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Az alacsonyabbrendii eukariotik centromerikus DNS szakaszainak azonositasiban és
funkciondlis jellemzésében elért jelentds sikerek ellenére az emlds centromer azonositasa
még mindig vdarat magara. Nagyban hozzdjarul ehhez a sikertelenséghez a pericentrikus
kromoszomarégiok  kilonleges DNS  Gsszetétele.  Magasabbrendi  eukariotikban a
centromerikus kromoszomaszakaszok tulnyomorészt tandem szervezddd, sokszor fa) vagy
kromoszomaspecifikus repetitiv DNS elemekbdl un. szatellitekbol épiilnek fel. A szatellitek
pericentrikus koncentralodasa tobb szempontbol is megneheziti a funkciondlis emlds
centromer definidldsit. A rovid repetitiv egységekbdl allo szatellit szekvencidk dltaldban
nagy mertéki instabilitast mutatnak konvenciondlis vektorokba klonozva. Emiatt a
hagyomanyos génbankokban a centromerikus kromoszomaszakaszok DNS  elemei
alulreprezentiltak. Ez a tény valamint az emlés centromerikus DNS konzervativitasianak
litszolagos hianya felveti annak az igényét, hogy megkiséreljiik centromerikus
kromatinfrakciok izolalasat, majd ezek felhasznalasival centromer specifikus DNS bankok
létrehozasat.

Centromerikus kromatinfrakciok izoldlasara kidolgozott modszerekrdl tobb riport 1s
beszamol. Az eljardsok tobbségiikben a kromoszomakarok nukleiz kezelés révén torténo
szelektiv eltavolitasara épiilnek. Ennek az a megfigyelés szolgal alapjaul miszerint az emlds
kromoszomak pericentrikus régioi kompakt, nukleazokkal szemben viszonylag ellendllo
kromatin strukturat vesznek fel. Egy madsik beszamoloban a kromoszomak ultrahangos
fragmentalasat kovetden, centromer fehérjéket felismerd ellenanyagokkal végrehajtott
immunoprecipitacié révén kiséreltétk meg centromerikus kromatin izoldlasat. Habdr az
ismertett modszerek eredményezhetik a centromerikus kromatinfrakcio szelektiv dusulasat,
mindkét megkozelitésnek lehetnek hatranyai. A nukledizokat alkalmazo eljarasok arra az
alapfeltevésre épiilnek. hogy a centromerikus kromatin nagy mértékben védett DN-az
emésztéssel szemben. Ez a feltételezés azokra a citologiai megfigyelésekre alapul amelyek a
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sorin. Nincsenek viszont adatok arra nézve, hogy a centromer teljes DNS tartalma
megorzodik-e ilyen viszonyok mellett. Lehetséges, hogy a nukledz kezeléssel eldallitott
kromatinfrakciok nem reprezentiljak a centromer teljes DNS tartalmat. Az ultrahang illetve
egyébb mechanikai behatasok alkalmazasa ugyancsak aggilyos lehet. Az ilyen modszerekkel
végrehajtott  kromoszoma fragmenticio nehezen szabalyozhaté. Elégtelen meértéku
fragmenticio nem vezethet a centromerikus kromatin megfelelé foku duasuldsihoz,
ugyanakkor tulzott mechanikai behatisok a centromer-kinetokor komplex sériiléséhez
vezethetnek, ami viszont Gjra csak bizonyos centromerikus DNS frakciok elvesztését
eredményezheti.

