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Rövidítések jegyzéke  

bp:   bázispár 

cDNS:   hírviv  RNS-r l in vitro átírt DNS 

chHP1 , , : Kínai hörcsög heterokromatin protein 1 alfa, béta, gamma 

CHD:  chromo domain 

CHO:  Kínai hörcsög sejtvonal (Chinese Hamster ovary cell line)  

CSD:  chromo shadow domain 

DsRed: vörösen fluoreszkáló fehérje (Discosoma red) 

EJ30:  emberi hólyagrákból származó sejtvonal 

FITC:  Fluoreszcein-izotiocianát 

GFP:   zölden fluoreszkáló fehérje 

LMTK-: timidin kináz mínusz egér fibroblaszt sejtvonal

metH3K9:  a H3 hiszton kilencedik lizinjének metilált állapota 

NCBI:  National Centre for Biotechnology Information 

ORF:  nyitott leolvasási keret (open reading frame) 

PCR:   polimeráz láncreakció (polimerase chain reaction)  

SATAC:  Szatellita DNS alapú mesterséges kromoszóma (satellite DNA based artificial 

chromosome) 

UTR:   nem átírt régió (untranslated region) 
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Irodalmi áttekintés 

Az örökít anyag sejtjeinkben egy körülbelül 2 m hosszúságú DNS fonal formájában 

van jelen. Ahhoz, hogy ez a hosszú fonal elférhessen egy néhány mikrométeres átmér j

sejtmag belsejében, körülbelül a tízezred részére kell rövidülnie, szorosan össze kell 

csomagolódnia. A kromatin szervez dése és a kromoszómák kialakulása a sejtek osztódásakor 

úgy kell hogy végbemenjen, hogy közben az örökít anyagban tárolt genetikai információ 

megfelel  módon kifejez dhessen, továbbá az osztódások során a DNS képes legyen a pontos 

megkett z désre. A DNS fonal kromatinná történ  szervez dése különböz  fehérjemolekulák 

segítségével történik, e folyamatok kezdeti lépéseir l részletes ismereteink vannak, míg a 

szervez dés kés bbi lépései egyenl re pontosan nem ismertek.  

A kromatin szervez dése  

A kromatin szervez désének els  lépése a nukleoszómák kialakulása. A 

nukleoszómákban a DNS szál hiszton fehérjékb l felépül  oktamerek köré csavarodik. Az 

oktamereket két-két H2A, H2B, H3 és H4-es hisztonfehérje építi fel (Kornberg and Lorch, 

1999). A hisztonfehérjék kis méret , bázikus proteinek, amelyek egy középs  konzervált 

szerkezet  hiszton-fold doménb l, továbbá egy másodlagos szerkezet nélküli N- és C-

terminális farki részb l állnak (http://genome.nhgri.nih.gov/histones/). Bizonyos N-terminális 

elhelyezkedés  aminosavaik foszforilálódhatnak, acetilálódhatnak, metilálódhatnak, ADP-

ribózilációs vagy ubiquitin módosítások lehetnek rajtuk. Ezeknek a posztranszlációs 

módosításoknak lényeges és specifikus befolyásuk van a hisztonok és az ket hordozó 

kromatin tulajdonságaira: különböz  kombinációik alakítják ki a hiszton kódot, amely 

szabályozza a kromatinba ágyazott DNS transzkripciós aktivitását (Jenuwein and Allis, 2001).  
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A nukleoszómák összeszerel dése a DNS-en a sejtosztódás szintetikus fázisában (S 

fázis) történik, a DNS szintézisét követ en (Verreault, 2000; Mello and Almouzni, 2001). A 

már meglev  hisztonfehérjék az egyik vagy másik utódszálra egyenl en elosztva épülnek rá. 

A DNS minden hiszton-oktamer körül 1.75-szeres fordulatot tesz egy 146 bp hosszúságú 

szakaszon, kialakítva ezzel a nukleoszómák magi részét (core particle), melyeket átlagosan 

50-60 bp hosszúságú DNS szakaszok (linker DNS) kötnek össze. A komplett struktúrát, a 

core-partikulumot és a linker DNS-t nevezzük együtt nukleoszómának. A nukleoszóma fonal 

kialakulása jelenti a kromatin els dleges struktúráját, amelyben a DNS hossza 7-szeres 

mértékben rövidül meg (1. táblázat). Ez a 10 nm vastagságú fonal alacsony ioner sség

körülmények között elektronmikroszkóppal is látható. A nukleoszóma fonal szerkezetét a 

DNS-hez és a core-partikulumokhoz köt dve a linker hisztonok (H1-es hisztonok és 

variánsaik) stabilizálják, melyek részt vesznek a fonal további kondenzációjában is. A linker 

hisztonok variábilis szerkezet ek, alacsonyabb rend  eukariótákból hiányozhatnak (Shen et 

al., 1995) de gerincesekben jelenlétük elegedhetetlen (Ausio, 2000). A linker hisztonok a core 

hisztonokhoz hasonlóan dinamikus egyensúlyban vannak, egy részük folyamatosan cserél dik 

a kromatin különböz  pontjai között (Misteli et al., 2000). A nukleoszómákhoz a hisztonokon 

kívül egyéb fehérjék is köt dnek, a legfontosabbak ezek közül a HMG (high mobility group) 

proteinek, melyek a linker DNS-hez köt dve hajlítják a DNS-t. Eltér en a H1 hisztontól a 

HMG metafázisos kromoszómákon nem maradnak kötve, az interfázisos magokban lazítják a 

kromatin szerkezetét, a transzkripció stimulálásában vesznek részt (Zlatanova and van Holde, 

1998).

A 10 nm-es átmér j  nukleoszóma fonal kialakulásáról részletes ismereteink vannak, 

ez a szervez dési azonban szint továbbépül a kromatinban, ezért az elektronmikroszkópos 

felvételeken leggyakrabban megfigyelt kromatinfonal vastagsága 30 nm. Ez a szervez dés a 
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kromatin másodlagos struktúrája, melynek leírására két egymással verseng  modell született. 

Szélesebb körben elfogadott a szolenoid struktúra modell (Finch and Klug, 1976), mely szerint 

a nukleoszóma fonal egy szabályos hélix mentén csavarodik fel úgy, hogy egy csavarulatot 6 

nukleoszoszóma képez, miközben középen a nukleoszómák egy üreget fognak közre. A linker 

hisztonok a középs  üreg belseje fele helyezkednek el és segítenek stabilizálni a kialakult 

szerkezetet (szolenoid struktúra ) (Widom, 1989; Bartolome et al., 1994). Az alternatív modell 

szerint a nukleoszóma fonal nem szabályos csavarulatokat alkot, hanem egy szabálytalan cikk-

cakk mintázat alapján szervez dik tovább (Woodcock et al., 1993; Leuba et al., 1994). A 

szolenoid fonalak további szervez dése, azaz a kromatin harmadlagos struktúrája jóval 

kevésbé ismert, mint az azt megel z  szervez dési szintek. Magas sókoncentrációjú kezelés 

hatására (mely a hisztonokat eltávolítja a kromoszómákról) hálózatszer  vázat figyeltek meg a 

kromoszómák helyén, melyekr l vastagabb fonalak hurkolódnak ki (Adolph et al., 1977; 

Paulson and Laemmli, 1977), ezért úgy gondolják, hogy a 30 nm–es szolenoid fonalak egy 

szilárd bels  támasztékon kromatinhurkokat (loop) képeznek (Marsden and Laemmli, 1979; 

Pardoll et al., 1980; Vogelstein et al., 1980). A kromoszómáknak ezt a szilárd támasztékát 

kromoszóma váznak (scaffold, skeleton) nevezik. A scaffold jelen van az interfázisos 

magokban, a mitotikus és meiotikus kromoszómákon, specifikus fehérjéket tartalmaz (Lewis 

and Laemmli, 1982; Wang, 1996; Heck, 1997; Hirano, 1998), megfesthet  ezüstfestéssel 

(Sumner, 2003) és immunológia módszerekkel (Maeshima and Laemmli, 2003). Sokan mégis 

kétségbe vonják a szilárd kromoszómaváz létezését, mivel nem lehet megfigyelni intakt 

kromoszómákon, alakja nagyon változékony, inkább egy laza hálózatnak látszik, mint valódi, 

elkülönült, létez  struktúrának, ezért úgy vélik, hogy a scaffold, kromoszómális fehérjék nem 

specifikus aggregációja, amely a minta preparálása során keletkezik (Okada and Comings, 

1980; Hadlaczky et al., 1981; Hadlaczky et al., 1982). Mindenesetre úgy t nik, hogy a loopok 
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egy középs  struktúrából hurkolódnak ki és a harmadlagos szerkezet kialakulása a kromatin 

fonalak nagy távolságban kialakuló kölcsönhatásaival van kapcsolatban. A 

kromatinszervez dés egyik végs  fázisaként a kromatinhurkok további rendez dését,

összetekeredését (chromosome coiling) figyelték meg növényi és ritkábban eml s és emberi 

kromoszómákon (Ohnuki, 1965; Sumner, 1991). A folyamatot leíró modell szerint a 

kromoszómák kondenzációja során valószín leg nem szabályosan csavarodnak fel a 

kromatinhurkok, a spirálok szorosan rendez dnek egymás mellé, különböz  méret ek, ezért a 

kromoszómafelcsavarodás (coil) nehezen megfigyelhet  (Stack and Anderson, 2001). A 

kromatin kromoszómákká szervez désének másik végs  fázisa lehet a kromomérek 

kialakulása. A kromomérek olyan kromatinfonalak aggregátumai, amelyek nem rendelkeznek 

egyértelm , meghatározott orientációval. A kromoszómafelcsavarodásokhoz hasonlóan ezek a 

struktúrák is nehezen megfigyelhet k, leginkább a meiotikus pachitén kromoszómákon 

fordulnak el  (Sumner, 1986). A kromomérek egybeesnek a pachitén kromoszómák G-sáv 

pozitív régióival, ami arra utal hogy nem véletlenszer  aggregátumok, hanem körülhatárolható 

kromatin/kromoszóma régiókban kialakuló, specifikus struktúrák. Sem a kromomérek 

kialakulásának mechanizmusa, sem a kialakító faktorai nem ismertek.  

A kromatin szervez désének végeredménye a sejtek osztódásakor láthatóvá váló 

kromoszómák kialakulása. A kromatinnak mind az els dleges, mind a másodlagos struktúráját 

részletesen tanulmányozták és feltárták biokémiai, biofizikai és mikroszkópos módszerekkel is 

(Hansen, 2002), de mindezen er feszítések ellenére a kromatin magasabb rend

szervez désér l, a kromatinszerkezet dinamizmusáról és a kromoszómák végs  szervez dési

fázisairól kevés ismeretünk van.  
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Szerkezet Hosszúság a sejtben* Átmér  Pakolódás mértéke 

DNS molekula 2 m (2x106 m) 2 nm 1

Nukleoszóma fonal 0.28 m (2.8x105 m) 10 nm 7

Szolenoidok 0.04 m (4x104 m) 30 nm 50

Hurkok (loop) 1 mm (103 m) 0.26 m (260 nm) 2000

Kromoszómák 200 m 2 m (2000 nm) 10 000

* Emberben és a legtöbb eml sben

1. táblázat: A kromatin szervez désének fázisai és a DNS pakolódásának mértéke. 

A heterokromatin 

A kromoszómák mentén a kromatin nem egyenletesen kondenzálódik, 

megkülönböztethetünk kevésbé összecsomagolódott eukromatikus és er sebben kondenzált 

heterokromatikus régiókat. A heterokromatint el ször Heitz írta le 1928-ban mint a 

kromatinnak azon részét, amely nem dekondenzálódik a telofázis végén, hanem ugyanolyan 

kompakt szerkezet  marad az egész interfázisban, mint amilyen a profázis elején 

megfigyelhet  (Heitz, 1928). A heterokromatin sokkal csomagoltabb a sejtosztódás 

profázisában mint az eukromatin (a kromatin többi része) (Balicek et al., 1977), ezáltal 

nagyobb részét foglalja el a kromoszómák hosszának metafázisban mint profázisban. Brown 

két csoportra osztotta a heterokromatint: fakultatív és konstitutív heterokromatinra (Brown, 

1966). A fakultatív heterokromatin a sejt életének bizonyos fejl dési fázisában kondenzált 

kromatin, kialakulása szövetspecifikus lehet. Képes a heterokromatikus állapotból 

visszaalakulni eukromatikus állapotba. Eml sökben a géndózis szabályozása érdekében az 

egyik X kromoszóma egy er sen fest d , génkifejez dés szempontjából többé kevésbé inaktív 

struktúrává, a Barr testté alakul át. A dóziskompenzációt kialakító génaktivitás csökkenést az 

inaktív kromoszómán a fakultatív heterokromatin biztosítja, mely a homológ 
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kromoszómapároknak csak az egyik tagján, vagy az apai vagy az anyai ivari kromoszómán 

véletlenszer en alakul ki (Schoenherr CJ and Tilghman SM, 2000). A fakultatív 

heterokromatin DNS összetétele megegyezik eukromatikus homológ párjának DNS 

összetételével, tehát olyan kromoszómális régió amelyben a génkifejez dés epigenetikus 

hatásokra csökken le. Ma még nem tudjuk pontosan, hogy a konstitutív heterokromatinra 

jellemz  összes szerkezeti vonás jellemz  e rá. A fakultatív heterokromatin a szex-

kromoszómák egyik tagjának teljes hosszában alakul ki, ezzel szemben a konstitutív 

heterokromatin mindkét homológ kromoszómán, bizonyos kromoszómális régiókban 

figyelhet  meg. A konstitutív heterokromatin specifikusan C-sáv festéssel kimutatható, amely 

nem mutatja ki a fakultatív heterokromatint (Sumner, 1972; Sumner, 2003). Csaknem az 

összes kromoszóma tartalmaz konstitutív heterokromatint a centromerikus régiójában, gyakran 

található a kromoszómák végi (terminális) részein, vagy az akrocentrikus kromoszómák rövid 

karján.

A konstitutív heterokromatin DNS összetétele alapvet en különbözik az 

eukromatinétól. Bár alapvet en transzkipciósan inaktívnak tartják, heterokromatinból 

származó átírt RNS-t találtak növényekben (Nagl and Schmitt, 1985) és gerincesekben is 

(Varley et al., 1980; Sperling et al., 1987). A konstitutív heterokromatint dönt en sokszorosan 

ismétl d  szatellita DNS építi fel, ami ritkán fordul el  a kromoszómák eukromatikus 

régióiban. A szatelliták ismétl d  egységeinek (repeat unit) bázisösszetétele vagy hosszúsága 

nem mutat közös vonásokat, lehetnek G+C-ben vagy A+T-ben is gazdagok, a hosszuk 

változhat 2 bp-tól több százig vagy akár több ezerig (Sumner, 2003). A szatellita DNS-ek a 

konstitutív heterokromatinban szabadon felszaporodhatnak bármiféle károsító hatás nélkül, de 

nagyarányú heterokromatikus feldúsulásuk oka lehet hajlított, másodlagos struktúrájuk is 

(Martinez-Balbas et al., 1990). Más magyarázat szerint a klasszikus szatellitek ismétl d
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egységeinek hossza gyakran megegyezik a nukleoszómák ismétl désének hosszával, ezáltal a 

nukleoszómák szorosan egymás után szervez dhetnek, er sen kondenzált kromatinstruktúrát 

alakíthatnak ki az ismétl d  szekvenciákon (Strauss and Varshavsky, 1984). Bizonyos 

esetekben a heterokromatin nem gyakran, hanem csak közepesen ismétl d  szekvenciákon 

épül fel, de kialakulhat transzpozon szekvenciákon is (Ananiev et al., 1998; Dimitri and 

Junakovic, 1999). Drosophila melanogaster-ben (ecetmuslica), növényekben és gerincesekben 

egyaránt kimutatták, hogy az ismétl d  transzgének okozhatnak heterokromatinizációt 

(Henikoff, 1998; Hsieh and Fire, 2000), ennek a mechanizmusa azonban még kevéssé ismert. 

