéréen szabalyozta az insulin induced gene 1 (INSIG1)
expresszigjat. A kutatdsok kimutattdk, hogy az INSIG1 a HIV-1 fert6zés soran pozitivan
szabalyozott, és érszemként miikodik, reagalva a HIV replikacidjara, és gatolja a HIV-1-et a
gag fehérje lebomlasanak felgyorsitasaval (Zhang et al., 2019). Mivel a transzdukciot koveto 8
ordban kimutattuk az INSIG1 negativ szabalyozasat, lehetséges, hogy a fertézés korai

szakaszaban még feltaratlan szerepe van ezen fehérjének a virus életciklusaban.

Adataink azt mutattak, hogy mind a HIV-1, mind a HIV-2 képes csokkenteni az aldolase,
fructose bisphosphate C (ALDOC) expresszidjat 26 oraval a transzdukcié utan, a kontrol
transzduktalt sejtekhez hasonlitva. A metabolikus utvonalak HIV altali leszabalyozasa a HIV
latencia jele, és a virus reaktivacioja soran az anyagcserére gyakorolt negativ hatés visszafordul,
mivel a hatékony virusreplikaciohoz fokozott glikolizis sziikséges (Shytaj et al., 2021) (Barrero
et al., 2013). Erdekes felfedezés volt olyan transzkriptumok eltérd szabalyozasa, amelyek
termékei a mevalonat utvonalhoz kapcsolodnak. Az olyan transzkriptumok, mint a 3-hydroxy-
3-methylglutaryl-CoA reductase (HMGCR1), HMGCS1 ¢s mevalonate diphosphate
decarboxylase (MVD), kifejez6dését minden megfigyelt idépontban befolyasolta mind a HIV-
1, mind a HIV-2. A HIV-1 tovabb valtoztatta a mevalonate kinase (MVK) expresszidjat 12



oraval a transzdukcié utan. A mevalonat Gtvonal nagymértékben hozzéajarul az immunitas
kialakulasahoz, ezért feltételezziik, hogy a mevalonat szintézisben szerepet jatszo transzkriptek
expressziojanak megfigyelt csokkenése hozzajarul a HIV altal generalt immundiszfunkcidohoz
(Mu et al., 2024). A sztatinoknak nevezett HMG-CoA reduktaz enzim gatloirol ismert, hogy
csokkentik a HIV-vel Osszefiiggd tarsbetegségeket, példaul a HIV-vel kapcsolatos sziv- €s
érrendszeri betegségeket (CVD) és a non-Hodgkin limfomat (Grinspoon et al., 2019)
(Grinspoon et al., 2023) (Chao et al., 2011). A transzduktalt HEK-293T sejtekhez hasonloan
GO analizist is végeztiink az érintett bioldgiai folyamatok tovabbi feltardsara. Mindkét HIV
jelentésen megvaltoztatta a cholesterol biosynthetic process (koleszterin szintézisének

folyamata) nevii folyamatban résztvevd transzkriptumok kifejezddését.

Nagyon kevés olyan transzkriptum volt, amelyet a HEK293T ¢és a Jurkat sejtekben egyforman
szabalyozott a HIV-1 és a HIV-2. A detektalt transzkriptumok tobbsége az adott sejtvonalra
jellemz6 volt. Az egyik kivétel az arginosuccinate synthase 1 (ASS1), amelyet mind a HIV-1,
mind a HIV-2 csokkentett 8 oraval a transzdukcidé utan HEK293T sejtekben, és a HIV-1 is
csOkkentette 8 oraval a Jurkat sejtekben. Ennek a transzkriptumnak a terméke részt vesz az
arginin de novo szintézisében, és a Herpes simplex virus 1 (HSV-1) fert6zéssel 6sszefliggésben
is leirtak, mivel az ASS1 hianya fokozza a virus replikaciojat (Grady és mtsai, 2013). Arrol
azonban nincs informacio, hogy az ASS1 részt vesz-e a HIV ¢letciklusaban. Ezen tilmenden a
korabban leirt CDKN1A szintén eltéréen szabalyozddott 26 oraval a HIV-1 transzdukcidja utan
mind a HEK293T, mind a Jurkat sejtekben. Ezenkiviil a HIV-2 a transzdukci6 utan 26 6raval
csOkkentette a korabban targyalt EGR1 ¢és HMGCS1 expresszidjat mindkét
sejtvonalban.Osszefoglalva, a HIV-1 és HIV-2 transzdukcié azonnali korai és korai
iddpontjainak elemzése jelentds kiilonbségeket mutatott ki a két HIV-alapu pszeudovirion
kozott. Ezek a megfigyelések hozzajarulhatnak a lentiviralis vektor transzdukcioval
kapcsolatos patomechanizmusok jobb megértéséhez. Ezenkiviil eredményeink potencialis
betekintést nyujtanak a HIV-2 replikéacios ciklusdnak sajatossagaiba, ami egy olyan teriilet,
amely tovabbi vizsgalatokat igényel. A jovdbeli kutatdsok szdmara mas sejtvonalakat, példaul
monocita alaptakat is bevonoé kutatasok jo kiegészitést jelenthetnek a HIV altal generalt proteo-
transzkriptomikai valtozasokkal kapcsolatos tudasbazishoz. Ezenkiviil egy primer sejteket,