A fentebb részletezett problémakra jelenthet megoldast az dltalunk alkalmazott in vivo
kromoszoma fragmenticio modszere. Korabbi megfigyelések bizonyitjdk, hogy a
hidroxiurea-koffein kezeléssel indukalt korai kromatin kondenzdcio (premature chromatin
codensation: PCC) soran a kromatin tobbségétdl elvalo centromer-kinetokor komplex mind
strukturajiat mind funkciojat megorzi. Ezeknek a centromerikus kromoszoma daraboknak az
immunoprecipitacioja jo eséllyel szolgaltathat olyan kromatin frakciot amelyben a teljes,
funkcionalis centromer-kinetokor komplex DNS tartalma reprezentalva van. Az itt ismertetett
kisérletek sordan kinai horcsog sejtekben in vivo kromoszoma fragmenticiot indukaltunk. Ezt
kovetéen anti-centromer ellenanyagokat tartalmazo human autoimmun  szérum
felhasznalasaval immunoprecipitdltuk a centromerikus kromoszoma darabokat. Az ily modon
kapott kromatinfrakciobol DNS-t tisztitottunk és azt plazmid vektorba klonoztuk. Nyolc
plazmid klont véletlenszeriien kivilasztottunk és a klonozott DNS fragmentek
kromoszomalis lokalizaciéjat in situ hibridizacioval vizsgaltuk metafazisos horcsog
kromoszomikon. Az egyik 536 bp hosszu DNS fragment (HUCAFF170) erds hibridizacios
jelet mutatott a 2. kinai horcsog kromoszoma pericentrikus régidjaban. Az altalunk itt
alkalmazott modszerhez hasonlo eljarast masok is sikeresen hasznaltak. Ouspenski és
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méretii, egy példanyban eléforduld DNS szakaszt. Ok harom, véletlenszerien kivalasztott
klon vizsgalata soran azonositottik az uj centromerikus szekvenciat. Osszesen tehdt 11 klon
analizise két uj centromerikus DNS e¢lem izolalasihoz vezetett. Ez az adat az itt részletezett
modszer potencialis alkalmazhatdsagat mutatja. Az analizalt alacsony klon szam azoban még
nem teszi lehetévé, hogy megbizhatoan megitéljiik a centromerikus kromatin dusuldsinak
mértéket. Ennek egyértelmii eldontése tovabbi vizsgilatokat igenyel.

A toviabbiakban megvizsgiltuk az azonositott uj centromer szekvencia genomikus
szervezGdését. A HUCAFF170 klon probaként valo hasznalatival izoldlt 13.3 kb méreti
lambda fig klon (HC90) szerkezetének elemzése kimutatta, hogy az eredeteileg azonositott
536 bp-os DNS fragment homoldgiat mutat, egy tandem szervezddo repetitiv DNS elem 2.8
kb méretii ismétldds egységeivel. Genomikus Southern hibridizaciok megerdsitettek, hogy az
uj szatellit-szeri DNS szekvencia a 2. kinai horcsog kromoszoma pericentrikus régiojanak
egyik f6 alkotoeleme (HC2 szatellit).

A 2.8 kb méretii Sacl egységek két rovid szakaszon homologidt mutatnak a
homeotikus gének DNS-t kétd homeobox régidival. Ezektdl a szakaszoktol eltekintve a
repetitiv egységek nem mutatnak homologiat mas ismert DNS elemmel. Az analizalt Sacl
egységek hatdrin azonosithato 1062 bp hosszu nyilt leolvasdsi keret egy olyan 353
aminosavbol illo potencialis polipeptidet kodolhat amely két, a homeoboxxal magasszinti
homologiat mutato peptidrészletet tartalmaz. Habar a nyilt leolvasisi keret el6tt promoterek
konszenzus szekvencidval homologiat mutatd szakaszok nem azonosithatok nem zarhatjuk ki,
hogy néhany, a repetitiv egységbe agyazott ORF-el rokon DNS szakasz esetenként
expresszalodhat. Ezt a feltetevést megerdsiteni latszik az RT-PCR kisérletek eredménye is.
Az altalunk azonositott DNS elemhez hasonlo. homeoboxxal rokon repetitiv szekvenciakat
féeml6sokbol is leirtak. A humdn 4. kromoszoman elhelyezkedd 3.3 kb-os repetitiv
egységgel rendelkezé D4Z4 elemet egy dominans 6roklés menetet mutato betegség (FSHD)
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egységeinek delécioja ¢s az FSHD manifesztacioja kozotti kapesolat, habar a D4Z4 elemek
heterokromatikus lokalizacioja pozicio effektus variegiciora utalhat. A legajabb vizsgilatok
kimutattak, hogy a D4Z4 elemmel rokon szekvencidk féemlésokben is megtalalhatok. Ez a
megfigyelés valamint az altalunk horcsogben azonositott uj repetitiv DNS elem felveti annak
a lehetdségét, hogy a homeboxxal rokon repetitiv DNS elemeknek valamilyen ma még nem
ismert evoluciosan konzervalt szerepe lehet.