Eddig nem találtak olyan jellegzetes DNS szekvenciát amely kizárólag a konstitutív 

hetekromatinra jellemz , a citozin metilációja azonban egy olyan sajátossága a DNS-nek, 

amely úgy t nik lényeges a heterokromatin kialakulásában. Számos növény és eml sfaj

szatellita DNS-e nagymértékben metilált (Beridze, 1986) (CSHL/WUGSC/PEB Arabidopsis 

sequencing Consortium 2000), a citozin demetilálása pedig a heterokromatin 

dekondenzálódását okozza akár normális fejl dési folyamat eredményeként következik be 

(Martin et al., 1983), akár patológiás állapot (Miniou et al., 1994), vagy 5-azacitidin hatására 

(Schmid et al., 1983). A konstitutív heterokromatin jellemz en a kés i S-fázisban 

replikálódik, alacsony számú meiotikus rekombináció jellemzi (Sumner, 2003) az 

eukromatinhoz mérten ellenálóbb a nem specifikus (Dnáz I) és a specifikus nukleázok számára 

(restrikciós endonukleázok) (Elgin, 1996). Mikrokokkusz nukleáz kezelés segítségével a 

heterokromatinba ágyazott transzgéneken (Sun et al., 2001) és a telomereken (Cryderman et 

al., 1999) kimutaható hogy a nukleoszómák hosszú, kiterjedt szakaszokon egyenletesen 

oszlanak el, azaz a heterokromatinban nukleoszóma szinten egy módosított kromatinszerkezet 

jön létre. A konstitutív heterokromatin a közelébe transzlokálódó gének mozaikos 

kifejez dését okozhatja (pozició effektus variegáció, PEV), továbbá megfigyelték éleszt kben,
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ecetmuslicában és eml sökben is, hogy megakadályozhatja a heterokromatinba ágyazódó 

transzgének kifejez dését (Wallrath, 1998).  

Az eu- és heterokromatin néhány biokémiai sajátossága alapján is elkülöníthet

egymástól. A transzkripcionálisan aktív eukromatikus kromoszómaszakaszok hisztonfehérjéi 

hiperacetiláltak, az inaktív heterokromatinban a hisztonok általában hipoacetiláltak (Grewal 

and Elgin, 2002). Az acetiláció gyakran együtt jelenik meg a H3-as hisztonokon 

foszforilációval, a két posztranszlációs modifikáció együtt valószín leg kétkomponens

kódként a magas szint  génkifejez dést biztosítják az eukromatinban (Jeppesen et al., 1992; 

Turner et al., 1992; Braunstein et al., 1996). A heterokromatinban általában a H3-as hiszton 

kilencedik lizinje metilált állapotú (metH3K9) az eukromatinra a negyedik lizin metiláltsága 

(metH3K4) jellemz  (Grewal and Elgin, 2002). Bizonyos nem hiszton tipusú, kromatin 

asszociált fehérjék – pl. HP1 (heterokromatin protein 1) (James and Elgin, 1986), HP2 

(heterokromatin protein 2) (Shaffer et al., 2002), ATRX (Picketts et al., 1996) - jellemz en a 

heterokromatinban halmozódnak fel. A heterokromatinra jellemz  epigenetikus kód 

kialakítását végz  enzimek (pl. SUV39H1) szintén heterokromatikus lokalizációjúak (Aagaard 

et al., 1999).

Ma még pontosan nem ismert, hogy a konstitutív- és fakultatív heterokromatin mely 

biokémiai jellemz i egyeznek meg és melyek különböz ek. A H3 K9 metilációja például 

mind a konstitutív heterokromatin mind pedig a fakultatív heterokromatin (inaktív X 

kromoszóma) kialakulásának egy korai eseménye (Heard et al., 2001; Peters et al., 2002; 

Boggs et al., 2002). Mindmáig nem tisztázott azonban, hogy a konstitutív heterokromatin 

kialakításában kulcsszerepet játszó HP1 feldúsul e az inaktív X kromoszómákon (Grewal and 

Rice, 2004). Felvet dik a kérdés tehát, hogy a fakultatív heterokromatin kialakulásában 

esetleg más H3 K9 köt  fehérjék játszák-e a f szerepet? A H3 kilencedik lizinje lehet mono-, 



14

di- és trimetilált, valószín leg a különböz  mérték  metilációkat más más enzimek végzik és 

ezáltal különböz  kromatindoméneket határoznak meg (Grewal and Rice, 2004). A Suv39h1 

és a Suv39h2 trimetilálnak, szerepük valószín leg a pericentromerikus (konstitutív) 

heterokromatin kialakítása lehet (Rea et al., 2000; O'Carroll et al., 2000), míg a fakultatív 

heterokromatinban a H3 K9 metilációját valószín leg más (G9a, ESET/SETDB1 és/vagy 

EuHMT) metiltranszferázok végzik (Tachibana et al., 2001; Yang et al., 2002; Ogawa et al., 

2002).

1. ábra: A H3 hiszton 9-es lizinjének (H3 K9) metilációja a heterokromatinban. A Suv39h1 és a 
Suv39h2 hisztonmetil-transzferázok trimetilálnak, szerepük valószín leg a konstitutív heterokromatin 
kialakításában van. A fakultatív heterokromatinban a H3 K9 metilációját feltehet en a G9a 
hisztonmetil-transzferáz végzi, amely f ként dimetilál, részben pedig monometiláz aktivitása van. A 
maradék H3 K9 monometilációt a EuHMTase1 végzi a fakultatív heterokromatinban. Az ESET 
metiltranszferázok HMT aktivitását kimutatták in vitro, nem tisztázott azonban, hogy di- vagy 
trimetilázok e in vivo. A különböz  HMT-ok tehát különböz  metiltranszferáz aktivitással bírnak és 
különböz  kromatindoméneket alakítanak ki (Grewal and Rice, 2004 nyomán). 

A konstitutív heterokromatinban a HP1 alfa izoformája a H3-as hiszton trimetilált K9-

éhez kapcsolódik, a mono- és dimetilált H3-at köt  kromoszómális fehérjéket valószín leg

még csak ezután fogják felfedezni (lehetséges jelöltek a HP1  és  izoformái, amelyek 
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eloszlása az eukromatinban hasonló a mono- és dimetilációhoz (Nielsen et al., 2001a; Grewal 

and Rice, 2004) (1. ábra). 

A heterokromatin kialakulásának folyamata tehát a hisztonok biokémai jellemz inek

megváltoztatásával (a kromatin epigenetikus modifikációjával) indul. A konstitutív 

heterokromatin kialakításában a speciális hiszton kód felismerésében és a kód által megindított 

kromatinszervez désben a heterokromatin protein 1 (HP1) játssza a f szerepet.

A HP1 általános jellemzése

A HP1 egy nem-hiszton típusú kromatinfehérje, amelyet el ször ecetmuslicában

azonosítottak a kromoszómákhoz er sen köt d  fehérjék vizsgálata során (James and Elgin, 

1986). Monoklonális ellenanyag segítségével kimutatták, hogy a fehérje f ként a 

pericentromerikus (konstitutív) heterokromatinban található, izolálták a proteint kódoló 

cDNS-t fehérje expressziós könyvtárból (James and Elgin, 1986). Molekuláris genetikai 

vizsgálatok (Eissenberg et al., 1990; Eissenberg et al., 1992; Eissenberg and Hartnett, 1993) 

feltárták, hogy a HP1 fehérjét kódoló gén azonos egy már korábban azonosított pozició 

effektus variegációt (PEV) szuppresszáló lókusszal a Su(var)2-5-el (Locke et al., 1988; 

Wustmann et al., 1989; Paro and Hogness, 1991). A Su(var)2-5 haplo-inszufficiens 

szuppresszora és triplo-abnormális fokozója a PEV-nak, tehát géntermékének alacsony dózisa 

csökkenti, magas dózisa pedig növeli a PEV-t, amely genetikailag meger síti, hogy a HP1 egy 

a heterokromatin felépítésében fontos szerepet játszó szerkezeti fehérjéje. A Su(var)2-5 null 

mutánsok recesszív letálisok, amely azt mutatja, hogy a HP1 életfontosságú szerepet tölt be az 

ecetmuslicában. HP1 homológokat kés bb számos, az evolúció széles skáláján megtalálható 

él lényekb l azonosítottak, a hasadóéleszt kt l kezdve az emberig (2. táblázat a 

Függelékben). Általános tulajdonságuk, hogy viszonylag kis méret  (15-35 kDa), konzervált 
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fehérjék (Eissenberg and Elgin, 2000). A HP1-nek három izotípusa van, amelyeknek 

aminosavszekvenciája hasonló (Eissenberg and Elgin, 2000). (Az izotípusokat a 

szakirodalomban helytelenül izoformáknak nevezik, a dolgozatomban az „izotípus” szó 

helyett én is az „izoforma” kifejezést használom a nemzetközi szakirodalomnak megfelel en.)

Az eml sökben a HP1 izoformáit ( ,  és ) különböz  gének kódolják (Jones et al., 2000). 

HP1 homológokat munkánk kezdetéig két eml sfajban írtak le: az mHP1 , M31, és M32 

izoformákat egérben azonosították (Singh et al., 1991; Le Douarin et al., 1996) melyek 98-

100%-os azonosságot mutattak az emberi HP1Hs , HP1Hs  és HP1Hs ortológokkal (Singh et al., 

1991; Saunders et al., 1993; Ye and Worman, 1996; Ye et al., 1997). Az eml s izoformák 

nemcsak egymáshoz hasonlóak, hanem az ecetmuslica HP1 izoformákhoz (HP1 a, b, c) is 

(Saunders et al., 1993; Le Douarin et al., 1996). 

A HP1 szerkezete

 A HP1 izoformáinak két konzervált, felépítésében és funkciójában is elkülöníthet

szerkezeti eleme (domain, domén) van: a “chromo domain” (CHRmosome Organization 

MOdifier névb l, CHD) (Paro and Hogness, 1991) és a szerkezetében hasonló „Chromo 

Shadow Domain” (CSD) (Aasland and Stewart, 1995), melyeket egy variábilisabb, flexibilis 

összeköt  régió (hinge, kapocs) választ el egymástól (Ball et al., 1997; Brasher et al., 2000). 

Mind a CHD mind a CSD térszerkezetét meghatározták nukleáris magrezonancia-

spektroszkópiás (Ball et al., 1997; Brasher et al., 2000) és röntgenkrisztallográfiás 

módszerekkel (Cowieson et al., 2000). Mindkét szerkezeti elemet három ellentétes lefutású 

párhuzamos szálakból álló  red zött lemez és egy vagy két alfa hélix struktúra ( 2 a CHD-

ben; 1 és 2 a CSD-ben) alakít ki (2. ábra). 
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2. ábra: A chromo-domén és a chromo-shadow-domén struktúrája. HP1  CHD: A HP1  (aa 10-78) 
CHD-je 3 lapból álló ellentétes lefutású -red zött lemezb l és az ahhoz kapcsolódó -hélixb l ( )
áll. A hidrofób aminósavak egy árkot formálnak (groove), amely speciális fehérje-fehérje 
kölcsönhatások kialakítását teszi lehet vé. HP1  CSD: A HP1  (aa 104-171) CSD szerkezete hasonló 
a CHD-hez azzal a lényeges eltéréssel, hogy a CSD tartalmaz egy néhány aminosavból álló szakaszt, 
amely egy újabb hélixet formál ( ), amely nem található meg a CHD-ben. A CSD-ben a hidrofób 
árok nincs jelen, ezt a teret kitöltik a szomszédos aminosavak oldalláncai. (Singh and Georgatos, 2002 
nyomán.) 

A  red zött lemez egyik oldalán konzervált, apoláris aminosavak egy hidrofób jelleg  árkot 

alkotnak amely viszonylag nyitott a CHD esetében, a CSD-ben azonban a szomszédos 

aminosavak kitöltik ezt az üreget (2. ábra). Ezek az árkok a szerkezeti elemekre specifikus 

fehérje- fehérje kölcsönhatások kialakítását teszik lehet vé (Smothers and Henikoff, 2001) 

(lásd kés bb). A CSD oldatban dimerizálódik (3. a ábra), míg a CHD monomer marad 

ugyanilyen körülmények között. A CSD-ek dimerizálódásával egy apoláris bemélyedés alakul 

ki, amely PxVxL konszenzus szekvenciájú pentapeptidek beköt dését teszi lehet vé (3. a,b 

ábra, piros és rózsaszinnel jelzett régiók). A dimerizálódásnak és az ennek következtében 

kialakuló kölcsönhatásoknak szintén kulcsszerepe van a HP1 funkciójában és a 

heterokromatin szervez désében (lásd kés bb).
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3. ábra: A CSD dimerizációja. A: A CSD domén sematikus szerkezete. A CSD az 2 helixen 
keresztül dimerizálódik. B: A dimer 90o-os elforgatásával láthatóvá válik az az árok, amelynek szerepe 
van a konszenzus PxVxL pentapeptidek megkötésében. A pentapeptid kötésében lényeges szerepet 
játszó részek pirosak, a kevésbé fontosak rózsaszínek. Azok a régiók,amelyek nem vesznek részt a 
kötésben sárgák és zöldek. (Singh and Georgatos, 2002 nyomán)  

A kapocs régió, bár kevésbé konzervált mint az általa öszekötött szerkezeti elemek, C 

terminálisán tartalmaz bizonyos töltött aminosavakat, amelyek konzervatívak. Feltételezik, 

hogy ezeknek az aminosavaknak közvetlen szerepük van a HP1 funkciójában (Li et al., 2002) 

és a kapocs régió több mint egy egyszer  összeköt  szekvencia. Valószín leg a kapocs 

régióban található szekvenciák különbségei felel sek a HP1 izoformák eltér  lokalizációs 

mintázatáért (Platero et al., 1995; Yamada et al., 1999; Smothers and Henikoff, 2001; Meehan 

et al., 2003), ez a szakasz vesz részt egy eddig ismeretlen RNS molekulákkal történ

kölcsönhatásban is, aminek szintén szerepe lehet a HP1 lokalizációjában (Muchardt et al., 

2002).

A HP1 konzervatív szerkezeti elemei és a kapocsrégió számtalan fehérje-fehérje 

kölcsönhatást alakítanak ki egyéb fehérjékkel (3. táblázat a Függelékben). Ezeket a 

kölcsönhatásokat és a azokban részt vev  fehérjepartnereket csoportosíthatjuk funkciójuk 

alapján, amelyb l következtethetünk a HP1 funkciójára is.  
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A HP1 funkciója 

A HP1 transzkripciós regulátor 

A HP1 kölcsönható partnerei között számos olyan fehérje akad, amely maga is 

szerepet játszik a transzkripció szabályozásában. A SU(VAR)3-7 egy Zn-finger domén 

tartalmú DNS köt  fehérje, mutációja domináns szuppresszora a PEV-nak, a fehérje 

génkifelyez désre gátló hatással van. Kapcsolatát a HP1-el több módszerrel is kimutatták 

ecetmuslicában (Cleard et al., 1997; Delattre et al., 2000). A HP1 interakciós partnereként 

azonosítottak traszkripciós intermedier faktorokat (TIF1  és TIF1 , amelyek kapcsolatban 

vannak a nukleáris hormon receptorokkal. A TIF-ok represszálják a transzkripciót, de ligand 

függ  módon transzkripciós aktivátorok is lehetnek. A HP1 transzkripciót befolyásoló 

interakciós partnereire a Függelékben, a 3.számú táblázatban további példák találhatók.

A HP1 transzkripcióra gyakorolt hatása rendkívül sokrét , els sorban mint 

transzkripciós represszort tartják számon, mivel az ecetmuslicán végzett kezdeti vizsgálatok 

alapján az expressziót csökkenti a heterokromatinban, mutációi szuppresszálják a konstitutív 

heterokromatin pozició effektus variegáció (PEV) hatását (James and Elgin, 1986; James et 

al., 1989; Eissenberg et al., 1990). Kés bb ecetmuslicában kimutatták, hogy a HP1 

represszálja a gének expresszióját eredeti eukromatikus helyükön is (Hwang et al., 2001). Más 

organizmusokban is leírták a génkifejez dést gátló hatását: hasadó éleszt  homológja, a SWI6 

transzkripciós gátlást valósít meg az éleszt  „mating type” kazettáin, a telomerekben és a 

centromerek környékén is (Lorentz et al., 1994), eml sökben a HP1-nek, retinoblasztóma (Rb) 

és SU(VAR) fehérjékkel együtt a cycline E promóterén egyértelm en a génkifejez dést gátló 

hatása van (Nielsen et al., 2001b). Ha a HP1 a gének promóterének közelébe köt dik akkor 
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csökkentheti azoknak a transzgéneknek az expresszióját, amelyek nem a centrikus 

heterokromatin közelében találhatók (Vassallo and Tanese, 2002). Ez a gátló hatás azonban 

nem jelentkezik, ha a HP1 kiköt dése 2 kb-nál távolabb történik a transzgént l (van, V et al., 

2000), ami arra utalhat, hogy a HP1 nemcsak egész domének szabályozását végzi, hanem 

rövid kromoszómális régiók, egyes gének expresszióját is befolyásolhatja (Li et al., 2002). A 

centromerikus heterokromatin közelébe inszertálódott transzgének kifejez dését a HP1 úgy 

csökkenti, hogy szabályosabb nukleoszóma elrendez dést, tömörebb szerkezetet hoz létre 

rajtuk, ezáltal a transzgének promóterei sokkal kevésbé hozzáférhet ek a transzkripciós 

faktorok (kísérleti rendszerekben a nukleázok) számára az eukromatinban inszertálódott 

transzgénekéhez képest (Cryderman et al., 1998; Cryderman et al., 1999). A HP1 a 

centromerikus heterokromatinban zárt kromatinstruktúra létrehozásával megakadályozza, 

hogy a transz-ható faktorok elérjék a szabályozó funkciójú DNS szakaszokat, hasonló 

mechanizmus által mint ahogyan az inaktív X kromoszómákon található gének esetében, ahol 

a transzkripciós faktorok szintén hiányoznak az inaktív génekr l (Pfeifer and Riggs, 1991).