példaul CD4+ T-sejteket bevond vizsgalat tovabbi informaciokkal szolgalhat a lentiviralis

r s 1.



Osszefoglalas

Kutatasunk célja az volt, hogy elemezzik HIV-1 ¢és HIV-2 pszeudovirionok a sejt
transzkriptomjara és proteomjara gyakorolt hatdsat a fert6zés korai fazisara Gsszpontositva.
Tovabba szerettiik volna tanulmanyozni a HIV-2 fert6zés karakterisztikajat mivel nem sok erre

fokuszald kutatas 1étezik.

A HIV transzdukci6 nagyon korai fazisaban jelentds valtozasokat észleltiink HIV-1 és HIV-2
fertdzott HEK293T sejtek kozott. A HIV-1 szdmos transzkriptum expresszidjat képes volt
megvaltoztatni beleértve DNS javité fehérjéket, transzportereket és chaperonokat. Ezzel
szemben a HIV-2 okozta valtozasok kevésbe voltak sokfélék és féleg az extra és intracellularis
matrix tagjait kodolo transzkriptumokat érintették. Ezeket a valtozasokat késébbi idépontokban
is megfigyeltiik, ahogy a HIV-1 folyamatosan befolyasolta a sejt transzkriptomjat a HIV-2-vel
szemben, ami a korai idopontokban valtozatos hatast gyakorolt a transzkriptumokra de a
transzdukcié utan 26 oraval elért egy platét. A HIV-1 altal befolyasolt transzkriptumok
termékei tobbek kozott részt vesznek a szignalizacioban, transzportban és oxidativ stresszben.
Ezzel szemben a HIV-2 altal megvaltoztatott expresszioju transzkriptumok fontos szerepet
jatszanak a lipid homeosztazisban. Tovabba ahogy a korai id6pontokban is észleltiik a HIV-2
szignifikans hatast gyakorolt az extra és intracellularis matrixot alkotd keratinokra és
kollagénekre. A fehérje kodolo transzkriptumokat felhasznilva gén ontologiai elemzést
végeztiink, ami felfedett szamtalan HIV-1 és HIV-2 altal egyarant befolydsolt Utvonalat.
Tovabba jelent6s kiilonbségeket is felfedeztiink a két virus kozott, mint példaul az oxidativ
stressz szabalyozasaban szerepet jatszo fehérje kodold transzkriptumok HIV-1 altali eltérd

szabalyozasat.

Egy érdekes felfedezés volt a HIV virusok hatasa a pszeudogének szabalyozasara. HIV-1-hez
hasonlitva a HIV-2 nagyobb hatast gyakorolt a pszeudogéneket kddold transzkriptumok sejt
béli szintjére. A pszeudogéneket a gén expresszid negativ szabalyozoinak tartjak, szoval a hatas
amit a HIV-2 mutatott a kifejez6désiikre talan hozzajarulhat a HIV-2 fertézés egyedi

sajatossagainak megértéséhez.

