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a csoportjahoz csatlakozhattam. A szegedi Kromoszoma Csoport tagjainak tamogato
kozremiikodése nélkiil nem johetett volna 1étre az értekezés alapjaul szolgéalo kisérleti munka,
ezért koszonetemet szeretném kifejezni csoportunk valamennyi tagjanak: Dr. Cserpan
Imrének, Dr. Csonka Erikanak, Dedk Janosnénak, Ekes Csabanak, Dr. Fodor Katalinnak,
Mozesné Hollé Gyongyinek, Dr. Katona Rébertnek, Keres6 Juditnak, Novak Istvannénak, Dr.
Praznovszky Tiindének, Roézsavolgyr Martanak, Székely Sziics Kingéanak, Udvardy
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gyljtott tapasztalatdit megosztotta velem, €s hogy csoportjaval sikeresen egytiittmiikodhettiink.



Roviditések jegyzéke

bp: bazispar
cDNS: hirvivé RNS-rdl in vitro atirt DNS

chHPla, B, y: Kinai horcsog heterokromatin protein 1 alfa, béta, gamma

CHD: chromo domain

CHO: Kinai horcsog sejtvonal (Chinese Hamster ovary cell line)
CSD: chromo shadow domain

DsRed: vorosen fluoreszkald fehérje (Discosoma red)

EJ30: emberi hdlyagrakbdl szarmazd sejtvonal

FITC: Fluoreszcein-izotiocianat

GFP: z6lden fluoreszkalo fehérje

LMTK": timidin kindz minusz egér fibroblaszt sejtvonal

metH3KO9: a H3 hiszton kilencedik lizinjének metilalt allapota

NCBI: National Centre for Biotechnology Information

ORF: nyitott leolvasasi keret (open reading frame)

PCR: polimeraz lancreakcid (polimerase chain reaction)

SATAC: Szatellita DNS alapti mesterséges kromoszoma (satellite DNA based artificial
chromosome)

UTR: nem atirt régid (untranslated region)



Irodalmi attekintés

Az orokitdanyag sejtjeinkben egy koriilbeliil 2 m hosszisaga DNS fonal formajaban
van jelen. Ahhoz, hogy ez a hossz fonal elférhessen egy néhany mikrométeres atmérdji
sejtmag belsejében, koriilbelill a tizezred részére kell rovidiilnie, szorosan Ossze kell
csomagolddnia. A kromatin szervezddése és a kromoszomak kialakulasa a sejtek osztddasakor
ugy kell hogy végbemenjen, hogy kozben az orokitdanyagban tarolt genetikai informadcio
megfeleld6 modon kifejezédhessen, tovabba az osztddasok soran a DNS képes legyen a pontos
megkettdzddésre. A DNS fonal kromatinna torténd szervezddése kiillonbozo fehérjemolekulak
segitségével torténik, e folyamatok kezdeti 1épéseirdl részletes ismereteink vannak, mig a

szervezddeés késobbi 1épései egyenldre pontosan nem ismertek.

A kromatin szervezédése

A kromatin szervezddésének els6 1épése a nukleoszomdk kialakuldsa. A
nukleoszomakban a DNS szal hiszton fehérjékbol felépiilé oktamerek koré csavarodik. Az
oktamereket két-két H2A, H2B, H3 és H4-es hisztonfehérje épiti fel (Kornberg and Lorch,
1999). A hisztonfehérjék kis méretli, bazikus proteinek, amelyek egy kozépsd konzervalt
szerkezeti hiszton-fold doménbdl, tovabba egy masodlagos szerkezet nélkiili N- és C-
terminalis farki részbdl allnak (http://genome.nhgri.nih.gov/histones/). Bizonyos N-terminalis
elhelyezkedésti aminosavaik foszforildlodhatnak, acetilalédhatnak, metilalodhatnak, ADP-
ribdzilaciés vagy ubiquitin moddositasok lehetnek rajtuk. Ezeknek a posztranszlacios
modositasoknak lényeges és specifikus befolyasuk van a hisztonok és az Oket hordozo
kromatin tulajdonsdgaira: kiilonb6z6 kombinacidik alakitjdk ki a hiszton kodot, amely

szabalyozza a kromatinba 4gyazott DNS transzkripcids aktivitasat (Jenuwein and Allis, 2001).



A nukleoszomak Osszeszerelodése a DNS-en a sejtosztodas szintetikus fazisdban (S
fazis) torténik, a DNS szintézisét kovetden (Verreault, 2000; Mello and Almouzni, 2001). A
mar meglevo hisztonfehérjék az egyik vagy masik utodszalra egyenlden elosztva épiilnek ra.
A DNS minden hiszton-oktamer koriil 1.75-szeres fordulatot tesz egy 146 bp hosszusagu
szakaszon, kialakitva ezzel a nukleoszomak magi részét (core particle), melyeket atlagosan
50-60 bp hosszusagi DNS szakaszok (linker DNS) kotnek 6ssze. A komplett struktarat, a
core-partikulumot és a linker DNS-t nevezziik egyiitt nukleoszoméanak. A nukleoszoma fonal
kialakulasa jelenti a kromatin elsddleges struktarajat, amelyben a DNS hossza 7-szeres
mértékben rovidil meg (1. tablazat). Ez a 10 nm vastagsdgi fonal alacsony ionerdsségii
kortilmények kozott elektronmikroszkdppal is lathatd. A nukleoszoma fonal szerkezetét a
DNS-hez és a core-partikulumokhoz kotddve a linker hisztonok (H1-es hisztonok és
hisztonok varidbilis szerkezetliek, alacsonyabb rendt eukariotakbol hidnyozhatnak (Shen et
al., 1995) de gerincesekben jelenlétiik elegedhetetlen (Ausio, 2000). A linker hisztonok a core
hisztonokhoz hasonldéan dinamikus egyensulyban vannak, egy résziik folyamatosan cserélodik
a kromatin kiilonboz6 pontjai kozott (Misteli et al., 2000). A nukleoszémakhoz a hisztonokon
kivil egyéb fehérjék is kotddnek, a legfontosabbak ezek koziil a HMG (high mobility group)
proteinek, melyek a linker DNS-hez koétédve hajlitjdk a DNS-t. Eltéréen a H1 hisztontdl a
HMG metafazisos kromoszémakon nem maradnak kotve, az interfazisos magokban lazitjak a
kromatin szerkezetét, a transzkripcié stimuldlasaban vesznek részt (Zlatanova and van Holde,
1998).

A 10 nm-es atmérdji nukleoszoma fonal kialakulasardl részletes ismereteink vannak,
ez a szervezddési azonban szint tovabbépiil a kromatinban, ezért az elektronmikroszkopos

felvételeken leggyakrabban megfigyelt kromatinfonal vastagsdga 30 nm. Ez a szervezddés a



kromatin masodlagos struktirdja, melynek leirasara két egymassal versengd modell sziiletett.
Szélesebb korben elfogadott a szolenoid struktira modell (Finch and Klug, 1976), mely szerint
a nukleoszdma fonal egy szabalyos hélix mentén csavarodik fel ugy, hogy egy csavarulatot 6
nukleoszoszoma képez, mikdzben kdzépen a nukleoszomak egy iireget fognak kozre. A linker
hisztonok a kozépsd iireg belseje fele helyezkednek el és segitenek stabilizalni a kialakult
szerkezetet (szolenoid struktura ) (Widom, 1989; Bartolome et al., 1994). Az alternativ modell
szerint a nukleoszoma fonal nem szabélyos csavarulatokat alkot, hanem egy szabalytalan cikk-
cakk mintazat alapjan szervezddik tovabb (Woodcock et al., 1993; Leuba et al., 1994). A
szolenoid fonalak tovabbi szervezddése, azaz a kromatin harmadlagos strukturaja joval
hatasara (mely a hisztonokat eltavolitja a kromoszomakrol) halozatszer(i vazat figyeltek meg a
kromoszomak helyén, melyekrél vastagabb fonalak hurkolédnak ki (Adolph et al., 1977,
Paulson and Laemmli, 1977), ezért ugy gondoljak, hogy a 30 nm—es szolenoid fonalak egy
szilard belsd tamasztékon kromatinhurkokat (loop) képeznek (Marsden and Laemmli, 1979;
Pardoll et al., 1980; Vogelstein et al., 1980). A kromoszémaknak ezt a szilard tamasztékat
kromoszoma vaznak (scaffold, skeleton) nevezik. A scaffold jelen van az interfazisos
magokban, a mitotikus €s meiotikus kromoszomakon, specifikus fehérjéket tartalmaz (Lewis
and Laemmli, 1982; Wang, 1996; Heck, 1997; Hirano, 1998), megfesthetd eziistfestéssel
(Sumner, 2003) és immunoldgia mddszerekkel (Maeshima and Laemmli, 2003). Sokan mégis
kétségbe vonjak a szilard kromoszémavéaz létezését, mivel nem lehet megfigyelni intakt
kromoszomakon, alakja nagyon valtozékony, inkdbb egy laza halézatnak latszik, mint valodi,
elkiilondilt, 1€tez6 struktaranak, ezért ugy vélik, hogy a scaffold, kromoszémalis fehérjék nem
specifikus aggregacioja, amely a minta preparalasa soran keletkezik (Okada and Comings,

1980; Hadlaczky et al., 1981; Hadlaczky et al., 1982). Mindenesetre gy tiinik, hogy a loopok



egy kozépsd struktirabdl hurkolddnak ki és a harmadlagos szerkezet kialakulasa a kromatin
fonalak nagy tavolsagban kialakuldé  kolcsonhatdsaival van  kapcsolatban. A
kromatinszervezddés egyik végsé fazisaként a kromatinhurkok tovabbi rendezddését,
Osszetekeredését (chromosome coiling) figyelték meg novényi és ritkdbban emlds €s emberi
kromoszomakon (Ohnuki, 1965; Sumner, 1991). A folyamatot leir6 modell szerint a
kromoszomdk kondenzéicidja sordn valdszinlileg nem szabdlyosan csavarodnak fel a
kromatinhurkok, a spirdlok szorosan rendez6dnek egymas mellé, kiilonb6zdé méretiiek, ezért a
kromoszomafelcsavarodas (coil) nehezen megfigyelhetdé (Stack and Anderson, 2001). A
kromatin kromoszémakka szervezddésének masik végsd fazisa lehet a kromomérek
kialakulasa. A kromomérek olyan kromatinfonalak aggregatumai, amelyek nem rendelkeznek
egyértelmii, meghatarozott orientacioval. A kromoszdémafelcsavaroddsokhoz hasonloan ezek a
struktirdk is nehezen megfigyelhetk, leginkdbb a meiotikus pachitén kromoszémakon
fordulnak elé (Sumner, 1986). A kromomérek egybeesnek a pachitén kromoszomak G-sav
pozitiv régidival, ami arra utal hogy nem véletlenszerli aggregatumok, hanem koriilhatarolhato
kromatin/kromoszéma régidkban kialakulo, specifikus strukturdk. Sem a kromomérek
kialakulasanak mechanizmusa, sem a kialakitd faktorai nem ismertek.

A kromatin szervezddésének végeredménye a sejtek osztdédasakor lathatéva valo
kromoszoémak kialakuldsa. A kromatinnak mind az elsddleges, mind a masodlagos struktirajat
részletesen tanulmanyoztak és feltartak biokémiai, biofizikai és mikroszkdpos modszerekkel is
(Hansen, 2002), de mindezen er6feszitések ellenére a kromatin magasabb rendu
szervezddésérol, a kromatinszerkezet dinamizmusardl és a kromoszomak végso szervezodési

fazisairdl kevés ismeretiink van.



Szerkezet Hosszasag a sejtben* Atméré Pakolodas mértéke

DNS molekula 2m (2x10° um) 2 nm 1
Nukleoszéma fonal ~ 0.28 m (2.8x10° pm) 10 nm 7
Szolenoidok 0.04 m (4x10* um) 30 nm 50
Hurkok (loop) 1 mm (10° pm) 0.26 um (260 nm) 2000
Kromoszomak 200 um 2 um (2000 nm) 10 000

* Emberben ¢€s a legtobb emldsben

1. tablazat: A kromatin szervezddésének fazisai és a DNS pakolddasanak mértéke.

A heterokromatin

A kromoszémdk mentén a kromatin nem egyenletesen kondenzalddik,
megkiilonboztethetiink kevésbé Osszecsomagolodott eukromatikus €s erdsebben kondenzalt
heterokromatikus régidkat. A heterokromatint eldszor Heitz irta le 1928-ban mint a
kromatinnak azon részét, amely nem dekondenzalodik a telofazis végén, hanem ugyanolyan
kompakt szerkezeti marad az egész interfazisban, mint amilyen a profazis elején
megfigyelhetd (Heitz, 1928). A heterokromatin sokkal csomagoltabb a sejtosztddas
profazisaban mint az eukromatin (a kromatin tobbi része) (Balicek et al., 1977), ezéltal
nagyobb részét foglalja el a kromoszémak hosszanak metafazisban mint profazisban. Brown
két csoportra osztotta a heterokromatint: fakultativ és konstitutiv heterokromatinra (Brown,
1966). A fakultativ heterokromatin a sejt életének bizonyos fejlodési fazisaban kondenzalt
kromatin, kialakuldsa szovetspecifikus lehet. Képes a heterokromatikus allapotbol
visszaalakulni eukromatikus allapotba. Emldsokben a génddzis szabélyozdsa érdekében az
egyik X kromoszdma egy erdsen festddo, génkifejezddeés szempontjabol tobbé kevésbé inaktiv
strukturava, a Barr testté alakul at. A déziskompenzaciot kialakitd génaktivitds csokkenést az

inaktiv  kromoszomén a fakultativ heterokromatin  biztositja, mely a homoldg
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kromoszémaparoknak csak az egyik tagjan, vagy az apai vagy az anyai ivari kromoszéman
véletlenszertien alakul ki (Schoenherr CJ and Tilghman SM, 2000). A fakultativ
heterokromatin DNS 0Gsszetétele megegyezik eukromatikus homolog parjanak DNS
Osszetételével, tehat olyan kromoszomalis régid amelyben a génkifejezddés epigenetikus
hatasokra csokken le. Ma még nem tudjuk pontosan, hogy a konstitutiv heterokromatinra
jellemzdé oOsszes szerkezeti vonds jellemzd e ra. A fakultativ heterokromatin a szex-
kromoszomdk egyik tagjanak teljes hosszaban alakul ki, ezzel szemben a konstitutiv
heterokromatin mindkét homoldég kromoszéman, bizonyos kromoszémalis régiokban
figyelhetd meg. A konstitutiv heterokromatin specifikusan C-sav festéssel kimutathatd, amely
nem mutatja ki a fakultativ heterokromatint (Sumner, 1972; Sumner, 2003). Csaknem az
talalhatd a kromoszodmak végi (terminalis) részein, vagy az akrocentrikus kromoszémak rovid
karjan.

A konstitutiv  heterokromatin DNS  0Osszetétele alapvetden kiilonbozik az
eukromatinétol. Bar alapvetéen transzkipcidsan inaktivnak tartjdk, heterokromatinbol
szarmaz¢ atirt RNS-t talaltak novényekben (Nagl and Schmitt, 1985) és gerincesekben is
(Varley et al., 1980; Sperling et al., 1987). A konstitutiv heterokromatint dontéen sokszorosan
ismétlodoé szatellita DNS épiti fel, ami ritkdn fordul elé a kromoszémak eukromatikus
régidiban. A szatellitak ismétlodo egységeinek (repeat unit) bazisosszetétele vagy hossziusaga
nem mutat kozos vondsokat, lehetnek G+C-ben vagy A+T-ben is gazdagok, a hosszuk
valtozhat 2 bp-tdl tobb szazig vagy akar tobb ezerig (Sumner, 2003). A szatellita DNS-ek a
konstitutiv heterokromatinban szabadon felszaporodhatnak barmiféle karosito hatas nélkiil, de
nagyaranyu heterokromatikus feldasulasuk oka lehet hajlitott, masodlagos struktarajuk is

(Martinez-Balbas et al., 1990). Mas magyarazat szerint a klasszikus szatellitek ismétlodo
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egységeinek hossza gyakran megegyezik a nukleoszomak ismétlodésének hosszaval, ezaltal a
nukleoszdmak szorosan egymads utan szervezddhetnek, er6sen kondenzalt kromatinstruktarat
alakithatnak ki az ismétlddé szekvencidkon (Strauss and Varshavsky, 1984). Bizonyos
esetekben a heterokromatin nem gyakran, hanem csak kozepesen ismétlodd szekvencidkon
épil fel, de kialakulhat transzpozon szekvencidkon is (Ananiev et al., 1998; Dimitri and
Junakovic, 1999). Drosophila melanogaster-ben (ecetmuslica), novényekben és gerincesekben
egyarant kimutattdk, hogy az ismétlddd transzgének okozhatnak heterokromatinizaciot
(Henikoff, 1998; Hsieh and Fire, 2000), ennek a mechanizmusa azonban még kevéssé ismert.
Eddig nem taldltak olyan jellegzetes DNS szekvencidt amely kizardlag a konstitutiv
hetekromatinra jellemzd, a citozin metilacidja azonban egy olyan sajatossaga a DNS-nek,
amely ugy tlinik lényeges a heterokromatin kialakuldsdban. Szdmos novény és emldsfaj
szatellita DNS-e nagymértékben metilalt (Beridze, 1986) (CSHL/WUGSC/PEB Arabidopsis
sequencing Consortium 2000), a citozin demetildlasa pedig a heterokromatin
dekondenzalddasat okozza akar normalis fejlodési folyamat eredményeként kovetkezik be
(Martin et al., 1983), akar patoldgias allapot (Miniou et al., 1994), vagy 5-azacitidin hatasara
(Schmid et al., 1983). A konstitutiv heterokromatin jellemzéen a késdi S-fazisban
replikalédik, alacsony szamu meiotikus rekombinacid jellemzi (Sumner, 2003) az
eukromatinhoz mérten ellenalobb a nem specifikus (Dnaz I) és a specifikus nukledzok szdmara
(restrikcids endonukleazok) (Elgin, 1996). Mikrokokkusz nukledz kezelés segitségével a
heterokromatinba dgyazott transzgéneken (Sun et al., 2001) és a telomereken (Cryderman et
al., 1999) kimutahaté hogy a nukleoszéméak hosszl, kiterjedt szakaszokon egyenletesen
oszlanak el, azaz a heterokromatinban nukleoszoma szinten egy médositott kromatinszerkezet
jon 1étre. A konstitutiv heterokromatin a kozelébe transzlokdlodd gének mozaikos

kifejezodését okozhatja (pozicid effektus variegacid, PEV), tovabba megfigyelték élesztokben,
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ecetmuslicdban és emldsokben is, hogy megakadalyozhatja a heterokromatinba agyazodo
transzgének kifejezddését (Wallrath, 1998).