A HP1 represszáló hatása mellett ugyanakkor szükséges olyan gének expressziójához, 

amelyek normálisan a heterokromatinban fejez dnek ki (Lu et al., 2000).

Meglep  az az új eredmény, mely szerint a HP1 eukromatikus helyeken nemcsak a 

génkifelyez dés csendesítésében, hanem in vivo transzkripciós indukciójukban is részt vehet 

(Piacentini et al., 2003). Ez a megfigyelés kiszélesíti a HP1 funkciójáról alkotott képünket, azt 

mutatja, hogy a HP1 nem egyszer en a génkifejez dés represszora, funkcióját az adott 

kromoszómális régió és kromatinkörnyezet nagyban befolyásolja (Piacentini et al., 2003). Az 

hogy a HP1 hogyan képes fokozni eukromatikus gének expresszióját, ma még ismeretlen. 

Kromatin-immunprecipitációs vizsgálatokból kiderült, hogy a HP1 az indukált gének kódoló 

régiójához, nem pedig a promóter régiójukhoz kötödik (Piacentini et al., 2003). A szerz k
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feltételezése szerint a HP1-nek valószín leg nem transzkripciót indukáló hatása van, hanem 

inkább a transzkriptumot stabilizáló és az elongációt el segít  hatása lehet (Piacentini et al., 

2003).

A HP1 szerepe a DNS replikációban és a hibajavításban 

A HP1 interakcióját kimutatták a kromatin összeszerel dését biztosító faktorral 

(chromatin assembly factor 1, CAF1) amely a hisztonoknak és az újonnan szintetizálódó DNS 

szálaknak az összerel dését szabályozza a replikáció során (Murzina et al., 1999; Brasher et 

al., 2000). A kölcsönhatás jelent sége abban lehet, hogy az adott kromoszómális szakaszon a 

replikáció során újonnan felépül  kromatinrégiók a HP1 jelenléte által meg rzik a szül i sejt 

kromatinjából epigenetikusan átörökl d  heterokromatikus szerkezetüket. 

HP1 fehérjék együttes lokalizációját és er s kölcsönhatását írták le ORC (origin 

recognition complex) fehérjékkel is. Az ORC fehérjék (ORC 1-6) a genom replikációs 

origóihoz köt dnek, azt feltételezik, hogy mind az ecetmuslicában (Pak et al., 1997) mind a 

süt éleszt ben (Gross, 2001; Gasser and Cockell, 2001) megfigyelt interakciók az újonnan 

replikálódó DNS szakaszok heterokromatikus géncsendesítésében vesznek részt. További 

példákat a HP1 replikációban és hibajavításban betöltött szerepére a Függelékben, a 3.számú 

táblázatban lehet találni. 

A HP1 résztvesz a sejtmag és kromoszómák felépítésében 

A sejtmag telofázisban történ  újraépítésében fontos szerepet töltenek be a 

sejtmaghártyába integráns membránfehérjeként ágyazódó Lamin B receptorok (LBR). Ezek a 

receptorok kötik meg a sejtmag bels  felületét alkotó lamint (Worman et al., 1990; Ye and 

Worman, 1994). A HP1 Lamin B receptorokkal (Ye and Worman, 1994; Ye et al., 1997; 
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Lechner et al., 2000; Polioudaki et al., 2001) és a maghártyával (Kourmouli et al., 2000) is 

komplexet alkot. Mivel a sejtmag periférikus részébe kihorgonyzott heterokromatin a bels

nukleáris membránhoz és a nukleáris laminához kötött, feltételezik, hogy a HP1 szerepet 

játszik e komplexek kialakításában, és a periférikus kromoszómarégiók transzkripciós 

csendesítésében.

Éleszt  kett s hibrid rendszer segítségével bizonyították, hogy a HP1 kölcsönhatásba 

lép egy centromerikus proteinnel (Inner centromere protein, INCENP), amely összetev je a 

mitotikus kromoszómák centromer környéki kromoszómavázának. A kölcsönhatás jelent sége 

nem ismert pontosan, de minden bizonnyal szerepet játszik a konstitutív centromerikus 

heterokromatin kialakításában (Kourmouli et al., 2000).

A HP1 a telomeren mint burkoló fehérje funkcionál, sapkaként beborítja a 

kromoszómák végeit, megakadályozva ezzel a fúziójukat. Szerepe a kromoszómák 

stabilitásának biztosítása (Fanti et al., 1998). A HP1 sejtmag- és kromoszómafelépítésben 

betöltött szerepével kapcsolatos további példákat a Függelékben, a 3.számú táblázatban lehet 

találni.

A HP1 kromatin szerkezetet módosító hatása 

A hisztonok poszttranszlációs modifikácóit és a transzkripciót befolyásoló lehetséges 

szerepüket már négy évtizede, a nukleoszómák felfedezése el tt leírták (ALLFREY et al., 

1964). Ma már tudjuk, hogy a hisztonok modifikációi dinamikusan változnak a fejl dés során, 

eltér ek az egyes szövetekben, specifikus enzimekkel szabályozottak és egyéb epigenetikus 

szabályozó rendszerekkel (pl. DNS metiláció) együttm ködve szabályozzák a kromatin 

állapotát és ezen keresztül a génexpressziót. Ez a mechanizmus biztosítja, hogy a sejtek a 

replikáció után is meg rzik a differenciálódásuk során kialakult génexpressziós mintázatukat, 
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az osztódásuk után is „emlékeznek” arra hogy milyen sejtek voltak. A sejtek osztódása során 

meg rzött azonosságuk fenntartásához nagyban hozzájárulnak a kromatinszerkezet 

állandóságát biztosító fehérjék. Ezt támasztja alá az a megfigyelés is, mely szerint a 

heterokromatin kialakulásában kulcsfontosságú metH3K9 módosítást végz  hiszton-metil-

transzferáz (a SUV39H1) és a HP1 fizikai kapcsolatban van egymással az ecetmuslicában 

(Schotta et al., 2002). Genetikai vizsgálatokkal kimutatták azt is, hogy a HP1 és Suv39H1 

mutációi ecetmuslicában befolyásolják a heterokromatin represszáló hatását (Wustmann et al., 

1989), olyan egér fibroblaszt sejtekben pedig, amelyekben kiütötték a H3K9-es metilációt 

létrehozó Suv39h gént, nem volt megfelel  a HP1 lokalizációja (Lachner et al., 2001). A HP1 

specifikus felismerési kódjának megléte, meger síti a „hiszton kód” hipotézist, amely azt 

feltételezi, hogy a hisztonok farki részének a módosításai specifikus felismer  helyeket 

biztosítanak a nem hiszton típusú kromatinfehérjék számára (Jenuwein and Allis, 2001). A 

HP1 a kromatinban egy kett s funciójú keresztköt  molekula: CHD-je felismeri és megköti a 

hisztonokon kialakított epigenetikus modifikációt, CSD-je révén pedig interakciót alakít ki a 

modifikációt létrehozó enzimmel és befolyásolja annak hatását (4. ábra). A H3K9 metilációja 

azonban még nem elégséges feltétele a HP1 heterokromatikus köt désének, Maison és 

munkatársai (Maison et al., 2002; Muchardt et al., 2002) kimutatták hogy H3K9 metilációja 

mellett a heterokromatikus lokalizációhoz szükség van a hisztonok deacetilált állapotára 

továbbá egy máig kevéssé ismert RNS-, illetve bizonyos fehérje komponensekre is (Huang et 

al., 1998). Ezeknek a fehérje és RNS összetev knek a pontos szerepe ma még tisztázatlan.  
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4. ábra: A HP1 struktúrája és funkciója. A HP1 egy kett s funkciójú keresztköt  fehérje: két 
konzervatív szerkezeti eleme van (CHD és CSD) amelyet egy variábilis rész a hinge (kapocs) régió 
választ el egymástól. A CHD specifikusan köt dik metH3K9-hez, míg a CSD interakciókat alakít ki 
számos egyéb kromoszómális fehérjével és valószín leg direkt vagy indirekt köt helyet biztosít a H3 
metiltransferáz számára. A nukleáris lokalizációért felel s szekvenciák a fehérje karboxi terminális és a 
kapocs régióiban találhatók a ecetmuslica homológon, a heterokromatikus lokalizációban azonban 
mindkét szerkezeti elemnek, RNS és fehérje komponenseknek is szerepe van. (Grewal and Elgin, 
2002)

A HP1 kett s keresztköt  (bifunctional crosslinker) természete lehet a kulcsa annak, 

hogy a kromatin hogyan képes replikáció után is megtartani szerkezetét mindkét utódszálon és 

ezáltal klonálisan továbbadni a génkifejez dést csendesít  kromatinállapotot. A replikáció 

során az eredeti kromatinszálon elhelyezked  modifikált hisztonok véletlenszer en, higított 

formában kerülnek az újonnan kialakuló kromatida szálakra, de mindkét szálon megtartják a 

módosított hisztonok eredeti mintázatát. Hogy a mintázat fenntartásában szerepet játszik a 

HP1, azt bizonyítják a korábban már említett megfigyelések, melyek szerint éleszt ben a 
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SWI6 protein (a HP1 éleszt  homológja) az egész sejtciklus alatt stabilan hozzáköt dve marad 

az éleszt  expressziósan inaktív mating-type lókuszához (Nakayama et al., 2000), az eml s

HP1  azonos komplexben van a replikációban szerepet játszó CAF1-el (chromatin assembly 

factor 1) (Murzina et al., 1999), továbbá hogy az éleszt  HP1 asszociált marad a hasadóéleszt

DNS replikációs enzimével a Pol -val (Ahmed et al., 2001). A replikáció folyamán tehát a 

HP1 hozzáköt dhet az eredeti kromatinállapotot meg rz  módosított hisztonokhoz, mivel már 

kihorgonyozva jelen van a replikációs origó fehérjekomponenseivel egy komlexben.  

A heterokromatin terjedés önfenntartó mechanizmusának szintén a HP1 kett s

keresztköt  funkciója lehet az alapja. E modell szerint a SWI6/HP1 beépülése és megtartása a 

heterokromatinban a H3-as hisztonok metilált Lys9-én valósul meg, a beépült SWI6/HP1 

pedig stabilizálja további fehérjék (hiszton deacetilázok, hiszton metil-transzferázok) 

jelenlétét, amelyek segítik a represszált állapot fenntartását (Nakayama et al., 2000; Bannister 

et al., 2001; Grewal and Elgin, 2002) és a szomszédos kromatinrégiók epigenetikus 

módosítását, lehet vé téve ezzel a heterokromatin tovaterjedését (Grewal and Elgin, 2002). A 

mechanizmus részletei az 5. ábrán láthatóak.
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5. ábra: A heterokromatin kialakításának epigenetikus szabályozása és a heterokromatin szomszédos 
kromatinrégiókba történ  terjedésének modellje hasadó éleszt ben. A H3-as hiszton N-terminális végét 
hiszton-deacetiláz, majd hiszton-metiltranszferáz enzimek specifikusan módosítják, melynek révén 
kialakítanak egy hiszton kódot a heterokromatin szervez déséhez. Clr6/Clr3 deacetilázok eltávolítják 
az acetil csoportot a H3-as hiszton 9-es és 14-es lizinjér l, majd ugyanezen aminosavak a Clr4/Rik1 
fehérjék által metilálódnak. A SWI6 (HP1) CHD-je specifikusan köt dik a H3–mLys9-hez. A SWI6 
dimerizációja lehet vé teszi, hogy a CSD-en keresztül fehérjekapcsolatok alakuljanak ki további 
kromoszómális fehérjékkel, hiszton-módosító enzimekkel (hiszton-deacetilázok, hiszton-
metiltranszferázok). A hisztonmódosító enzimek beköt dése lehet vé teszi szomszédos kromatinrégiók 
epigenetikus módosítását, ezáltal a HP1 beköt dését, végeredményben a heterokromatin terjedését. A 
folyamatnak speciális DNS szekvenciák (határolószekvencia, boundary) szabhatnak gátat. Ez a 
mechanizmus lehet vé teszi azt is, hogy az sejtosztódások során az utódsejtek meg rizzék 
heterokromatin-struktúrájukat. (Grewal and Elgin, 2002) 

A HP1 tehát a heterokromatin szervez dése során a módosított hisztonokat összekötheti nem 

hiszton típusú kromoszómális fehérjékkel.  

A „hídfehérjeként” szolgáló HP1 dimereképz dése révén lehet séget biztosít arra is, 

hogy nukleoszómák közötti kapcsolatokat hozzon létre, ezáltal lehet séget teremt kromatin 

rétegek kialakítására, végs  soron a kromatin egy magasabb rend  szervez dését valósítja meg 

(Singh and Georgatos, 2002). A kromatinrétegek kihorgonyozódva a magmebrán felszínéhez a 

mag belsejében transzkripciósan aktív, lazább szerkezet  magi tereket (territóriumokat) 
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hagynak szabadon (Pombo et al., 2000) a periférián pedig nagyméret  heterokromatikus rögök 

jönnek létre (6. ábra).

6. ábra: A periférikus heterokromatin rétegz dése a nukleáris magmembrán közelében. A lamin B 
receptor (LBR) egy integráns magmebrán protein, amelynek N-terminális régiója a nukleoplazmába 
nyúlik és hiszton H3/H4 komplexeket köt, amelyek megfelel  posztranszlációs modifikációkat 
(MetH3K9 és deacetiláció) hordoznak. A módosított H3/H4 hisztonok HP1-et is kötnek, amely CSD-je 
révén dimerizációra képes. A kromatinban a H3/H4 hisztonok nukleoszómákban vannak jelen, a HP1 a 
nukleoszómák között teremt kapcsolatot. A modell szerint további nukleoszóma-HP1 interakciók révén 
kromatin rétegek jöhetnek létre, amely alapja lehet egy magasabb rend  kromatinrszerkezet 
kialakulásának a nukleáris magmembrán közelében. A folyamat továbbhaladásának a hisztonok 
acetilált állapota szabhat gátat. (Singh and Georgatos, 2002 nyomán). 

A HP1 részvételével kialakuló heterokromatin anélkül is csendesítheti a 

génekifejez dést, hogy kiterjedt, citológiailag is látható konstitutív heterokromatin alakulna ki 

az adott kromatinrégióban. A f  különbség a konstitutív heterokromatin és a transzkripciósan 

inaktív eukromatin között bizonyos tulajdonságok (metH3K9, HP1 kötés) kiterjedtsége, a HP1 
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nagymérték  terjedése f ként a szatellita DNS szigeteken tud megvalósulni. Ha a HP1 

terjedése elér egy kritikus tömeget, kialakulhat egy olyan magasabbrend

kromatinszervez dés, amely létrehozhat olyan nagykiterjedés  kromatin-komplexeket, 

amelyek a citológiailag is megfigyelhet  konstitutív heterokromatin tulajdonságaival bírnak. A 

heterokromatin megnövekedett mennyisége újabb tulajdonságokkal ruházza fel ezeket a 

komplexeket, képesek aggregálódni szomszédos komplexekkel, átterjedhet róluk a 

heterokromatin szomszédos kromoszómarégiókra, befolyásolják a komplex egész környezetét 

a sejtmagon belül, olyan térrészeket különítenek el, amelyek specifikus transzkripciót 

csökkent  faktorokat tartalmaznak.  

