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BEVEZETES

Az Epstein-Barr virus (EBV) a herpesvirus-csalad tagja, human patogén kettdslanca
DNS virus kiterjedt genetikai allomannyal (172 kb) és programmal (85 gén). Az EBV
kifejezett human B-sejt tropizmussal rendelkezik. A felndtt lakossag tobb mint 90%-a
fertdzott a virussal. A virus élete bifazisos: a kezdeti litikus ciklust kovetd gyors replikacio
utani latens fazisban a hosszu-életli memoria B-sejtekben szunnyad. Az elsé fazisban
kifejezett, mig a latencia-programok alatt visszafogott a viralis gének aktivitdsa. Valtozatos
korképekért felelés: mononukleo6zis, Burkitt-limfoma, nazopharingealis karcindéma, Hodgkin-
kor és az AIDS-betegekben illetve transzplantaltakban megfigyelt limfoproliferacids betegség
(PTLD) kialakuldsaért. A PTLD betegség erds ¢€s tartds immun-szuppresszid esetén
megfigyelhet6 EBV reaktivacio kovetkezménye. PTLD betegséget nem csak endogén EBV
reaktivacid, hanem EBV szuperinfekci6 is kivalthat immunhidnyos allapotban. Az egyes
koérképekben; litikus fazisban és latens programok esetén jellegzetes, egymastol jelentsen
eltér6 EBV gén-expresszios mintazatok figyelhetok meg. Az EBV alapu viralis vektorok
alkalmazasa mar 1étez0, azonban ma még kiforratlan technika. Tovabba valdszinilileg még a
technika jelentOs fejlodése esetén is kétes értékil lenne egy EBV-alapu viralis vektor (mint a
vizsgalat szempontjabol inert(?) vektor) hasznélata egyes EBV-gének illetve komplett EBV
gén-expresszios mintdzatok vizsgalatara human primer B-sejtekben.

A human immun-deficiencia virus-1 (HIV-1) human patogén retrovirus, mely a
lentivirusok csalddjaba sorolhaté RNS virus. Biotechnoldgiai modszerekkel a vad tipusu
virusbol kiindulva HIV-1 alapi mesterséges viralis vektorok készithetok. Az eredeti HIV
genom virulenciaért és replikacioért felelés génjének eltavolitdsaval létrehozott vektor
biztonsagosan hasznalhat6 standard P2 laboratoriumi koriilmények kozott. Amennyiben a vad
tipusu virus felszinén levé gp120 sejtfelszini ligand helyett VSV-G (vezikularis stomatitis

virus G-protein) fehérjét pszeudotipizalunk, akkor a vektor tropizmusat jelentésen



kiterjesztjiik és az igy gyakorlatilag barmely emlds faj tetszdleges szovetének sejtjeihezl
képes kapcsolodni. A leirt médositasoknak koszonhetéen egy biztonsadgos, nagyon sokoldala
¢s rugalmas vektort kapunk, mellyel tetszéleges gént vagy géneket épithetiink osztdodo és
nyugvo, sejtvonalak és primer sejtek magjaba tartéosan. A lentivirdlis vektorok kutatasi és
génterapias célzattal torténd in vitro és in vivo felhasznalasa egyarant rendkiviil igéretes. Ha
sikerlilne olyan human primer B-sejt monokultira rendszert 1étrehozni, melyben hatékonyan
hasznalhatok lentiviralis vektorok, az lehetdséget adna tobbek kozott egyes EBV-gének illetve
részenként Osszeillesztve komplett EBV gén-expresszios programok (litikus és latens) human
primer B-sejtre kifejtett hatdsdnak vizsgalatara, a kisérlet szempontjabdl inert karrier vektor

(HIV-1 alapt lentiviralis vektor) felhasznalasaval.

CELKITUZESEK

1. Az endogén EBV reaktivacio kovetkeztében kialakulé human B-sejtes PTLD betegség
allatkisérletes modellezése ember-egér (hu-SCID) kiméra rendszerben.

2. A PTLD betegség allatkisérletes modelljének standardizalasa ismert EBV torzs in vivo
elvégzett szuperinfekcidjaval, a bevitt exogén EBV térzs dominancidjanak kimutatasa.

