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Bevezetés 

Az eukarióta sejtek örökít anyaga a DNS, fehérjékkel alkotott 

komplexekben a kromatinba ágyazottan található a sejtmagban. Az örökít anyag

a sejtek osztódásakor kromoszómák formájában jelenik meg. A kromoszómákon 

különböz  citológiai eljárások segítségével gyengén fest d  (eukromatikus) és 

er sebben fest d  (heterokromatikus) régiók különböztethet k meg. Az 

eukromatikus szakaszok hordozzák az átíródó gének dönt  többségét, míg a 

heterokromatikus régiókban a DNS szorosan a kromatinba ágyazott, az 

expresszáló gének száma kevesebb. A heterokromatint két csoportra oszthatjuk a 

kromatinszerkezet molekuláris felépítése és a sejt élete folyamán mutatott 

megjelenése alapján: konstitutív és fakultatív heterokromatinra. A konstitutív 

heterokromatin a sejtek egész életciklusa során megfigyelhet , még az 

interfázisos magokban is, kialakításáért els sorban az evolúciósan konzervált, 

három izoformával rendelkez  heterokromatin protein 1 (HP1) a felel s. A 

fakultatív heterokromatin (pl. inaktív X kromoszóma) a sejtek élete során csak 

egy bizonyos fázisban alakul ki, képes a heterokromatikus állapotból 

visszaalakulni eukromatikus állapotba, olyan kromoszómális régió amelyben a 

génkifejez dés epigenetikus hatásokra lecsökken. 

Konstitutív heterokromatin csaknem az összes ismert eml sfaj sejtjeiben 

megtalálható. A kínai hörcsög egy ritka kivétel, kromoszómáin nincsenek 

kiterjedt, citológiailag jól elkülöníthet  konstitutív heterokromatikus régiók. 
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Figyelemreméltó megfigyelés azonban, hogy a CHO (kínai hörcsög ovarium) 

sejtekben képz dött emberi szatellita DNS alapú mesterséges kromoszómák 

nagymértékben heterokromatikusak, továbbá CHO sejtekbe átvitt egér 

mesterséges kromoszómák heterokromatikusak maradnak. Ez az egyik oka 

annak, hogy a kínai hörcsög sejtvonalak fontos szerepet töltenek be a 

mesterséges kromoszóma technológiában: a hörcsög sejtekben a nagymértékben 

heterokromatikus szatellit DNS alapú mesterséges kromoszómák egyszer

citológia módszerekkel nyomon követhet k. Felvet dött a kérdés, hogy a 

heterokromatin kis mennyisége a HP1 hiányára vezethet -e vissza kínai hörcsög 

sejtekben? A HP1-et helyettesíti-e valamilyen speciális heterokromatin-köt

fehérje a mesterséges kromoszómákon vagy a kínai hörcsög sejtek a többi 

eml ssel azonos HP1-et tartalmaznak-e? Annak érdekében, hogy 

megválaszolhassuk ezeket a kérdéseket, megkíséreltük megklónozni a hörcsög 

HP1 fehérjéket kódoló géneket emberi izoforma specifikus próbák segítségével.  
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Alkalmazott módszerek 

Rekombináns DNS technikák  

DNS izolálás tenyésztett eml ssejtekb l

DNS szekvenálás, szekvenciaanalízis

PCR amplifikáció 

Southern blot hibridizáció 

-fág könyvtár plakkhibridizációs vizsgálata 

Fehérjék elektroforetikus elválasztása denaturáló SDS gélen 

Western blotting 

Sejtvonalak tenyésztése, sejtek transzfekciója 

Fluoreszcens in situ hibridizáció 

C- sáv festés 

Indirekt immunfluoreszcencia 
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Eredmények és következtetések 