A HP1 funkciója az RNS interferenciában és transzkripcionális gén-csendesítésben 

Specifikus szekvenciájú hosszabb kett s szálú RNS-ek (dsRNA) és rövid (22-25 bp) 

interferencia RNS molekulák (siRNA) közrem ködésével a sejtekben aktiválódik egy olyan 

mechanizmus, amely az említett RNS molekulákkal homológ szekvenciájú transzkriptumok 

degradációjához, végs  soron a génkifejez dés csökkenéséhez, csendesítéséhez vezet 

(postranscriptional gene silencing, PTGS). Ha a dsRNS tartalmaz a transzkriptum 

promoterével homológ szekvenciákat, akkor a génkifejez dés már a transzkripció szintjén is 

blokkolódhat (transcriptional gene silencing, TGS). Ennek a mechanizmusnak valószín leg

fontos szerepe van a szatellita szigetek heterokromatinizációjában. Az ismétl d  szatellita 

szekvenciákról képz d  RNS molekulák kétszálú RNS-t képeznek, melyeket egy speciális 

ribonukleáz (Dicer) rövid, ~22-25bp hosszúságú interferencia RNS-ké hasít. Gombákban, 

növényekben és bizonyos gerinctelen állatokban az siRNS-ek primerként szolgálnak RNS 

függ  RNS polimerázok számára, amelyek sokszorozhatják a dsRNS molekulákat. A siRNS-

ek a RITS komplexhez (RNA-induced initiator of transcriptional gene silencing) 
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kapcsolódnak, amely egy több fehérjéb l (hasadó éleszt ben: Ago1, Chp1, Tas3) álló 

komplex, funkciója a homológ transzkriptum degradálása és az annak megfelel

kromatinszakasz transzkripciós elcsendesítése. A RITS komplexet a megfelel

kromatinrégióhoz való köt désben az siRNS-ek segítik, valószín leg DNS-RNS, RNS-RNS 

kölcsönhatások révén irányítják a célszekvenciához. A komplex hisztonmódosító enzimek 

(hiszton metiltranszferázok) bekötésével kialakítja azt a „hiszton kódot”, amely a 

kromatinrégió géncsendesítését végz  SWI6/HP1 fehérjék bekötését és a komplex Chp1 

fehérjén keresztüli stabilizálását teszi lehet vé. A SWI6/HP1 fehérjék a fentebb említett 

mechanizmusok segítségével biztosítják az RNS interferencia transzkripciós szint

génkifejez dést gátló hatását (TGS), és ugyanez a mechanizmus valósítja meg a szatellita 

szigetek transzkripciós inaktiválását és a HP1 szétterjedésével azok heterokromatinizációját 

(7. ábra) (Grewal and Rice, 2004).
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7. ábra: Az RNAi mediált heterokromatin kialakulásának folyamata. A repetitív szekvenciákból 
átíródó dsRNS-ket a Dicer átalakítja siRNS-ekké, melyeket a RdRp sokszorozhat. A siRNS-ek a 
megfelel  kromatinrégióhoz irányítják a RITS komplexet. A RITC komplex H3K9 hiszton metil 
traszferázokat köt meg, melyek a megfelel  epigenetikus kód kialakításával köt helyet biztosít a 
stabilizáló Chp1 és a heterokromatinizációt megindító SWI6/HP1 fehérjék számára. B vebb 
magyarázat a szövegben.(Grewal and Rice, 2004 nyomán.) 

A HP1 fehéréjék a fent említett funkciókon túl egyéb sejten belüli folyamatokban is 

részt vehetnek. Egy érdekes példa, hogy a HP1Hs  alacsony szinten fejez dik ki eml rák

metasztázisokban. Jelölt HP1Hs sejtekbe juttatásával a sejtek in vitro invazív tulajdonsága 

csökken, ami arra utalhat, hogy a HP1 megváltoztatja a metasztázisokhoz szükséges gének 

expresszióját (Kirschmann et al., 2000). A HP1Hs  expressziójának nyomon követése akár 
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diagnosztikai jelent séggel is bírhat a metasztatikus állapot vizsgálatában (Kirschmann et al., 

2000).

A HP1 funkcióinak szabályozása 

A HP1 izoformái sokrét en befolyásolják a génexpressziót, felvet dhet a kérdés, 

hogyan valósítják meg változatos szabályozó funkciójukat? A HP1 fehérjék hajlamosak 

dimerek illetve homo- vagy heterotipikus oligomerek képzésére is (Ye et al., 1997; Wang et 

al., 2000; Brasher et al., 2000; Nielsen et al., 2001a; Nielsen et al., 2001b). Singh és Georgatos 

(2002) feltételezése szerint a kromatin környzett l függ en a HP1 fehérjék különböz  homo- 

és heterooligomerjei különböz  szerepet tölthetnek be például az expresszió szabályozásban: a 

HP1  homodimereknek aktiváló szerepük lehet, a HP1 HP1  HP1 HP1  hetrodimerek 

átmenetiek, míg a HP1 vagy HP1  homodimerek represszáló hatásúak (Singh and 

Georgatos, 2002). Ezt a feltételezést támasztja alá az a megfigyelés is, mely szerint a HP1  és 

a HP1 represszálja, míg a HP1 el segíti négy emberi gén kifejez dését (Hwang and 

Worman, 2002). Az oligomerek kialakulását valószín leg a HP1 fehérjék poszttranszlációs

modifikációi befolyásolják (Huang et al., 1998; Minc et al., 1999). Ecetmuslicában a HP1 

többszörös foszforilációja legalább nyolcféle különböz en töltött izoformát eredményez (Zhao 

and Eissenberg, 1999). Kölönböz  fehérjekomplexekben a HP1 különböz  foszforilációjú 

variánsait találták meg (Huang et al., 1998). Eml sökben a HP1 foszforilációja a sejtciklus 

során megváltozik, a HP1Hs  és a HP1Hs  a mitózis során hiperfoszforilálódik (Minc et al., 

1999). A foszforiláció szabályozza a különböz  fehérje- fehérje kölcsönhatások kialakulását, 

feltételezik, hogy eml s sejtekben a mitózis során a HP1 hiperfoszforilációja szükséges 

ahhoz, hogy a fehérje meg rizze lokalizációját a kromatinban (Minc et al., 1999). A HP1 
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izoformáinak szekvenciakülönbségeib l adódóan specifikusak a kölcsönhatásaik, ennek 

megfelel en specifikusak az interakciós partnereik és az egyes izoformákra jellemz  a 

kromatinon belüli lokalizációs mintázatuk is.   

A HP1 izoformáinak lokalizációja  

Az ecetmuslicában a HP1a (a Drosophila HP1 alfa) els sorban a kromoszómák 

pericentromerikus régióiban lokalizálódik, de megtalálható a telomerekben, sávos mintázatot 

alkotva megfigyelték az ecetmuslica négyes nyálmirigykromoszómáján és egyéb 

kromoszómákon kis számú eukromatikus régióban is azonosították (James et al., 1989). A 

HP1b (a Drosophila HP1 béta) izoformát megfigyelték a kromoszómák eu- és 

heterokromatikus régióiban is, míg a HP1c (a Drosophila HP1 gamma) kizárólag 

eukromatikus régiókban fordult el  (Smothers and Henikoff, 2001).  

Az eml s alfa és béta izoformák (mHP1 /HP1Hs  és M31/HP1Hs ) az 

eml skromoszómák pericentromerikus konstitutív heterokromatinjába koncentrálódnak (Nicol 

and Jeppesen, 1994; Wreggett et al., 1994; Furuta et al., 1997; Minc et al., 1999; Saffery et al., 

1999).

A gamma izoformákat (M32/HP1Hs ) megfigyelték mind eu-, mind pedig a 

heterokromatikus kromoszómális régiókban (Horsley et al., 1996; Minc et al., 1999; Nielsen et 

al., 1999; Minc et al., 2000). Az izoformák lokalizációjának vizsgálata során számos 

ellentmondó kísérleti eredmény is született (a részletek az Eredmények tárgyalása cím

fejezetben olvashatók).  
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Célkit zés 

A HP1 proteineknek tehát sokrét  szerepük van, részt vesznek a transzkripció 

szabályozásában, a telomer fenntartásában, a nukleáris membrán felépítésében, a legfontosabb 

szerepük azonban az, hogy kett s funkciójú keresztköt  fehérjeként részt vesznek a hiszton 

kód leolvasásában, fehérjeinterakcióik révén elindítják és fenntartják a heterokromatinizáció 

folyamatát, tehát kulcsszerepl i a konstitutív heterokromatin szervez désének (Eissenberg and 

Elgin, 2000; Li et al., 2002). 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. Figyelemreméltó 

megfigyelés azonban, hogy a CHO (kínai hörcsög ovarium) sejtekben képz dött emberi 

szatellita DNS alapú mesterséges kromoszómák nagymértékben heterokromatikusak (Csonka 

et al., 2000), továbbá CHO sejtekbe átvitt egér mesterséges kromoszómák heterokromatikusak 

maradnak (deJong et al., 1999). 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 (SATAC) 

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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Anyagok és módszerek 

Rekombináns DNS technikák, plazmidok 

A plazmid DNS készítést, restrikciós enzimekkel történ  emésztést, agaróz gél 

elektroforézist, fragment izolálást, klónozási technikákat és az E. coli sejtek transzformálását 

az általános laboratóriumi módszerek szerint (Maniatis T et al., 1982) végeztük. A 

szubklónozásokhoz használt pNEB193 plazmidot a New England BioLabs-t l (Beverly, MA, 

USA), a pEGFP és pDsRed1-N1 vektorokat a Clontech-t l (San Jose, CA, USA) vásároltuk.

Southern blot hibridizáció 

A stringens hibridizációs kísérleteket 65 °C-on, 12-14 órán át végeztük a (Church and 

Gilbert, 1984) által leírt pufferben, 2×10
6

cpm/ml jelölt próbával. A hibridizáció után a 

membránt 65 °C-on, 20 percig mostuk 1×SSPE-t (0.15 M NaCl, 0.01 M Na
2
HPO

4, 
0.025 M 

EDTA) és 0.1% SDS-t tartalmazó oldattal, majd 65 °C-on, 20 percig mostuk 0.5×SSPE és 

0.1% SDS tartalmú oldattal, végül 2x20 percig 65 °C-on 0.1×SSPE-t és 0.1% SDS-t 

tartalmazó oldattal. A nem stringens hibridizációkat 55 °C-on, 12-14 órán átvégeztük Church 

és Gilbert (1984) pufferben. A hibridizáció után a membránt 55 °C-on, 20 percig mostuk 

1×SSPE és 0.1% SDS összetétel  oldattal, majd 55 °C-on, 20 percig mostuk 0.5×SSPE-t és 

0.1% SDS-t tartalmazó oldattal. A filtereken lev  radioaktív jeleket röntgenfilmen tettük 

láthatóvá.
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Az izoforma specifikus DNS próbák PCR amplifikációja 

A felismer  szekvenciákat (primer) Pharmacia Gene Assembler segítségével 

szintetizáltuk. A kísérletekben felhasznált primerek listája:  

humán HP1  F primer: 5’-TTAAAGCTTCGGGGACCTGGTGGCCTTAGT-3’  

(L07515: 91-101);

humán HP1  R primer: 5’-AAAGATATCGCTCTTTGCTGTTTCTTTCTC-3’  

(L07515: 708-688);

humán HP1  F primer: 5'-GAAGAAAGTAGAGGAGGTGCT-3’  

(U35451: 236-256);

humán HP1  R primer: 5'-TCATCATCCTCCGAGGGGTAG-3’  

(U35451: 752-732);

humán HP1  F primer: 5'-ATGGAAAGAGTAAAAAAGTTGA-3’  

(U26312: 16-38);

humán HP1  R primer: 5'-TGAGCTTCATCTTCTGGACAA-3’  

(U26312: 518-498).

A teljes kódoló szekvenciát hordozó 597 bp humán HP1 DNS fragmentet, a humán HP1  és 

 izoforma-specifikus DNS próbákat PCR technikával sokszorosítottuk a humán Leukemia 5’-

Stretch Plus cDNS könyvtárból (Clontech) tisztított DNS kivonatot templátként felhasználva. 

Az amplifikációt Takara ExTaq DNS polimerázzal végeztük at alábbi kísérleti körülmények 

mellett : 94 °C, 1 perc; 35 ciklus: 98 °C, 20 s; 60 °C, 30 s; 68 °C, 3 perc. Az amplifikációkat 

körülbelül 100 ng template DNS-en végeztük 50 pmol primer jelénlétében, 75 µl 

végtérfogatban. A PCR termékeket agaróz gélelektroforézissel elválasztottuk és gélb l

tisztítottuk.
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A cDNS-ek klónozása 

A PCR-rel sokszorosított HP1 , HP1  és HP1 specifikus DNS próbákat radioaktív 

[ -32P]dCTP-el jelöltük meg és használtuk CHO sejtekb l készített -fág cDNS könyvtár 

(CHO Cell cDNA Library; Stratagene, La Jolla, CA, USA) plakkhibridizációs vizsgálatához. 

Körülbelül 24 000 fágklónt teszteltünk minden egyes próbával. A fágkönyvtár 

plakkhibridizációval történ  vizsgálatát a gyártó cég használati útmutatásainak megfelel en 

(Lambda ZAP®-CMV XR Library, Instruction manual; 

http://www.stratagene.com/manuals/937111.pdf) végeztük.  

A HP1  gén klónozása 

A PCR-rel sokszorosított 597 bp HP1  próbát radioaktív [ -32P]dCTP-el jelöltük meg. 

A jelölt próbát használtuk CHO sejtekb l készített -fág genomikus DNS könyvtár (Hamster 

Genomic Library; Stratagene) plakkhibridizációs vizsgálatához. A fágkönyvtár vizsgálatát a 

gyártó cég által javasolt módszernek megfelel en (Lambda FIX® II Library Instruction 

manual; http://www.stratagene.com/manuals/936001.pdf) végeztük. A teljes genomikus 

bázissorrend megállapításához átfed  fágokat azonosítottunk. A fágok által hordozott DNS 

(inszert) végeib l PCR segítségével vagy restrikciós endonukleázokkal specifikus próbákat 

állítottunk el , amelyekkel lépésr l lépésre folytattuk átfed  fágklónok keresését a teljes 

genomikus bázissorrend megállapításáig (genomic walking, genomikus lépkedés). A 

genomikus lépkedés során azonosított fágok inszertjeit Xba I, Eco RI, Sal I - Eco RI vagy Sac

I restrikciós endonukleázok segítségével térképeztük, majd pNEB193 vektorba klónoztuk.  
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Az így kapott átfed  szubklónsorozatok bázissorendjeit primer lépegetés stratégiával 

határoztuk meg. A szekvenáláshoz 20–24 bp hosszúságú primereket terveztünk, melyek 

bázissorrendjét a primer lépegetés el z  lépésének szekvenciadatai alapján határoztuk meg.  

A DNS bázissorendjének meghatározása, szekvencia analízis

A DNS bázissorendjét meghatározó (szekvenálási) kísérleteket a Big DyeTM

Terminator v 3.0 Cycle sequencing Kit (Applied Biosystems ABI PRISM)-el végeztük el. A 

bázissorrend megállapításból kapott nyers szekvenciadatokat a Lasergene programcsomag 

(DNASTAR, Inc.) programjaival dolgoztuk fel és elemeztük. Páronkénti összehasonlításokra a 

National Center for Biotechnology Information (NCBI, http://www.ncbi.nlm.nih.gov) 

szerverén található Blast 2 sequences (bl2seq) programot, többszörös illesztésekhez a Multiple 

Sequence Alignment (Multalin, http://prodes.toulouse.inra.fr/multalin/multalin.html) 

programot használtuk. Homológ szekvenciákat a GenBank-ból a NCBI szerverén elérhet

Blast program segítségével kerestünk.

DsRed és GFP fúziós konstrukciók 

A HP1 nyitott leolvasási keretét PCR reakcióban megfelel  cDNS templátról 

sokszoroztuk a HP1 DS F (5'-AGGTGGATCCGCGTGCGACATGGGA) és HP1 DS R (5'-

CGACCATGGTCTTCGTGCTTTCTTTCTCTTTG) primerekkel. Az amplifikált DNS 

fragmentet Nco I enzimmel kezeltük, a túlnyúló véget feltöltöttük Klenow polimerázzal, majd 

a fragmentet Bam HI-el megemésztettük. A pDsRed1-N1 vektort Bam HI enzimmel kezeltük, 

a túlnyúló véget feltöltöttük Klenow polimerázzal, majd a fragmentet Bgl II-vel emésztettük. 

Az így keletkez  DNS fragmenteket agaróz gélb l tisztítottuk, majd összekapcsoltuk ket

(ligálás).  
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A HP1 nyitott leolvasási keretét PCR reakcióban sokszorosítottuk a HP1 DS F (5'-

GAAAGCTTGCGGGTACTATGGGGA) és HP1 DS R (5'-

AATCCCGGGGCTGGTTCTTGTCGTCTTT) primerek segítségével. A PCR termékeket Sma

I és Hind III enzimekkel emésztettük, agaróz gélb l tisztítottuk és Sma I-Hind III enzimekkel 

emésztett pDsRed1-N1 vektorba ligáltuk.  