Az eu- és heterokromatin néhany biokémiai sajatossdga alapjan is elkiilonithetd
egymastdl. A transzkripcionalisan aktiv eukromatikus kromoszdémaszakaszok hisztonfehérjéi
hiperacetilaltak, az inaktiv heterokromatinban a hisztonok altaldban hipoacetilaltak (Grewal
and Elgin, 2002). Az acetilacid gyakran egylitt jelenik meg a H3-as hisztonokon
foszforilacioval, a két posztranszlaciés modifikacid egylitt valosziniileg kétkomponensi
kodként a magas szintli génkifejezddést biztositjak az eukromatinban (Jeppesen et al., 1992;
Turner et al., 1992; Braunstein et al., 1996). A heterokromatinban altalaban a H3-as hiszton
kilencedik lizinje metilalt allapotti (metH3K9) az eukromatinra a negyedik lizin metilaltsaga
(metH3K4) jellemzd (Grewal and Elgin, 2002). Bizonyos nem hiszton tipusu, kromatin
asszocialt fehérjék — pl. HP1 (heterokromatin protein 1) (James and Elgin, 1986), HP2
(heterokromatin protein 2) (Shaffer et al., 2002), ATRX (Picketts et al., 1996) - jellemzden a
heterokromatinban halmozddnak fel. A heterokromatinra jellemzdé epigenetikus kod
kialakitasat végz6 enzimek (pl. SUV39H1) szintén heterokromatikus lokalizaciojuak (Aagaard
et al., 1999).

Ma még pontosan nem ismert, hogy a konstitutiv- és fakultativ heterokromatin mely
biokémiai jellemzdi egyeznek meg és melyek kiilonbozdek. A H3 K9 metilacidja példaul
mind a konstitutiv heterokromatin mind pedig a fakultativ heterokromatin (inaktiv X
kromoszoma) kialakuldsdnak egy korai eseménye (Heard et al., 2001; Peters et al., 2002;
Boggs et al., 2002). Mindmaig nem tisztazott azonban, hogy a konstitutiv heterokromatin
kialakitasaban kulcsszerepet jatszo HP1 feldusul e az inaktiv X kromoszémakon (Grewal and
Rice, 2004). Felvetodik a kérdés tehat, hogy a fakultativ heterokromatin kialakuldsdban

esetleg mas H3 K9 koto fehérjék jatszak-e a foszerepet? A H3 kilencedik lizinje lehet mono-,
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di- és trimetilalt, valdsziniileg a kiilonboz6 mértékli metildcidkat mas mas enzimek végzik és
ezaltal kiillonb6zd kromatindoméneket hataroznak meg (Grewal and Rice, 2004). A Suv39hl
és a Suv39h2 trimetildlnak, szerepiik valoszinileg a pericentromerikus (konstitutiv)
heterokromatin kialakitdsa lehet (Rea et al., 2000; O'Carroll et al., 2000), mig a fakultativ
heterokromatinban a H3 K9 metilaciojat valdszinlleg mas (G9a, ESET/SETDBI és/vagy
EuHMT) metiltranszferazok végzik (Tachibana et al., 2001; Yang et al., 2002; Ogawa et al.,

2002).

EuHMTase GQ%a ) ESET Suv39
N/ N\ g L !

metk?  metkK? metK?

metkK? metk9 metk?

Fakultativ heterokromatin Konstitutiv heterokromatin

1. 4bra: A H3 hiszton 9-es lizinjének (H3 K9) metilacioja a heterokromatinban. A Suv39hl és a
Suv39h2 hisztonmetil-transzferazok trimetilalnak, szerepiik valosziniileg a konstitutiv heterokromatin
kialakitasadban van. A fakultativ heterokromatinban a H3 K9 metilacidjat feltehetden a G9a
hisztonmetil-transzferaz végzi, amely foként dimetilal, részben pedig monometilaz aktivitasa van. A
maradék H3 K9 monometilaciot a EuHMTasel végzi a fakultativ heterokromatinban. Az ESET
metiltranszferazok HMT aktivitasat kimutattdk in vitro, nem tisztazott azonban, hogy di- vagy
trimetilazok e in vivo. A kiilonb6z6 HMT-ok tehat kiilonb6z6 metiltranszferaz aktivitassal birnak €s
kiilonb6z6 kromatindoméneket alakitanak ki (Grewal and Rice, 2004 nyoman).

A konstitutiv heterokromatinban a HP1 alfa izoformaja a H3-as hiszton trimetilalt K9-
¢hez kapcsolddik, a mono- €s dimetilalt H3-at koté kromoszémalis fehérjéket valdsziniileg

még csak ezutan fogjak felfedezni (lehetséges jeloltek a HPIP és y izoformai, amelyek
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eloszlasa az eukromatinban hasonlé a mono- és dimetilaciéhoz (Nielsen et al., 2001a; Grewal
and Rice, 2004) (1. abra).

A heterokromatin kialakulasanak folyamata tehat a hisztonok biokémai jellemzdinek
megvaltoztatdsaval (a kromatin epigenetikus modifikaciojaval) indul. A konstitutiv

heterokromatin kialakitasaban a specialis hiszton kéd felismerésében és a kod altal meginditott

kromatinszervezddésben a heterokromatin protein 1 (HP1) jatssza a foszerepet.

A HP1 altalanos jellemzése

A HP1 egy nem-hiszton tipusti kromatinfehérje, amelyet eldszor ecetmuslicaban
azonositottak a kromoszdmakhoz erdsen kotddod fehérjék vizsgéalata sordan (James and Elgin,
1986). Monoklonalis ellenanyag segitségével kimutattdk, hogy a fehérje foként a
pericentromerikus (konstitutiv) heterokromatinban taldlhatd, izolaltdk a proteint kdodolo
cDNS-t fehérje expresszidos konyvtarbol (James and Elgin, 1986). Molekularis genetikai
vizsgalatok (Eissenberg et al., 1990; Eissenberg et al., 1992; Eissenberg and Hartnett, 1993)
feltartak, hogy a HP1 fehérjét kodold gén azonos egy mar kordbban azonositott pozicid
effektus variegéciot (PEV) szuppresszald l0kusszal 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-abnormalis fokozdja a PEV-nak, tehat géntermékének alacsony dozisa
csokkenti, magas ddzisa pedig noveli a PEV-t, amely genetikailag megerdsiti, hogy a HP1 egy
a heterokromatin felépitésében fontos szerepet jatszd szerkezeti fehérjéje. A Su(var)2-5 null
mutansok recessziv letalisok, amely azt mutatja, hogy a HP1 életfontossagu szerepet tolt be az
ecetmuslicaban. HP1 homologokat késobb szamos, az evolucid széles skalajan megtalalhato
élolényekbdl azonositottak, a hasaddélesztoktol kezdve az emberig (2. tablazat a

Fiiggelékben). Altalanos tulajdonsaguk, hogy viszonylag kis méretii (15-35 kDa), konzervalt
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fehérjék (Eissenberg and Elgin, 2000). A HPIl-nek hdrom izotipusa van, amelyeknek
aminosavszekvencidja hasonlo (Eissenberg and Elgin, 2000). (Az izotipusokat a
szakirodalomban helyteleniil izoformaknak nevezik, a dolgozatomban az ,,izotipus” szd
helyett én is az ,,izoforma” kifejezést hasznalom a nemzetko6zi szakirodalomnak megfelelden.)
Az emldsokben a HP1 izoformait (o, B és v) kiilonboz6 gének koddoljak (Jones et al., 2000).
HP1 homoldgokat munkank kezdetéig két emldsfajban irtak le: az mHPla, M31, és M32
izoformakat egérben azonositottdk (Singh et al., 1991; Le Douarin et al., 1996) melyek 98-
100%-o0s azonossagot mutattak az emberi HP1™** HP1"P és HP1"™" ortolégokkal (Singh et al.,
1991; Saunders et al., 1993; Ye and Worman, 1996; Ye et al., 1997). Az eml6s izoformak
nemcsak egymashoz hasonléak, hanem az ecetmuslica HP1 izoformakhoz (HP1 a, b, c) is

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

A HP1 szerkezete

A HPI izoformdinak két konzervalt, felépitésében és funkcidjaban is elkiilonithetd
szerkezeti eleme (domain, domén) van: a “chromo domain” (CHRmosome Organization
MOdifier névbol, CHD) (Paro and Hogness, 1991) és a szerkezetében hasonlo ,,Chromo
Shadow Domain” (CSD) (Aasland and Stewart, 1995), melyeket egy variabilisabb, flexibilis
0sszekotd régid (hinge, kapocs) valaszt el egymastdl (Ball et al., 1997; Brasher et al., 2000).
Mind a CHD mind a CSD térszerkezetét meghataroztdk nuklearis magrezonancia-
spektroszkopids (Ball et al., 1997; Brasher et al., 2000) és rontgenkrisztallografias
modszerekkel (Cowieson et al., 2000). Mindkét szerkezeti elemet harom ellentétes lefutasu

parhuzamos szalakbol all6 B red6zott lemez és egy vagy két alfa hélix struktura (a2 a CHD-

ben; al €s a2 a CSD-ben) alakit ki (2. abra).
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HP1( CHD . HP13 CSD

2. abra: A chromo-domén és a chromo-shadow-domén struktiraja. HP1p CHD: A HP13 (aa 10-78)
CHD-je 3 lapbdl allo ellentétes lefutasti B-reddzott lemezbdl és az ahhoz kapcsolddd a-hélixbol (a2)
all. A hidrofob amindsavak egy arkot formalnak (groove), amely specidlis fehérje-fehérje
kolcsonhatasok kialakitasat teszi lehetové. HP1B CSD: A HP1p (aa 104-171) CSD szerkezete hasonlo
a CHD-hez azzal a lényeges eltéréssel, hogy a CSD tartalmaz egy néhany aminosavbdl allé szakaszt,
amely egy Ujabb hélixet formal (al), amely nem talalhato meg a CHD-ben. A CSD-ben a hidroféb
arok nincs jelen, ezt a teret kitoltik a szomszédos aminosavak oldallancai. (Singh and Georgatos, 2002
nyoman.)

A B reddzott lemez egyik oldalan konzervalt, apolaris aminosavak egy hidrofob jellegii arkot
alkotnak amely viszonylag nyitott a CHD esetében, a CSD-ben azonban a szomszédos
aminosavak kitoltik ezt az tireget (2. abra). Ezek az arkok a szerkezeti elemekre specifikus
fehérje- fehérje kolcsonhatasok kialakitasat teszik lehetévé (Smothers and Henikoff, 2001)
(lasd késobb). A CSD oldatban dimerizalodik (3. a abra), mig a CHD monomer marad
ugyanilyen koriilmények kozott. A CSD-ek dimerizalddasaval egy apolaris bemélyedés alakul
ki, amely PxVxL konszenzus szekvencidji pentapeptidek bekotddését teszi lehetové (3. ab
abra, piros €s rozsaszinnel jelzett régiok). A dimerizalddasnak és az ennek kovetkeztében
kialakulé kolcsonhatdsoknak szintén kulcsszerepe van a HPI1 funkcidjdban és a

heterokromatin szervezodésében (lasd késobb).
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3. abra: A CSD dimerizacioja. A: A CSD domén sematikus szerkezete. A CSD az a2 helixen
keresztiil dimerizalodik. B: A dimer 90°-os elforgatasaval lathatova valik az az arok, amelynek szerepe
van a konszenzus PxVxL pentapeptidek megkotésében. A pentapeptid kotésében lényeges szerepet
jatszo részek pirosak, a kevésbé fontosak rézsaszinek. Azok a régidk,amelyek nem vesznek részt a
kotésben sargak és zoldek. (Singh and Georgatos, 2002 nyoman)

A kapocs régid, bar kevésbé konzervalt mint az altala 6szekotott szerkezeti elemek, C
terminalisadn tartalmaz bizonyos t6ltott aminosavakat, amelyek konzervativak. Feltételezik,
hogy ezeknek az aminosavaknak kozvetlen szerepiik van a HP1 funkcidjaban (Li et al., 2002)
és a kapocs régio tobb mint egy egyszerii 0sszekotd szekvencia. Valdszinlleg a kapocs
régioban taldlhatd szekvencidk kiilonbségei feleldsek a HP1 izoformak eltéré lokalizacios
mintazataért (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 molekuldkkal torténd
kolcsonhatasban is, aminek szintén szerepe lehet a HP1 lokalizaciojaban (Muchardt et al.,
2002).

A HP1 konzervativ szerkezeti elemei és a kapocsrégid szamtalan fehérje-fehérje
kolcsonhatast alakitanak ki egyéb fehérjékkel (3. tablazat a Fuggelékben). Ezeket a
kolcsonhatasokat és a azokban részt vevd fehérjepartnereket csoportosithatjuk funkcidjuk

alapjan, amelybdl kovetkeztethetiink a HP1 funkcidjara is.
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A HP1 funkcidja

A HP1 transzkripcios regulator

A HP1 kolesonhaté partnerei kozott szamos olyan fehérje akad, amely maga is
szerepet jatszik a transzkripcid szabalyozasaban. A SU(VAR)3-7 egy Zn-finger domén
tartalmu DNS kotd fehérje, muticidja domindns szuppresszora a PEV-nak, a fehérje
génkifelyezddésre gatld hatassal van. Kapcsolatat a HP1-el tobb mddszerrel is kimutattak
ecetmuslicaban (Cleard et al., 1997; Delattre et al., 2000). A HP1 interakcios partnereként
azonositottak traszkripciés intermedier faktorokat (TIFla és TIF1f), amelyek kapcsolatban
vannak a nukledris hormon receptorokkal. A TIF-ok represszéljak a transzkripciot, de ligand
fliggd moddon transzkripcids aktivatorok is lehetnek. A HP1 transzkripcidt befolyasolo
interakcids partnereire a Fiiggelékben, a 3.szamu tdblazatban tovabbi példak talalhatok.

A HP1 transzkripciora gyakorolt hatasa rendkiviil sokrétii, els6sorban mint
transzkripcios represszort tartjdk szamon, mivel az ecetmuslican végzett kezdeti vizsgélatok
alapjan az expressziot csokkenti a heterokromatinban, mutacioi szuppresszaljak a konstitutiv
heterokromatin pozicié effektus variegacio (PEV) hatasat (James and Elgin, 1986; James et
al., 1989; Eissenberg et al., 1990). Késobb ecetmuslicdban kimutattdk, hogy a HPI1
represszalja a gének expressziodjat eredeti eukromatikus helyiikon is (Hwang et al., 2001). Més
organizmusokban is leirtak a génkifejez0dést gatld hatasat: hasado €éleszté homologja, a SWI6
transzkripcios gatlast valosit meg az élesztd ,,mating type” kazettdin, a telomerekben és a
centromerek kornyékén is (Lorentz et al., 1994), emlésokben a HP1-nek, retinoblasztoma (Rb)
és SU(VAR) fehérjékkel egyiitt a cycline E promoterén egyértelmiien a génkifejezddést gatlo

hatdsa van (Nielsen et al., 2001b). Ha a HP1 a gének promoterének kozelébe kotddik akkor
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csokkentheti azoknak a transzgéneknek az expresszidjat, amelyek nem a centrikus
heterokromatin kozelében taldlhatok (Vassallo and Tanese, 2002). Ez a gatlé hatds azonban
nem jelentkezik, ha a HP1 kik6todése 2 kb-nal tdvolabb torténik a transzgéntol (van, V et al.,
2000), ami arra utalhat, hogy a HP1 nemcsak egész domének szabalyozéasat végzi, hanem
rovid kromoszomalis régiok, egyes gének expresszidjat is befolyasolhatja (Li et al., 2002). A
centromerikus heterokromatin kozelébe inszertalddott transzgének kifejezodését a HP1 ugy
csokkenti, hogy szabalyosabb nukleoszoma elrendezddést, tomorebb szerkezetet hoz létre
rajtuk, ezaltal a transzgének promoterei sokkal kevésbé hozzaférhetdek a transzkripcids
faktorok (kisérleti rendszerekben a nukleazok) szaméra az eukromatinban inszertalddott
transzgénekéhez képest (Cryderman et al.,, 1998; Cryderman et al., 1999). A HPI a
centromerikus heterokromatinban zart kromatinstruktiura létrehozdsdval megakadalyozza,
hogy a transz-hato faktorok elérjék a szabdlyozo funkcidju DNS szakaszokat, hasonlo
mechanizmus altal mint ahogyan az inaktiv X kromoszomékon talalhatd gének esetében, ahol
a transzkripcids faktorok szintén hianyoznak az inaktiv génekrdl (Pfeifer and Riggs, 1991).

A HPI1 represszaldo hatdsa mellett ugyanakkor sziikséges olyan gének expresszidjahoz,
amelyek normalisan a heterokromatinban fejezddnek ki (Lu et al., 2000).