A kínai hörcsög HP1 izoformái

A HP1 izoformái nem-hiszton típusú kromoszómális fehérjék, melyek 

alapvet  szerepet játszanak a heterokromatin felépítésében. Dolgozatomban arra 

kerestem a választ, hogy megtalálhatók-e ezek a fehérjék a kínai hörcsög 

sejtjeiben is, egy olyan él lényben, amelynek kromoszómáin csak csekély 

heterokromatin található. A kínai hörcsögb l azonosítottuk az emberb l és 

egérb l már ismert mindhárom izoformát. cDNS-ük kódoló régióinak 

szekvenciája konzervatívnak bizonyult mindhárom eml sfajban, több mint 90%-

os azonosságot mutattak. A cDNS-ük bázissorendje alapján származtatott 

aminosavszekvenciáik ugyancsak konzervatívak voltak: a HP1 teljesen 

megegyezett mindhárom fajban, a chHP1  és chHP1  csupán egyetlen 

aminosavban különböztek egér homológjaiktól, míg a chHP1  és az emberi 

HP1
Hs

 fehérjeszekvenciájában mindössze 5 aminosav eltérést találtunk. A 

konzervatív funkcionális szakaszokban csupán egyetlen különbség volt, de ez 

nem olyan aminosavat érintett, amelynek fontos szerepe van a „chromodomain” 

MetH3K9 hiszton kötésében, vagy e szerkezeti elem háromdimenziós 

szerkezetének kialakításában. A cDNS-ek szekvenciáinak konzerváltsága nem 

korlátozódott a kódoló régiókra, mindhárom izoforma esetében mind az 5’ mind 

a 3’ nem átírt régiókban (UTR) azonosítottunk konzervatív régiókat, ugyanakkor 
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más szekvenciarészek egyediek voltak. Az a tény, hogy bizonyos szekvenciák 

mindhárom fajban megtalálhatóak utalhat valamilyen funkcionális szerepre, 

ezeket a funkciókat azoban egyenl re nem ismerjük.  

A kínai hörcsög HP1  génje

A HP1  génjének alapvet  szerkezete megegyezik hörcsögben, emberben 

és egérben: a gén 5 exonból és az ezeket elválasztó 4 intronból áll. A fehérje 

átírása a második exonból kezd dik, az els  exonnak vélhet en szabályozó 

szerepe lehet. Bár sem az intronok mérete, sem azok szekvenciái nem hasonlóak

a három eml sfajban, az els  intronban két, a harmadik intronban egy olyan 

genomikus szakaszt azonosítottunk, amelyek nagyban hasonlítanak mindhárom 

eml sben és nem ismétl d  szekvenciákhoz tartoznak. Ezeknek a genomikus 

régióknak nem ismerjük a szerepét, a konzerváltságuk azonban arra utal, hogy 

valamilyen funkciójuk lehet, transzkripciós enhanszer vagy egyéb transzkripciós 

szabályozó szereppel bírhatnak.

A hörcsög HP1  (chHP1  gén kromoszómális helyét fluoreszcens in

situ hibridizációval határoztuk meg. FISH jelet csak a 2-es kromoszóma rövid 

karján kaptunk, amely arra utal, hogy a chHP1  gén egy példányban van jelen a 

kínai hörcsögben, vagy ha több génje van, azok azonos citológiai helyzet ek. In

situ hibridizációval kimutatható, eltér  lokalizáltságú pszeudogéneket nem 

találtunk a hörcsög genomban.  
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A kínai hörcsög HP1 izoformák lokalizációja  

Kísérleteinkben a HP1 izoformák lokalizációjának vizsgálatához GFP és 

DsRed fúziós riporterfehérjéket alkalmaztunk, a kapott eredményeinket pedig 

ellenanyaggal végzett immunfestéssel meger sítettük.

