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Kutatasi célunk az Epstein-Barr virus (EBV) un. I1. tipusu latenciajat szabalyozo
mechanizmusok molekuléris szintii megértése volt. Ezt az tette lehetévé, hogy
rendelkezésilinkre allott a C666-1 nazofaringealis karcindma (NPC) vonal, amely
folyamatos in vitro passzalasok soran sem veszitette el az EBV genomokat (szemben
az in vitro tenyésztett NPC sejtvonalak tobbségével).

Mivel limfoid sejtekben a latens EBV promdtereket DNS metilécié és fehérje-DNS
kolcsonhatasok reguldljak, részletes metilacids és fehérje-kotési térképeket
készitettink NPC sejtekben is.

A C666-1 sejtekben az EBNA 1 nukleéris proteint kodolo RNS atirat a genom
BamH1 Q fragmentumara lokalizalt prométerrél (Qp) inicialodik. Ezzel szemben az
alternativ prométer, Cp, inaktiv. Aktivak EBER 1 és 2 gének promdterei (termékeik
proteint nem kodolo6 kis RNS molekuldk). A latens membran fehérjét kodoléo LMP1
és LMP2A gének ezzel szemben nem expresszalodnak.

Biszulfid-modifikalt DNS mintdk genomikus szekvenélasaval megéllapitottuk,
hogy az aktiv promoéterek (Qp, EBER1p, EBER2p) metilalatlanok C666-1 sejtekben.
Ezen kivil metilalatlannak bizonyult az ,,enhancer” miikddést latens replikacios
origo (oriP) is. Ezzel szemben az inaktiv Cp, LMP1p és LMP2p erésen metilaltak

voltak. Két nude egérben passzalt NPC vonal vizsgalata hasonlé eredménnyel jart.



Az ,,in vivo footprinting” modszerével megéallapitottuk, hogy az inaktiv Cp-hez nem
kapcsolodik f6 cellularis regulatora, a CBF1 (C promoter binding factor 1) nukleéris
protein. Ezzel szemben az aktiv Qp sz&mos nukleéris fehérje és EBNA 1
»lenyomatat” mutatta. A Il1. tipusu latenciara jellemzé fehérje-DNS kolcsdnhatas (a
62416-0s guanin DMS hiperszenzitivitasa, egy feltételezett represszor fehérje
kapcsolddasa az inaktiv Qp-hez) ugyanakkor C666-1 sejtekben (Qp aktiv) nem volt
észlelhetd. Ez megerdsiti korabbi adatainkat.

Az EBER 1 promoterhez hasonlo fehérjék kotédtek C666-1 sejtekben, mint limfoid
sejtekben. Ugyanakkor NPC/epithelialis sejt specifikus fehérje-DNS
kolcsonhatdsokat is észleltiink.

Mivel EBER 1 és 2 valamannyi vizsgalt sejttipusban hipometilalt, megvizsgaltuk,
hogy in vitro CpG metilacio gatolja-e expressziojukat. EBER 1 és 2 hordoz6
metilalt és metilalatlan plazmidot transzfektaltunk EBV negativ sejtvonalakba és
real-time PCR-rel vizsgaltuk kifejezédésliket. CpG metilacio jelentésen csokkentette
mind EBER 1, mind EBER 2 expressziojat. Bedllitottuk az ,,in vitro DNase |
footprinting” maodszerét, és ennek segitségével megvizsgaltuk nuklearis fehérjék
kotodését metilélt vagy metildlatlan EBER 1 génhez, illetve annak 5’ szabalyozé
régiojahoz. CpG metilécid gatolta a cellularis c-Myc és ATF fehérjék kapcsolddasat
az EBER 1 gen 5’ régidjahoz. Az intragenikus RNS polimeraz 111 kétéhelyek
footprint mintdzata csak kissé modosult CpG metiléciot kdvetoen. Valdszintsitheto,
hogy a CpG metilacio nuklearis fehérjék kapcsoldédasanak kozvetlen gatlasaval
blokkolja az EBER1p aktivitasat.

Qp minden vizsgalt sejtben metilalatlannak bizonyult, aktivitasatol fuggetlentl.
Korabbi adataink alapjan 111 tipusu latenciaban egy represszor fehérje kotodését

feltételezziik a Qp szabalyozo régidban. Mivel a hiszton fehérjék maédifikacioi



befolyasoljak a kromatin szerkezetet és a promoterek aktivitasat, beallitottuk a
kromatin immunprecipitacié modszerét egyes médositott hisztonok detektaldsara.
Megallapitottuk, hogy az acetilalt H3 és H4 hisztonok szintje korrelal Cp
aktivitasaval limfoid és C666-1 sejtekben. Ezzel szemben az aktiv Qp a lizin 4-es
pozicidban dimetilalt hiszton H3-ban (H3MK4) gazdag. Ez valdszintsiti, hogy

H3MK4 kozrejatszik Qp aktivitasdnak szabalyozéasaban.
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