Meglepd az az 0j eredmény, mely szerint a HP1 eukromatikus helyeken nemcsak a
génkifelyezddés csendesitésében, hanem in vivo transzkripcids indukcidjukban is részt vehet
mutatja, hogy a HP1 nem egyszerlien a génkifejez0dés represszora, funkcidjat az adott
kromoszomalis régio €s kromatinkdrnyezet nagyban befolyasolja (Piacentini et al., 2003). Az
hogy a HP1 hogyan képes fokozni eukromatikus gének expresszidjat, ma még ismeretlen.
Kromatin-immunprecipitacios vizsgalatokbdl kideriilt, hogy a HP1 az indukalt gének kodold

régidjahoz, nem pedig a promoter régiojukhoz kotodik (Piacentini et al., 2003). A szerzok
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feltételezése szerint a HP1-nek valdsziniileg nem transzkripcidt indukald hatdsa van, hanem
inkabb a transzkriptumot stabilizalo és az elongacidt elosegité hatasa lehet (Piacentini et al.,

2003).

A HP1 szerepe a DNS replikacioban és a hibajavitasban

A HP1 interakciojat kimutattdk a kromatin 0Osszeszerelddését biztositd faktorral
(chromatin assembly factor 1, CAF1) amely a hisztonoknak és az ujonnan szintetizald6dé DNS
szalaknak az Osszerel0dését szabalyozza a replikacio soran (Murzina et al., 1999; Brasher et
al., 2000). A kolcsonhatas jelentosége abban lehet, hogy az adott kromoszomalis szakaszon a
replikacié soran ujonnan felépiilé kromatinrégiok a HP1 jelenléte altal megorzik a sziildi sejt
kromatinjabol epigenetikusan atoroklodd heterokromatikus szerkezetiiket.

HP1 fehérjék egytittes lokalizacidjat és erds kolcsonhatisat irtdk le ORC (origin
recognition complex) fehérjékkel is. Az ORC fehérjék (ORC 1-6) a genom replikacids
origdihoz kotddnek, azt feltételezik, hogy mind az ecetmuslicaban (Pak et al., 1997) mind a
stitdélesztdben (Gross, 2001; Gasser and Cockell, 2001) megfigyelt interakciok az jonnan
replikdlodd DNS szakaszok heterokromatikus géncsendesitésében vesznek részt. Tovabbi
példakat a HP1 replikacioban és hibajavitasban betoltott szerepére a Fiiggelékben, a 3.szamu

tablazatban lehet talalni.

A HP1 résztvesz a sejtmag és kromoszomak felépitésében

A sejtmag telofazisban torténd ujraépitésében fontos szerepet toltenek be a
sejtmaghartyaba integrans membranfehérjeként agyazodé Lamin B receptorok (LBR). Ezek a
receptorok kotik meg a sejtmag bels6 feliiletét alkotd 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 maghartyaval (Kourmouli et al., 2000) is
komplexet alkot. Mivel a sejtmag periférikus részébe kihorgonyzott heterokromatin a belsd
nukledris membranhoz és a nuklearis lamindhoz kotott, feltételezik, hogy a HP1 szerepet
jatszik e komplexek kialakitasaban, és a periférikus kromoszémarégidk transzkripcids
csendesitésében.

Elesztd kett6s hibrid rendszer segitségével bizonyitottak, hogy a HP1 kélcsdnhatasba
1ép egy centromerikus proteinnel (Inner centromere protein, INCENP), amely Gsszetevoje a
mitotikus kromoszomak centromer kornyéki kromoszomavazanak. A kolcsonhatas jelentOsége
nem ismert pontosan, de minden bizonnyal szerepet jatszik a konstitutiv centromerikus
heterokromatin kialakitasaban (Kourmouli et al., 2000).

A HP1 a telomeren mint burkoldé fehérje funkcional, sapkaként beboritja a
kromoszomak végeit, megakadalyozva ezzel a fuzidjukat. Szerepe a kromoszoémak
stabilitasanak biztositasa (Fanti et al., 1998). A HPI sejtmag- és kromoszdémafelépitésben
betoltott szerepével kapcesolatos tovabbi példakat a Fliggelékben, a 3.szamu tablazatban lehet

talalni.

A HP1 kromatin szerkezetet modosité hatasa

A hisztonok poszttranszlacios modifikacoit és a transzkripcidt befolydsolo lehetséges
szerepliket mar négy évtizede, a nukleoszomak felfedezése eldtt leirtak (ALLFREY et al.,
1964). Ma mar tudjuk, hogy a hisztonok modifikacidi dinamikusan valtoznak a fejlodés soran,
eltéroek az egyes szovetekben, specifikus enzimekkel szabalyozottak és egyéb epigenetikus
szabalyozo rendszerekkel (pl. DNS metilacio) egyiittmiikodve szabalyozzdk a kromatin
allapotat és ezen keresztiil a génexpressziot. Ez a mechanizmus biztositja, hogy a sejtek a

replikacié utdn is megérzik a differencialédéasuk soran kialakult génexpresszids mintazatukat,
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az osztddasuk utan is ,,emlékeznek” arra hogy milyen sejtek voltak. A sejtek osztodasa soran
megOrzott azonossdguk fenntartdséhoz nagyban hozzdjarulnak a kromatinszerkezet
allandésagat biztositd fehérjék. Ezt tamasztja ald az a megfigyelés is, mely szerint a
heterokromatin kialakuldsdban kulcsfontossagut metH3K9 mddositast végzd hiszton-metil-
transzferaz (a SUV39H1) és a HP1 fizikai kapcsolatban van egymassal az ecetmuslicaban
(Schotta et al., 2002). Genetikai vizsgalatokkal kimutattdk azt is, hogy a HP1 és Suv39HI
mutéacioi ecetmuslicaban befolyasoljak a heterokromatin represszald hatasat (Wustmann et al.,
1989), olyan egér fibroblaszt sejtekben pedig, amelyekben kiiitotték a H3K9-es metilacidt
1étrehozo Suv39h gént, nem volt megfelelé a HP1 lokalizacidja (Lachner et al., 2001). A HP1
specifikus felismerési kddjanak megléte, megerdsiti a ,,hiszton kod” hipotézist, amely azt
feltételezi, hogy a hisztonok farki részének a modositdsai specifikus felismerd helyeket
biztositanak a nem hiszton tipusu kromatinfehérjék szamara (Jenuwein and Allis, 2001). A
HP1 a kromatinban egy kettds funcioja keresztk6té molekula: CHD-je felismeri és megkéti a
hisztonokon kialakitott epigenetikus modifikacidt, CSD-je révén pedig interakcidt alakit ki a
modifikéciot 1étrehozé enzimmel és befolydsolja annak hatasat (4. abra). A H3K9 metilacidja
azonban még nem elégséges feltétele a HP1 heterokromatikus kotddésének, Maison és
munkatarsai (Maison et al., 2002; Muchardt et al., 2002) kimutattdk hogy H3K9 metilacioja
mellett a heterokromatikus lokalizacidhoz sziikség van a hisztonok deacetilalt allapotara
tovabba egy maig kevéssé ismert RNS-, illetve bizonyos fehérje komponensekre is (Huang et

al., 1998). Ezeknek a fehérje és RNS 6sszetevoknek a pontos szerepe ma még tisztazatlan.
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4. abra: A HPI1 struktiraja és funkcidja. A HP1 egy kettds funkcidju keresztkotd fehérje: két
konzervativ szerkezeti eleme van (CHD és CSD) amelyet egy variabilis rész a hinge (kapocs) régiod
valaszt el egymastol. A CHD specifikusan kotédik metH3K9-hez, mig a CSD interakcidkat alakit ki
szamos egyéb kromoszomalis fehérjével és valdszinileg direkt vagy indirekt kdtohelyet biztosit a H3
metiltransferaz szdmara. A nuklearis lokalizacidért felelds szekvencidk a fehérje karboxi termindlis és a
kapocs régioiban talalhatok a ecetmuslica homoldgon, a heterokromatikus lokalizdcidoban azonban
mindkét szerkezeti elemnek, RNS és fehérje komponenseknek is szerepe van. (Grewal and Elgin,
2002)

A HP1 kettés keresztkotd (bifunctional crosslinker) természete lehet a kulcsa annak,
hogy a kromatin hogyan képes replikacio utan is megtartani szerkezetét mindkét utédszalon és
ezaltal klonalisan tovabbadni a génkifejezddést csendesitd kromatinallapotot. A replikacid
soran az eredeti kromatinszalon elhelyezkedé modifikalt hisztonok véletlenszertien, higitott
formaban keriilnek az Gjonnan kialakulo kromatida szalakra, de mindkét szdlon megtartjak a
modositott hisztonok eredeti mintdzatat. Hogy a mintdzat fenntartdsaban szerepet jatszik a

HP1, azt bizonyitjdk a korabban mar emlitett megfigyelések, melyek szerint élesztoben a
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SWIG6 protein (a HP1 éleszté homoldgja) az egész sejtciklus alatt stabilan hozzak6tddve marad
az ¢élesztd expresszidosan inaktiv mating-type l6kuszdhoz (Nakayama et al., 2000), az emlds
HP1la azonos komplexben van a replikacioban szerepet jatsz6 CAF1-el (chromatin assembly
factor 1) (Murzina et al., 1999), tovabba hogy az éleszté HP1 asszocialt marad a hasaddélesztod
DNS replikacios enzimével a Pola-val (Ahmed et al., 2001). A replikdcié folyaman tehat a
HP1 hozzékotddhet az eredeti kromatinallapotot megdérzé modositott hisztonokhoz, mivel mar
kihorgonyozva jelen van a replikacios origd fehérjekomponenseivel egy komlexben.

A heterokromatin terjedés oOnfenntartd mechanizmusdnak szintén a HP1 kettds
keresztkoto funkcidja lehet az alapja. E modell szerint a SWI6/HP1 beépiilése és megtartdsa a
heterokromatinban a H3-as hisztonok metilalt Lys9-én valosul meg, a beépiilt SWI6/HP1
pedig stabilizalja tovabbi fehérjék (hiszton deacetilazok, hiszton metil-transzferazok)
jelenlétét, amelyek segitik a represszalt allapot fenntartasat (Nakayama et al., 2000; Bannister
et al.,, 2001; Grewal and Elgin, 2002) és a szomszédos kromatinrégiok epigenetikus
modositasat, lehetévé téve ezzel a heterokromatin tovaterjedését (Grewal and Elgin, 2002). A

mechanizmus részletei az 5. dbran lathatoak.
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i Epigenetikus géncsendesités 5
Aktiv » Inaktiv Aktiv

deacetilacio H3K9 metilacioja Swi6 kotése a
metH3K9-hez

5. abra: A heterokromatin kialakitdsanak epigenetikus szabalyozéasa és a heterokromatin szomszédos
kromatinrégiokba torténd terjedésének modellje hasado élesztoben. A H3-as hiszton N-terminalis végét
hiszton-deacetilaz, majd hiszton-metiltranszferaz enzimek specifikusan modositjak, melynek révén
kialakitanak egy hiszton kédot a heterokromatin szervezodéséhez. Clr6/Clr3 deacetilazok eltavolitjak
az acetil csoportot a H3-as hiszton 9-es és 14-es lizinjérdl, majd ugyanezen aminosavak a Clr4/Rik1
fehérjék altal metildlodnak. A SWI6 (HP1) CHD-je specifikusan kotddik a H3—mLys9-hez. A SWI6
dimerizacioja lehetévé teszi, hogy a CSD-en keresztil fehérjekapcsolatok alakuljanak ki tovabbi
kromoszomalis  fehérjékkel, hiszton-modosité  enzimekkel (hiszton-deacetilazok, hiszton-
metiltranszferazok). A hisztonmddosité enzimek bekotddése lehetdvé teszi szomszédos kromatinrégiok
epigenetikus modositasat, ezaltal a HP1 bekotddését, végeredményben a heterokromatin terjedését. A
folyamatnak specidlis DNS szekvencidk (hataroldszekvencia, boundary) szabhatnak gatat. Ez a
mechanizmus lehetévé teszi azt is, hogy az sejtosztddasok soran az utddsejtek megorizzék
heterokromatin-struktarajukat. (Grewal and Elgin, 2002)

A HP1 tehat a heterokromatin szervezddése soran a modositott hisztonokat dsszekotheti nem
hiszton tipusu kromoszomalis fehérjékkel.

A ,hidfehérjeként” szolgaldé HP1 dimereképzddése révén lehetdséget biztosit arra is,
hogy nukleoszomak kozotti kapcsolatokat hozzon létre, ezaltal lehetdséget teremt kromatin
rétegek kialakitasara, végsd soron a kromatin egy magasabb rendii szervezddését valositja meg
(Singh and Georgatos, 2002). A kromatinrétegek kihorgonyozodva a magmebran felszinéhez a

mag belsejében transzkripcidsan aktiv, lazadbb szerkezeti magi tereket (territdriumokat)
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hagynak szabadon (Pombo et al., 2000) a periférian pedig nagyméretli heterokromatikus rogok

jonnek 1étre (6. abra).

INM

LAYER 1

LAYER 2

LAYER 3

O k?)\ O
6. abra: A periférikus heterokromatin rétegzodése a nuklearis magmembran kozelében. A lamin B
receptor (LBR) egy integrans magmebran protein, amelynek N-terminalis régidja a nukleoplazmaba
nyulik és hiszton H3/H4 komplexeket kot, amelyek megfeleld posztranszlacios modifikaciokat
(MetH3K9 és deacetilacid) hordoznak. A modositott H3/H4 hisztonok HP1-et is kotnek, amely CSD-je
révén dimerizaciora képes. A kromatinban a H3/H4 hisztonok nukleoszémakban vannak jelen, a HP1 a
nukleoszomak kozott teremt kapcesolatot. A modell szerint tovabbi nukleoszoma-HP1 interakciok révén
kromatin rétegek johetnek létre, amely alapja lehet egy magasabb rendli kromatinrszerkezet
kialakuldsanak a nuklearis magmembran kozelében. A folyamat tovabbhaladdsanak a hisztonok
acetilalt allapota szabhat gatat. (Singh and Georgatos, 2002 nyoman).

A HP1 részvételével kialakuld heterokromatin anélkiil is csendesitheti a
génekifejezodést, hogy kiterjedt, citologiailag is lathatod konstitutiv heterokromatin alakulna ki
az adott kromatinrégidoban. A f6 kiilonbség a konstitutiv heterokromatin és a transzkripciosan

inaktiv eukromatin k6zo6tt bizonyos tulajdonsagok (metH3K9, HP1 kotés) kiterjedtsége, a HP1
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nagymértékll terjedése foként a szatellita DNS szigeteken tud megvalosulni. Ha a HP1
terjedése  elér egy kritikus tomeget, kialakulhat egy olyan magasabbrendi
kromatinszervezddés, amely Ilétrehozhat olyan nagykiterjedésii kromatin-komplexeket,
amelyek a citoldgiailag is megfigyelhetd konstitutiv heterokromatin tulajdonsagaival birnak. A
heterokromatin megnovekedett mennyisége ujabb tulajdonsagokkal ruhazza fel ezeket a
komplexeket, képesek aggregdlodni szomszédos komplexekkel, atterjedhet rdéluk a
heterokromatin szomszédos kromoszomarégidkra, befolyasoljak a komplex egész kornyezetét
a sejtmagon belill, olyan térrészeket kiilonitenek el, amelyek specifikus transzkripciot

csokkento faktorokat tartalmaznak.

A HP1 funkciéja az RNS interferenciaban és transzkripcionalis gén-csendesitésben
Specifikus szekvenciaju hosszabb kettds szali RNS-ek (dsRNA) és rovid (22-25 bp)
interferencia RNS molekuldk (siRNA) kozremiikodésével a sejtekben aktivalodik egy olyan
mechanizmus, amely az emlitett RNS molekuldkkal homoldg szekvencidju transzkriptumok
(postranscriptional gene silencing, PTGS). Ha a dsRNS tartalmaz a transzkriptum
promoterével homolog szekvencidkat, akkor a génkifejez6dés mar a transzkripcid szintjén is
blokkolddhat (transcriptional gene silencing, TGS). Ennek a mechanizmusnak valodsziniileg
fontos szerepe van a szatellita szigetek heterokromatinizacidjaban. Az ismétlodo szatellita
szekvenciakrol képz6dd RNS molekuldk kétszala RNS-t képeznek, melyeket egy specidlis
ribonukledz (Dicer) rovid, ~22-25bp hosszusdgu interferencia RNS-ké hasit. Gombékban,
novényekben és bizonyos gerinctelen allatokban az siRNS-ek primerként szolgalnak RNS
fliggd RNS polimerdzok szdmara, amelyek sokszorozhatjak a dsRNS molekuldkat. A siRNS-

ek a RITS komplexhez (RNA-induced initiator of transcriptional gene silencing)
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kapcsolodnak, amely egy tobb fehérjébdl (hasadd élesztében: Agol, Chpl, Tas3) allo
komplex, funkcidja a homoldg transzkriptum degradalasa és az annak megfeleld
kromatinszakasz transzkripcids elcsendesitése. A RITS komplexet a megfeleld
kromatinrégiohoz valo kotddésben az siRNS-ek segitik, valdsziniileg DNS-RNS, RNS-RNS
kolesonhatasok révén iranyitjak a célszekvencidhoz. A komplex hisztonmddosité enzimek
(hiszton metiltranszferazok) bekotésével kialakitja azt a ,hiszton kodot”, amely a
kromatinrégio géncsendesitését végzd SWI6/HP1 fehérjék bekotését és a komplex Chpl
fehérjén keresztiili stabilizalasat teszi lehetové. A SWI6/HP1 fehérjék a fentebb emlitett
mechanizmusok segitségével biztositjdk az RNS interferencia transzkripcids szintli
génkifejezodést gatld hatasat (TGS), és ugyanez a mechanizmus valdsitja meg a szatellita
szigetek transzkripcids inaktivalasat és a HP1 szétterjedésével azok heterokromatinizaciojat

(7. abra) (Grewal and Rice, 2004).
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Active

7. abra: Az RNAi medialt heterokromatin kialakulasanak folyamata. A repetitiv szekvenciakbol
atirodo dsRNS-ket a Dicer atalakitja siRNS-ekké, melyeket a RdRp sokszorozhat. A siRNS-ek a
megfelelé kromatinrégidhoz iranyitjdk a RITS komplexet. A RITC komplex H3K9 hiszton metil
traszferdzokat kot meg, melyek a megfeleld epigenetikus kod kialakitasaval kotShelyet biztosit a
stabilizald6 Chpl ¢és a heterokromatinizaciét megindito SWI6/HP1 fehérjék szamara. Bévebb
magyarazat a szovegben.(Grewal and Rice, 2004 nyoman.)