A HP1 nyitott leolvasási keretét PCR reakcióban megsokszoroztuk a HP1 DS F (5'-

TGAAGCTTTTGGGCTTCATCTTCTGGA) és T3 (5’-CCGCAATTAACCCTCACTAAAG) 

primerek segítségével. A PCR termékeket Bam HI-Hind III enzimekkel emésztettük, agaróz 

gélb l tsiztítottuk és Bam HI-Hind III enzimekkel emésztett pDsRed1-N1 vektorba ligáltuk. A 

klónokat megszekvenáltuk.  

A fágkönyvtár vektorában (pCMV-Script EX) lév  chHP1  cDNS-ét Xma I enzimmel 

kezeltük, a ragadós véget Klenow polimerázzal feltöltöttük, majd a kapott fragmentet Apa I-el 

emésztettük. A pEGFP-C2 vektort Eco RI-el emésztettük, ragadós végét Klenow polimerázzal 

feltöltöttük, majd Apa I-el kezeltük. A kapott fragmenteket gélb l tisztítottuk, majd 

összekapcsoltuk ket.

Sejtvonalak tenyésztése, sejtek transzfekciója 

A CHO C23-Z41 sejteket Csonka et al. (2000) által leírt módon, a H1D3-1C2 sejteket 

a (Kereso et al., 1996) által leírt módon tenyésztettük. A sejteket tranziens transzfekciójához 

GenePorter2 transzfekciós reagenst (GeneTherapy Systems, San Diego, USA) használtunk a 

gyártó használati útmutatójának megfelel en. 8 g cirkuláris plazmid DNS-t alkalmaztunk 

5 106 recipiens sejt transzfekciójához. 
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Stabilan integrálódó vonalakat a transzfekció után 48 órával alkalmazott 400 g/ml 

Geneticin (Sigma) szelekcióval állítottunk el .

Metafázisos limfocita sejtek el állításához él  állatot használtunk fel. Egy n ivarú 

kínai hörcsögöt feláldoztunk, a lépét kioperáltuk, steril PBS-ben (phosphate-buffered saline: 

137 mM NaCl; 2.7 mM KCl; 4.3 mM Na2HPO4; 1.47 mM KH2PO4) öblítettük, majd a lépet 

egy üvegbottal szétnyomkodtuk PBS-ben. A kapott szuzpenziót 1000 rpm-mel centrifugáltuk 

(Universal 16A centrifuga; Hettich) szobah mérsékleten 10 percig, majd újraszuszpendáltuk 4 

mM Glutamine-t, 10 g/ml concanavalin-A-t (Sigma) és 10% Fetal Calf Serum-ot (FCS) 

(Gibco) tartalmazó RPMI tenyészt  oldatban. A sejteket 72 órán át tenyésztettük 37 oC-on,

majd 5 órán át blokkoltuk 5 g/ml colchicinnel.  

C- sáv festés 

A konstitutív heterokromatint specifikusan megjelöl  C-sáv festést a Giemsa/barium 

hydroxid eljárással végeztük (Sumner, 1972) leírásának megfelel en.

Natív kromoszómapreparátumok 

A 8 g HP1-DsRed-del vagy EGFP-HP1 rekombináns plazmid DNS-sel transzfektált 

sejteket 24-72 óráig tenyésztettük 10% FCS-al kiegészített F12 mediumban 37 °C-on. Az 

osztódó sejteket metafázisos állapotukban blokkoltuk 0.1 g/ml Colcemid 4-6 órán át történ

hozzáadásával. A metafázisos sejteket enyhe pipettázás segítségével lemostuk a 

tenyészt edény tenyészt felszínér l, begy jtöttük, majd centrifugáltuk ket 10 percig, 1000 

rpm-el (Universal 16A centrifuga; Hettich) szobah mérsékleten. A centrifugálással ülepített 

sejteket szobah mérséklet  tenyészt folyadékban szuszpendáltuk, különböz  mennyiségeket 
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tárgylemezekre helyeztünk, majd enyhe nyomással fed lemezzel lefedtük. A felesleges, 

kicsorduló tápfolyadékot sz r papírral leitattuk, a fed lemezt körömlakkal rözítettük a 

tárgylemezhez. A sejtek flurescenciáját Photometrics KAF1400-G2 CCD kamerával és Quips 

XL Genetics Workstation rendszerrel (Vysis) szerelt Olympus AH-2 mikroszkóppal 

vizsgáltuk.

A kromoszómák immunfestése 

A C23-Z41-es sejtekb l a fentebb leírtak alapján metafázisos sejteket gy jtöttünk. A 

sejteket 300 l hipotonizáló oldatban (10 mM HEPES, 30 mM glycerol, 1 mM CaCl2, 0,8 mM 

Mg Cl2) (Stenman et al., 1975) 5 percig 37 °C-on kezeltük, majd 8 percig 3500 rpm fordulattal 

centrifugáltuk (Universal 16A centrifuga; Hettich). A citocentrifugával tárgylemezre ültetett

metafázisos és interfázisos sejteket 5 percig -20 °C-os metanolban fixáltuk, majd 0,5% Triton 

X-100-at (Tx100) tartalmazó PBS oldatban 5 percig szobah mérsékleten rehidráltuk. Öt perc 

0,1% Tx100-PBS mosás után alkalmaztuk az els dleges ellenanyagot: az anti-HP1

monoklonális ellenanyag hibridóma felülúszójából 100 l-t hígitatlanul mértünk a lemezekre, 

majd lefedés után 37 °C-on 1 órán nedveskamrában inkubáltuk. A lemezeket kétszer öt percig 

szobah mérsékleten 0,1% Tx100-PBS-ben mostuk. Az anti-egér-fluoreszcein-izotiocianát

(FITC) (Sigma) másodlagos ellenanyagot 0,1% Tx100-PBS-ben 30-szoros hígitásban 

alkalmaztuk 37 °C-on 1 órán keresztül nedveskamrában. A lemezeket háromszor öt perces 

0,1% Tx100-PBS-ben történ  mosás után 0,25 ng/ l DAPI (4’,6-diamidino-2-phenylindole) 

tartalmú Vectashielddel (Vector) fedtük le. A kromoszómák és sejtmagok fluoreszcenciáját a 

fentebb említett mikroszkópos rendszerrel vizsgáltuk.  
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Fluoreszcens in situ hibridizáció 

A CHO-K20 és tenyésztett limfocita sejtek kromoszómáin végzett fluoreszcens in situ

hibridizációkat (FISH) biotinilált vagy Dig-jelölt genomikus fág DNS próbával és biotinilált 

HUCAFF 170 szatellit DNS (Fatyol et al., 1994) próbával végeztük. A DNS próbák 

jelöléséhez Biotin-Nick Translation Mix-et (Roche, Indianapolis, IN, USA) és DIG-Nick 

Translation Mix-et (Roche) alkalmaztuk a gyártó által javasolt módszernek megfelel en. A 

metafázisos preparátumokat methanol:ecetsavas fixálással készítettük el . Az RNS mentesítés 

37 oC-on, 60 percig 100µg/ml RN-áz A (Sigma) felhasználásával 2xSSC-ben (20xSSC: 3M 

NaCl, 0,3M tri-Na-citrát, pH=7) történt. Alkoholsorozatban történ  dehidrálás (70%-os, 90%-

os, majd abszolút alkoholos kezelés) után a kromoszómák DNS-ét denaturáltuk (70% 

formamid 2xSSC oldatban 2 percig, 70-75 oC-on). Alkoholsorozatban történ dehidrálás,

majd szárítás után a kromoszómákat Proteinase-K (Merck) kezeléssel (6-600ng/ml 20mM Tris 

pH:7.5, 2mM CaCl2 pufferben 5 percig 37 oC-on) fehérjementesítettük. A preparátumokat 

ismét alkoholsorozatban dehidráltuk és megszárítottuk. A jelölt DNS próbákat Hybrisol VII-

ben (Oncor) 75 oC-on 5 percig denaturáltuk, 37 oC-on, 12-14 órán át nedveskamrában 

hibridizáltuk ket a kromoszómák DNS-éhez, majd a mintákat 4x3 percig 50% formamid-50% 

2xSSC-ben 42 oC-on, 4x3 percig 2xSSC-ben 42 oC-on végül 5 percig 4xSSC-0.05% Triton 

X-100 pufferben (4xSSC/Tx) szobah mérsékleten mostuk. A biotinnal jelölt próbák 

hibridizációs mintázatát avidin-FITC–el (Vector) és biotinilált anti-avidinnel (Vector) tettük 

láthatóvá. A digoxygenin-nel (Dig) jelölt próbák hibridizációját anti-Digoxigenin-Rhodamine 

(Roche) és anti-egér Ig-Dig (Roche) ellenanyagok segítségével tettük láthatóvá. A DNS 

háttérfestést Vectashield-ben oldott 0,2 ng/ l koncentrációjú DAPI (4’,6-diamidino-2-

phenylindole)-val végeztük.
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Az anti-HP1 monoklonális ellenanyag el állítása

A monoklonális ellenanyagot termel  hibridóma klónokat együttm ködés keretében 

Monostori Éva laboratóriumában állítottuk el , az alábbiak szerint.

A HP1 invazin rekombináns fúziós proteint kódoló DNS szakaszt pET28a vektorba 

(Novagene, San Diego, CA, USA) klónoztuk. A baktériumban termel d  fúziós fehérje His-

tag-et hordoz, melynek segítségével Chelating Sepharose oszlopon (Amersham Biosciences, 

Buckinghamshire, England) tisztítottuk a gyártó cég által javasolt eljárásnak megfelel en

(http://www4.amershambiosciences.com/aptrix/upp00919.nsf/(FileDownload)?OpenAgent&docid=F2E6A89CD

AEF5ACCC1256EB400417DE8&file=71500187AC+.pdf. ).

Balb/c egereket szubkután immunizáltunk komplett Freud adjuvánsban (CFA) 

emulgeált 100 g tisztított rekombináns proteinnel. Három héttel kés bb az egerek szubkután 

emlékeztet  oltásként 10% CFA-ban és 90% nem komplett Freud adjuvánsban emulgeált 60 

g proteint kaptak a b rük alá. Újabb három hét elteltével PBS-ben oldott 60 g proteint 

adtunk be hasüregükbe. Négy nappal kés bb eltávolítottuk a lépüket, a lépsejteket SP2/O 

myeloma sejtekhez fúzionáltattuk. A fúzióval létrejött és higításos módszerrel klónozott 

hibridóma sejtklónokat ELISA-val, Western blotting-gal és indirekt immunfluoreszcenciás 

kromoszómafestéssel teszteltük.  

Western blotting

Emberi limfocita sejtekb l, LMTK-, CHO-K20 és GFP-chHP1 fúziós fehérjét 

kifejez  CHO-K20 sejtekb l összfehérjekivonatot készítettünk, majd a fehérjéket 

szétválasztottuk 5-20% poliakrilamid-SDS gradiens gélen. A szeparált fehérjéket Immobilion-

P polyvinylidenfluoride (PVDF) membránra (Millipore) vittük át. A filtert 4 °C-on 12-14 órán 
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át telít oldatban (20% FCS, 1% BSA, 0,05% Tween-20 PBS-ben) blokkoltuk. Az anti-HP1

monoklonális ellenanyag hibridóma felülúszót szobah mérsékleten 10-szeres higításban 

telít oldatban, egy órán keresztül, a másodlagos ellenanyagot (HRP-konjugált anti-egér 

ellenanyag, Dako) 2000-szeres higításban telít oldatban, szobah mérsékleten szintén egy órán 

át alkalmaztuk. Az ellenanyag feldúsulásának helyét a membránon Supersignal-HRP 

kemiluminescens szubsztrát (Pierce) felhasználásával röntgen-filmen tettük láthatóvá.  
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Eredmények  

A kínai hörcsög HP1 izoformáinak klónozása 

Egy emberi -fág cDNS könyvtárból polimeráz láncreakció (PCR) segítségével 

sokszorosítottuk az emberi HP1Hs  fehérjét kódoló 597 bp hosszúságú DNS szakaszt. Ez a 

DNS próba kevéssé szigorú (nem stringens) hibridizációs körülmények között specifikus 

hibridizációs jelet adott Southern blot hibridizációban alkalmazva CHO (kínai hörcsög), 

LMTK- (egér) és EJ30 (emberi) sejtekb l izolált genomikus DNS-en (a kísérlet részletei az 

Anyagok és módszerek fejezetben találhatók meg). A hibridizáció azt mutatta, hogy az emberi 

HP1Hs fehérjét kódoló DNS szakaszhoz hasonló szekvenciák megtalálhatók mind az egér 

mind pedig a kínai hörcsög genomikus DNS-ében és az 597 bp-os emberi próba alkalmas lehet 

a kínai hörcsög HP1  fehérje génjének klónozására. Ennek az emberi próbának az 

alkalmazásával kilenc cDNS klónt azonosítottunk egy CHO sejtek cDNS-éb l készített 

könyvtárból plakk hibridizáció segítségével. Kilenc azonosított klón közül ötnek 

meghatároztuk a DNS bázissorrendjét. Mind az öt cDNS klón szekvenciája azonos volt, 

eltekintve a 3’ végi szakasz eltér  hosszúságától. A cDNS-eken azonosítottunk egy 576 bp 

hosszú nyitott leolvasási keretet (ORF), amelynek bázissorrendje 95% azonosságot mutatott az 

egér mHP1  (NCBI: X99641) kódoló szekvenciájával és 93% azonosságot az emberi HP1Hs

(NCBI: NM_012117) kódoló szekvenciájával. Az 5’ nem átírt régió (UTR) bázissorrendjei 84-

93% azonosságot mutattak a három faj között (7.a ábra). 
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7. ábra: Az ismert eml s HP1  cDNS-ek nem transzlált régióinak (UTR) szekvencia-összehasonlítása. 
A: a HP1  5’ UTR szekvenciái. B: a HP1  3’ UTR szekvenciái. chHP1 : kínai hörcsög HP1 ;
huHP1 : emberi HP1 ; moHP1 : egér HP1 ; RBS: riboszóma köt hely. A megegyez  bázispárokat 
pontok mutatják, a különböz eket bet k jelölik. 

A 3’ UTR-kben szintén nagyfokú szekvencia konzerváltságot figyeltünk meg (7.b 

ábra). A cDNS-b l származtatott fehérje aminosav szekvenciája 99% azonosságot mutatott az 

egér, 97% azonosságot az emberi HP1Hs aminosavszekvenciájával (8. ábra). 
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8. ábra: Az ismert eml s HP1  fehérjék aminósavszekvenciáinak összehasonlítása. Az eltér
aminósavakat fekete négyzetek mutatják. 

A cDNS-b l származtatott fehérje aminossavsorrendje mindössze egy helyen tér el az 

egér és négy ponton emberi homológjától ami azt mutatta, hogy a kínai hörcsög HP1 alfa 

fehérjét (chHP1 ) kódoló cDNS-ét azonosítottuk. 

A különbségek javarészt a kevésbé konzervált kapocs- és a C-terminális végi 

régiókban találhatók, a konzervatív „chromo domain” régióban mindössze egy hidrofób 

aminosavkülönbséget figyeltünk meg.  

A kínai hörcsög cDNS könyvtár vizsgálatához használt DNS próba hordozza a HP1

teljes kódoló szekvenciáját beleértve a nagy mértékben konzervált „chromo domain” és 

„chromo shadow domain” régiókat is. Ezek a konzervált régiók részei a HP1  és 

izoformáinak is. Ezért azt vártuk, hogy az emberi HP1  próbával kevéssé stringens 
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hibridizációs körülmények mellett azonosíthatunk HP1  és  klónokat is a hörcsög cDNS 

könyvtárból. A vizsgálat azonban csak alfa klónokat eredményezett. Annak érdekében, hogy 

kínai hörcsögben is azonosíthassuk a másik két lehetséges izoformát, PCR reakcióval béta és 

gamma specifikus DNS próbákat sokszorosítottunk emberi cDNS könyvtárból. Ezeket a 

próbákat Southern blot hibridizációban ellen riztük CHO (kínai hörcsög) és LMTK- (egér) 

sejtekb l izolált genomikus DNS-en alacsony stringenciájú hibridizációs körülmények között. 

Próbáink az egyes izoformákra egyedi hibridizációs mintázatot adtak, nem kereszthibridizációt 

mutattak az alfa specifikus fargmentumokkal (9. a-c ábra).  