A HP1 izoformáinak lokalizációját olyan hibrid sejtvonalakban 

vizsgáltuk, amelyek hörcsög-, valamint heterokromatikus egér-, és szatellita 

DNS alapú mesterséges kromoszómákat hordoztak (H1D3-1C2 sejtvonal) és 

megvizsgáltuk olyan sejtvonalban is, amely hörcsög- és szatellita DNS alapú 

mesterséges kromoszómákat (C23-Z41 sejtvonal) hordoz. Az HP1 fehérjék 

lokalizációját tehát teljesen azonos sejten belüli körülmények között, de 

különböz  fajokból származó és különböz  mértékben heterokromatinizálódott 

kromaszómarégiókon követtük nyomon, ami lehet vé teszi, hogy 

összevethessük az eu- és heterokromatikus régiók közti lokalizációs 

különbségeket. Mindhárom izoforma lokalizációját azonos kísérleti 

körülmények között, azonos riporterfehérjék segítségével, azonos sejttípusokon 

vizsgáltuk, így összevethet k egymással az egyes izoformákkal kapott 

lokalizációs mintázatok is. A kísérletekben natív kromoszóma- és sejtmagi 

preparátumokat használtunk, amelyben a hipotonizáló és keresztköt  oldatok 

nem befolyásolták a kromatin szerkezetét és a HP1 kromoszómális eloszlását. 

Megfigyeléseink alapján a HP1 mindhárom izoformája els sorban a 
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heterokromatikus régiókban lokalizálódik és bár lényegesen kisebb mértékben, 

de mindhárom izoformát megfigyeltük eukromatikus kromoszómális régiókban 

is, a HP1 gamma izoforma esetében pedig a natív kromoszóma-preparátumokon 

egy egészen finom felbontású, sávozott eloszlást mutattunk ki. 

Kísérleteinkben azt is megvizsgáltuk hogy befolyásolja-e a HP1 

heterokromatinba történ  köt dését az, hogy a fehérje melyik végére fúzionáljuk 

a riporterfehérjét. Mind a C-, mind pedig az N-terminális végre fúzionált riporter 

fehérjék összehasonlítható, azonos lokalizációt mutattak a natív kromoszóma-

preparátumokon, azaz a fúziós partner HP1-hez viszonyított pozíciója nem 

befályosolja a heterokromatikus lokalizációt.

Monoklonális ellenanyag segítségével ellen riztük, hogy a virális 

promóterr l termel d  chHP1  izoforma lokalizációs mintázata megegyezik az 

endogén, szabályozott módon termel d  fehérje sejten belüli eloszlásával.

Annak ellenére, hogy a kínai hörcsög kromoszómáin nincs citológiai 

értelemben vett kiterjedt konstitutív heterokromatin, a HP1 mindhárom 

izoformája megtalálható hörcsög sejtekben. Ezek az izoformák szinte teljesen 

megegyeznek a már ismert eml s homológokkal. Lokalizációjuk alapján 

feltételezhet , hogy hasonló módon részt vesznek a kromatinszerkezet 

felépítésében, mint az ismert eml s ortológok. Eredményeink azt mutatják, hogy 

a heterokromatin hiánya a kínai hörcsögb l nem a HP1 hiányának vagy specális 

aminosavösszetételének a következménye, a hörcsögsejtekben megtaláhatók 
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azok a fehérjekomponensek, amelyek képesek felépíteni a heterokromatint a 

szatellita DNS alapú mesterséges kromoszómákon.  

 Emberi és egér sejtekben a heterokromatint alkotó szatellita DNS 

túlnyomó része viszonylag rövid ismétl d  szakaszokból (<1 kb) épül fel, míg 

hörcsögben -eltekintve a centromerikus TTAGGG ismétl désekt l-, a szatellita 

szekvenciák jóval összetettebbek, az ismétl d  szakaszok egységeinek hossza 

messze meghaladja az emberi és egér szatelliták egységeinek hosszát. A rövid, 

tandem repetitív szekvenciákból felépül  humán és egér szatellita DNS alapú 

mesterséges kromoszómák hörcsögsejtekben heterokromatikusak. Mindezek 

alapján valószín , hogy a hörcsög sejtekben a heterokromatin korlátozott 

mennyiségének az oka nem a HP1 hiánya vagy speciális aminosavösszetétele, 

hanem a kínai hörcsög kromoszómáinak speciális szatellita DNS tartalma.
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