A HP1 fehéréjék a fent emlitett funkcidkon tul egyéb sejten beliili folyamatokban is
részt vehetnek. Egy érdekes példa, hogy a HP1™ alacsony szinten fejezédik ki emldérak
metasztazisokban. Jelolt HP1™"sejtekbe juttatasaval a sejtek in vitro invaziv tulajdonsaga
csokken, ami arra utalhat, hogy a HP1 megvaltoztatja a metasztazisokhoz sziikséges gének

expresszidjat (Kirschmann et al., 2000). A HP1™* expressziéjanak nyomon kovetése akar
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diagnosztikai jelentdséggel is birhat a metasztatikus allapot vizsgalatdban (Kirschmann et al.,

2000).

A HP1 funkcidinak szabalyozasa

A HPI1 izoformai sokrétiien befolyasoljak a génexpressziot, felvetddhet a kérdés,
hogyan valdsitjdk meg valtozatos szabalyozd funkcidjukat? 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 kornyzettdl fiiggéen a HP1 fehérjék kiilonb6zé homo-
¢s heterooligomerjei kiillonb6zo szerepet tolthetnek be példaul az expresszid szabalyozasban: a
HP1y homodimereknek aktivald szerepiik lehet, a HP1la—HP1y/ HP1B—-HP1y hetrodimerek
atmenetiek, mig a HPla vagy HPIP homodimerek represszaldo hatasuak (Singh and
Georgatos, 2002). Ezt a feltételezést tamasztja ala az a megfigyelés is, mely szerint a HP1a és
a HP1p represszalja, mig a HPlyeldsegiti négy emberi gén kifejezodését (Hwang and
Worman, 2002). Az oligomerek kialakulasat valésziniileg a HP1 fehérjék poszttranszlacios
modifikacioi befolyasoljak (Huang et al., 1998; Minc et al., 1999). Ecetmusliciban a HP1
tobbszoros foszforilacidja legalabb nyolcféle kiillonbozden toltott izoformat eredményez (Zhao
and Eissenberg, 1999). Ko6lonbozo fehérjekomplexekben a HP1 kiilonb6z6 foszforilacioju
variansait talaltdk meg (Huang et al., 1998). Emlosokben a HP1 foszforilacidja a sejtciklus
soran megvaltozik, a HP1"™* és a HP1™" a mitézis soran hiperfoszforilalodik (Minc et al.,
1999). A foszforilacid szabdlyozza a kiilonb6z6 fehérje- fehérje kolcsonhatasok kialakuldsat,
feltételezik, hogy emlds sejtekben a mitozis sordn a HPla hiperfoszforilacidja sziikséges

ahhoz, hogy a fehérje megorizze lokalizacidjat a kromatinban (Minc et al., 1999). A HP1
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izoformdinak szekvenciakiilonbségeibdl addddan specifikusak a kolcsonhatdsaik, ennek
megfelelden specifikusak az interakcios partnereik és az egyes izoformdkra jellemzd a

kromatinon beliili lokalizaciés mintazatuk is.

A HP1 izoformainak lokalizacioja

Az ecetmuslicaban a HPla (a Drosophila HP1 alfa) els6sorban a kromoszémak
pericentromerikus régidiban lokalizalddik, de megtalalhatd a telomerekben, savos mintazatot
alkotva megfigyelték az ecetmuslica négyes nyalmirigykromoszémajan é&s egyeb
kromoszomakon kis szamu eukromatikus régioban is azonositottdk (James et al., 1989). A
HP1b (a Drosophila HPI1 béta) izoformat megfigyelték a kromoszémak eu- ¢&s
heterokromatikus régioiban is, mig a HPlc (a Drosophila HP1 gamma) kizardlag
eukromatikus régidokban fordult el6 (Smothers and Henikoff, 2001).

Az emlés alfa és béta izoformak (mHPlo/HP1™* és M31/HP1™P) az
emldskromoszdmak pericentromerikus konstitutiv heterokromatinjaba koncentralodnak (Nicol
and Jeppesen, 1994; Wreggett et al., 1994; Furuta et al., 1997; Minc et al., 1999; Saffery et al.,
1999).

A gamma izoformakat (M32/HP1™) megfigyelték mind eu-, mind pedig a
heterokromatikus kromoszomalis régidokban (Horsley et al., 1996; Minc et al., 1999; Nielsen et
al., 1999; Minc et al., 2000). Az izoformak lokalizacidjanak vizsgéalata soran szadmos
ellentmondd kisérleti eredmény is sziiletett (a részletek az Eredmények targyalasa cimi

fejezetben olvashatok).
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Ceélkitiizés

A HP1 proteineknek tehat sokréti szereplik van, részt vesznek a transzkripcio
szabalyozasaban, a telomer fenntartasaban, a nuklearis membran felépitésében, a legfontosabb
szereplik azonban az, hogy kettds funkcidju keresztkotd fehérjeként részt vesznek a hiszton
kéd leolvasdsaban, fehérjeinterakcioik révén elinditjdk és fenntartjdk a heterokromatinizécio
folyamatat, tehat kulcsszerepldi a konstitutiv heterokromatin szervezddésének (Eissenberg and
Elgin, 2000; Li et al., 2002). Konstitutiv heterokromatin csaknem az 0sszes ismert emldsfaj
sejtjeiben megtalalhatd. A kinai horcsog egy ritka kivétel, kromoszomain nincsenek kiterjedt,
citologiailag jol elkiilonithetd konstitutiv heterokromatikus régiok. Figyelemremélto
megfigyelés azonban, hogy a CHO (kinai horcsog ovarium) sejtekben képzodott emberi
szatellita DNS alapu mesterséges kromoszomak nagymértékben heterokromatikusak (Csonka
et al., 2000), tovabba CHO sejtekbe atvitt egér mesterséges kromoszomak heterokromatikusak
maradnak (deJong et al., 1999). Ez az egyik oka annak, hogy a kinai horcsog sejtvonalak
fontos szerepet toltenek be a mesterséges kromoszoma technoldgiaban: a horcsog sejtekben a
nagymértékben heterokromatikus szatellit DNS alapt mesterséges kromoszémak (SATAC)
egyszerii citologia moddszerekkel nyomon kovethetok. Felvetddott a kérdés, hogy a
heterokromatin kis mennyisége a HP1 hianyara vezethet6-e vissza kinai horcsog sejtekben? A
HP1-et helyettesiti-e valamilyen specidlis heterokromatin-kotd fehérje a mesterséges
kromoszomakon vagy a kinai horcsog sejtek a tobbi emldssel azonos HP1-et tartalmaznak-e?
Annak érdekében, hogy megvalaszolhassuk ezeket a kérdéseket, megkiséreltiik megklonozni a

horcsog HP1 fehérjéket kddold géneket emberi izoforma specifikus probak segitségével.
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Anyagok és médszerek

Rekombinans DNS technikak, plazmidok

A plazmid DNS készitést, restrikciés enzimekkel torténé emésztést, agaroz gél
elektroforézist, fragment izolalast, klonozasi technikakat és az E. coli sejtek transzformalasat
az altalanos laboratoriumi mddszerek szerint (Maniatis T et al, 1982) végeztik. A
szubklonozasokhoz hasznalt pNEB193 plazmidot a New England BioLabs-tdl (Beverly, MA,

USA), a pEGFP és pDsRed1-N1 vektorokat a Clontech-t6l (San Jose, CA, USA) vasaroltuk.

Southern blot hibridizacio

A stringens hibridizacios kisérleteket 65 °C-on, 12-14 6rén at végeztiik a (Church and

6
Gilbert, 1984) altal leirt pufferben, 2x10 cpm/ml jelolt probaval. A hibridizacid utdn a

membrant 65 °C-on, 20 percig mostuk 1xXSSPE-t (0.15 M NaCl, 0.01 M NazHPO4 0.025 M

EDTA) és 0.1% SDS-t tartalmazd oldattal, majd 65 °C-on, 20 percig mostuk 0.5xSSPE és
0.1% SDS tartalmu oldattal, végiil 2x20 percig 65 °C-on 0.1xSSPE-t és 0.1% SDS-t
tartalmazo oldattal. A nem stringens hibridizacidkat 55 °C-on, 12-14 6rén atvégeztiik Church
¢és Gilbert (1984) pufferben. A hibridizacié utdn a membrant 55 °C-on, 20 percig mostuk
1xXSSPE és 0.1% SDS osszetételt oldattal, majd 55 °C-on, 20 percig mostuk 0.5xSSPE-t és
0.1% SDS-t tartalmaz6 oldattal. A filtereken levd radioaktiv jeleket rontgenfilmen tettiik

lathatova.
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Az izoforma specifikus DNS probak PCR amplifikacioja

A felismer6 szekvenciakat (primer) Pharmacia Gene Assembler segitségével
szintetizaltuk. A kisérletekben felhasznalt primerek listdja:
human HP1la F primer: 5’>-TTAAAGCTTCGGGGACCTGGTGGCCTTAGT-3"
(LO7515: 91-101);
humén HPla R primer: 5’-AAAGATATCGCTCTTTGCTGTTTCTTTCTC-3”
(LO7515: 708-688);
humén HP1 F primer: 5'-GAAGAAAGTAGAGGAGGTGCT-3’
(U35451: 236-256);
humén HP1B R primer: 5'-TCATCATCCTCCGAGGGGTAG-3’
(U35451: 752-732);
human HP1y F primer: 5'-~ATGGAAAGAGTAAAAAAGTTGA-3’
(U26312: 16-38);
humén HP1y R primer: 5'-TGAGCTTCATCTTCTGGACAA-3’
(U26312: 518-498).
A teljes kodold szekvenciat hordozd 597 bp humén HP1a DNS fragmentet, a human HP1f3 és
v izoforma-specifikus DNS probakat PCR technikéval sokszorositottuk a huméan Leukemia 5’-
Stretch Plus cDNS konyvtarbol (Clontech) tisztitott DNS kivonatot templatként felhasznalva.
Az amplifikaciot Takara ExTaq DNS polimerdzzal végeztiik at aldbbi kisérleti koriilmények
mellett : 94 °C, 1 perc; 35 ciklus: 98 °C, 20 s; 60 °C, 30 s; 68 °C, 3 perc. Az amplifikaciokat
koriilbelil 100 ng template DNS-en végeztik 50 pmol primer jelénlétében, 75 pl
végtérfogatban. A PCR termékeket agardz gélelektroforézissel elvalasztottuk és gélbol

tisztitottuk.
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A c¢DNS-ek klonozasa

A PCR-rel sokszorositott HP1q, HP1B és HP1y specifikus DNS probékat radioaktiv
[0-**P]dCTP-el jelsltiik meg és hasznaltuk CHO sejtekbdl készitett A-fag cDNS konyvtar
(CHO Cell cDNA Library; Stratagene, La Jolla, CA, USA) plakkhibridizacios vizsgalatahoz.
Koriilbeliil 24 000 fagklont teszteltink minden egyes probaval. A fagkonyvtar
plakkhibridizacidval torténd vizsgalatat a gyartd cég hasznalati itmutatdsainak megfeleléen
(Lambda ZAP®-CMV XR Library, Instruction manual;

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

A HP1la gén klonozasa

A PCR-rel sokszorositott 597 bp HP1q. probat radioaktiv [o->*P]dCTP-el jeloltiik meg.
A jelolt probat hasznaltuk CHO sejtekbol készitett A-fag genomikus DNS konyvtar (Hamster
Genomic Library; Stratagene) plakkhibridizacios vizsgéalatdhoz. A fagkonyvtar vizsgalatat a
gyarté cég altal javasolt modszernek megfelelden (Lambda FIX® II Library Instruction
manual; http://www.stratagene.com/manuals/936001.pdf) végeztik. A teljes genomikus
bazissorrend megallapitdsahoz atfedd fagokat azonositottunk. A fagok altal hordozott DNS
(inszert) végeibdl PCR segitségével vagy restrikcios endonukleazokkal specifikus probakat
allitottunk el6, amelyekkel 1épésrdl 1épésre folytattuk atfedé fagklonok keresését a teljes
genomikus bazissorrend megéllapitasdig (genomic walking, genomikus Iépkedés). A
genomikus 1épkedés soran azonositott fagok inszertjeit Xba I, Eco Rl, Sal 1 - Eco RI vagy Sac

I restrikcids endonukledzok segitségével térképeztiik, majd pNEB193 vektorba klonoztuk.
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Az igy kapott atfedd szubklonsorozatok bazissorendjeit primer lépegetés stratégidval
hataroztuk meg. A szekvendldshoz 20-24 bp hossziisagu primereket terveztiink, melyek

bazissorrendjét a primer 1épegetés el6zo 1épésének szekvenciadatai alapjan hataroztuk meg.

A DNS bazissorendjének meghatarozasa, szekvencia analizis

A DNS bazissorendjét meghatirozo (szekvenalasi) kisérleteket a Big Dye™
Terminator v 3.0 Cycle sequencing Kit (Applied Biosystems ABI PRISM)-el végeztiik el. A
bazissorrend megallapitasbol kapott nyers szekvenciadatokat a Lasergene programcsomag
(DNASTAR, Inc.) programjaival dolgoztuk fel és elemeztiik. Paronkénti 6sszehasonlitdsokra a
National Center for Biotechnology Information (NCBI, http://www.ncbi.nlm.nih.gov)
szerverén talalhatd Blast 2 sequences (bl2seq) programot, tobbszords illesztésekhez a Multiple
Sequence  Alignment  (Multalin,  http:/prodes.toulouse.inra.fr/multalin/multalin.html)
programot hasznaltuk. Homoldg szekvencidkat a GenBank-bol a NCBI szerverén elérhetd

Blast program segitségével kerestiink.

DsRed és GFP fuzios konstrukciok
A HPla nyitott leolvasasi keretét PCR reakcidoban megfelel6 cDNS templatrol

sokszoroztuk a HP1aDS F (5'-AGGTGGATCCGCGTGCGACATGGGA) és HP1aDS R (5'-

CGACCATGGTCTTCGTGCTTTCTTTCTCTTTG) primerekkel. Az amplifikdlt DNS
fragmentet Nco I enzimmel kezeltiik, a talnyald véget feltoltottiik Klenow polimerazzal, majd
a fragmentet Bam HI-el megemésztettiik. A pDsRed1-N1 vektort Bam HI enzimmel kezeltiik,
a talnyuld véget feltoltottik Klenow polimerazzal, majd a fragmentet Bg/ I1-vel emésztettiik.
Az igy keletkezd DNS fragmenteket agardz gélbdl tisztitottuk, majd Osszekapcsoltuk dket

(ligalas).
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A HPI1p nyitott leolvasasi keretét PCR reakcioban sokszorositottuk a HP1DS F (5'-
GAAAGCTTGCGGGTACTATGGGGA) és HPIBDS R (5'-
AATCCCGGGGCTGGTTCTTGTCGTCTTT) primerek segitségével. A PCR termékeket Sma
I és Hind 111 enzimekkel emésztettiik, agardz gélbdl tisztitottuk és Sma [-Hind 111 enzimekkel
emésztett pDsRed1-N1 vektorba ligaltuk.

A HP1y nyitott leolvasasi keretét PCR reakcidban megsokszoroztuk a HP1yDS F (5'-
TGAAGCTTTTGGGCTTCATCTTCTGGA) és T3 (5’-CCGCAATTAACCCTCACTAAAG)
primerek segitségével. A PCR termékeket Bam HI-Hind 111 enzimekkel emésztettiik, agar6z
gé1bdl tsiztitottuk és Bam HI-Hind 111 enzimekkel emésztett pDsRed1-N1 vektorba ligaltuk. A
klénokat megszekvenaltuk.

A fagkonyvtar vektoraban (pCMV-Script EX) 1évé chHP 1o cDNS-ét Xma I enzimmel
kezeltiik, a ragados véget Klenow polimerazzal feltoltottiik, majd a kapott fragmentet Apa 1-el
emésztettilk. A pEGFP-C2 vektort Eco RI-el emésztettiik, ragados végét Klenow polimerazzal
feltoltottik, majd Apa I-el kezeltik. A kapott fragmenteket gélbdl tisztitottuk, majd

Osszekapcsoltuk Oket.

Sejtvonalak tenyésztése, sejtek transzfekcioja

A CHO C23-Z41 sejteket Csonka et al. (2000) altal leirt modon, a HID3-1C2 sejteket
a (Kereso et al., 1996) altal leirt modon tenyésztettiik. A sejteket tranziens transzfekcidjahoz
GenePorter2 transzfekcios reagenst (GeneTherapy Systems, San Diego, USA) hasznaltunk a
gyartdé hasznalati itmutatdjanak megfelelden. 8 ng cirkularis plazmid DNS-t alkalmaztunk

5x10° recipiens sejt transzfekciojahoz.
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Stabilan integralddé vonalakat a transzfekcio utan 48 draval alkalmazott 400 pg/ml
Geneticin (Sigma) szelekcioval allitottunk elo.