9. ábra: Az izoforma specifikus próbák Southern blot analízise. A kínai hörcsög és egérsejtekb l
izolált genomikus DNS-t restrikciós enzimekkel emésztettük, 0.8 %-os agaróz gélen szétválasztottuk, 
majd a membránra transzferált DNS-t rádioaktívan jelölt specifikus próbákkal hibridizáltuk. A:
Southern blot hibridizáció emberi HP1  kódoló szekvenciát hordozó DNS próbával. B: Southern blot 
hibridizáció emberi HP1  specifikus DNS próbával. C: Southern blot hibridizáció emberi HP1
specifikus DNS próbával. 1: EcoRI emésztett CHO-K20 genomikus DNS. 2: HindIII emésztett CHO-
K20 genomikus DNS. 3: EcoRI emésztett LMTK- genomikus DNS. 4: HindIII emésztett LMTK-

genomikus DNS.

Ez a mintázat azt mutatta, hogy az emberi HP1  és  cDNS specifikus régióihoz hasonló 

szekvenciák megtalálhatók mind az egér mind pedig a kínai hörcsög genomikus DNS-ében és 
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az izoforma specifikus emberi próbák alkalmasak lehetnek a kínai hörcsög másik két HP1 

izoformájának klónozására. Ezen izoforma specifikus DNS próbák felhasználásával tíz-tíz 

cDNS klónt választottunk ki a kínai hörcsög cDNS fágkönyvtárból plakkhibridizációs 

módszerrel, alacsony stringencájú hibridizációs körülmények között, melyek közül négynek- 

négynek megállapítottuk a bázisorrendjét. E klónok -kisebb 3’ végi hosszúságkülönbségekt l

eltekintve- azonosnak bizonyultak. A HP1 béta próbával azonosított klónokban talált nyitott 

leolvasási keret bázissorendje 96% azonosságot mutatott az egér M31 (NCBI: NM_007622) és 

94% azonosságot az emberi HP1Hs  (NCBI: NM_006807) ortológokhoz. A cDNS-ükb l

származtatott fehérje aminosavszekvenciája mindössze egy, a kapocs régióban található 

aminosavban különbözött az egér és emberi homológoktól (10. ábra). Ennek alapján 

megállapítottuk, hogy a kínai hörcsög HP1 béta (chHP1 ) fehérjét kódoló cDNS-t klónoztuk 

meg. 

.
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10. ábra: Az ismert eml s HP1  fehérjék aminósavszekvenciáinak összehasonlítása. Az eltér
aminósavakat fekete négyzetek mutatják. 

A chHP1 -ban azonosított szekvenciakülönbség ismereteink alapján nem konzervált 

vagy valamilyen funkcióban kiemelt szerepet játszó aminosavban van (Smothers and 

Henikoff, 2001; Muchardt et al., 2002).

A HP1 gamma próba segítségével kiválasztott klónokban a nyitott leolvasási keret 

bázisorrendje szintén nagyfokú konzervativizmust mutatott: 95% azonosságot az egér M32 

(NCBI: BC059831) valamint 92% azonosságot az emberi HP1Hs  (NCBI: BC000954) kódoló 

szekvenciákhoz, a cDNS-b l származtatott fehérjék amisovsorrendje pedig teljesen azonos 
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volt mindhárom faj esetében, tehát a HP1 gamma izoformáját (chHP1 ) is azosítottuk a kínai 

hörcsögb l.  

Nagymérték  hasonlóságot találtunk a béta és gamma klónok nem kódoló 

szekvenciáinak összevetései során is. Mindhárom fajban nagyon hasonlóak voltak a HP1

klónok start kodont megel z  körülbelül 30 bázispáros szakaszai (91-97% bázisazonosság). A 

3’ nem átírt régióban (UTR) a hörcsög és emberi szekvenciák bár hosszukban kissé eltértek 

(1,329 bp és 1,374 bp), bázissorendjük 87% azonosságot mutatott. Az egér HP1  3’ UTR sem 

hosszában (461 bp) sem pedig szekvenciájában nem hasonlított a másik két eml s

homológhoz. A chHP1  cDNS-en a 3’ nem átíródó szakasz hossza közel azonos volt a három 

fajban, szekvenciáikban azonosítani tudtunk olyan régiókat (691-1053 bp, 1138-1220 bp, 

1601-1816 bp a chHP1 cDNS szekvencián), amelyek 84-94% egyezést mutattak, a chHP1

cDNS-ének utolsó száz bázispáros szakasza pedig 100%-os homológiát mutatott az egér, 91%-

os azonosságot pedig az emberi szekvenciához.  

A kínai hörcsög HP1 izoformáinak lokalizációja 

A HP1 izoformák lokalizációjának vizsgálatához egy tengeri korallból (Discosoma)

származó vörös fluoreszcens proteint (DsRed, RFP) használtuk. A HP1 izoformák kódoló 

szekvenciáinak C terminális végéhez hozzáépítettük a vörös fluoreszcens proteint kódoló DNS 

szakaszt, majd a fúziós fehérjéket id legesen kifejeztettük (tranziens transzfekció) C23-Z41 

(emberi SATAC-ot hordozó CHO sejtvonal (Csonka et al. 2000) és H1D3-1C2 (nagyméret

egér SATAC-ot hordozó hörcsög-egér hibrid sejt (Keres  et al. 1996) sejtvonalakban. A 

vizsgálatokat natív kromoszómapreparátumokon végeztük annak érdekében, hogy elkerüljük a 

hipotonizáló és fixáló oldatok használatát. A metafázisos sejteket begy jtésük után saját 
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tápoldatukban szuszpendáltuk, egy tárgylemezen szétnyomtuk ket, majd fluoreszcens 

mikroszkópiával vizsgáltuk bennük a HP1 izoformáinak eloszlását.  

H1D3-1C2 interfázisos sejtmagokban mindhárom izoforma jól körülhatárolható 

foltokban volt megfigyelhet . Ez a lokalizációs mintázat megegyezik a konstitutív 

heterokromatin kimutatására szolgáló C-sáv festés mintázatával (11. ábra).  

11. ábra: A HP1 izoformák lokalizációja H1D3-1C2 sejtmagokban. A: H1D3-1C2 sejtmagok C-sáv 
festése. B: chHP1 -RFP lokalizációja. C: chHP1 -RFP lokalizációja. D: chHP1 -RFP lokalizációja.

H1D3-1C2 metafázisos sejtekben mindhárom RFP-vel megjelölt HP1 izoforma 

dönt en a nagy méret  szatellita DNS alapú mesterséges kromoszómákon és az egér 

kromoszómák centromerikus régióiban dúsult fel. Ez a lokalizációs mintázat nagyfokú 

hasonlóságot mutat a H1D3-1C2 sejtek kromoszómáinak C-sáv festéséhez (12. ábra). 
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12. ábra: A HP1 izoformák lokalizációja H1D3-1C2 kromoszómákon. A: H1D3-1C2 kromoszómák 
C-sáv festése. B: chHP1 -RFP lokalizációja. C: chHP1 -RFP lokalizációja. D: chHP1 -RFP 
lokalizációja. Az egér mesterséges kromoszómákat nyílhegyek jelzik. 

Megvizsgáltuk a HP1-RFP proteinek lokalizációját C23-Z41 (emberi mesterséges 

kromoszómát hordozó CHO sejtvonal) sejtekben is. A C23-Z41 sejtek mitotikus 

kromoszómáin a HP1 mindhárom izoformája a legnagyobb mértékben a C-sáv pozitív 

konstitutív heterokromatikus régiókban dúsult fel. Egy gyengébb, de specifikus lokalizációs 

mintázatot figyeltünk meg a kromoszómák eukromatikus régióiban is (13. ábra). Ez a mintázat 

a legkifejezettebb a gamma izoforma esetében volt, ennek eloszlása mind a mesterséges 

kromoszómák teljes hosszában, mind pedig a hörcsög kromoszómákon finom felbontású 

sávozottságot mutatott (13.d ábra). 



53

13. ábra: A HP1 izoformák lokalizációja C23-Z41 kromoszómákon. A: C23-Z41 kromoszómák C-sáv 
festése. B: chHP1 -RFP lokalizációja. C: chHP1 -RFP lokalizációja. D: chHP1 -RFP lokalizációja. 
A humán mesterséges kromoszómákat nyílhegyek jelzik. 

Annak eldöntésére hogy vajon a fluoreszcens fehérje helyzete befolyásolja e a HP1 

lokalizációját további vizsgálatokat végeztünk az emberi és hörcsög HP1 alfa izoformáival. N-

terminálisan elhelyezked  zölden fluoreszkáló proteint (GFP) kódoló DNS-t építettünk a 

hörcsög chHP1 és emberi HP1Hsa fehérjéket kódoló gének nyitott leolvasási keretei elé. A 

fúziós proteineket hordozó plazmid DNS-t CHO és C48-5B4 (2 emberi mesterséges 

kromoszómát hordozó kínai hörcsög sejtvonal; Csonka et al 2000) sejtekbe transzformáltuk, 

majd szelekcióval olyan stabil klónokat állítottunk el , amelyekben a konstrukciót hordozó 

DNS integrálódott a gazdasejt genomjába. C48-5B4 sejtekben a GFP-HP1 a kromoszómákon 
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a konstitutív heterokromatint fest  C-sáv mintázatának (14.a ábra) megfelel en dúsult fel: 

dönt en a mesterséges kromoszómákon (14.b ábra), a hörcsög X kromoszóma 

heterokromatikus karján és a hörcsög kromoszómák kisebb kiterjedés  heterokromatikus 

régióiban halmozódott fel (14. b,c ábrák).  

14. ábra: A GFP-HP1  lokalizációja CHO és C48-5B4 kromoszómákon. A: C48-5B4 kromoszómák 

C-sáv festése. B: GFP-HP1
Hs

 lokalizációja C48-5B4 kromoszómákon. C: GFP-chHP1
lokalizációja CHO kromoszómákon. A mesterséges kromoszómákat nyílhegyek, a hörcsög X 
kromoszómákat dupla nyílhegyek jelzik. 

Bár a HP1 izoformák lokalizációját nem befolyásolta, hogy N- vagy C-terminális 

végükre klónoztuk a riporterfehérjét, megvizsgáltuk azt is, hogy maga a riporterfehérje 
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jelenléte módosítja-e a HP1 eloszlását a kromatinban. A kísérletben monoklonális ellenanyag 

(jellemzése a következ , Kínai hörcsög anti-HP1  monoklonális ellenanyag cím fejezetben) 

segítségével követtük nyomon a HP1 alfa izoformájának elhelyezkedését C23-Z41 sejtekben. 

Mind a sejtmagi, mind pedig a kromoszómális HP1  eloszlása hasonló eredményt adott a 

fluoreszcens proteinekkel megfigyelt lokalizációhoz (15. ábra), ami azt jelenti, hogy sem a 

fúziós partner jelenléte, sem pedig a túltermelés nem módosítja alapvet en a HP1 eloszlását.

15. ábra: A C23-Z41-es sejtvonal interfázisos magjainak és mitotikus kromoszómáinak immunfestése 
anti-HP1  monoklonális ellenanyaggal és FITC-konjugált másodlagos ellenanyaggal (zöld). A DNS-t 
DAPI-val festettük meg (kék). A mesterséges kromoszómát nyílhegy, a hörcsög X kromoszómát dupla 
nyílhegy jelzi.  
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Kínai hörcsög anti-HP1  monoklonális ellenanyag

A rekombináns HP1 alfa fehérjét invázin bakteriális fehérjével fúzióban prokarióta 

expressziós rendszerben (pET28 vector) „His-tag”-gel jelöltük meg és expresszáltattuk. Az 

invázin a Yersinia baktériumok küls  sejthártyájába ágyazódó fehérje, kísérleteinkben a HP1

fúziós partnereként abban volt szerepe, hogy fokozza a kis méret , konzervált szekvenciájú 

HP1  elleni immunreakciót az egerekben.

16. ábra: Az anti-HP1  monoklonális ellenanyag Western blot analízise. A: Az 5-20%-os SDS 
poliakrilamid grádiens gélen szétválasztott teljes sejt fehérje kivonatok Coomassie festése. B: Western 
blot analízis a moklonális antiHP1  hibridóma felülúszójával teljes sejt fehérje kivonatokon. M: 
fehérje molekulatömeg marker; 1-es sávok: CHO-K20 sejt (kínai hörcsög); 2-es sávok: emberi 
limfocita; 3-as sávok: LMTK- egér sejt; 4-es sávok: GFP-HP1  fúziós fehérjét kifejez  CHO-K20 
sejtvonal.



57

Az ellenanyagot termel  hibridóma klónokat az Anyagok és módszerek fejezetben 

ismertetett eljárással állítottunk el . Az ellenanyag specificitását Western blot kísérletekben 

ellen riztük CHO-K20 (kínai hörcsög), GFP-HP1  fúziós fehérjét expresszáló CHO-K20, 

emberi limfocita sejtek és LMTK- (egér) sejtek teljes-sejt fehérjekivonatain (16. ábra).

A kínai hörcsög HP1 gén genomikus szekvenciájának azonosítása 

 Az emberi HP1Hs -t kódoló régiót hordozó DNS próba alkalmazásával 2 fágklónt 

azonosítottunk egy genomikus lambda fág könyvtárból plakkhibridizációval. A könyvtárból 

körülbelül 250 000 fágot vizsgáltunk át, amely a kínai hörcsög teljes genomját nagyjából 

egyszeresen reprezentálta. Az azonosított fágok által hordozott DNS fragmentumokat 

restrikciós endonukleázokkal végzett hasítás alapján térképeztük, átfed  szubklón-sorozatokat 

készítettünk bel lük és meghatároztuk bázissorendjüket. Az egyszeri szekvenálás számára 

hosszúnak bizonyuló szubfragmentek ismert bázissorrendjére primereket terveztünk, majd 

ezek felhasználásával addig folytattuk a szekvenálást és újabb folytatólagos primerek 

tervezését, míg az adott fragmentet teljesen átfed  szekvenciát kaptunk (primer walking). A 

fágok által hordozott DNS-ek bázissorrendjének analízise azt mutatta, hogy az egyik közülük 

(phg53) a HP1  mRNS-ének els  átírt exonját hordozza (exon 2 a jele, mivel az els  exonról 

nincs fehérjeátírás), míg a másik fág (phg24) az utolsó átírt exont (exon 5) hordozza (17. 

ábra). A második és harmadik átírt exonokat (exon 3 és exon 4, 17. ábra) hordozó fágok 

azonosításához további DNS próbákat állítottunk el :

 - próba1: PCR segítségével sokszorosítottuk a phg53 (a HP1  transzkripciójának 

iránya szerinti) utolsó 2,7 kb-os szakaszát; 
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 - próba2: izoláltuk a phg24 (a HP1  transzkripciójának iránya szerinti) els  1,5 kb-os 

fragmentjét; 

 - próba3: primereket terveztünk az emberi HP1  cDNS harmadik és negyedik 

exonjára, majd ezekkel a primerekkel exon 3-4 specifikus próbát sokszorosítottunk egy erre 

alkalmas emberi cDNS könyvtárból (17. ábra).  

17. ábra: A chHP1  gén szekezete és genomikus szekvenciákat hordozó a phg53 és phg24 fágok 
inszertjeinek viszonylagos pozíciója. A piros négyzetek az exonokat jelzik, a nyíl mutatja az átírás 
kezd pontját. A négyzettekkel jelzett szekvenciaszakaszok az ábrán nem méretarányosak. B vebb 
magyarázat a szövegben olvasható.

A próbáink felhasználásával a genomikus fágkönyvtárból 11 újabb fágklónt 

azonosítottunk.

A fágok által hordozott DNS bázissorrendjét részlegesen meghatároztuk a fágkarokról 

induló primerekkel, továbbá Southern blot hibridizációban analizáltuk ket a fágkönyvtár 

vizsgálatához felhasznált próbák segítégével. További vizsgálat céljából azokat a klónokat 

választottuk ki, amelyek a Southern hibridizáció alapján hordozták az exon 3-4-es kódoló 

régiót, másrészt pedig a részleges bázissorrend meghatározásukból származó adatok alapján a 
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legkisebb átfedést mutatták a már meglev  genomikus szekvenciáinkkal. A továbbiakban tehát 

csak azokat a fágklónokat vizsgáltuk tovább (phg1 és phg73, 18. ábra), amelyek a legnagyobb 

átfedést adták a hiányzó genomikus szakaszok irányába. A phg1 és phg73 által hordozott DNS 

fragmentumokat restrikciós endonukleázokkal végzett hasítás alapján térképeztük, átfed

szubklónsorozatokat készítettünk velük, majd primer walking segítségével megállapítottuk 

bázissorrendjüket.

