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1. A korabbi munkainkban leirt, jol karakterizalt latens Epstein-Barr virus (EBV)
genomokat hordozo, 1. latencia-tipusi Rael és Mutu-BL-I-cl-216 Burkitt lymphoma (BL)
sejtvonalakban, tovabba a III. latencia-tipusi CBM1-Ral-STO lymphoblastoid (LCL), illetve
Mutu-BL-111-cl-99 Burkitt lymphoma sejtvonalakban kompetitiv-quantitativ PCR, valamint real-
time PCR segitségével meghataroztuk az egyes sejtvonalak altal hordozott EBV genomok
szamanak egymashoz viszonyitott ardnyat. Eredményeink szerint az 1. latencia-tipust
sejtvonalakban mintegy 6-10-szer tobb EBV genom talalhat6, mint a III. latencia-tipusu

sejtvonalakban [kozoletlen eredmény].

2. A Rael, Mutu-BL-I-cl-216, CBM1-Ral-STO ¢és Mutu-BL-111-cl-99 sejtvonalakban,
tovabba a II. latencia-tipusu C666-1 nasopharyngealis carcinoma (NPC) sejtvonalban (jelenleg a
vilagon az egyetlen EBV pozitiv NPC sejtvonal; 5) meghataroztuk a viralis Q-promoter (Qp), C-
promoter (Cp), LMP-promoter-szabalyozo6-régio (LRS), LMP2A-promoter (LMP2Ap), valamint
az EBER1- és EBER2-promoterek (EBER1p és EBER2p) teriiletén a hiszton acetilacio in vivo
mértékét. Az egyes régiokban a hiszton acetilacidé mértékének meghatidrozasahoz acetilalt H3
(AcH3) és acetilalt H4 (AcH4) hiszton ellenes, poliklonalis ellenanyagok és specifikus primerek
felhasznalasaval végzett kromatin immunoprecipitaciés (ChIP) assay-t, mig a precipitalt DNS
mennyiségi meghatarozasahoz kezdetben kompetitiv-quantitativ PCR-t, majd a késébbiekben
real-time PCR-t alkalmaztunk.

E modszerek segitségével sikeriilt kimutatnunk, hogy az 1. latencia-tipust sejtvonalakhoz
viszonyitva a III. latencia-tipusu sejtvonalakban a Cp 14-17-szer, illetve 9-13-szor, az LRS 13-
14-szer, illetve 11-13-szor, az LMP2Ap pedig 5-9-szer, illetve 16-23-szor tobb, mig a C666-1
sejtvonalban a Cp és LRS kozel azonos mennyiségli, az LMP2Ap pedig 13-34-szer, illetve 26-
28-szor tobb AcH3, illetve AcH4 fehérjét tartalmaz. A Qp teriiletén evvel szemben a Ill. latencia-
tipusu sejtvonalakhoz viszonyitva az 1. latencia-tipusu sejtvonalakban 7-10-szer, illetve 4-5-szor,
mig a C666-1 sejtvonalban 82-96-szor, illetve 27-33-szor tobb AcH3, illetve AcH4 fehérje
talalhat6. Az EBER1p ¢s EBER2p a CBM1-Ral-STO-hoz képest a Mutu-BL-1-cl-216-ban 2-szer,
a Mutu-BL-I11-cl-99-ben 3-szor, mig a Raecl-ben 4-szer tobb mennyiségli AcH4 fehérjét
tartalmazott. Ugyanezen régio a Mutu-BL-111-cl-99-hez képest a Mutu-BL-I-cl-216-ban 3-szor, a
CBM1-Ral-STO-ban 4-szer, mig a Rael-ben 9-szer tobb mennyiségii ACH3 fehérjét tartalmazott
[8, 9, 10, kdzodletlen eredmény].
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3. A Qp, Cp, LRS, LMP2Ap, EBER1p ¢és EBER2p-rdl induld transzkripcid mértékének
megallapitasahoz real-time RT-PCR reakciokat fejlesztettiink ki (a kapott értékeket az RNS
integritas kontroljaként hasznalt 3-aktin gén expressziojahoz viszonyitottuk). Ezek segitségével
megerdsitettiilk az altalunk és masok altal az egyes promoterekre vonatkozo kordbban kozolt

expresszios eredményeket [2, 8, 9, 10, 12, kozoletlen eredmény].