A HC90 fag klonban azonositott 2.8 kb-os Sacl egységek szekvenciainak
Osszehasonlitisa az ismétlodo egységek kiilonbozé szakaszainak eltéré konzervativitasat
mutattak ki. Mig az "a" és "b" tipusi Sacl egységek végei majdnem azonosak addig a
kozépso 1.5 kb-nyi szakaszukon csak 88.5% homologiat mutatnak egymassal. A genomikus
Southern hibridiziciok ugyancsak a repetitiv egységek kozépsd szakaszainak nagyfoku
heterogenitasdra utaltak. Erdemes megjegyezni, hogy a repetitiv egységek nagy mértékben
konzervalt szakaszai egybeesnek a kettés homeoboxot tartalmazo ORF elhelyezkedésével. Ez
felveti annak a lehetdségét, hogy ezen szakaszok relativ konzervativitisa valamilyen
funkcioval kapcsolatos szelekcios nyomasra vezethetd vissza. Nem zarhatjuk ki azonban
annak a lehetoségét sem, hogy a kozépsé szakaszon koncentralodo kulonleges
szekvencaielemek (“egyszeri" szekvencidk, hosszi A-T szakaszok) okozzdk ennck a
régionak a fokozott instabilitasat.

A pulsed field gélelektroforézissel kombinalt Southern hibridizacio a HC2 szatellit
nagyméretii homogén blokkjait mutatta ki, mig az egy primerrel végrehajtott PCR kisérletek
forditott ismétlédések Iétét bizonyitottak. Osszevetve ezeket az adatokat felvizolhatjuk a
HC2 szatellit kialakulisahoz vezetd legvalosziniibb evolicios utvonalat. A szatellit Gséiil
feltételezhetéen egy homeotikus génekkel homologiat mutatd DNS szakasz szolgalhatott.
Ebben a pszeudogénszeni szekvencidban elGszor a homeoboxot meghatarozo
szekvenciarészlet duplikacioja jatszodhatott le. A DNS elem nagyobbfoku amplifikaciojanak

valoszinileg feltétele volt egy rekombinacios "hot spot"-ként mikodé (CA), szakasznak a



pszeudogén kozelébe torténd beepiilése. Az elsddleges amplifikdciot tovabbi. lokalis
szaltatorikus amplifikiciok kovethették, amelyvek a kiterjedt homogén blokkok kialakulasat
eredményezték. A szatellit amplifikdcioja killonféle mechanizmusok révén torténhetett. A
testvér kromatidik kozott lejatszodo egyenlStlen crossing over mellett egyébb, forditott
ismétlédéseket kialakito amplifikdcios folyamatok is lejatszodtak. A lokalis amplifikaciok
egy vagy néhiny repetitiv egységet magukba foglalo "rolling circle” struktirik révén
torténhettek. Ugyanakkor a mar kialakult nagyméreti homogén blokkok egy lépésben
lejatszodo duplikicioja is bekovetkezhetett. A HC2 szatellit repetitiv egységeinek szintjén
lejatszodo amplifikacios események mellett a repetitiv egységen belili  "egyszeru"”
szekvencidk parhuzamos evolucidjanak is szemtanii lehetiink. A szatellit ismétlédé
egységének Oséiil szolgdlo DNS elem tartalmazhatott egy kitiintetett helyzeti tetranukleotid
egységekben egymastol fuggetlenil vezethetett a tetranukleotid elemekbdl felépiilé
"egyszeri" szekvenciak kialakuldsihoz. Osszefoglalva tehat a HC2 szatellit mai formajat
hierarchikusan egymasra épulé szinteken lejatszodo, kiilonb6zé mechanizmusokat hasznalo
amplifikdcios folyamatok alakitottdk ki.