Metafazisos limfocita sejtek eldallitasahoz é16 allatot hasznaltunk fel. Egy néivara
kinai horcsogot felaldoztunk, a 1épét kioperaltuk, steril PBS-ben (phosphate-buffered saline:
137 mM NaCl; 2.7 mM KCI; 4.3 mM Na,HPOy4; 1.47 mM KH,PO,) oblitettiik, majd a 1épet
egy tivegbottal szétnyomkodtuk PBS-ben. A kapott szuzpenziét 1000 rpm-mel centrifugaltuk
(Universal 16A centrifuga; Hettich) szobahdmérsékleten 10 percig, majd ujraszuszpendaltuk 4
mM Glutamine-t, 10 pg/ml concanavalin-A-t (Sigma) és 10% Fetal Calf Serum-ot (FCS)
(Gibco) tartalmazd RPMI tenyésztd oldatban. A sejteket 72 oran at tenyésztettiik 37 °C-on,

majd 5 oréan at blokkoltuk 5 pg/ml colchicinnel.

C- sav festés
A konstitutiv heterokromatint specifikusan megjelold C-sav festést a Giemsa/barium

hydroxid eljarassal végeztiik (Sumner, 1972) leirasanak megfelelden.

Nativ kromoszomapreparatumok

A 8 ng HP1-DsRed-del vagy EGFP-HP1 rekombinans plazmid DNS-sel transzfektalt
sejteket 24-72 oraig tenyésztettik 10% FCS-al kiegészitett F12 mediumban 37 °C-on. Az
0sztodd sejteket metafazisos allapotukban blokkoltuk 0.1 pg/ml Colcemid 4-6 6ran at torténd
hozzadadasaval. A metafazisos sejteket enyhe pipettdzds segitségével lemostuk a
tenyésztdedény tenyésztofelszinérdl, begytjtottiik, majd centrifugaltuk dket 10 percig, 1000
rpm-el (Universal 16A centrifuga; Hettich) szobahdmérsékleten. A centrifugéalassal iilepitett

sejteket szobahdmérsékletl tenyésztdfolyadékban szuszpendaltuk, kiillonb6zé mennyiségeket
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targylemezekre helyeztiink, majd enyhe nyomassal fed6lemezzel lefedtiik. A felesleges,
kicsordulod tapfolyadékot szlirOpapirral leitattuk, a feddlemezt koromlakkal rozitettik a
targylemezhez. A sejtek flurescencidjat Photometrics KAF1400-G2 CCD kameraval és Quips
XL Genetics Workstation rendszerrel (Vysis) szerelt Olympus AH-2 mikroszkoppal

vizsgaltuk.

A kromoszomak immunfestése

A C23-Z41-es sejtekbdl a fentebb leirtak alapjan metafazisos sejteket gytjtottiink. A
sejteket 300 ul hipotonizald oldatban (10 mM HEPES, 30 mM glycerol, 1 mM CaCl,, 0,8 mM
Mg Cl,) (Stenman et al., 1975) 5 percig 37 °C-on kezeltiik, majd 8 percig 3500 rpm fordulattal
centrifugaltuk (Universal 16A centrifuga; Hettich). A citocentrifugaval targylemezre iiltetett
metafazisos és interfazisos sejteket 5 percig -20 °C-os metanolban fixaltuk, majd 0,5% Triton
X-100-at (Tx100) tartalmazé PBS oldatban 5 percig szobahdmérsékleten rehidraltuk. Ot perc
0,1% Tx100-PBS moséas utan alkalmaztuk az elsddleges ellenanyagot: az anti-HPla
monoklonalis ellenanyag hibridéoma feliilusz6jabol 100 pl-t higitatlanul mértiink a lemezekre,
majd lefedés utan 37 °C-on 1 6rdn nedveskamraban inkubaltuk. A lemezeket kétszer 6t percig
szobahdmérsékleten 0,1% Tx100-PBS-ben mostuk. Az anti-egér-fluoreszcein-izotiocianat
(FITC) (Sigma) masodlagos ellenanyagot 0,1% Tx100-PBS-ben 30-szoros higitdsban
alkalmaztuk 37 °C-on 1 oran keresztiil nedveskamraban. A lemezeket haromszor 6t perces
0,1% Tx100-PBS-ben torténd mosas utan 0,25 ng/ul DAPI (4’°,6-diamidino-2-phenylindole)
tartalmu Vectashielddel (Vector) fedtiik le. A kromoszomak €s sejtmagok fluoreszcencidjat a

fentebb emlitett mikroszkdpos rendszerrel vizsgaltuk.
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Fluoreszcens in situ hibridizacio

A CHO-K20 és tenyésztett limfocita sejtek kromoszoémain végzett fluoreszcens in situ
hibridizaciokat (FISH) biotinilalt vagy Dig-jelolt genomikus fag DNS prébaval és biotinilalt
HUCAFF 170 szatellit DNS (Fatyol et al., 1994) probaval végeztik. A DNS probak
jeloléséhez Biotin-Nick Translation Mix-et (Roche, Indianapolis, IN, USA) és DIG-Nick
Translation Mix-et (Roche) alkalmaztuk a gyarto altal javasolt médszernek megfelelden. A

metafazisos preparatumokat methanol:ecetsavas fixalassal készitettiik eld. Az RNS mentesités
37 9C-on, 60 percig 100png/ml RN-az A (Sigma) felhasznalasaval 2xSSC-ben (20xSSC: 3M
NacCl, 0,3M tri-Na-citrat, pH=7) tortént. Alkoholsorozatban toérténd dehidralas (70%-os, 90%-
os, majd abszolut alkoholos kezelés) utan a kromoszémak DNS-ét denaturaltuk (70%
formamid 2xSSC oldatban 2 percig, 70-75 ©C-on). Alkoholsorozatban t6rténd dehidralas,
majd szaritas utan a kromoszémakat Proteinase-K (Merck) kezeléssel (6-600ng/ml 20mM Tris
pH:7.5, 2mM CaCly pufferben 5 percig 37 9C-on) fehérjementesitettiik. A preparatumokat
ismét alkoholsorozatban dehidraltuk és megszaritottuk. A jelolt DNS probakat Hybrisol VII-

ben (Oncor) 75 OC-on 5 percig denaturdltuk, 37 ©C-on, 12-14 6ran at nedveskamraban

hibridizaltuk dket a kromoszémak DNS-éhez, majd a mintdkat 4x3 percig 50% formamid-50%

2xSSC-ben 42 9C-on, 4x3 percig 2xSSC-ben 42 OC-on végiil 5 percig 4xSSC-0.05% Triton
X-100 pufferben (4xSSC/Tx) szobahdmérsékleten mostuk. A biotinnal jelolt probak
hibridizacios mintazatat avidin-FITC—el (Vector) és biotinilalt anti-avidinnel (Vector) tettiik
lathatéva. A digoxygenin-nel (Dig) jelolt probak hibridizacidjat anti-Digoxigenin-Rhodamine
(Roche) és anti-egér Ig-Dig (Roche) ellenanyagok segitségével tettiik lathatéva. A DNS

crer

phenylindole)-val végeztiik.
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Az anti-HP1 monoklonalis ellenanyag eloallitasa

A monoklondlis ellenanyagot termeld hibridoma klonokat egytittmiikodés keretében
Monostori Eva laboratoriuméban allitottuk eld, az alabbiak szerint.

A HPlo—invazin rekombindns fzids proteint kddold DNS szakaszt pET28a vektorba
(Novagene, San Diego, CA, USA) klonoztuk. A baktériumban termelddd fuzids fehérje His-
tag-et hordoz, melynek segitségével Chelating Sepharose oszlopon (Amersham Biosciences,

Buckinghamshire, England) tisztitottuk a gyartd cég 4ltal javasolt eljarasnak megfeleléen

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

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

Balb/c egereket szubkutan immunizaltunk komplett Freud adjuvansban (CFA)
emulgealt 100 pg tisztitott rekombindns proteinnel. Harom héttel késobb az egerek szubkutan
emlékeztetd oltasként 10% CFA-ban és 90% nem komplett Freud adjuvansban emulgealt 60
ug proteint kaptak a boriik ala. Ujabb harom hét elteltével PBS-ben oldott 60 pg proteint
adtunk be hasiiregiikbe. Négy nappal késobb eltavolitottuk a Iépiiket, a 1épsejteket SP2/0O
myeloma sejtekhez fuzionaltattuk. A fuzidval 1étrejott és higitdsos mddszerrel kldnozott
hibridéma sejtklonokat ELISA-val, Western blotting-gal és indirekt immunfluoreszcencias

kromoszomafestéssel teszteltiik.

Western blotting

Emberi limfocita sejtekbol, LMTK’, CHO-K20 ¢és GFP-chHPla fuzios fehérjét
kifejezd0 CHO-K20 sejtekbdl 0Osszfehérjekivonatot készitettiink, majd a fehérjéket
szétvalasztottuk 5-20% poliakrilamid-SDS gradiens gélen. A szeparalt fehérjéket Immobilion-

P polyvinylidenfluoride (PVDF) membranra (Millipore) vittiik at. A filtert 4 °C-on 12-14 éran
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at telitooldatban (20% FCS, 1% BSA, 0,05% Tween-20 PBS-ben) blokkoltuk. Az anti-HP1a
monoklonalis ellenanyag hibridoma feliiliszot szobahdmérsékleten 10-szeres higitdsban
telitdoldatban, egy oran keresztiil, a masodlagos ellenanyagot (HRP-konjugalt anti-egér
ellenanyag, Dako) 2000-szeres higitasban telitdoldatban, szobahdmérsékleten szintén egy dran
at alkalmaztuk. Az ellenanyag feldusulasanak helyét a membranon Supersignal-HRP

kemiluminescens szubsztrat (Pierce) felhasznalasaval rontgen-filmen tettiik lathatova.
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Eredmények

A kinai horcsog HP1 izoformainak klonozasa

Egy emberi A-fag cDNS konyvtarbol polimeraz lancreakcidé (PCR) segitségével
sokszorositottuk az emberi HP1™* fehérjét kodold 597 bp hosszisaga DNS szakaszt. Ez a
DNS proba kevéssé szigori (nem stringens) hibridizacids koriilmények kozott specifikus
hibridizacids jelet adott Southern blot hibridizacidban alkalmazva CHO (kinai horcsog),
LMTK" (egér) és EJ30 (emberi) sejtekbdl izolalt genomikus DNS-en (a kisérlet részletei az
Anyagok és mddszerek fejezetben talalhatok meg). A hibridizaci6 azt mutatta, hogy az emberi
HP 1" fehérjét kodold DNS szakaszhoz hasonld szekvencidk megtalalhatok mind az egér
mind pedig a kinai horcség genomikus DNS-¢ében és az 597 bp-os emberi proba alkalmas lehet
a kinai horcsog HPlo fehérje génjének kldnozésara. Ennek az emberi probanak az
alkalmazasaval kilenc cDNS klont azonositottunk egy CHO sejtek c¢cDNS-€bdl készitett
konyvtarbol plakk hibridizacié segitségével. Kilenc azonositott klon kozil otnek
meghataroztuk a DNS bazissorrendjét. Mind az 6t ¢cDNS klon szekvencidja azonos volt,
eltekintve a 3 végi szakasz eltéré hosszusagatdl. A cDNS-eken azonositottunk egy 576 bp
hosszl nyitott leolvasasi keretet (ORF), amelynek bazissorrendje 95% azonossagot mutatott az
egér mHP 1o (NCBI: X99641) kodolé szekvencidjaval és 93% azonossagot az emberi HP 17
(NCBI: NM_012117) kédolé szekvencidjaval. Az 5° nem atirt régié (UTR) bazissorrendjei 84-

93% azonossagot mutattak a harom faj kozott (7.a abra).
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A

1 60
chHPla 5'UTR  GGGCGGCTGG CGTTGCGCAG AAGGCGGCGG TAGCGGGTGG CTTGTGGTGC AGCTTTACCA
huHPla 5'UTR ... e CG.T. .= tiiinrnnnn G..C.C....
moHPlax 5'UTR

61 120
chHPla 5'UTR  CAGAGGAACC GCGCAGGCCT TAGTGTGAGT GGTCACTGTA GATCCCGGGA ACCTGGTGGC
huHPla 5'UTR T.C...... A .G....A.G. Lo, A..... C.CA........ G ...
moHPlu 5'UTR C .AA.TGG.GC ..... S i sesssesuea

121 154
chHPla 5'UTR  CTTAGTCCTT CAGGTGGATC ----AGCGTG CGAC
huHP1a 5'UTR  ....... Toe e A. --—-46.T... ....| RBS
moHPLo 5'UTR  .A..C..... ...ooonns. AACAG. .ACA ....

1 60
chHPla 3'UTR AAGGAGGGGG TGGTCTCTGT CATTTCTCTT TGTATATAAT ACGTCCACCT TCCTGCCTCC
huHP1la 3'UTR ........ - B o AT, ... Coveinnnnn
moHP1la 3'UTR  ...... A.. CA........ T C.TT..T. ..........

61 120
chHPla 3'UTR TCCCTTCTC- --CCATCCCT TTCATTCCTA --CACATCCA TAAAAACATG TGCTTATCAC
huHPla 3'UTR ..T.C.T..T AC...C.... LTAL L L. . A-.. e
moHPlae 3'UTR ..T.-....C TC...C.... ...CA..... AA.G...... .CCAC.. C...C.....

121 180
chHPla 3'UTR T-GTGA
huHPla 3'UTR .-...CTCCA CA
moHPla 3'UTR .T...CTCCA CGGGGGGAGA TGCTGGTATT GGGTTCTCCT GGTAATATAA CTGATGGATC

181 228
chHPla 3'UTR
huHPla 3'UTR
moHPla 3'UTR TTGATTCCCT AAAGTTGTAG CTCTTGTGAAR CGGTCAGGCA TTACGGTC

7. abra: Az ismert emlés HP1a ¢cDNS-ek nem transzlalt régidinak (UTR) szekvencia-6sszehasonlitasa.
A: a HPla 5° UTR szekvencidi. B: a HPla 3° UTR szekvencidi. chHPla: kinai horcség HPla;
huHP1la: emberi HP1a; moHP1a: egér HP1a; RBS: riboszoma kotdhely. A megegyezo bazisparokat
pontok mutatjak, a kiilonbozdeket betiik jelolik.

A 3> UTR-kben szintén nagyfoku szekvencia konzervaltsagot figyeltiink meg (7.b

abra). A cDNS-bdl szarmaztatott fehérje aminosav szekvencidja 99% azonossagot mutatott az

letx

egér, 97% azonossagot az emberi HP aminosavszekvenciajaval (8. abra).
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1 50

hércsdgHPlo MGKKTKRTAD SSSSEDEEHY VVEKVLDRHE VKGQVEYLLK WKGFSEEHNT
egérHPlo MGKKTKRTAD SSSSEDEEEY VVEKVLDRRE VKGQVEYLLK WKGFSEEHNT
emberHPlo MGKKTKRTAD SSSSEDEEEY VVEKVLDRREM VKGOVEYLLK WKGFSEEHNT

chromo domain

51 \ 100

hércsdgHPlo [WEPEKNLDCP ELISEFMKKY KKMKEGENNK PREKSEENKR KSEFSNSADD
egérHPlo [WEPEKNLDCP ELISEFMKKY KKMKEGENNK PREKSEENKR KSEFSNSADD
emberHPlo [WEPEKNLDCP ELISEFMEKKY KKMKEGENNK PREKSESINKR KSRESNSADD

101 150

horcsogHPla IKSKKKREQS NDIARGFERG LEPEKIIGAT DSCGDLMFLM KWKDTDEADL
egérHPla IKSKKKREQS NDIARGFERG LEPEKIIGAT DSCGDLMFLM KWKDTDEADIL,
emberHPlo IKSKKKREQS NDIARGFERG LEPEKIIGAT DSCGDLMFLM KWKDTDEADL

chromo shadow domain
151 \ 191
hércségHPlu VLAKEANVKC PQIVIAFYEE RLTWHAYPED| AENKEK KS
egérHPla VLAKEANVKC PQIVIAFYEE RLTWHAYPED|AENKEK S
emberHPlo |[VLAKEANVKC PQIVIAFYEE RLTWHAYPED|AENKE K S

8. dbra: Az ismert emlés HPla fehérjék amindsavszekvencidinak Osszehasonlitdsa. Az eltérd
amindsavakat fekete négyzetek mutatjak.

A cDNS-bol szarmaztatott fehérje aminossavsorrendje mindossze egy helyen tér el az
egér és négy ponton emberi homologjatdl ami azt mutatta, hogy a kinai horcsog HP1 alfa
fehérjét (chHP1a) kodolé cDNS-ét azonositottuk.

A kiilonbségek javarészt a kevésbé konzervalt kapocs- €s a C-termindlis végi
régidokban talalhatok, a konzervativ ,,chromo domain” régioban minddssze egy hidrofob
aminosavkiilonbséget figyeltink meg.

A kinai horcsog cDNS konyvtar vizsgalatahoz hasznalt DNS préba hordozza a HP1a
teljes kodold szekvenciajat beleértve a nagy mértékben konzervalt ,.chromo domain” és
»chromo shadow domain” régiokat is. Ezek a konzervalt régidk részei a HPIP és vy

izoformainak is. Ezért azt vartuk, hogy az emberi HPla probéaval kevéssé stringens
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hibridizacios koriilmények mellett azonosithatunk HPIP és y kldénokat is a horcség ¢cDNS
konyvtarbol. A vizsgalat azonban csak alfa klonokat eredményezett. Annak érdekében, hogy
kinai horcsogben is azonosithassuk a masik két lehetséges izoformat, PCR reakcioval béta és
gamma specifikus DNS probdkat sokszorositottunk emberi cDNS konyvtarbol. Ezeket a
probakat Southern blot hibridizaciéban ellendriztik CHO (kinai horcsog) és LMTK™ (egér)
sejtekbol izolalt genomikus DNS-en alacsony stringenciaja hibridizaciés koriilmények kozott.
Probaink az egyes izoformakra egyedi hibridizaciés mintazatot adtak, nem kereszthibridizaciot

mutattak az alfa specifikus fargmentumokkal (9. a-c 4bra).

