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Bevezetés

Az eukariota sejtek orokitbanyaga a DNS, fehérjékkel alkotott
komplexekben a kromatinba dgyazottan talalhato a sejtmagban. Az 6rokitéanyag
a sejtek osztodasakor kromoszomak form4jaban jelenik meg. A kromoszomakon
kiilonb6z6 citologiai eljarasok segitségével gyengén festddd (eukromatikus) €s
erdsebben festddd (heterokromatikus) régiok kiillonboztethetdk meg. Az
eukromatikus szakaszok hordozzadk az 4tirodd gének dontd tobbségét, mig a
heterokromatikus régiokban a DNS szorosan a kromatinba dagyazott, az
expresszald gének szama kevesebb. A heterokromatint két csoportra oszthatjuk a
kromatinszerkezet molekularis felépitése €s a sejt élete folyamén mutatott
megjelenése alapjan: konstitutiv és fakultativ heterokromatinra. A konstitutiv
heterokromatin a sejtek egész ¢életciklusa soran megfigyelhetd, még az
interfazisos magokban is, kialakitasaért elsdsorban az evolucidsan konzervalt,
harom izoformaval rendelkezd heterokromatin protein 1 (HP1) a felelés. A
fakultativ heterokromatin (pl. inaktiv X kromoszoma) a sejtek élete soran csak
egy bizonyos fazisban alakul ki, képes a heterokromatikus allapotbol
visszaalakulni eukromatikus allapotba, olyan kromoszdmalis régié amelyben a
génkifejezodés epigenetikus hatasokra lecsokken.

Konstitutiv heterokromatin csaknem az 6sszes ismert emldsfaj sejtjeiben
megtalalhat6. A kinai horcsog egy ritka kivétel, kromoszomain nincsenek

kiterjedt, citologiailag jol elkiilonithetd konstitutiv heterokromatikus régidk.



Figyelemremélto megfigyelés azonban, hogy a CHO (kinai horcsog ovarium)
sejtekben képzddott emberi szatellita DNS alapu mesterséges kromoszomak
nagymértékben heterokromatikusak, tovabba CHO sejtekbe atvitt egér
mesterséges kromoszomak heterokromatikusak maradnak. Ez az egyik oka
annak, hogy a kinai horcsog sejtvonalak fontos szerepet toltenek be a
mesterséges kromoszoma technologidban: a horcsdg sejtekben a nagymértékben
heterokromatikus szatellit DNS alapu mesterséges kromoszémak egyszeri
citologia modszerekkel nyomon kovethetdk. Felvetddott a kérdés, hogy a
heterokromatin kis mennyisége a HP1 hidnyéra vezethet6-e vissza kinai horcsog
sejtekben? A HP1-et helyettesiti-e valamilyen specidlis heterokromatin-kotd
fehérje a mesterséges kromoszomakon vagy a kinai horcsog sejtek a tobbi
emlossel azonos HPIl-et tartalmaznak-e? Annak érdekében, hogy
megvalaszolhassuk ezeket a kérdéseket, megkiséreltik megklonozni a horcsog

HP1 fehérjéket kodold géneket emberi izoforma specifikus probak segitségével.



Alkalmazott modszerek

= Rekombinans DNS technikak

= DNS izolalas tenyésztett emlOssejtekbol

= DNS szekvenalas, szekvenciaanalizis

= PCR amplifikécid

= Southern blot hibridizacio

= A-fag konyvtar plakkhibridizacios vizsgalata
= Fehérjék elektroforetikus elvalasztasa denaturald SDS gélen
=  Western blotting

= Sejtvonalak tenyésztése, sejtek transzfekcigja
» Fluoreszcens in situ hibridizacid