 A genomikus szekvencia 5’ végének irányába (az exon1 felé) többszöri kísérlet után 

sem tudtunk továbblépni a már meglev  phg53-as fág szekvenciája alapján tervezett 

hibridizációs próbák segítségével, mert a fágnak ezen része nagy mértékben ismétl d ,

szatellita szekvenciákat tartalmazott, aminek következtében újra és újra a HP1 genomikus 

régiójától teljesen független szekvenciájú fágklónokat azonosítottunk. Mivel a genomikus 

szekvenciából 5’ irányban csupán az exon1 rövidke (109 bp), GC-gazdag szekvenciadarabját 

ismertük, ennek a segítségével kíséreltük meg a továbbhaladást. A chHP1  cDNS-ének 

szekvenciája alapján tervezett primerek segítségével sokszorosítottuk az exon 1-nek megfelel

DNS szakaszt, majd e próba segítségével plakkhibridizációval vizsgáltuk a hörcsög 

genomikus fágkönyvtárat. A genomot körölbelül 2,5-szer reprezentáló fágok vizsgálata során 

5 új fágklónt azonosítottunk (phgE1, E3, E4, E5, E6) (18. ábra). A fágok inszertjeinek 

bázissorrendjét részlegesen meghatároztuk a fágkarokról induló primerekkel, a további 

vizsgálatokban pedig azt az egyetlen fágklónt használtuk fel (phgE6), amelynek szekvenciája 

átfedést mutatott a már ismert DNS-ekb l összeépített folyamatosan genomikus szakasszal. A 

phgE6 DNS-ét restrikciós enzimek hasítási mintázata alapján térképeztük, inszertjére átfed

szubfragmentsorozatokat készítettünk, majd primer walking stratégiával meghatároztuk 

bázissorrendjét. A chHP1  gén bázissorrendjéb l az átfed  fágok szekvenciáinak 

összeillesztése során 43 845 bp-t határoztunk meg (GenBank Acc.No.:AY550262).  
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A hörcsög, emberi és egér HP1  gének és az azokat hordozó cDNS-ük összevetése azt 

mutatta, hogy a chHP1  gén alapvet  szerkezete megegyezik a már ismert eml sfajok 

homológjaival: exonjainak és intronjainak száma megegyezik az emberi és egér homológok 

exonjainak és intronjainak számával (18. ábra). Az intronok 5’ végein megfigyeltük a GT, 3’ 

végeiken az AG szekvenciák konzervativizmusát, ami megfelel a hirviv  RNS érésben leírt 

általános szabályszer ségeknek (Harvey Lodish et al., 2000). 

18. ábra: A chHP1  gén szekezete és a genomikus szekvenciákat hordozó fágok inszertjeinek 
viszonylagos pozíciója. A piros négyzetek az exonokat jelzik, a nyíl mutatja az átírás kezd pontját. 
Kék négyszögekkel jelöltük a mindhárom eml sfajban konzervatív HP1 intronszekvenciák 
hozzávet leges helyzetét. A négyzettekkel jelzett szekvenciaszakaszok az ábrán nem méretarányosak. 
Az ábra nem tünteti fel a vizsgálataink során azonosított összes fágklónt. 
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Az els  exonról nincs fehérjeátírás, a transzláció a második exonban kezd dik. Az 

intronok mérete és szekvenciája nem mutatott hasonlóságot a három eml sben. Jól ismert és 

jellemzett szatellita és egyéb moderáltan ismétl d  szekvenciákon kívül, három olyan 

szekvenciaszakaszt találtunk, amelyek nagyobb (85-88%) azonosságot mutattak mindhárom 

fajban (a chHP1  genomikus szekvencián ezek a 6 326-6 626 bp-os és az 21 405-23 310 bp-

os régiók (intron 1) és a 36 740-37 210 bp-os régió (intron 3).

A kínai hörcsög HP1  gén kromoszómális térképezése FISH-el 

 A chHP1  gén kromoszómális térképezését fluoreszcens in situ hibridizációval 

végeztük tenyésztett fibroblaszt (CHO-K20) és kínai hörcsög lépéb l származó limfocita 

sejteken. A próba a genomikus szekvenciákat hordozó fágok (phg24, phg53, phg73, phg1, 

phg53, phgE6, és phgE3) DNS-einek keveréke volt. A chHP1  genomikus lókusza a 2-es 

kromoszóma rövid karjára, a másodlagos bef z dést l disztálisan, a rövid kar utolsó 

harmadára térképez dött. A 2-es kromoszóma rövid karját a csoportunkban korábban leírt, a 

rövid kar pericentromerikus régójára specifikus HUCAFF 170-es szatellita próbával (Fatyol et 

al., 1994) azonosítottuk (19. a-f ábra).
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19. ábra: A chHP1  gén fluoreszcens in situ hibridizációs (FISH) térképezése kínai hörcsög 
kromoszómákon. A: FISH hörcsög lép limfociták metafázisos kromoszómáin. A genomikus 
szekvenciát hordozó fágok DNS-ének keverékét biotinnal jelöltük (zöld); a kromoszómákat 4’,6-
diamidino-2-phenylindole (DAPI)-val festettük. B: DAPI-val festett hörcsög lép limfocita 
kromoszómák. C: FISH CHO-K20 sejtek kromoszómáin a genomikus szekvenciát hordozó fágok 
DNS-ének keverékével (zöld). A kromoszómákat DAPI-val festettük. D: DAPI-val festett CHO-K20 
sejtek kromoszómái. E: Két szín  FISH hörcsög 2-es kromoszómákon biotinnal jelölt 2-es 
kromoszómaspecifikus szatellita DNS próbával (HUCAFF 170 szatellita) (zöld jel) és digoxigenin 
(DIG)-jelölt chHP1  specifikus DNS próbával (piros jel). F: DAPI-val festett hörcsög 2-es 
kromoszóma. A nyíl a másodlagos bef z dést jelzi a kettes kromoszóma rövid karjának utolsó 
harmadában.  
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Eredmények tárgyalása 

A kínai hörcsög HP1 izoformái

A HP1 izoformái nem-hiszton típusú kromoszómális fehérjék, melyek alapvet

szerepet játszanak a heterokromatin felépítésében. Dolgozatom arra kereste 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 HP1Hs  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 (Eissenberg, 

2001; Nielsen et al., 2002b). Annak érdekében hogy megtudhassuk, hogy a hörcsög 

izoformákban talált csekély számú aminosavkülönbségek okozhatnak e különbséget a 

lokalizációjukban, megvizsgáltuk az izoformák sejten belüli eloszlását natív kromoszóma és 

sejtmagi preparátumokon (a részletek kés bb olvashatók). A cDNS-ek szekvenciáinak 

konzerváltsága nem korlátozódott a kódoló régiókra, az alfa izoforma esetében mind az 5’ 

mind a 3’ nem átírt régió (UTR) nagyfokú hasonlóságot mutatott. A béta izoforma esetében a 

start kodont megel z  30 bp-os szakasz szinte azonos volt minhárom fajban. A hörcsög és 
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emberi HP1  3’ UTR szekvenciák bizonyos szakaszai nagy mértékben hasonlóak, az egér 

HP1  3’ UTR bázissorendje azonban ezekt l mind hosszúságában, mind szekvenciájában 

különbözik. Er sen konzervatív szekvenciaszakaszokat a gamma izoforma 3’ UTR-ben is 

megfigyeltünk. A cDNS szekvenciák hasonlósága nem terjed ki a cDNS-ek teljes hosszára, 

mind az 5’, mind pedig a 3’ UTR-ben bizonyos szakaszok mutatnak konzervativizmust, míg 

más szekvenciarészek egyediek. Az a tény, hogy bizonyos szekvenciák mindhárom fajban 

megtalálhatóak valamilyen funkcionális szerepre utal, ezeket a funkciókat azoban nem 

ismerjük. A különböz  izoformák nem átírt régiói nem hasonlítanak egymáshoz, ami arra 

utalhat, hogy az egyes izoformák más más transzlációs szabályozás alatt állnak.  

A kínai hörcsög HP1  génje

A HP1  génjének alapvet  szerkezete megegyezett 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, mint azt más fehérje esetében 

már leírták (Gottgens et al., 2002). Bár sem az intronok mérete, sem azok szekvenciái nem 

voltak 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 konzervativizmusuk azonban arra utal, hogy valamilyen funkciójuk lehet, 

transzkripciós enhanszer vagy egyéb transzkripciós szabályozó szereppel bírhatnak.  

A 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 
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azonos citológiai lokalizáltságúak. In situ hibridizációval kimutatható, eltér  lokalizáltságú 

pszeudogéneket nem találtunk a hörcsög genomban.  

A kínai hörcsög HP1 izoformák lokalizációja  

Az eml sök sejtjeiben a HP1  a konstitutív heterokromatinnal asszociált: a 

kromoszómák centromerikus és pericentromerikus régióiban figyelték meg (Horsley et al., 

1996; Minc et al., 1999; Yamada et al., 1999; Minc et al., 2001). A HP1  és HP1  izoformák 

lokalizációja metafázisos kromoszómákon már ellentmondásosabb: a HP1 -ról korábban 

kimutatták, hogy az egérkromoszómák centromerikus és pericentromerikus régióiban 

lokalizálódik (Nicol and Jeppesen, 1994; Wreggett et al., 1994; Furuta et al., 1997); Saffery és 

munkatársai. azonban csak néhány, de nem az összes metafázisos kromoszómán tudták 

detektálni (Saffery et al., 1999). A HP1ß és HP1  esetében a lokalizáció vizsgálatát nagyban 

megnehezíti az epitop N-terminális maszkolása, ami azt jelenti, hogy a HP1 N-terminálisát 

felismer  ellenanyagok számára a heterokromatinba ágyazott epitop csak igen korlátozott 

mértékben hozzáférhet  (Saunders et al., 1993; Nicol and Jeppesen, 1994; Furuta et al., 1997; 

Minc et al., 2000). Emiatt számos kísérleti ellentmondás született: Horsley és munkatársai 

szerint az M32 (az egér HP1 ) nincs a kromoszómák heterokromatikus régióiban (Horsley et 

al., 1996), míg mások megfigyelték a feldúsulását mind az eukromatinban, mind pedig a 

heterokromatinban egér és emberi sejtekben is (Minc et al., 2000; Minc et al., 2001).

A kromatinfehérjék immunlokalizációját a metafázisos kromoszómákon nemcsak az 

N-terminálisos maszkolás befolyásolja, hanem a kísérleti körülmények is: azok a 

körülmények, amelyek hozzáférhet vé teszik a kromatinfehérjéket az ellenanyagok számára 

szétzilálják a kromatin szerkezetét, olyan körülmények viszont, amelyek meg rzik a 

struktúrát, az ellenanyag számára hozzáférhetetlenné teszik az epitopot (Minc et al. 2001). Az 
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immunfestésben használt rögzít szerek (formaldehid, paraformaldehid, glutáraldehid) 

megváltoztathatják a vizsgált fehérje epitopjának szerkezetét (Minc et al., 2001).

A lokalizációs vizsgálatokhoz fúzionált fluoreszcens riporterfehérjéket is alkalmaztak, 

de ennek ellenére is születtek ellentmondásos kísérleti adatok: Sugimoto és munkatársai GFP-

hez fúzionált HP1  és HP1  fehérjéket nem találtak az emberi kromoszómák centromerikus 

régióiban (Sugimoto et al., 2001), ugyanakkor GFP-vel készült fúziós riporterfehérjék 

segítségével mások azt mutatták ki, hogy a HP1  mind az eukromatinban mind pedig a 

heterokromatinban lokalizálódik (Minc et al., 2000). HP1ß és HP1  izoformákat sárgán 

fluoreszkáló proteinhez hozzákapcsolva csak gyengén vagy egyáltalán nem tudtak kimutatni 

az emberi kromoszómák centromerjében. A HP1  izoforma lokalizációját vizsgálták vörös 

fluoreszcens (DsRed) riporterfehérjével is, az ektópikusan expresszált fúziós fehérje a 

immunlokalizációhoz hasonlóan a heterokromatinban halmozódott fel egér és indiai 

muntyákszarvas sejtekben (Sugimoto et al., 2001).  

Kísérleteinkben a HP1 izoformák lokalizációjának vizsgálatához mi is GFP-HP1 és 

HP1-DsRed fúziós riporterfehérjéket alkalmaztunk, a riporterfehérjékkel 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. Mivel mindhárom izoforma 
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lokalizációját azonos kísérleti körülmények között, azonos riporterfehérjék segítségével, 

azonos sejttípusokon vizsgáltuk, ezáltal 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 heterokromatikus régiókban lokalizálódott 

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. 

A fentebb leírt N-terminális maszkolás jelenség arra utalhat, hogy a HP1 izoformák N-

terminális végüknél fogva (a „chromodomain” fel l) ágyazódnak a zárt szerkezet

heterochromatinba, C-terminális végük a zárt struktúrából kifele, az ellenanyagok számára 

könnyebben hozzáférhet  módon helyezkedik el. 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 kromoszómapreparátumokon, 

azaz a fúziós partner HP1-hez viszonyított pozíciója nem befályosolta a heterokromatikus 

lokalizációt.  

Er s, virális promóterekr l történ  expresszió esetén a rekombináns fehérjék 

mennyisége jelent s mértékben meghaladhatja a sejten belüli, szabályozott fehérjeszintet. A 

feleslegben lev  fehérjék ektópikus helyekre köt dhetnek, de széls séges esetben a normális 

szintet meghaladó mennyiség  fehérjékt l a sejtek aggregátumok képzésével szabadulhatnak 

meg. Monoklonális elleneanyag segítségével ellen riztük, hogy az er s virális promóterr l

termel d  chHP1  izoforma lokalizációs mintázata megegyezik az endogén, szabályozott 
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módon termel d  fehérje sejten belüli eloszlásával. Az ellenanyag kevésbé festette meg a 

kromoszómák eukromatikus régióit mint ahogyan azt a fluoreszcens fehérjékkel megfigyeltük, 

ez a különbség azonban a kétféle kísérlet detektálási sajátságaival magyarázható: direkt 

immunfluoreszcencia esetében (fúzionált riporterfehérjékkel végzett vizsgálat) a jelölt 

fluoreszcens proteint közvetlenül detektáljuk, ebben az esetben a kromatinban köt d  fehérje 

mennyisége lineárisan arányos a mikroszkópban megfigyelt jel nagyságával, indirekt 

immunfluoreszcencia esetében azonban az els dleges ellenanyaghoz több másodlagos 

(fluoreszcens festékkel kapcsolt) ellenanyaggal is köt dhet, a jel er sítése nagyobb mérték  a 

líneárisnál. A kísérlet egyben azt is bizonyítja, hogy a HP1-hez fúzinált riporterfehérjék nem 

akadályozzák a megfelel  kromoszómális eloszlást/ lokalizációt. 

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 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 
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egységeinek hosszát (Ouspenski and Brinkley, 1993; Fatyol et al., 1994; Faravelli et al., 

1998). A rövid, tandem repetitív szekvenciákból felépül  humán és egér szatellita DNS alapú 

mesterséges kromoszómák hörcsögsejtekben heterokromatikusak. Mindezek alapján 

valószín , hogy a hörcsög sejtekban 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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Összefoglalás 

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 eukromatikus és eltér en 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 csekély. A kromoszómák heterokromatinját 

két csoportra oszthatjuk a kromatinszerkezet molekuláris felépítése és a sejtciklus bizonyos 

szakaszaiban és bizonyos specializálódott szövetekben való megjelenése alapján: konstitutív 

és fakultatív heterokromatinra. A fakultatív heterokromatin a sejtek egy életszakaszában 

epigenetikus hatásokra kialakuló represszív kromatinrégió, ma még nem pontosan tisztázott, 

hogy milyen szerkezeti vonásaiban különbözik a konstitutív heterokromatintól. A konstitutív 

heterokromatin a sejtek egész életciklusa során megfigyelhet , még az interfázisos magokban 

is, kialakításáért els sorban az evolúciósan konzervált heterokromatin protein 1 (HP1) a 

felel s.

A HP1 fehérjecsalád tagjai kisméret  proteinek, három (alfa, béta és gamma) 

izoformával rendelkeznek. Az egyes izoformák különböznek egymástól lokalizációs 

mintázatukban, funkcióik vélhet leg részben átfed ek, részben specifikusak. Konstitutív 

heterokromatint megfigyelhetünk a legtöbb eml sfaj kromoszómáinak pericentromerikus 

régióiban. Egy ritka kivétel a kínai hörcsög, amelynek kromoszómáin nincs citológiai 

értelemben vett kiterjedt konstitutív heterokromatin. Ez az egyik oka annak, hogy a kínai 

hörcsög sejtvonalak fontos szerepet töltenek be a mesterséges kromoszóma technológiában: a 
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hörcsög sejtekben az er sen heterokromatikus szatellit DNS alapú mesterséges kromoszómák 

egyszer  citológia módszerekkel nyomon követhet k.