A B C

9. abra: Az izoforma specifikus probak Southern blot analizise. A kinai horcsog és egérsejtekbdl
izolalt genomikus DNS-t restrikcids enzimekkel emésztettiik, 0.8 %-os agardz gélen szétvalasztottuk,
majd a membranra transzferalt DNS-t radioaktivan jelolt specifikus probakkal hibridizaltuk. A:
Southern blot hibridizacié emberi HP1a kdédold szekvenciat hordozé DNS probaval. B: Southern blot
hibridizacio emberi HP1P specifikus DNS probaval. C: Southern blot hibridizacié emberi HP1y
specifikus DNS prébaval. 1: EcoRI emésztett CHO-K20 genomikus DNS. 2: HindIll emésztett CHO-
K20 genomikus DNS. 3: EcoRI emésztett LMTK™ genomikus DNS. 4: Hindlll emésztett LMTK"
genomikus DNS.

Ez a mintdzat azt mutatta, hogy az emberi HP1[ és y cDNS specifikus régidihoz hasonld

szekvencidk megtalalhatok mind az egér mind pedig a kinai horcsog genomikus DNS-¢ében €s
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az izoforma specifikus emberi probak alkalmasak lehetnek a kinai horcsog masik két HP1
izoformajanak klonozasara. Ezen izoforma specifikus DNS probak felhasznalasaval tiz-tiz
cDNS klont valasztottunk ki a kinai horcsog cDNS fagkonyvtarbdl plakkhibridizacids
modszerrel, alacsony stringencdju hibridizacios koriilmények kozott, melyek koziil négynek-
négynek megallapitottuk a bazisorrendjét. E klénok -kisebb 3’ végi hosszusagkiilonbségektol
eltekintve- azonosnak bizonyultak. A HP1 béta probaval azonositott klénokban talalt nyitott
leolvasasi keret bazissorendje 96% azonossagot mutatott az egér M31 (NCBI: NM_007622) és
94% azonossagot az emberi HP1™P (NCBI: NM_006807) ortologokhoz. A cDNS-iikbél
szarmaztatott fehérje aminosavszekvencidja mindossze egy, a kapocs régidban talalhatd
aminosavban kiilonb6zott az egér €s emberi homologoktdl (10. &bra). Ennek alapjan
megallapitottuk, hogy a kinai horcsé6g HP1 béta (chHP1) fehérjét kédolo cDNS-t klonoztuk

meg.
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1 50
hamsterHPlﬁ MGKKQNKKKV EEVLEEEEEE| YVVEKVLDRRE VVKGKVEYLL KWKGFSDEDN
mouseHPlﬁ MGKEKQNEKKKYV EEVLEEEEEE| YVVEKVLDRE VVKGKVEYLL KWKGFSDEDN
humanHPlﬁ MGKKQNKKKV EEVLEEEEEE| YVVEKVLDRR VVKGKVEYLL KWKGFSDEDN
chromo domain
51 \ 100
hamsterHPl[S TWEPEENLDC PDLIAEFLQS QKTAHHTDKS EGGKRKADSD BDKGEE SKP
mouseHPlﬁ TWEPEENLDC PDLIAEFLQS QKTAHETDKS EGGKEKADSD SIHDKGEESKP
huma.nHPl[S TWEPEENLDC PDLIAEFLQS QKTAHEHTDKS EGGKRKADSD SIHDKGEESKP
101 150
hamsterHPl[ﬁ KKKKEESEKF ERGF GLEPE RIIGATDSSG ELMFLMKWEKN SDEADLVPAK
mouseHPlB KEKKKEESEKP RGF GLEPE RIIGATDSSG ELMFIMKWEKN SDEADLVPAK
hu.manHPlB KEKKKEESEKP RGF GLEPE RIIGATDSSG ELMFIMEKWKN SDEADLVPAK
chromo shadow domain
151 185
ha.msterHPl]S EANVECPQVV ISFYEERLTW HSYPSEDDDK KDDEKN
mouseHPlB EANVEKCPQVV ISFYEERLTW HSYPS DDK KDDEKN
Hu.manHPl['} EANVECPQVV ISFYEERLTW HSYPSEDDDK KDDEN

10. abra: Az ismert emlés HP1P fehérjék amindsavszekvencidinak Osszehasonlitisa. Az eltérd
aminosavakat fekete négyzetek mutatjak.

A chHPI1B-ban azonositott szekvenciakiilonbség ismereteink alapjan nem konzervalt
vagy valamilyen funkcioban kiemelt szerepet jatszd aminosavban van (Smothers and
Henikoff, 2001; Muchardt et al., 2002).

A HP1 gamma proba segitségével kivalasztott klonokban a nyitott leolvasasi keret
bazisorrendje szintén nagyfoku konzervativizmust mutatott: 95% azonossagot az egér M32

(NCBI: BC059831) valamint 92% azonossagot az emberi HP1™ (NCBI: BC000954) kédold

szekvencidkhoz, a cDNS-bdl szarmaztatott fehérjék amisovsorrendje pedig teljesen azonos
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volt mindharom faj esetében, tehat a HP1 gamma izoformajat (chHP1y) is azositottuk a kinai
horcsogbol.

Nagymértéki hasonldsdgot taldltunk a béta és gamma klonok nem kddolo
szekvencidinak Osszevetései soran is. Mindhdrom fajban nagyon hasonloak voltak a HP1j3
klonok start kodont megeldz6 koriilbeliil 30 bazisparos szakaszai (91-97% bazisazonossag). A
3’ nem atirt régioban (UTR) a horcsog és emberi szekvencidk bar hosszukban kissé eltértek
(1,329 bp és 1,374 bp), bazissorendjiik 87% azonossagot mutatott. Az egér HP13 3 UTR sem
hosszdban (461 bp) sem pedig szekvencidgjdban nem hasonlitott a masik két emlds
homoléghoz. A chHP1y cDNS-en a 3° nem 4tir6d6 szakasz hossza kozel azonos volt a harom
fajban, szekvencidikban azonositani tudtunk olyan régiokat (691-1053 bp, 1138-1220 bp,
1601-1816 bp a chHP1y cDNS szekvencidn), amelyek 84-94% egyezést mutattak, a chHP1y
cDNS-ének utolsé szaz bazisparos szakasza pedig 100%-o0s homoldgiat mutatott az egér, 91%-

os azonossagot pedig az emberi szekvenciahoz.

A Kkinai horcsog HP1 izoformainak lokalizacidja

A HP1 izoformék lokalizacidjanak vizsgalatdhoz egy tengeri korallbol (Discosoma)
szdrmazd vords fluoreszcens proteint (DsRed, RFP) hasznaltuk. A HP1 izoformdk kdédold
szekvencidinak C terminalis végéhez hozzaépitettiik a voros fluoreszcens proteint kodol6 DNS
szakaszt, majd a fuzios fehérjéket idolegesen kifejeztettiik (tranziens transzfekcio) C23-Z41
(emberi SATAC-ot hordozé CHO sejtvonal (Csonka et al. 2000) és H1D3-1C2 (nagymérett
egér SATAC-ot hordoz6 horcsog-egér hibrid sejt (Keresd et al. 1996) sejtvonalakban. A
vizsgalatokat nativ kromoszdémapreparatumokon végeztiik annak érdekében, hogy elkeriiljiik a

hipotonizaldé és fixald oldatok hasznalatat. A metafazisos sejteket begylijtésiik utdn sajat

50



tapoldatukban szuszpendaltuk, egy targylemezen szétnyomtuk oOket, majd fluoreszcens
mikroszkopidval vizsgaltuk benniik a HP1 izoforméainak eloszlasat.

HID3-1C2 interfazisos sejtmagokban mindhdrom izoforma jol koriilhatarolhato
foltokban volt megfigyelhetd. Ez a lokalizaciés mintdzat megegyezik a Kkonstitutiv

heterokromatin kimutatasara szolgald C-sav festés mintazataval (11. abra).

11. abra: A HP1 izoformak lokalizacioja HID3-1C2 sejtmagokban. A: H1D3-1C2 sejtmagok C-sav
festése. B: chHP1a-RFP lokalizacigja. C: chHP1B-RFP lokalizacidja. D: chHP1y-RFP lokalizacidja.

H1D3-1C2 metafazisos sejtekben mindharom RFP-vel megjelolt HP1 izoforma
dontéen a nagy méretli szatellita DNS alapti mesterséges kromoszémakon és az egér
kromoszomak centromerikus régidiban dusult fel. Ez a lokalizaciés mintazat nagyfoku

hasonldsagot mutat a HID3-1C2 sejtek kromoszomainak C-sav festéséhez (12. abra).
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12. abra: A HP1 izoformak lokalizacidja H1D3-1C2 kromoszémakon. A: H1D3-1C2 kromoszémak
C-sav festése. B: chHP1o-RFP lokalizacioja. C: chHP1B-RFP lokalizacidja. D: chHP1y-RFP
lokalizacidja. Az egér mesterséges kromoszomakat nyilhegyek jelzik.

Megvizsgaltuk a HPI1-RFP proteinek lokalizaciojat C23-Z41 (emberi mesterséges
kromoszémat hordozé CHO sejtvonal) sejtekben is. A C23-Z41 sejtek mitotikus
kromoszomain a HP1 mindharom izoformaja a legnagyobb mértékben a C-sav pozitiv
konstitutiv heterokromatikus régiokban dusult fel. Egy gyengébb, de specifikus lokalizacids
mintazatot figyeltiink meg a kromoszomak eukromatikus régidiban is (13. dbra). Ez a mintazat
a legkifejezettebb a gamma izoforma esetében volt, ennek eloszlasa mind a mesterséges

kromoszomak teljes hosszdban, mind pedig a horcség kromoszomakon finom felbontasu

savozottsagot mutatott (13.d dbra).
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13. abra: A HP1 izoformak lokalizacidja C23-Z41 kromoszoémakon. A: C23-Z41 kromoszomak C-sav
festése. B: chHP1a-RFP lokalizacioja. C: chHP1B-RFP lokalizacidja. D: chHP1y-RFP lokalizacidja.
A human mesterséges kromoszémakat nyilhegyek jelzik.

Annak eldontésére hogy vajon a fluoreszcens fehérje helyzete befolyéasolja e a HP1
lokalizacidjat tovabbi vizsgéalatokat végeztiink az emberi és horcség HP1 alfa izoformaival. N-
terminalisan elhelyezkedd zolden fluoreszkald proteint (GFP) kdédolo DNS-t épitettiink a
horesdg chHP 1o és emberi HP1M fehérjéket kodold gének nyitott leolvasési keretei elé. A
fuziés proteineket hordozd plazmid DNS-t CHO és C48-5B4 (2 emberi mesterséges
kromoszomat hordozé kinai horcsog sejtvonal; Csonka et al 2000) sejtekbe transzformaltuk,
majd szelekcidval olyan stabil klonokat allitottunk eld, amelyekben a konstrukciét hordozo

DNS integralddott a gazdasejt genomjaba. C48-5B4 sejtekben a GFP-HP1 a kromoszémakon
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a konstitutiv heterokromatint festd C-sav mintazatanak (14.a abra) megfelelden dusult fel:
dontéen a mesterséges kromoszoémakon (14.b 4bra), a horcsog X kromoszoma
heterokromatikus karjan és a horcsog kromoszomak kisebb kiterjedésii heterokromatikus

régidiban halmozddott fel (14. b,c abrék).

14. abra: A GFP-HP1a lokalizacidja CHO és C48-5B4 kromoszémakon. A: C48-5B4 kromoszémak
Hsa

C-sav festése. B: GFP-HPla lokalizacigja C48-5B4 kromoszomakon. C: GFP-chHPla

lokalizacigja CHO kromoszomakon. A mesterséges kromoszomakat nyilhegyek, a horcsog X

kromoszémakat dupla nyilhegyek jelzik.

Bar a HP1 izoforméak lokalizaciojat nem befolydsolta, hogy N- vagy C-termindlis

végiikre klonoztuk a riporterfehérjét, megvizsgaltuk azt is, hogy maga a riporterfehérje
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jelenléte mddositja-e a HP1 eloszlasat a kromatinban. A kisérletben monoklonalis ellenanyag
(jellemzése a kovetkezd, Kinai horcsog anti-HP 1o monoklondlis ellenanyag cimii fejezetben)
segitségével kovettiik nyomon a HP1 alfa izoformdjanak elhelyezkedését C23-Z41 sejtekben.
Mind a sejtmagi, mind pedig a kromoszémalis HP1a eloszldsa hasonld eredményt adott a
fluoreszcens proteinekkel megfigyelt lokalizdciohoz (15. dbra), ami azt jelenti, hogy sem a

fuzids partner jelenléte, sem pedig a tultermelés nem mddositja alapvetden a HP1 eloszlasat.

15. abra: A C23-Z41-es sejtvonal interfazisos magjainak ¢s mitotikus kromoszomainak immunfestése
anti-HP1a monoklonalis ellenanyaggal és FITC-konjugalt masodlagos ellenanyaggal (z6ld). A DNS-t
DAPI-val festettiik meg (kék). A mesterséges kromoszémat nyilhegy, a horcség X kromoszémat dupla
nyilhegy jelzi.
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Kinai horcsog anti-HP1a monoklonalis ellenanyag

A rekombindns HP1 alfa fehérjét invazin bakteridlis fehérjével fuzidban prokariota
expresszios rendszerben (pET28 vector) ,,His-tag”-gel jeloltiik meg és expresszaltattuk. Az
invazin a Yersinia baktériumok kiils6 sejthartydjaba agyazodo fehérje, kisérleteinkben a HP1a
fizios partnereként abban volt szerepe, hogy fokozza a kis méretii, konzervalt szekvenciaja

HP1a elleni immunreakciot az egerekben.

200 kDa | B |
150 kDa ; i i
100 kDa

75 kDa i

50 kDa == HPI1-GFP

37kDa

25 kDa

A

- Epes g [P]

B

16. abra: Az anti-HPla monoklonalis ellenanyag Western blot analizise. A: Az 5-20%-0s SDS
poliakrilamid gradiens gélen szétvalasztott teljes sejt fehérje kivonatok Coomassie festése. B: Western
blot analizis a moklonalis antiHP1o hibridéma feliluszdjaval teljes sejt fehérje kivonatokon. M:
fehérje molekulatomeg marker; 1-es savok: CHO-K20 sejt (kinai horcsog); 2-es savok: emberi
limfocita; 3-as savok: LMTK" egér sejt; 4-es savok: GFP-HP1a fuzids fehérjét kifejez6 CHO-K20
sejtvonal.
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Az ellenanyagot termeld hibridoma klonokat az Anyagok és modszerek fejezetben
ismertetett eljarassal allitottunk el6. Az ellenanyag specificitdsat Western blot kisérletekben
ellendriztik CHO-K20 (kinai horcsdg), GFP-HPla fuzios fehérjét expresszalo CHO-K20,

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

A kinai horcsog HP1a gén genomikus szekvencidjanak azonositasa

Az emberi HP1™%-t kodold régiot hordozé DNS préba alkalmazasaval 2 fagklont
azonositottunk egy genomikus lambda fag konyvtarbol plakkhibridizacioval. A konyvtarbol
kortlbelil 250 000 fagot vizsgaltunk at, amely a kinai horcsog teljes genomjat nagyjabol
egyszeresen reprezentdlta. Az azonositott fagok altal hordozott DNS fragmentumokat
restrikcids endonukledzokkal végzett hasitas alapjan térképeztiik, atfedd szubklon-sorozatokat
készitettiink beldliikk és meghataroztuk bazissorendjiiket. Az egyszeri szekvenalds szdmara
hosszunak bizonyuld szubfragmentek ismert béazissorrendjére primereket terveztiink, majd
ezek felhasznaldsdval addig folytattuk a szekvendlast és ujabb folytatdlagos primerek
tervezését, mig az adott fragmentet teljesen atfedd szekvenciat kaptunk (primer walking). A
fagok altal hordozott DNS-ek bazissorrendjének analizise azt mutatta, hogy az egyik koziilik
(phg53) a HP1ao mRNS-ének els6 atirt exonjat hordozza (exon 2 a jele, mivel az els6 exonrdl
abra). A masodik ¢és harmadik atirt exonokat (exon 3 és exon 4, 17. ébra) hordozd fagok
azonositasahoz tovabbi DNS probakat allitottunk elo:

- prébal: PCR segitségével sokszorositottuk a phg53 (a HPla transzkripcidjanak

iranya szerinti) utolso 2,7 kb-os szakaszat;
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- proba2: izolaltuk a phg24 (a HPla transzkripcidjanak irdnya szerinti) elsé 1,5 kb-os
fragment;jét;

- préba3: primereket terveztink az emberi HPloo ¢cDNS harmadik és negyedik
exonjara, majd ezekkel a primerekkel exon 3-4 specifikus probat sokszorositottunk egy erre

alkalmas emberi cDNS konyvtarbol (17. dbra).

Exonl Exon2 Exon3 Exond4 Exon5

- — A i EE
ATG ™. S

Intronl Intron2 Intron3 Intrond

_—— = —————— |
Phg 53 Phg 24
Proba 3
== =_
Proba 1 Proba 2

Exon3 Exond

17. abra: A chHPI«a gén szekezete és genomikus szekvencidkat hordozo a phg53 és phg24 fagok
inszertjeinek viszonylagos pozicidja. A piros négyzetek az exonokat jelzik, a nyil mutatja az atiras
kezddpontjat. A négyzettekkel jelzett szekvenciaszakaszok az abrdn nem méretaranyosak. Bovebb
magyarazat a szovegben olvashato.