= (- sav festés

= [ndirekt immunfluoreszcencia



Eredmények és kovetkeztetések

A kinai horcsog HP1 izoformai

A HP1 izoformai nem-hiszton tipusi kromoszomalis fehérjék, melyek
alapvetd szerepet jatszanak a heterokromatin felépitésében. Dolgozatomban arra
kerestem a valaszt, hogy megtalalhatok-e ezek a fehérjék a kinai horcsog
sejtjeiben is, egy olyan él6lényben, amelynek kromoszomain csak csekély
heterokromatin taldlhatd. A kinai horcsogbdl azonositottuk az emberbdl és
egérbdl mar ismert mindharom izoformat. cDNS-iik kodold régidinak
szekvencidja konzervativnak bizonyult mindhdrom emldsfajban, t6bb mint 90%-
os azonossagot mutattak. A cDNS-lik bazissorendje alapjan szarmaztatott
aminosavszekvencidik ugyancsak konzervativak voltak: a HP1y teljesen
megegyezett mindhdrom fajban, a chHPla és chHPIPB csupan egyetlen
aminosavban kiilonboztek egér homologjaiktol, mig a chHPla és az emberi
HP1™* fehérjeszekvenciajaban minddssze 5 aminosav eltérést talaltunk. A
konzervativ funkciondlis szakaszokban csupan egyetlen kiilonbség volt, de ez
nem olyan aminosavat érintett, amelynek fontos szerepe van a ,,chromodomain”
MetH3K9 hiszton kotésében, vagy e szerkezeti elem haromdimenzids
szerkezetének kialakitasaban. A ¢cDNS-ek szekvencidinak konzervaltsaga nem
korlatozodott a kddold régidkra, mindhdrom izoforma esetében mind az 5’ mind

a 3’ nem atirt régiokban (UTR) azonositottunk konzervativ régidkat, ugyanakkor



mas szekvenciarészek egyediek voltak. Az a tény, hogy bizonyos szekvenciak
mindhdrom fajban megtaldlhatoak utalhat valamilyen funkciondlis szerepre,

ezeket a funkciokat azoban egyenldre nem ismerjiik.

A kinai horcsog HP1a génje

A HPla génjének alapvetd szerkezete megegyezik horcsogben, emberben
¢s egérben: a gén 5 exonbol és az ezeket elvalasztd 4 intronbdl all. A fehérje
atirasa a masodik exonbol kezdddik, az elsd exonnak vélhetéen szabalyozd
szerepe lehet. Bar sem az intronok mérete, sem azok szekvenciai nem hasonldak
a harom emldsfajban, az elsé intronban két, a harmadik intronban egy olyan
genomikus szakaszt azonositottunk, amelyek nagyban hasonlitanak mindhérom
emldsben €s nem i1smétlddé szekvencidkhoz tartoznak. Ezeknek a genomikus
régioknak nem ismerjiikk a szerepét, a konzervaltsaguk azonban arra utal, hogy
valamilyen funkcidjuk lehet, transzkripcids enhanszer vagy egyéb transzkripcios
szabalyozo szereppel birhatnak.

A horcsog HPla (chHPIa) gén kromoszémalis helyét fluoreszcens in
situ hibridizacioval hataroztuk meg. FISH jelet csak a 2-es kromoszéma révid
karjan kaptunk, amely arra utal, hogy a chHPI a gén egy példanyban van jelen a
kinai horcsogben, vagy ha tobb génje van, azok azonos citologiai helyzetiek. /n
situ hibridizécioval kimutathato, eltérd lokalizaltsdgi pszeudogéneket nem

talaltunk a horcsog genomban.



A kinai horcsog HP1 izoformak lokalizacidja

Kisérleteinkben a HP1 izoformdk lokalizacidjanak vizsgalatdhoz GFP és
DsRed fuzios riporterfehérjéket alkalmaztunk, a kapott eredményeinket pedig
ellenanyaggal végzett immunfestéssel megerositettiik.