3. Lentiviralis vektor hatékony felhasznalasara alkalmas human primer B-sejt monokultira
rendszer 1étrehozasa, génbeviteli hatékonysag vizsgalata marker gén (GFP) felhasznalasaval.
4. GFP mellett funkcionalisan aktiv intracellularis (VFLIP) és szekretalt (IL-4) transzgén

bevitele és funkcionalitasuk vizsgalata human primer B-sejtekben (’proof of principle’).



ANYAG ES MODSZER

Human sejtek izolalasa

Egészséges donorok vérébol eldallitott buffy-coatot Ficoll-gradiens centrifugalassal
tisztitottam tovabb. A kapott fehérvérsejt-szuszpenziobol (PBMC) az adherens sejtek
kitapasztasa utan (PBL) anti-CD19-beads technikaval nagy tisztasagia (>97%) B-sejt

szuszpenzio nyertiink.

SCID egerek
A C.B.17 scid/scid homozig6ta egereket SPF koriilmények kozott antibiotikus védelemben

tartottuk. Az allatokat rendszeresen kovettiik, a ’leaky’ egyedeket a kisérletekbol kizartuk.

Hu-SCID kiméra létrehozasa
Megfelel6 mennyiségii (3-6x10") PBMC i.p. injekciojaval kimérizmus alakithato ki SCID

egérben. A fajok kozti immunoldgiai kimérizmus kb. 4 hét utan funkcionalis.

Exogén EBV torzs
A B95-8 selyemmajom sejtvonal EBV tartalmi feliiliszéja a Baranya Megyei ANTSZ
Virolégiai Laboratériumabdl szarmazik. A feliilliszé infektiv EBV virionokat tartalmaz,

melyet i.p. injekcioval juttattunk 10 nappal korabban létrehozott hu-SCID kimérakba.

Hu-SCID kiméra rendszerek vizsgalata

A human B-sejtes limfoproliferacio kovetkeztében moribund allapotu egerekbdl peritonealis
sejteket és nyirokszerveket tavolitottunk el. Sejtfelszini és intracellularis jelolést kovetden a
sejteket flow-cytometrids analizissel vizsgaltuk. A nyirokszervekbdl (I1€p, nyirokcsomok)

metszeteket készitettiink, melyeket fixalds utdin immunhisztokémiai analizisnek vetettiink



ala. Egyes allatok 1épébdl RNS izoldlast kovetden aktiv EBV torzseket azonositottunk
irodalomban  ko6zolt primerek és  kereskedelmi forgalomban kaphat6 reagensek

felhasznalasaval RT-PCR modszerrel. Ismert EBV torzsek DNS-ét hasznaltuk kontrollként.

B-sejt monokultiira rendszer

Nagy tisztasagban izolalt (lasd fent) huméan primer B-sejteket aktivaltunk CpG oligo, anti-
human Ig, human rekombinans IL-2 és IL-10 jelenlétében. A sejtek a kultara 3. napjan
hatékonyan fert6zhetdk lentiviralis vektorral. A kultira idétartama maximum 10 nap, mialatt

osztodas és Ig szekrécid egyarant mérhetd.

Lentiviralis vektorok készitése
A felhasznalt mono- (GFP) ¢és bicisztronos (VFLIP-GFP vagy IL-4-GFP) vektorok a Genfi
Orvostudomanyi Egyetemmel (CMU) ¢és a Genfi Kantondlis Korhazzal (HUG)

kollaboracidéban késziiltek.

Transzfektalt B-sejtek vizsgalata

A transzfektalt sejtekben a transzgenikus fehérjék a kultara 48 ora elteltével aktivak. Minden
alkalmazott modszerhez kereskedelmi forgalomban kaphat6é antitesteket ¢€s reagenseket
hasznaltunk. Sejtfelszini és intracellularis jelolést kovetden flow-cytometrias analizissel
vizsgaltuk a sejteket transzgén expresszio tekintetében. A bevitt vFLIP transzgenikus fehérje
jelenlétét Western-blot mdédszerrel is kimutattuk, védd hatasat nativ kultaraban és flow
cytometrids sortolassal dusitott sejteken is vizsgaltuk FasL jelenlétében. A transzfektalt
sejtek altal szekretalt IL-4 mennyiségét ELISA médszerrel hatdroztuk meg. A transzgenikus
IL-4 funkcionalitdsdt masodlagos kultirakban bizonyitottuk (CD40L kulturdban fokozott

proliferaci6, EL4/B ko-kultirdban IgE termelés).