A szatellitek sokszor faj s6t extrém esetekben kromoszomaspecifikusak is lehetnek.
Az altalunk azonositott HC2 szatellit sem mutat szekvencia homologiat mas fajok szatellit
elemeivel. In situ hibridizacio ugyanakkor azt is kimutatta, hogy az 1j szatellit a kinai
horcsog kromoszomik koziil is csak a 2. kromoszoman talalhato meg. Ezt megel6z6en kinai
horcsogbdl csak az emldsok telomerikus DNS  szakaszaival homolog, (TTAGGG),
Osszetételi repetitiv elem volt ismert. Ez a kromoszomak Robertsoni faziéjanak
maradvanyaként tekintheté szekvencia elem az 1. és 2. kromoszomak kivételével az Osszes
horeség  kromoszoma pericentrikus  régiojaban megtalilhato. A telomerrel homolog
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kromoszomatol eltéré evoliucios eredetére utal. Az altalunk azonositott 2. kromoszoma
specifikus szatellit ezt a feltételezést megerGsiti.

A szatellitek funkcidja még ma sem egyértelmien eldontott kérdés. A jelenleg
rendelkezésiinkre allo adatok a pericentrikus szatelliteknek a testvér kromatidak
dsszetartasaban betoltott szerepével vannak leginkabb 6sszhangban. Specifikus funkciok és a
szatellitek kozotti kapesolat megallapitasat nagy mértékben megneheziti a szekvencia
konzervativitas litszolagos hidnya. Ezt az ellentmondast oldhatja az a feltételezés, hogy a
pericentrikus heterokromatin sajatsagainak kialkulasaban a szatellitek ismétl6d6 egységeinek
szekvencidja csak masodlagos szerepet tolt be és a centromer funkcidjahoz esszencialis
kromatin konformaciot lényegileg barmilyen, szabalyos periodicitist mutatdé DNS elem
képes kialakitani. Ezt a feltételezést erdsitik meg azok az ujabb vizsgdlatok amelyek tandem
ismétl6dé transzgének heterokromatinszerli sajatsagait mutattak ki Drosophildban és
novényekben. Nem zarhatjuk ki azonban annak a lehetdségét sem, hogy a pericentrikus
szatellitekben altalinosan eléfordulnak rovid konzervilt, potencidlis fehérjékotd helyként
szolgilo szekvenciaelemek. A szatellitek ismétlodo egységeinek tobbségét kitevo "toltelék”
DNS szakaszok funkcidja ez esetben az lehet, hogy a konzervilt elemeket megfeleld
elrendezésben és tivolsagban tartsa. Az ilyen jellegii térkitoltd funkcio csak kismértékii
szelekcios nyomast fejthet ki ezen DNS szakaszok szekvencidjanak megorzddésére.

Egyes feltételezések szerint a szatellit szekvencidk az interfazisos sejtmag
szervezddésében is fontos funkciot tolthetnek be. Konnyen belathatjuk, hogy az altalunk
azonositott szatellithez hasonlo, viltozatos, esetenként kromoszoma specifikus szatellitek
részt vehetnek a sejtmagi rend kialakitisiban eldsegitve példaul azt, hogy egyfajta
"cimkeként”" szolgalva a homolog kromoszomak interfazisban is felismerjék egymast. A
kromoszomak ilyen fajta megjeldlése fontos lehet abban, hogy adott kromoszomak az altaluk

hordozott gének megfelelé expressziojat biztosito sejtmagi kompartmenteket foglaljak el.
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