A HP1 izoforméinak lokalizacidjat olyan hibrid sejtvonalakban
vizsgaltuk, amelyek hoércsog-, valamint heterokromatikus egér-, ¢€s szatellita
DNS alapt mesterséges kromoszomakat hordoztak (H1D3-1C2 sejtvonal) és
megvizsgaltuk olyan sejtvonalban is, amely horcsog- és szatellita DNS alapti
mesterséges kromoszomakat (C23-Z41 sejtvonal) hordoz. Az HP1 fehérjék
lokalizacidjat tehat teljesen azonos sejten beliili koriilmények kozott, de
kiilonb6z6 fajokbol szarmazéd és kiillonb6z6 mértékben heterokromatinizalodott
kromaszomarégiokon kovettik nyomon, ami lehetdvé teszi, hogy
Osszevethessilk az eu- ¢és heterokromatikus régiok kozti lokalizacids
kiilonbségeket. Mindhdrom izoforma lokalizacidjat azonos  kisérleti
koriilmények kozott, azonos riporterfehérjék segitségével, azonos sejttipusokon
vizsgaltuk, igy Osszevethetok egymassal az egyes izoformdkkal kapott
lokalizaciés mintazatok is. A kisérletekben nativ kromoszéma- és sejtmagi
preparatumokat hasznaltunk, amelyben a hipotonizald és keresztkotd oldatok
nem befolyasoltdk a kromatin szerkezetét és a HP1 kromoszoémalis eloszlasat.

Megfigyeléseink alapjan a HP1 mindharom izoformaja elsésorban a



heterokromatikus régidkban lokalizalodik ¢és bar lényegesen kisebb mértékben,
de mindhdrom izoformat megfigyeltiik eukromatikus kromoszomalis régidkban
is, a HP1 gamma izoforma esetében pedig a nativ kromoszdéma-preparatumokon
egy egészen finom felbontdsu, savozott eloszlast mutattunk ki.

Kisérleteinkben azt is megvizsgaltuk hogy befolyasolja-e a HPI
heterokromatinba torténd kotddését az, hogy a fehérje melyik végére fuzionaljuk
a riporterfehérjét. Mind a C-, mind pedig az N-termindlis végre fuzionalt riporter
fehérjék Osszehasonlithatd, azonos lokalizaciét mutattak a nativ kromoszdoma-
preparatumokon, azaz a fzids partner HP1-hez viszonyitott pozicidja nem
befalyosolja a heterokromatikus lokalizaciot.

Monoklonalis ellenanyag segitségével ellendriztiikk, hogy a virdlis
promoterrdl termelddd chHP1a izoforma lokalizdcids mintazata megegyezik az
endogén, szabalyozott médon termelddo fehérje sejten beliili eloszlasaval.

Annak ellenére, hogy a kinai horcsdog kromoszomain nincs citoldgiai
értelemben vett kiterjedt konstitutiv heterokromatin, a HP1 mindharom
izoformdja megtalalhaté horcsog sejtekben. Ezek az izoformdk szinte teljesen
megegyeznek a mar ismert emlds homologokkal. Lokalizadcidjuk alapjan
feltételezhetd, hogy hasonld6 modon részt vesznek a kromatinszerkezet
felépitésében, mint az ismert emlds ortologok. Eredményeink azt mutatjak, hogy
a heterokromatin hidnya a kinai horcsogbdl nem a HP1 hidnyanak vagy specalis

aminosavosszetételének a kovetkezménye, a horcsogsejtekben megtaladhatdk



azok a fehérjekomponensek, amelyek képesek felépiteni a heterokromatint a
szatellita DNS alapti mesterséges kromoszdmakon.

Emberi és egér sejtekben a heterokromatint alkotd szatellita DNS
tulnyomo része viszonylag rovid ismétlodd szakaszokbol (<1 kb) épiil fel, mig
horcsogben -eltekintve a centromerikus TTAGGG ismétlodésektdl-, a szatellita
szekvencidk joval Osszetettebbek, az 1smétlddd szakaszok egységeinek hossza
messze meghaladja az emberi és egér szatellitdk egységeinek hosszat. A rovid,
tandem repetitiv szekvenciakbol felépiilé human és egér szatellita DNS alapt
mesterséges kromoszomak horcsogsejtekben heterokromatikusak. Mindezek
alapjan valdszinli, hogy a horcsog sejtekben a heterokromatin korlatozott
mennyiségének az oka nem a HP1 hianya vagy specialis aminosavosszetétele,

hanem a kinai horcsdg kromoszdmainak specialis szatellita DNS tartalma.
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