A probaink felhasznaldsdval a genomikus fagkonyvtarbol 11 ujabb fagklont
azonositottunk.

A fagok altal hordozott DNS bazissorrendjét részlegesen meghataroztuk a fagkarokrol
indulé primerekkel, tovabbd Southern blot hibridizacidban analizaltuk oket a fagkonyvtar
vizsgalatdhoz felhasznalt probak segitégével. Tovabbi vizsgalat céljabol azokat a klonokat

valasztottuk ki, amelyek a Southern hibridizacié alapjan hordoztdk az exon 3-4-es kddold

régidt, masrészt pedig a részleges bazissorrend meghatarozasukbol szarmazé adatok alapjan a
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legkisebb atfedést mutattak a mar meglevé genomikus szekvencidinkkal. A tovabbiakban tehat
csak azokat a fagklonokat vizsgaltuk tovabb (phgl és phg73, 18. dbra), amelyek a legnagyobb
atfedést adtak a hianyz6 genomikus szakaszok iranyaba. A phgl és phg73 altal hordozott DNS
fragmentumokat restrikcids endonukleazokkal végzett hasitds alapjan térképeztiik, atfedo
szubklonsorozatokat készitettiink veliik, majd primer walking segitségével megallapitottuk
bazissorrendjiiket.

A genomikus szekvencia 5’ végének irdnydba (az exonl felé) tobbszori kisérlet utan
sem tudtunk tovabblépni a mar meglevd phgS53-as fag szekvencidja alapjan tervezett
hibridizacids probdk segitségével, mert a fagnak ezen része nagy mértékben ismétlodo,
szatellita szekvencidkat tartalmazott, aminek kovetkeztében wjra és ujra a HP1 genomikus
régiojatol teljesen fiiggetlen szekvencidju fagklonokat azonositottunk. Mivel a genomikus
szekvencidbdl 5’ irdnyban csupan az exonl révidke (109 bp), GC-gazdag szekvenciadarabjat
ismertiik, ennek a segitségével kiséreltik meg a tovabbhaladast. A chHPla cDNS-ének
szekvencidja alapjan tervezett primerek segitségével sokszorositottuk az exon 1-nek megfeleld
DNS szakaszt, majd e proba segitségével plakkhibridizaciéval vizsgéaltuk a horcsog
genomikus fagkonyvtarat. A genomot korélbeliil 2,5-szer reprezentald fagok vizsgélata soran
5 1wy fagklont azonositottunk (phgEl, E3, E4, ES5, E6) (18. ébra). A fagok inszertjeinek
bazissorrendjét részlegesen meghataroztuk a fagkarokrél induldé primerekkel, a tovabbi
vizsgalatokban pedig azt az egyetlen fagklont hasznaltuk fel (phgE6), amelynek szekvencigja
atfedést mutatott a mar ismert DNS-ekbdl dsszeépitett folyamatosan genomikus szakasszal. A
phgE6 DNS-Et restrikcios enzimek hasitdsi mintazata alapjan térképeztiik, inszertjére atfedo
szubfragmentsorozatokat készitettiink, majd primer walking stratégidval meghataroztuk
bazissorrendjét. A chHPIa gén bazissorrendjébdl az atfedd fagok szekvencidinak

Osszeillesztése soran 43 845 bp-t hataroztunk meg (GenBank Acc.No.:AY550262).
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A horesog, emberi €s egér HP1a gének és az azokat hordozd cDNS-iik 6sszevetése azt
mutatta, hogy a chHPIa gén alapvetd szerkezete megegyezik a mar ismert emldsfajok
homolodgjaival: exonjainak és intronjainak szama megegyezik az emberi €s egér homoldgok
exonjainak €s intronjainak szdmaval (18. dbra). Az intronok 5° végein megfigyeltiikk a GT, 3’
végeiken az AG szekvencidk konzervativizmusat, ami megfelel a hirvivd RNS érésben leirt

altalanos szabalyszertiségeknek (Harvey Lodish et al., 2000).

Exonl Exon2 Exon3 Exond Exon$
] 1 [
ATG i
Intronl Intron2 Intron3 Intrond
(17 665 kb) (10439 kb)  (3868kb) (1 185kb)
— e ]
Phg E3 Phg 53 Phg 24
_ _—
Phg E6 Phg 73
Phg ES Phg 1
Phg E4
e
Phg E1

18. abra: A chHPIla gén szekezete ¢és a genomikus szekvencidkat hordozd fagok inszertjeinek
viszonylagos pozicidja. A piros négyzetek az exonokat jelzik, a nyil mutatja az atiras kezd6pontjat.
Kék négyszogekkel jeloltik a mindhdrom emldsfajban konzervativ. HP1 intronszekvencidk
hozzavetdleges helyzetét. A négyzettekkel jelzett szekvenciaszakaszok az abran nem méretaranyosak.
Az dbra nem tiinteti fel a vizsgalataink soran azonositott 6sszes fagklont.
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intronok mérete ¢és szekvencidja nem mutatott hasonldsagot a harom emldsben. JOl ismert és
jellemzett szatellita és egyéb moderaltan ismétlodé szekvencidkon kiviil, hdrom olyan
szekvenciaszakaszt talaltunk, amelyek nagyobb (85-88%) azonossagot mutattak mindharom
fajban (a chHP1a genomikus szekvencian ezek a 6 326-6 626 bp-os és az 21 405-23 310 bp-

os régiok (intron 1) és a 36 740-37 210 bp-os régio (intron 3).

A kinai horcsog HP1a gén kromoszomalis térképezése FISH-el

A chHPla gén kromoszémalis térképezését fluoreszcens in sifu hibridizacidval
végeztiik tenyésztett fibroblaszt (CHO-K20) és kinai horcsog 1€pébdl szarmazd limfocita
sejteken. A proba a genomikus szekvencidkat hordozé fagok (phg24, phg53, phg73, phgl,
phg53, phgE6, és phgE3) DNS-einek keveréke volt. A chHPI«a genomikus l6kusza a 2-es
kromoszoma rovid karjara, a masodlagos beflizodéstol disztalisan, a rovid kar utolsod
harmadara térképezodott. A 2-es kromoszoma rovid karjat a csoportunkban kordbban leirt, a
rovid kar pericentromerikus régdjara specifikus HUCAFF 170-es szatellita probaval (Fatyol et

al., 1994) azonositottuk (19. a-f abra).
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19. abra: A chHPIla gén fluoreszcens in situ hibridizaciés (FISH) térképezése kinai horcsog
kromoszomakon. A: FISH horcség 1ép limfocitdk metafazisos kromoszémain. A genomikus
szekvenciat hordozd fagok DNS-ének keverékét biotinnal jeloltik (z6ld); a kromoszomékat 4°,6-
diamidino-2-phenylindole (DAPI)-val festettik. B: DAPI-val festett horcsog 1ép limfocita
kromoszomak. C: FISH CHO-K20 sejtek kromoszomdin a genomikus szekvenciat hordoz6 fagok
DNS-ének keverékével (z61ld). A kromoszoémakat DAPI-val festettiik. D: DAPI-val festett CHO-K20
sejtek kromoszomai. E: Két szini FISH horcsog 2-es kromoszémakon biotinnal jelolt 2-es
kromoszdémaspecifikus szatellita DNS probaval (HUCAFF 170 szatellita) (zold jel) és digoxigenin
(DIG)-jelolt chHPI« specifikus DNS prébaval (piros jel). F: DAPI-val festett horcsog 2-es
kromoszéma. A nyil a mésodlagos befiiz0dést jelzi a kettes kromoszéma rovid karjanak utolso
harmadaban.
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Eredmények targyalasa

A Kkinai horcsog HP1 izoformai

A HP1 izoformdi nem-hiszton tipusu kromoszoémalis fehérjék, melyek alapvetd
szerepet jatszanak a heterokromatin felépitésében. Dolgozatom arra kereste a valaszt, hogy
megtalalhatok-e ezek a fehérjék a kinai horcsog sejtjeiben is, egy olyan élélényben, amelynek
kromoszémadin csak csekély heterokromatin taldlhato. A kinai horcsogbdl azonositottuk az
emberbdl és egérbdl mar ismert mindhdrom izoformat. cDNS-ik kddold régidinak
szekvencidja konzervativnak bizonyult mindhdrom emlésfajban, tobb mint 90%-o0s
azonossagot mutattak. A cDNS-iik bazissorendje alapjan szarmaztatott aminosavszekvencidik
ugyancsak konzervativak voltak: a HP1y teljesen megegyezett mindharom fajban, a chHPla
és chHP1 csupéan egyetlen aminosavban kiilonboztek egér homologjaiktol, mig a chHPla €s
az emberi HP1™® fehérjeszekvencidjaban mindossze 5 aminosav eltérést talaltunk. A
konzervativ funkcionalis szakaszokban csupan egyetlen kiilonbség volt, de ez nem olyan
aminosavat érintett, amelynek fontos szerepe van a ,,chromodomain” MetH3K9 hiszton
kotésében, vagy e szerkezeti elem haromdimenzids szerkezetének kialakitdsaban (Eissenberg,
2001; Nielsen et al., 2002b). Annak érdekében hogy megtudhassuk, hogy a horcsog
izoformakban taladlt csekély szamu aminosavkiilonbségek okozhatnak e kiilonbséget a
lokalizacidjukban, megvizsgaltuk az izoformak sejten beliili eloszlasat nativ kromoszoma ¢és
sejtmagi prepardtumokon (a részletek késdbb olvashatok). A c¢DNS-ek szekvencidinak
konzervaltsaga nem korlatozdodott a kddolo régiokra, az alfa izoforma esetében mind az 5’
mind a 3’ nem atirt régi6 (UTR) nagyfoku hasonlosagot mutatott. A béta izoforma esetében a

start kodont megel6z6 30 bp-os szakasz szinte azonos volt minharom fajban. A horcsog €s
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emberi HP1B 3> UTR szekvencidk bizonyos szakaszai nagy mértékben hasonldak, az egér
HPIB 3° UTR bazissorendje azonban ezektdl mind hosszisdgaban, mind szekvencijaban
kulonbozik. Erdsen konzervativ szekvenciaszakaszokat a gamma izoforma 3° UTR-ben is
megfigyeltiink. A cDNS szekvencidk hasonldésdga nem terjed ki a cDNS-ek teljes hosszara,
mind az 5°, mind pedig a 3> UTR-ben bizonyos szakaszok mutatnak konzervativizmust, mig
mas szekvenciarészek egyediek. Az a tény, hogy bizonyos szekvencidk mindharom fajban
megtalalhatéak valamilyen funkciondlis szerepre utal, ezeket a funkciokat azoban nem
ismerjik. A kiilonb6z0 izoformak nem atirt régidi nem hasonlitanak egymashoz, ami arra

utalhat, hogy az egyes izoformak mas mas transzlacids szabalyozés alatt allnak.

A kinai horcsog HP1a génje

A HPla génjének alapvetd szerkezete megegyezett horcsogben, emberben és egérben:
a gén 5 exonbdl és az ezeket elvalasztd 4 intronbdl all. A fehérje atirdsa a masodik exonbol
kezdddik, az els6 exonnak vélhetéen szabalyozo szerepe lehet, mint azt mas fehérje esetében
mar leirtak (Gottgens et al., 2002). Bar sem az intronok mérete, sem azok szekvenciai nem
voltak hasonléak a harom emldsfajban, az elsd intronban két, a harmadik intronban egy olyan
genomikus szakaszt azonositottunk, amelyek nagyban hasonlitanak mindharom emldsben és
nem ismétlodd szekvencidkhoz tartoznak. Ezeknek a genomikus régidknak nem ismerjiik a
szerepét, a konzervativizmusuk azonban arra utal, hogy valamilyen funkcidjuk Iehet,
transzkripcids enhanszer vagy egyéb transzkripcios szabalyozo szereppel birhatnak.

A chHPI«a gén kromoszomalis helyét fluoreszcens in situ hibridizacioval hatdroztuk
meg. FISH jelet csak a 2-es kromoszoma roévid karjan kaptunk, amely arra utal, hogy a

chHPla gén egy példanyban van jelen a kinai horcsogben, vagy ha tobb génje van, azok
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azonos citologiai lokalizaltsaguiak. In situ hibridizacidéval kimutathato, eltérd lokalizaltsagu

pszeudogéneket nem taldltunk a hércsog genomban.

A kinai horcsog HP1 izoformak lokalizacioja

Az emldésok sejtjeiben a HPla a konstitutiv heterokromatinnal asszocidlt: a
kromoszomaék centromerikus és pericentromerikus régidiban figyelték meg (Horsley et al.,
1996; Minc et al., 1999; Yamada et al., 1999; Minc et al., 2001). A HP1p és HP1y izoformak
lokalizacidja metafazisos kromoszomakon mar ellentmondéasosabb: a HP1B-rél korabban
kimutattak, hogy az egérkromoszomak centromerikus é&s pericentromerikus régidiban
lokalizalodik (Nicol and Jeppesen, 1994; Wreggett et al., 1994; Furuta et al., 1997); Saffery és
munkatdrsai. azonban csak néhany, de nem az Osszes metafazisos kromoszéman tudtdk
detektalni (Saffery et al., 1999). A HP1B és HP1y esetében a lokalizacio vizsgéalatat nagyban
megneheziti az epitop N-terminalis maszkoldsa, ami azt jelenti, hogy a HP1 N-terminalisat
felismerd ellenanyagok szamara a heterokromatinba agyazott epitop csak igen korlatozott
mértékben hozzaférhetd (Saunders et al., 1993; Nicol and Jeppesen, 1994; Furuta et al., 1997,
Minc et al., 2000). Emiatt szdmos kisérleti ellentmondas sziiletett: Horsley €s munkatarsai
szerint az M32 (az egér HP1y) nincs a kromoszémak heterokromatikus régidiban (Horsley et
al.,, 1996), mig masok megfigyelték a feldisulasat mind az eukromatinban, mind pedig a
heterokromatinban egér €s emberi sejtekben is (Minc et al., 2000; Minc et al., 2001).

A kromatinfehérjék immunlokalizaciojat a metafdzisos kromoszémakon nemcsak az
N-termindlisos maszkolds befolydsolja, hanem a kisérleti koriilmények is: azok a
koriilmények, amelyek hozzaférhetové teszik a kromatinfehérjéket az ellenanyagok szdmara
szétzilaljak a kromatin szerkezetét, olyan koriilmények viszont, amelyek megorzik a

strukturat, az ellenanyag szamara hozzaférhetetlenné teszik az epitopot (Minc et al. 2001). Az
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immunfestésben hasznalt rogzitdszerek (formaldehid, paraformaldehid, glutaraldehid)
megvaltoztathatjak a vizsgalt fehérje epitopjanak szerkezetét (Minc et al., 2001).

A lokalizacids vizsgalatokhoz fizionalt fluoreszcens riporterfehérjéket is alkalmaztak,
de ennek ellenére is sziilettek ellentmondasos kisérleti adatok: Sugimoto és munkatarsai GFP-
hez fazionalt HP1P és HP1y fehérjéket nem talaltak az emberi kromoszomak centromerikus
régidiban (Sugimoto et al., 2001), ugyanakkor GFP-vel késziilt fuzids riporterfehérjék
segitségével masok azt mutattak ki, hogy a HP1y mind az eukromatinban mind pedig a
heterokromatinban lokalizalédik (Minc et al., 2000). HPI1B és HPly izoforméakat sargan
fluoreszkal6 proteinhez hozzékapcsolva csak gyengén vagy egyaltalan nem tudtak kimutatni
az emberi kromoszémak centromerjében. A HPla izoforma lokalizacidjat vizsgaltak voros
fluoreszcens (DsRed) riporterfehérjével is, az ektdpikusan expresszalt fuzids fehérje a
immunlokalizdciohoz hasonléan a heterokromatinban halmozddott fel egér és indiai
muntyakszarvas sejtekben (Sugimoto et al., 2001).

Kisérleteinkben a HP1 izoforméak lokalizacidjanak vizsgalatdhoz mi is GFP-HP1 és
HP1-DsRed fuziés riporterfehérjéket alkalmaztunk, a riporterfehérjékkel kapott
eredményeinket pedig ellenanyaggal végzett immunfestéssel megerdsitettiik.

A HP1 izoformainak lokalizacidjat olyan hibrid sejtvonalakban vizsgéltuk, amelyek
horcsog-, valamint heterokromatikus egér-, és szatellita DNS alapi mesterséges
kromoszomakat hordoztak (H1D3-1C2 sejtvonal) €s megvizsgaltuk olyan sejtvonalban is,
amely horcsog- és szatellita DNS alapti mesterséges kromoszomakat (C23-Z41 sejtvonal)
hordoz. Az HP1 fehérjék lokalizacidjat tehat teljesen azonos sejten beliili koriilmények kozott,
de kiilonbozé fajokbdl szarmazod ¢és  kulonb6zé mértékben heterokromatinizalddott
kromaszomarégiokon kovettilk nyomon, ami lehetdvé teszi, hogy Osszevethessiik az eu- és

heterokromatikus régidk kozti lokalizacids kiilonbségeket. Mivel mindharom izoforma
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lokalizacidjat azonos kisérleti koriilmények kozott, azonos riporterfehérjék segitségével,
azonos sejttipusokon vizsgaltuk, ezaltal GsszevethetOk egymassal az egyes izoformakkal
kapott lokalizaciés mintazatok is. A kisérletekben nativ kromoszéma- ¢és sejtmagi
preparatumokat hasznaltunk, amelyben a hipotonizaldé ¢&s keresztk6td oldatok nem
befolyasoltdk a kromatin szerkezetét és a HP1 kromoszomadlis eloszlasat. Megfigyeléseink
alapjan a HP1 mindharom izoforméja elsdsorban a heterokromatikus régidkban lokalizalodott
¢és bar lényegesen kisebb mértékben, de mindhdrom izoformat megfigyeltiik eukromatikus
kromoszomalis régiokban is, a HP1 gamma izoforma esetében pedig a nativ kromoszdma-
preparatumokon egy egészen finom felbontast, savozott eloszlast mutattunk ki.