Vizsgálatainkban arra kerestük a választ, hogy a kínai hörcsög sejtekben megfigyelt 

csekély mérték  heterokromatinizációnak lehet e az oka a HP1 hiánya? Megtalálhatók e a HP1 

izoformái a hörcsög sejtekben, szerepet játszanak-e a szatellit DNS alapú mesterséges 

kromoszómákon kialakuló heterokromatin felépítésében, vagy esetleg más fehérje helyettesíti 

ket?  

Kimutattuk, hogy a HP1 mindhárom izoformája megtalálható a kínai hörcsögben. A 

HP1 izoformáinak aminosavsorrendje alig különbözik az eddig ismert eml s (egér és emberi) 

HP1 proteinek aminosavsorrendjét l. Az eltér  aminosavak a funkció szempontjából nem 

lényeges, nem konzervatív poziciókban vannak.

Elvégeztük a fehérjeizoformák fúziós riporterfehérjék segítségével történ  lokalizációs 

vizsgálatát natív kromoszóma preparátumokon. Vizsgálataink alapján megállapítottuk, hogy a 

kínai hörcsög sejtekben a HP1 fehérjék éppúgy felhalmozódnak a szatellit DNS alapú 

mesterséges kromoszómákon kialakuló heterokromatinban mint más magasabbrend

eukarióták kromoszómáin a pericentromerikus régiókban, vagyis a hörcsög HP1 izoformái 

részt vesznek a konstitutív heterokromatin felépítésében. A fluoreszcens riporterfehérjékkel 

végzett vizsgálataink eredményeit meger sítettük a sejten belül, természetes módon termel d

fehérjék elleanyaggal történ  festésével. 

Izoláltuk a kínai hörcsög HP1 alfa izoformájának génjét, meghatároztuk bázissorendjét 

és tenyésztett laboratoriumi szövetkultúrákból valamint él  állatból származó sejtek kettes 

kromoszómáinak rövid karjára térképeztük.  

Kísérleteink eredményei bizonyítják, hogy a kínai hörcsögben megvannak a konstitutív 

heterokromatin kialakításához szükséges fehérjekomponensek, a konstitutív heterokromatin 
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hiányának oka a hörcsög kromoszómákról nem a HP1 hiánya vagy speciális 

aminosavösszetétele, hanem vélhet en a hörcsögkromoszómák sajátos szatellit DNS tartalma. 

A doktori értekezés a „Cloning, characterization and localization of Chinese hamster 

HP1 isoforms” cim  közlemény alapján készült (Szakal et al., 2004). 
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Summary

In the nucleus of eukaryotic cells, the DNA interacts with a large number of proteins, 

and forms a tightly-packed DNA-protein complex called chromatin. During cell divisions the 

genetic material is further compacted, which results in the formation of chromosomes. The 

degree of DNA packaging is diverse along the chromosomes, the genome is organized into 

euchromatic and heterochromatic regions and give rise to distinct functional domains. 

Heterochromatin is the most condensed region of the genome that intensively stained 

throughout the cell cycle. The majority of the expressed genes are in the euchromatic regions; 

in the heterochromatin, the number of transcriptionally active genes is very low due to the 

tightly packed structure of the chromatin. There are two functionally distinct forms of 

heterochromatin. The facultative heterochromatin is condensed and inactive in only certain 

developmental stages, due to epigenetic modifications. The constitutive heterochromatin 

remains condensed and inactive throughout the life cycle of the cells on both members of the 

homolog chromosome pairs. The structural attributes characterizing the facultative or the 

constitutive heterochromatin are not yet completely known. The main protein component of 

the constitutive heterochromatin is HP1 (heterochromatin protein 1), which is a highly 

conserved protein, in the eukaryotes. 

There are three isoforms of HP1, in all eukaryotic species studied so far. The isoforms 

exhibit different localization patterns along the chromosomes, and presumably have both 

redundant and specific functions. 

There are large constitutive heterochromatic blocks in the chromosomes of most 

mammals. Chinese hamster is one of the few mammalian species that are characterized by the 

relatively poor heterochromatin content. This is one of the reasons why hamster cell lines are 
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important in the artificial chromosome technology; in these cells, the highly heterochromatic 

satellite DNA based artificial chromosomes (SATAC) may be easily examined by simple 

cytological techniques. It was intriguing to test whether or not the lack of large blocks of 

heterochromatin in the hamster chromosomes could be correlated with the absence or species-

specific alterations of the HP1 proteins, the main structural components of heterochromatin. 

Furthermore, it was important to test whether the heterochromatic nature of SATACs in 

Chinese hamster cells is due to other hamster-specific heterochromatin-binding proteins 

substituting HP1. To answer all these questions we attampted the isolation, identification and 

characterization of HP1 proteins from Chinese hamster. 

All three known HP1 isoforms have been identified in hamster. High degree of 

sequence conservation was observed in the amino acid sequences of the hamster isoforms 

compared with the known mammalian (human and mouse) orthologues. Divergent amino 

acids were found only outside of the functionally significant, highly conserved positions. 

Using fluorescent reporter-proteins fused to HP1 we have established the localization 

of the HP1 isoforms on native chromosome preparations. We have found, that all three HP1 

isoforms were enriched on the heterochromatic SATACs, similarly to the preferred 

localization of HP1 proteins in the pericentric regions of other higher eukaryotic 

chromosomes. These results have been confirmed by indirect immunofluorescent studies using 

HP1-specific monoclonal antibody. We have demonstrated that all three HP1 isoforms 

contribute to the chromatin structure in a similar way as was described for the mouse and 

human orthologues. 

The genomic copy of the hamster HP1 alpha gene was also cloned, sequenced. The 

hamster HP1 alpha gene was mapped to the short arm of hamster chromosome 2 by 

fluorescence in situ hybridization (FISH) 
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Our results demonstrate that all three isoforms of HP1, which required for 

heterochromatin formation are present in hamster cells. The limited amount of constitutive 

heterochromatin of the Chinese hamster chromosomes, may probably be attributed to the 

unusual structure of the satellite DNAs of the hamster genome rather than to the lack of HP1 

proteins.
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Függelék

Név Él lény Méret (aminosav szám) Referencia 

            
Swi6p S. pombe 328 (Lorentz et al., 1994) 

Hhp1p T. thermophila   184 (Huang et al., 1999) 

pchet1 P. citri 173 (Epstein et al., 1992) 

pchet2 P. citri 194 (Epstein et al., 1992)  

HP1a D. melanogaster 206 (James and Elgin, 1986)  

HP1b D. melanogaster 240 (Adams et al., 2000; Smothers 
and Henikoff, 2001) 

HP1c D. melanogaster 237 (Adams et al., 2000; Smothers 
and Henikoff, 2001) 

DvH P1 D. virilis 213 (Clark and Elgin, 1992) 

emblCAB07241 C. elegans 175 (a) 

gi/3702834 C. elegans 184 (a) 

Xhp1 X. laevis 141 (Platero et al., 1998) 

Xhp1 X. laevis 171 (Platero et al., 1998) 

CHCB1 G. gallus 185 (Yamaguchi et al., 1998) 

CHCB2 G. gallus 174 (Yamaguchi et al., 1998) 

mHP1 M. musculus 191 (Le Douarin et al., 1996) 

M31; MoMOD1 M. musculus 185 (Singh et al., 1991) 

M32; MoMOD2 M. musculus 173 (Singh et al., 1991) 

HP1hs H. sapiens 191 (Saunders et al., 1993) 

HP1hs H. sapiens 185 (Singh et al., 1991) 

HP1hs H. sapiens 173 (Ye and Worman, 1996) 

          

(a) GenBank database.    

2. táblázat: A HP1 ismert homológjai. 



77

Fehérje Él lény HP1 variáns Módszer 
HP1
domén

Hivatkozások 

Transzkripciós reguláció/kromatin szerkezetet módosító fehérjék 

  H1 Drosophila HP1 rPD nd
(Nielsen et al., 
2001a) 

  HP1-BP74 
H1-like 

Egér mHP1 Y2H, FW, rPD 
Hinge 
region 

(Le Douarin et 
al., 1996; 
Nielsen et al., 
2001a) 

  H3 Egér
mHP1 , M31, 
M32

FW, rPD, exIP CD

(Polioudaki et 
al., 2001; 
Nielsen et al., 
2001a) 

  H3 Drosophila HP1 rPD nd
(Nielsen et al., 
2001a) 

  Methylated 
K9 of H3 

S. pombe Swi6 rPD, ChIP CD

(Bannister et al., 
2001;
Nakayama et al., 
2001) 

  Methylated 
K9 of H3 

Drosophila HP1
IF, FAITC, 
NMR

CD

(Jacobs et al., 
2001; Jacobs 
and
Khorasanizadeh, 
2002) 

  Methylated 
K9 of H3 

Egér
mHP1 , M31, 
M32

rPD CD
(Lachner et al., 
2001) 

  Methylated 
K9 of H3 

Ember
HP1

Hs
HP1

Hs

HP1
Hs rPD, SPRA CD

(Bannister et al., 
2001) 

  H4 Egér M31 rPD nd
(Polioudaki et 
al., 2001) 

  H4 Drosophila HP1
In vitro cross-
linking

CSD
(Zhao et al., 
2000) 

 MacroH2A1.2* Egér M31 IF nd
(Turner et al., 
2001) 

  SUVAR3-9 Drosophila HP1 IF, Y2H, exIP CSD
(Schotta et al., 
2002) 

  Suv39h1 Egér M31 IF, exIP, SED nd

(Aagaard et al., 
1999;
Czvitkovich et 
al., 2001) 

  SUV39H1 Ember HP1
Hs IF, exIP, SED nd

(Aagaard et al., 
1999;
Czvitkovich et 
al., 2001) 
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  Suvar3-7 Drosophila HP1 IF, Y2H, exIP CSD
(Cleard et al., 
1997; Delattre et 
al., 2000) 

  KAP-1/TIF1 Ember
HP1

Hs
,

HP1
Hs

IF, rPD, exIP, 
SPRA, GFC 

CSD

(Ryan et al., 
1999; Brasher et 
al., 2000; 
Lechner et al., 
2000) 

  KAP-1/TIF1b Egér
mHP1   , M31, 
M32

IF, rPD, Y2H, 
exIP, GFC 

CSD

(Le Douarin et 
al., 1996; Ryan 
et al., 1999; 
Murzina et al., 
1999; Brasher et 
al., 2000) 

  TRF1/PIN2 Egér M31 IF nd
(Netzer et al., 
2001) 

  TAFII130 Ember
HP1

Hs
,

HP1
Hs

Y2H, transPD, 
exPD

CSD
(Vassallo and 
Tanese, 2002) 

  TIF1 Egér
mHP1 , M31, 
M32

Y2H, rPD CSD

(Le Douarin et 
al., 1996; 
Nielsen et al., 
1999) 

  mSNF2 Egér mHP1 Y2H CSD
(Le Douarin et 
al., 1996) 

  Rb Ember HP1, HP1
Hs Y2H, exPD, 

exIP, ChIP 
nd

(Williams and 
Grafi, 2000; 
Nielsen et al., 
2001b) 

  Rb Maize HP1 rPD, Y2H nd
(Williams and 
Grafi, 2000) 

  Dnmt3a Egér sejt mHP1 IF nd
(Bachman et al., 
2001) 

  Dnmt3b Egér sejt mHP1 IF nd
(Bachman et al., 
2001) 

  ATRX/HP1-
BP38

Egér mHP1 , M31 Y2H, IF CSD

(Le Douarin et 
al., 1996; 
McDowell et al., 
1999) 

  Pim-1 Ember HP1
Hs Y2H, exIP, rPD CSD

(Koike et al., 
2000) 

  CKII Drosophila HP1a
In vitro
phosphorylation

nd
(Zhao and 
Eissenberg, 
1999) 

  BRG1 Ember HP1
Hs exIP CSD

(Nielsen et al., 
2002a) 

  dAF10 Drosophila HP1a transPD CSD
(Linder et al., 
2001) 
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DNS replikáció és hibajavítás 

  CAF-1 p150 Egér mHP1 , M31 
IF, Y2H, rPD, 
GFC, NMR 

CSD
(Murzina et al., 
1999; Brasher et 
al., 2000) 

  CAF-1 p150 Ember HP1
Hs rPD CSD (Lechner et al., 

2000) 

  Ku70 Ember HP1
Hs Y2H, rPD, exIP CSD

(Song et al., 
2001) 

  BRCA-1* Ember HP1
Hs IF nd

(Maul et al., 
1998) 

  ORC1 Drosophila HP1a transIP CD, CSD 
(Pak et al., 
1997) 

  ORC2 Drosophila HP1a
IF, exPD, exIP, 
transIP 

CD, CSD 
(Pak et al., 
1997) 

  ORC3 Drosophila HP1a transIP CD, CSD 
(Pak et al., 
1997) 

  ORC4 Drosophila HP1a transIP CD, CSD 
(Pak et al., 
1997) 

  ORC5 Drosophila HP1a exIP, transIP CD, CSD 
(Pak et al., 
1997) 

  ORC6 Drosophila HP1a exIP, transIP CD, CSD 
(Pak et al., 
1997) 

  Xorc1 Xenopus 
XHP1  , 

XHP1
Y2H nd

(Pak et al., 
1997) 

  HOAP Drosophila HP1a IF, exIP nd
(Shareef et al., 
2001) 

Sejtmag felépítés (Nuclear architecture) 

  Lamin B 
receptor 

Ember
HP1

Hs
, HP1

Hs

HP1
Hs

Y2H, rPD, 
exPD, transPD, 
exIP

CSD

(Ye and 
Worman, 1996; 
Ye et al., 1997; 
Lechner et al., 
2000; Polioudaki 
et al., 2001) 

  HP1-BP84 Egér mHP1 , M31 Y2H CSD
(Le Douarin et 
al., 1996) 

  Lamin B Egér M31 BA CD
(Kourmouli et 
al., 2000) 

  LAP2 Egér M31 BA CD
(Kourmouli et 
al., 2000) 

  INCENP Ember HP1
Hs

,HP1
Hs Y2H, transPD 

Hinge 
region 

(Ainsztein et al., 
1998; Platero et 
al., 1998) 

  Nuclear 
envelope 

Egér
mHP1 , M31, 
M32

IF, BA CD
(Kourmouli et 
al., 2000) 
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Egyéb kromoszómához-köt d  fehérjék 

  Psc3 S. pombe Swi6
IF, Y2H, exPD, 
ChIP

CD+Glu-
rich

(Nonaka et al., 
2002) 

  DDP1 Drosophila HP1a IF nd
(Cortes et al., 
1999) 

  Arp4/dArp6 Drosophila HP1a IF nd
(Frankel et al., 
1997; Kato et 
al., 2001) 

  Ki-67 Ember
mHP1 , M31, 
M32

Y2H, exPD, IF CSD
(Scholzen et al., 
2002) 

  SP100B Ember
HP1

Hs
,

HP1
Hs

, HP1
Hs

IF, Y2H, rPD, 
transPD 

CSD

(Seeler et al., 
1998; Lehming 
et al., 1998; 
Lechner et al., 
2000) 

  EST 
AA153281

Egér mHP1 , M31 Y2H, rPD CSD
(Murzina et al., 
1999) 

  EST 
AA003533

Egér mHP1 , M31 Y2H, rPD CSD
(Murzina et al., 
1999) 

BA, kötés vizsgálat (binding assay); ChIP, kromatin immunprecipitáció; exIP, ko-immunprecipitáció 
extraktummal; exPD, pull-down assay extraktummal;; FAITC, fluorescens anizotrópia, izotermális 
titraciós kalorimetria; FW, far Western analízis; GFC, gel filtrációs kromatográfia; IF, 
immunfluorescens kolokalizáció; nd, nem meghatározott; rIP, koprecipitáció  rekombináns fehérjékkel; 
rPD, pull-down assay rekombináns fehérjékkel; transIP, immunprecipitáció in vitro-transzlált
fehérjével; transPD, pull-down assay in vitro transzlált fehérjével; SED, sedimentation assay (ülepítési 
vizsgálat); SPRA, surface plasmon resonance analysis; Y2H, éleszt  kett shibrid rendszer. 

3. táblázat: A HP1 izoformák interakciós partnerei. 
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