Hogy tovabbi adatokra tegylink szert a HIV virusok sejtre gyakorolt hatasarol proteomikai
elemzést végeztiink a transzkriptomikai analizis mellett. A nagyon korai fazisban detektalt
fehérjék kozil 6t proteint mind a HIV-1 és HIV-2 képes volt szabalyozni, tovabbi kettét csak a
HIV-2 befolyasolt. Az eltérd szabdlyozasi fehérjék tobbek kozott részt vettek az mRNS
splicingban ¢és fehérje foldingban. Nyolc 6rdval a transzdukci6 utan nem detektaltunk tovabbi

szignifikansan befolyasolt fehérjéket. Azonban 12 éraval a HIV-1 és HIV-2 transzdukcid utan



Osszesen 17 fehérje kifejezodése valtozott. Ezen fehérjék szerepet jatszanak az intracellularis
jelatvitelben, apoptozisban és MRNS splicingban. Tovabba az 26 6ras idépontnal mindkét virus
szignifikansan befolyasolta 117 fehérje kifejezodését, tobbek kozott mRNS spilcingban, sejt

proliferacidban ¢€s fehérje foldingban szerepet jatszo fehérjék szintje valtozott.

A szignifikansan valtozott fehérjék gén ontoldgiai elemzése tovabbi hasonlosagokat és jelentds
kiilonbségeket fedett fel a két HIV virus kozott. Mindkét virus képes volt befolyasolni a post
translational regulation of gene expression ¢és regulation of alternative mRNA splicing via the
spliceosome funkciokban szerepet jatszo fehérjék expressziojat. Azonban csak a HIV-1 volt
hatéssal a cellular response to unfolded protein-ben részt vevd fehérjék kifejezodésére. Ezzel
szemben a HIV-2 szignifikansan befolyasolta a negative regulation of protein ubiquitination-

ben szerepet jatsz6 fehérjék expresszidjat.

A transzduktalt Jurkat sejtek elemzése tovabbi kiilonbségeket tart fel a két HIV kozott.
Megéllapitottuk, hogy a HIV-1 a HIV-2-h6z képest tobb és valtozatosabb transzkriptumokat
tudott megvaltoztatni a fert6zott sejtekben. Mindkét virus hatdssal volt a koleszterin
bioszintézis folyamataiban részt vevo transzkriptumok expresszidjat olyan érintett génekkel,
mint a HMGCR ¢és az MVD.

Mindent 0sszevetve reméljiik, hogy az eredményeinkkel segithetiink megérteni a HIV-1 és
HIV-2 ¢és a beldliik létrehozott lentiviralsi vektorok altal generalt komplex valtozasokat.
Tovabba reméljiik, hogy tanulmanyunkkal kozelebb keriilhetiink ahhoz, hogy megértsiik a
HIV-2 egyedi tulajdonsagait.
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El6szor is szeretném megkdszonni témavezetdmnek, Dr. Mohamed Mahdinak az itmutatasat,
mérhetetlen tiirelmét, segitségét és tamogatasat PhD hallgatoi éveim alatt.

Ezenkiviil szeretném megkdszonni Tozsér Jozsef professzornak, hogy befogadott a
munkacsoportjaba, és lehetdséget biztositott szamomra, hogy a tudomany teriiletén
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Halas vagyok Dr. Szojka Zso6fianak, aki megtanitott a molekularis bioldgiai laboratériumban
valé munkdra ¢és a virusok kezelésére.

Szeretném megkoszonni a Retroviralis Biokémia laboratérium dolgozédinak: Dr. Golda
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Aya Shamal Abdullahnak, Kiarie Irene Wanjirunak, Dr. Toldi Vandanak és Dr. Miczi Mariénak
a segitségiiket ¢és a kellemes beszélgetéseket, amelyeket a laborban folytattunk.

Kiilon koszonetet szeretnék mondani Kiarie Irene Wanjirunak a transzdukalt Jurkat mintdk
eléallitdsdban nyujtott segitségéért. Szeretném megkdszonni Ambrus Viktor Attilanak és
Kunkli Balazsnak a bioinformatika teriiletén szerzett hatalmas tudasukat, valamint a
transzkriptomikai, illetve proteomikai adatok elemzésében nyujtott munkajukat.
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Haélas vagyok Dr. Kallé Gergdnek, Dr. Ajneesh Kumarnak, Dr. Emri Miklosnak valamint a
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proteomikai adatok elemzésében nyujtott segitségiikért.

Halas vagyok Dr. Poliska Szilardnak és a Genomikai Medicina és Bioinformatikai Kozpont
munkatirsainak a transzkriptomikai adatok szekvenalasdban és elemzésében nyujtott
segitségiikert.

Végiil szeretném megkodszonni sziileimnek €s hugomnak a folyamatos tAmogatasukat a PhD-
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