4. A Rael, Mutu-BL-1-cl-216, CBM1-Ral-STO ¢és Mutu-BL-I11-cl-99 sejtvonalak esetében
meghataroztuk az optimalis Trichostatin A (TSA) kezelés dozisat ¢€s iddtartamat. A kisérletek
soran a sejtek megfeleldo promotereinek AcH4 tartalmat és ezen keresztiil a hiszton deacetilazt
gatld TSA kezelés hatasat ChIP assay segitségével mértilk. Valamennyi sejtvonal és promoter
esetében optimalis id6tartamnak, illetve dozisnak a sejtek 16 o6ran keresztil 800nM
kezelés mellett a fehérjeszintézist gatld cikloheximiddel (CHX), illetve TSA ¢és CHX
kombinaciojaval is elvégeztiik a kisérleteket. A vizsgalatok soran real-time RT-PCR segitségével
megmértiik az egyes promoterekrdl indul6 transzkripcid mértékét.

A TSA kezelés hatasara a Mutu-BL-1-cl-216 sejtvonalban a Cp aktivitasa kilencszeresére,
az LRS aktivitasa pedig kétszeresére novekedett, mig a Rael, CBM1-Ral-STO és Mutu-BL-I111-cl-
99 sejtvonalak esetében a fenti promoterekrol atirodd RNS-ek mennyisége nem valtozott. A TSA
kezelés az LMP2Ap-r6l induld transzkripciot a Mutu-BL-1-cl-216 sejtekben haromszorosara
novelte, mig a Rael esetében kozel a felére csokkentette. A TSA kezelés az EBER1p-r6l indulo
transzkripcidt valamennyi sejtvonalban kozel kétszeresére novelte, mig az EBER2p-rél indulo
transzkripciot nem befolydsolta. A TSA kezelés egyik sejtvonalban sem valtoztatta meg a Qp-rol
indulé transzkripcid mértékét. A Cp, EBERIp és EBER2p esetében a TSA ¢és CHX
kombinéciojaval torténd kezelés hatdsara valamennyi vizsgalt sejtvonalban a TSA kezelések utan
mért értékekkel kozel azonos eredményeket kaptunk, mig a CHX kezelés dnmagiban nem
okozott valtozast. Erdekes médon valamennyi sejtvonal esetében a CHX kezelés 6nmagaban,
vagy kombinacidoban, a megfeleld CHX nélkiili mintdhoz képest nagyjabol kétszeresére novelte
az LMP1, illetve LMP2A mRNS-ek mennyiségét. A TSA kezelés hatdsaiért tehat valamennyi
promoter esetében elsdsorban az adott promoteren elhelyezkedd hiszton fehérjék acetilaltsaganak
fokozddasa €s nem egy, a TSA kezelés hatdsara ujjonnan atir6do fehérje transzaktivacids hatasa

felelds [8, 9, 10, kozoletlen eredmény].
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5. A kisérletek soran biszulfit modifikalast kovetd direkt szekvenalas segitségével vizsgaltuk
az egyes promoterek metilaciés mintazatait. Kimutattuk, hogy a C666-1 sejtvonalban a Cp,
valamint az LMP2Ap erdteljesen metilalt, mig a Qp teljesen metilalatlan [2, 9], az EBERI1 ¢és
EBER2 kodold régiokat és promotereket is magaba foglalo teriilet pedig a Rael, Mutu-BL-I-cl-
216, CBM1-Ral-STO, Mutu-BL-lI-cl-99 és C666-1 sejtvonalakban minimalis mértékben
metilalt, vagy teljesen metilalatlan [12]. Igazoltuk tovabba, hogy a TSA, illetve CHX kezelések
egyik sejtvonalban és promoteren sem valtoztattdk meg a (mar korabbi publikacidinkban kozolt;

13, 14) DNS metilaciés mintazatokat [kozoletlen eredmény].