A fentebb leirt N-termindlis maszkolas jelenség arra utalhat, hogy a HP1 izoformak N-
terminalis végiknél fogva (a ,chromodomain” feldl) agyazodnak a zart szerkezetli
heterochromatinba, C-termindlis végiik a zart strukturabol kifele, az ellenanyagok szamara
konnyebben hozzaférheté modon helyezkedik el. Kisérleteinkben azt is megvizsgaltuk hogy
befolyasolja-e a HP1 heterokromatinba torténd kotodését az, hogy a fehérje melyik végére
fuzionaljuk a riporterfehérjét. Mind a C-, mind pedig az N-terminalis végre fizionalt riporter
fehérjék osszehasonlithatd, azonos lokalizacidt mutattak a nativ kromoszdémapreparatumokon,
azaz a fuziés partner HP1-hez viszonyitott pozicidja nem befalyosolta a heterokromatikus
lokalizaciot.

Erds, virdlis promoterekrdl torténd expresszid esetén a rekombinans fehérjék
mennyisége jelentds mértékben meghaladhatja a sejten beliili, szabalyozott fehérjeszintet. A
feleslegben levo fehérjék ektopikus helyekre kotddhetnek, de szélsdséges esetben a normalis
szintet meghaladdé mennyiségli fehérjéktdl a sejtek aggregatumok képzésével szabadulhatnak
meg. Monoklondlis elleneanyag segitségével ellendriztiik, hogy az erds viralis promdterrol

termelddd chHPla izoforma lokalizaciés mintdzata megegyezik az endogén, szabalyozott
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moddon termelddd fehérje sejten beliili eloszlasaval. Az ellenanyag kevésbé festette meg a
kromoszomak eukromatikus régidit mint ahogyan azt a fluoreszcens fehérjékkel megfigyeltiik,
ez a kiilonbség azonban a kétféle kisérlet detektaldsi sajatsagaival magyarazhatd: direkt
immunfluoreszcencia esetében (fuzionalt riporterfehérjékkel végzett vizsgélat) a jelolt
fluoreszcens proteint kozvetleniil detektaljuk, ebben az esetben a kromatinban k6t6doé fehérje
mennyisége linedrisan aranyos a mikroszkdépban megfigyelt jel nagysdgaval, indirekt
immunfluoreszcencia esetében azonban az elsddleges ellenanyaghoz tobb masodlagos
(fluoreszcens festékkel kapcsolt) ellenanyaggal is kotddhet, a jel erdsitése nagyobb mértéki a
linearisnal. A kisérlet egyben azt is bizonyitja, hogy a HP1-hez fizindlt riporterfehérjék nem

akadalyozzak a megfeleld kromoszomalis eloszlast/ lokalizaciot.

Annak ellenére, hogy a kinai horcsog kromoszémain nincs citologiai értelemben vett
kiterjedt konstitutiv heterokromatin, a HP1 mindhidrom izoforméja megtaldlhatd horcsog
sejtekben. Ezek az izoformdk szinte teljesen megegyeznek a mar ismert emlds homoldgokkal.
Lokalizacidjuk alapjan feltételezhetd, hogy hasonlé mddon részt vesznek a kromatinszerkezet
felépitésében, mint az ismert emlds ortolégok. Eredményeink azt mutatjdk, hogy a
heterokromatin hidnya a kinai horcsogbél nem a HP1 hianyanak vagy specalis
aminosavosszetételének a kovetkezménye, a horcsogsejtekben megtaldhatok azok a
fehérjekomponensek, amelyek képesek felépiteni a heterokromatint a szatellita DNS alapu
mesterséges kromoszomakon.

Emberi és egér sejtekben a heterokromatint alkotd szatellita DNS tulnyomd része
viszonylag rovid ismétlodd szakaszokbol (<1 kb) épiil fel, mig horcsogben -eltekintve a
centromerikus TTAGGG 1smétlddésektol-, a szatellita szekvencidk joval Gsszetettebbek, az

ismétlodo szakaszok egységeinek hossza messze meghaladja az emberi és egér szatellitak
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egységeinek hosszat (Ouspenski and Brinkley, 1993; Fatyol et al., 1994; Faravelli et al.,
1998). A rovid, tandem repetitiv szekvenciakbol felépiilé6 human és egér szatellita DNS alapt
mesterséges kromoszomak horcsogsejtekben heterokromatikusak. Mindezek alapjan
valoszinl, hogy a horcsog sejtekban a heterokromatin korlatozott mennyiségének az oka nem
a HPI hidnya vagy specidlis aminosavosszetétele, hanem a kinai horcség kromoszémainak

specialis szatellita DNS tartalma.
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(")sszefoglalés

Az eukariota sejtek orokitdanyaga a DNS, fehérjékkel alkotott komplexekben a
kromatinba agyazottan taldlhatd a sejtmagban. Az oOrokitdanyag a sejtek osztodasakor
kromoszomak formajaban jelenik meg. A kromoszémakon eukromatikus €s eltérden fest6do
heterokromatikus régiok kiilonboztethetok meg. Az eukromatikus szakaszok hordozzak az
atirodo gének dontd tobbségét, mig a heterokromatikus régiokban a DNS szorosan a
kromatinba agyazott, az expresszald gének szama csekély. A kromoszoémak heterokromatinjat
két csoportra oszthatjuk a kromatinszerkezet molekularis felépitése és a sejtciklus bizonyos
szakaszaiban €s bizonyos specializalddott szovetekben valdo megjelenése alapjan: konstitutiv
¢és fakultativ heterokromatinra. A fakultativ heterokromatin a sejtek egy életszakaszaban
epigenetikus hatasokra kialakuld repressziv kromatinrégid, ma még nem pontosan tisztazott,
hogy milyen szerkezeti vonasaiban kiilonbozik a konstitutiv heterokromatintdl. A konstitutiv
heterokromatin a sejtek egész €letciklusa soran megfigyelhetd, még az interfazisos magokban
is, kialakitasaért elsésorban az evoluciésan konzervalt heterokromatin protein 1 (HPI) a
felelOs.

A HP1 fehérjecsalad tagjai kisméretli proteinek, harom (alfa, béta és gamma)
izoformdval rendelkeznek. Az egyes izoformak kiilonboznek egymastdl lokalizacids
mintazatukban, funkcidik vélhetdleg részben atfeddek, részben specifikusak. Konstitutiv
heterokromatint megfigyelhetiink a legtobb emldsfaj kromoszémainak pericentromerikus
régidiban. Egy ritka kivétel a kinai horcsog, amelynek kromoszdémdin nincs citoldgiai
értelemben vett kiterjedt konstitutiv heterokromatin. Ez az egyik oka annak, hogy a kinai

horcsog sejtvonalak fontos szerepet toltenek be a mesterséges kromoszéma technoldgiaban: a
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horcsog sejtekben az erdsen heterokromatikus szatellit DNS alapi mesterséges kromoszomak
egyszerl citoldégia modszerekkel nyomon kovethetok.

Vizsgalatainkban arra kerestiik a valaszt, hogy a kinai horcsog sejtekben megfigyelt
csekély mértékii heterokromatinizacionak lehet e az oka a HP1 hidnya? Megtaldlhatok e a HP1
izoformai a horcsog sejtekben, szerepet jatszanak-e a szatellit DNS alapti mesterséges
kromoszémakon kialakuld heterokromatin felépitésében, vagy esetleg mas fehérje helyettesiti
oket?

Kimutattuk, hogy a HP1 mindharom izoforméja megtaldlhaté a kinai horcsogben. A
HP1 izoformainak aminosavsorrendje alig kiilonbozik az eddig ismert emlds (egér €s emberti)
HP1 proteinek aminosavsorrendjétdl. Az eltéré aminosavak a funkcid szempontjabdl nem
lényeges, nem konzervativ poziciokban vannak.

Elvégeztiik a fehérjeizoformdk fuzios riporterfehérjék segitségével torténd lokalizacids
vizsgalatat nativ kromoszoma preparatumokon. Vizsgalataink alapjan megallapitottuk, hogy a
kinai horcsog sejtekben a HP1 fehérjék éppugy felhalmozddnak a szatellit DNS alapu
mesterséges kromoszdmakon kialakuld heterokromatinban mint mds magasabbrendi
eukaridtak kromoszomadin a pericentromerikus régiokban, vagyis a horcség HP1 izoformai
részt vesznek a konstitutiv heterokromatin felépitésében. A fluoreszcens riporterfehérjékkel
végzett vizsgalataink eredményeit megerdsitettiik a sejten beliil, természetes modon termel6dd
fehérjék elleanyaggal torténd festésével.

Izolaltuk a kinai horcsog HP1 alfa izoformajanak génjét, meghataroztuk bazissorendjét
¢és tenyésztett laboratoriumi szovetkultirakbol valamint €16 allatbol szarmazd sejtek kettes
kromoszoémainak rovid karjara térképeztik.

Kisérleteink eredményei bizonyitjak, hogy a kinai horcsdgben megvannak a konstitutiv

heterokromatin kialakitasahoz sziikséges fehérjekomponensek, a konstitutiv heterokromatin
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hianyanak oka a horcsog kromoszomakrdl nem a HPI hidnya vagy specidlis
aminosavosszetétele, hanem vélhetden a horcsogkromoszdmak sajatos szatellit DNS tartalma.
A doktori értekezés a ,,Cloning, characterization and localization of Chinese hamster

HP1 isoforms” cimii kdzlemény alapjan késziilt (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 HPI1, 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.

75



Fiiggelék

Név El(’ilény Méret (aminosav szam) Referencia
Swi6p S. pombe 328 (Lorentz et al., 1994)
Hhplp T. thermophila 184 (Huang et al., 1999)
pchetl P. citri 173 (Epstein et al., 1992)
pchet2 P. citri 194 (Epstein et al., 1992)
HPla D. melanogaster 206 (James and Elgin, 1986)
HP1b D. melanogaster 240 (Adams et al., 2000; Smothers
and Henikoff, 2001)
HPlc 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)
Xhpla X laevis 141 (Platero et al., 1998)
Xhply X laevis 171 (Platero et al., 1998)
CHCBI1 G. gallus 185 (Yamaguchi et al., 1998)
CHCB2 G. gallus 174 (Yamaguchi et al., 1998)
mHP1a 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)
HP1™ H. sapiens 191 (Saunders et al., 1993)
HP1™P H. sapiens 185 (Singh et al., 1991)
HP1"™ H. sapiens 173 (Ye and Worman, 1996)

(a) GenBank database.

2. tablazat: A HP1 ismert homologjai.
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Fehérje

Transzkripcioés regulacio/kromatin szerkezetet modosité fehérjék

S

HP1 varians

Modszer

Hivatkozasok

. (Nielsen et al.,
HA1 Drosophila | HP1 rPD nd 2001a)
(Le Douarin et
HP1-BP74 . Hinge al., 1996;
H1-like Eger 1ilal V2L [P, P region Nielsen et al.,
2001a)
(Polioudaki et
) mHP1a, M31, al., 2001;
H3 Egér M32 FW, rPD, exIP | CD N —
2001a)
, (Nielsen et al.,
H3 Drosophila | HP1 rPD nd 2001a)
(Bannister et al.,
Methylated . 2001;
K9 of H3 S. pombe Swi6 rPD, ChIP CD Nakayama et al.,
2001)
(Jacobs et al.,
2001; Jacobs
Methylated | 5y copnila | HP1 1=, FAIUE: cD and
K9 of H3 NMR .
Khorasanizadeh,
2002)
Methylated , mHP1a, M31, (Lachner et al.,
K9 of H3 Eger M32 rPD o 2001)
Methylated HP 1" Hp1Hsh (Bannister et al.,
K9 of H3 Ember Hp1Her rPD, SPRA CD 2001)
. (Polioudaki et
H4 Egér M31 rPD nd al., 2001)
. In vitro cross- (Zhao et al.,
H4 Drosophila | HP1 linking CSD 2000)

. A (Turner et al.,
MacroH2A1.2* | Egér M31 IF nd 2001)
SUVAR3-9 | Drosophila | HP1 IF, Y2H, exP | CSD (2%%2‘;“"" el

(Aagaard et al.,
) 1999;
Suv39h1 Egér M31 IF, exIP, SED |nd Caovitkovich et
al., 2001)
(Aagaard et al.,
SUV39H1 | Ember HP 18 IF, exIP, SED |nd 1999;

Czvitkovich et
al., 2001)
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(Cleard et al.,

Suvar3-7 Drosophila HP1 IF, Y2H, exIP CSD 1997; Delattre et
al., 2000)
(Ryan et al.,
1999; Brasher et
HP1"e, IF, rPD, exIP, o0,
KAP-1/TIF13 | Ember Hp1He! SPRA. GFC CsD al., 2000;
Lechner et al.,
2000)
(Le Douarin et
al., 1996; Ryan
. mHP1o , M31, | IF, rPD, Y2H, et al., 1999;
NS (E07 M32 exIP, GFC e Murzina et al.,
1999; Brasher et
al., 2000)
. (Netzer et al.,
TRF1/PIN2 Egér M31 IF nd 2001)
HP1Hs | Y2H, transPD, (Vassallo and
TAF;130 Ember Hp 1 exPD CsSD Tanese, 2002)
(Le Douarin et
. mHP1a, M31, al., 1996;
TIF1a Egér M32 Y2H, rPD CSD N
1999)
. (Le Douarin et
mSNF2p3 Egér mHP1a Y2H CsD al., 1996)
(Williams and
Hs Y2H, exPD, Grafi, 2000;
B2 Silz05 HP1, HPT™ | exiP, chiP i Nielsen et al.,
2001b)
: (Williams and
Rb Maize HP1y rPD, Y2H nd Grafi, 2000)
, . (Bachman et al.,
Dnmt3a Egér sejt mHP1a IF nd 2001)
. . (Bachman et al.,
Dnmt3b Egér sejt mHP1a IF nd 2001)
(Le Douarin et
ATRX/HP1- ) al., 1996;
BP38 Egér mHP1a, M31 | Y2H, IF CsD McDowell et al..
1999)
i Hs (Koike et al.,
Pim-1 Ember HP1™" Y2H, exIP, rPD | CSD 2000)
In vitro (o e
CKil Drosophila |HP1a . nd Eissenberg,
phosphorylation
1999)
Hsa (Nielsen et al.,
BRG1 Ember HP1 exIP CSD 2002a)
dAF10 Drosophila |HP1a transPD CSD (ZLO'S?)” el
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s

IF, Y2H, rPD,

(Murzina et al.,

CAF-1p150 |Egér mHP1a, M31 GFC. NMR CSD 1999; Brasher et
’ al., 2000)
AF-1 p1 E Hsa PD D (LeChner et al.,
C p150 mber HP1 r CS 2000)
Ku70 Ember Hp 1Hse Y2H, rPD, exIP | CSD (2%%:? etal,
g Hsa (Maul et al.,
BRCA-1 Ember HP1 IF nd 1998)
ORC1 Drosophila  |HP1a transIP CD, CSD %g';ft el
, IF, exPD, exIP, (Pak et al.,
ORC2 Drosophila |HP1a transIP CD, CSD 1997)
ORC3 Drosophila |HP1a transIP CD, CSD (1F;zgl;)e il
ORC4 Drosophila  |HP1a transIP CD, CSD g';ag';ft el
ORC5 Drosophila  |HP1a exIP, translP | CD, CSD ggag';ft el
ORC6 Drosophila |HP1a exIP, translP | CD, CSD gzag';)et el
XHP1a , (Pak et al.,
Xorc1 Xenopus XHP 1y Y2H nd 1997)
HOAP Drosophila | HP1a IF, exIP nd (el oiel,
2001)
Sejtmag felépités (Nuclear architecture)
(Ye and
Worman, 1996;
Lamin B HP1tse ppqtss | Y2H, PD, Ye et al., 1997;
Ember Hs exPD, transPD, | CSD
receptor HP1™ exIP Lechner et al.,
2000; Polioudaki
et al., 2001)
) . (Le Douarin et
HP1-BP84 Egér mHP1a, M31 | Y2H CsD al.. 1996)
. . (Kourmouli et
Lamin B Egér M31 BA CD al., 2000)
, (Kourmouli et
LAP2f3 Egér M31 BA CD al., 2000)
Hinge (Ainsztein et al.,
INCENP Ember HP1"* HP1"" | Y2H, transPD e i% o 1998; Platero et
9 al., 1998)
Nuclear i mHP1a, M31, (Kourmouli et
envelope =g M32 15 2 o al., 2000)
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BA, kotés vizsgalat (binding assay); ChIP, kromatin immunprecipitacio; exIP, ko-immunprecipitacid
extraktummal; exPD, pull-down assay extraktummal;; FAITC, fluorescens anizotropia, izotermalis
titraciés kalorimetria; FW, far Western analizis; GFC, gel filtraciéos kromatografia; IF,
immunfluorescens kolokalizacio; nd, nem meghatarozott; rIP, koprecipiticié rekombinans fehérjékkel;
rPD, pull-down assay rekombinans fehérjékkel; transIP, immunprecipitacid in vitro-transzlalt
fehérjével; transPD, pull-down assay in vitro transzlalt fehérjével; SED, sedimentation assay (ilepitési
vizsgalat); SPRA, surface plasmon resonance analysis; Y2H, éleszt6 kettdshibrid rendszer.

3. tablazat: A HP1 izoformak interakcids partnerei.
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