EREDMENYEK

1. A hu-SCID kiméra rendszerben az endogén EBV reaktivacié kovetkeztében fatalis huméan
B-sejtes limfoproliferacio alakul ki. Az elvaltozéas tobb jegye megegyezik a human PTLD
betegséggel. A kisérletes allatok talélése nagymértékii idébeli variancat mutat (46-67 nap).

2. A PTLD betegség modellje az allatok tulélése tekintetében jelentdsen standardizalhato (30-
32 nap) ismert EBV torzs in vivo elvégzett szuperinfekciojaval. Az exogén bevitt EBV torzs
(B95-8) dominanciaja a kiméra szerveiben bizonyithato.

3. CpG oligo, a-Ig, IL-2 és IL-10 aktivacioval olyan maximum 10 nap id6étartami human
primer B-sejt monokultura rendszer hozhat6 1étre, melyben a B-sejtek nagy hatékonysaggal
transzfektalhatok lentiviralis monocisztronos vektorokkal (kb. 25-30% GFP+ populacio).

4. Lentiviralis bicisztronos vektorral B-sejtekbe GFP mellett egyéb funkcionélisan aktiv
transzgének is hatékonyan bejuttathatok (kb. 15% GFP+ populécio). A lentiviralis vektorral
bevitt VFLIP gén hatékonyan megvédte a GFP+ sejteket FasL medialta apoptdzis ellen.
Amennyiben IL-4 gént juttattunk lentiviralis vektorral B-sejtekbe, a GFP+ B-sejtek altal
szekretalt transzgenikus IL-4 szintén funkciondlisan aktiv volt (proliferacio-fokozas, IgE

izotipus-valtas) masodlagos B-sejt kultira rendszerekben.



MEGBESZELES

Hu-SCID kiméra rendszer 1étrehozéasakor egészséges emberi donorokbol szarmazéd
fehérvérsejtekkel (PBMC) repopulalunk immunhianyos egereket (SCID torzs). A rendszerben
az immunoldgiai kimérizmus mikoddképes, a limfocita-recirkulaci6 megtartott,
immunologiai memoria hivhato el6 €s alakithato ki. A kiméraban mégis stlyos immunhidnyos
allapotot idéz6 EBV reaktivacio kovetkeztében poliklonalis, fatalis kimeneteli human B-
sejtes limfoproliferacio alakul ki, akarcsak PTLD esetében. Reaktivacio soran az EBV gén-
expresszids mintdzat ismerten jelentds valtozason megy keresztiil. A limitadlt EBV gén-
expressziot mutatd I-es latencia-programbol rohamosan a Ill-as latencia programig boviil az
aktiv EBV gének kore. Az endogén reaktivacional nagyobb eséllyel és iitemben fejlodik ki
human PTLD és modellje exogén EBV szuperinfekcio esetén, mely rogton a Ill-as latencia
programot inditja el.

A korabban irodalomban leirt humén primer B-sejt transzfekcids rendszerek vagy csak
kis hatékonysaggal miikodtek (pl. CD40L rendszer), vagy csak kokultara rendszerben voltak
kell6en hatékonyak (pl. EL4/B-sejt rendszer). A témaban fontos elérelépés, hogy egyediilalld
moédon hatékony lentivirdlis transzfekcids modszer sikeres adaptalasat végeztilk egy human
primer B-sejtes monokultira rendszerben (CpG rendszer). Marker gén mellet egyéb, modell
értékill intracellularis és szekretalt transzgenikus fehérjék génjeit épitettiik be a célsejtekbe. A
transzgenikus fehérjék funkcionalisan tokéletesen mikodoképesek voltak.

A lentiviralis technikak hatékony adaptalasa human primer B-sejtes monokultiraban
Uj tavlatokat nyithat tobbek kozott az egyes EBV gének és komplett EBV gén-expresszid
mintazatok kutatdsaban. Lehetové teszi a human primer B-sejteken végzett vizsgalatokat a
genetikailag gyakran jelent6sen (pl. endogén EBV kdvetkeztében) megvaltozott huméan B-
sejtvonalak hasznalata helyett oly modon, hogy a kisérletekhez a vizsgalt (pl. EBV) gének

vagy géncsoportok szempontjabol inert viralis vektort (HIV-1 alapt vektor) alkalmazunk.
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