6. Transzfekcios kisérletek, in vitro DNaz 1 footprinting, valamint elektroforetikus
mobilitasi shift assay (EMSA) segitségével igazoltuk, hogy az EBER régi6 CpG
dinukleotidjainak metilalasa gatolja az EBER promoterek aktivitasat [3].

7. Két 1. latencia-tipust EBV pozitiv BL biopsziabol (RU és RX; 11), valamint két nude
egérben passzalt EBV pozitiv NPC biopsziabol (NPC-C15 és NPC-C18; 11) RNS-t valamint
DNS izolaltunk, illetve formaldehiddel keresztkotott szonikalt kromatin-lizdtumot készitettiink (a
biopszidk esetében utdobbi miivelet jelentés modositasokat igényelt a sejtvonalakon torténd
vizsgalatokhoz képest). Real-time RT-PCR segitségével megallapitottuk, hogy a Cp valamennyi
biopszidban teljesen inaktiv, az LMP2Ap és LRS a BL biopszidkban a LCL-ekhez képest
alacsony aktivitast mutat, mig az NPC-C15 és NPC-C18 esetében az LMP2Ap-re alacsony, az
LRS-re pedig kozepes foku aktivitas jellemz6. Az izolalt DNS biszulfit-modifikalast kovetd
direkt szekvenalasa kimutatta, hogy valamennyi biopsziaban a Qp, EBER1p és EBER2p teljesen
metilalatlanok, az LRS ¢és az LMP2Ap vegyes metildcidos mintazatot mutat, mig a Cp erdteljesen
metilalt. A ChIP vizsgalatok segitségével az Osszes biopszidban a Qp, EBER1p ¢és EBER2p
teriiletén magas foku, mig a Cp-n alacsony foku hiszton acetilaciot tudtunk kimutatni. A BL
biopszidkban az LRS ¢és LMP2Ap teriiletén kis mennyiségii acetilalt hisztont taldltunk, mig az
NPC biopsziakban az LRS koézepes foku, az LMP2Ap pedig magas foku hiszton acetilaciot

mutatott [kozoletlen eredmények].

8. Chau és mtsai. [4] 2006-ban, illetve Day és mtsai. [7] 2007-ben kozolték, hogy a CCCTC-

kot faktor (CTCF) a Rep* és Cp kozotti régidoban latencia-tipus specifikusan, mig a Qp és

EBERIp teriiletén latencia-tipustol fliggetleniil in vivo mindig kimutathat6. A Rep* és Cp kozotti

régiohoz (Rep*-Cp) kapcsoloddé CTCF Chau és mtsai. [4] szerint gatolna, mig Day és mtsai. [7]
3
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szerint aktivalnd a Cp-t. Ezen ellentmondés, illetve a CTCF fehérjének a magasabb rendi
kromatin szerkezet (és igy a lokalis hiszton modifikdciok és DNS metilacid) kialakitasaban és
fenntartasaban betoltott szerepe miatt ChIP, DMS in vivo footprinting és EMSA segitségével
kiilonboz6 latencia-tipust, jol karakterizalt lymphoid és epithelidlis sejtvonalakban, tovabba NPC
biopsziakban vizsgaltuk a CTCF fehérje fenti régiokhoz torténd in vivo kotddését, illetve biszulfit
modifikalast kovetd direkt szekvenalassal a Rep* és Cp kozotti régid metilacids mintdzatait.

Eredményeink azt mutattdk, hogy a CTCF fehérjének a Rep*-Cp, illetve Qp régiokhoz
torténd in vivo kotédése, nem mutat dsszefiiggést a Cp, illetve Qp aktivitasaval, valamint a sejtek
latencia-tipusaval. Kimutattuk tovabba, hogy a Rep*-Cp kotéhely kornyékén talalhatdé CpG
dinukleotidok metilacidja nem befolydsolja a CTCF fehérje kotddését, illetve, hogy a CTCF

fehérje kotédése nem vezet feltétleniil a kotohely kozvetlen kdrnyékének demetilalasahoz [12].

9. EBV-t hordozé lymphoid sejtvonalak nem lymphoid eredetii sejtvonalakkal torténd
fazidja un. ,,szomatikus sejt hibrideket” eredményez. Ezeken a hibrid sejtvonalakon az EBV
latens promotereinek szabalyozasaban részt vevo epigenetikus mechanizmusok szovet-specifikus

miikodése kivaloan modellezhetd. fgy az EBV altal transzformalt KR4 LCL és az epithelialis

crer

crer

aktivalodik [1, 6]. Mivel a fentiek alapjan e sejtvonalak epigenetikus szabalyozasi
mechanizmusainak vizsgalata az OTKA palyazatom munkatervében leirtak logikus folytatasa,
ezért a KR4, KH1, KH2, P3HR-1 és HL60 sejtvonalakban a C-, Q- és LMP2A-promoterek
transzkripcios aktivitasat real-time-RT-PCR, mig DNS metilaciés mintazatait biszulfit
modifikalast kdvetd direkt szekvenalassal vizsgaltuk.

Eredményeink szerint a Cp rendkiviil magas fokl expressziot mutat a HP1, kdzepesen
magas aktivitdst a KR4 ¢és rendkiviil alacsony mértékti aktivitdst a KHI, KH2 és P3HR-1
sejtvonalakban. Az LMP2Ap magas aktivitast mutat a KR4, kozepes aktivitast a HP1, mig
alacsony aktivitast a P3HR1 sejtvonalban és nem volt kimutathaté a KH1 és KH2 sejtvonalakban.
A Qp magas aktivitast mutatott a KH1 és KH2, mig rendkiviil alacsony expressziot a KR4,
P3HR-1 és HP1 sejtvonalakban. A Cp a KR4-ben teljesen metildlatlannak, a KH1 és KH2
sejtvonalakban minimalis mértékben metilaltnak, a P3HR-1 sejtvonalban erdteljesen metilaltnak,
mig a HP1 sejtvonalban kdzepes mértékben metilaltnak bizonyult. Az LMP2Ap a KR4, KH1 és

KH2 sejtvonalakban minimalis mértékben metilaltnak, mig a P3HR1 és HP1 sejtvonalakban
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kozepes mértékben metilaltnak bizonyult. A Qp valamennyi sejtvonalban teljesen metilalatlan
[kozoletlen eredmény].

Az eredmények alapjan elmondhatd, hogy a fenti sejtekben a hibridizacié soran fellépd
promoter aktivitds valtozasok szabalyozasaban a DNS metilacid nem jatszik kulcsfontossag
szerepet. A hiszton acetilacio esetleges szerepét, jelenleg is folyd kisérleteinkben kivanjuk

tisztazni.

10.  Valamennyi felsorolt kisérlet alatt a sejtvonalakon tobbszor elvégzett EBNA-2
immunoblot vizsgalatok eredményei megfeleltek a sejtek vart latencia-tipusanak, vagyis a
vizsgalt sejtvonalakban a sejttenyésztés soran nem tortént latencia-tipus-valtas. A sejteken szintén
tobbszor elvégzett ZEBRA immunoblot vizsgalatok ezen kiviil igazoltdk, hogy valdsziniileg

egyik sejtvonal sem inditotta meg sejtjeinek jelentds részében a virus litikus szaporodésat.
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