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1. IRODALMI ATTEKINTES

A haploid genomot alkot6 teljes DNS mennyiség a fajra jellemz6 meghatarozott érték
(C-érték). A C-érték rendkiviili mértéki valtozatossdgot mutat a torzsfejlédés soran. A skala
a mycoplasmék kevesebb mint 10° bp méretii genomjatél a kétéltiiek és bizonyos novények
10" bp méretii genomjaig terjed. Altaldnos tendenciaként megfigyelhets, hogy a
testszervez6dés komplexitdsanak novekedésével egyiitt jar a genom méretének novekedése.
Az eukariota sejtszervez8dés kialakulasa, a tobbsejti életforma megjelenése elkeriilhetetleniil
0j funkcidk kialakuldsit eredményezte. Az ezen funkcidkat végrehajté fehérje és RNS
molekuldk kddolasa sziikségszerien a genetikai informacidés rendszer bdviilését tette

szitkségessé. A testszervez8dés komplexitdsa és a genom mérete kozotti kapcsolat azonban

sok esetben nem egyértelmi. A kétéltiek haploid genomjanak mérete ~8x10° bp-t6l ~10"

bp-ig terjed. Az eml6sok haploid genomja ugyanakkor csak 3-4x10° bp. Szervezettanilag és

torzsfejlédéstanilag az eml8sok testszervezddése egyertelmiien magasabb szintiinek
tekinthetd mint a kétéltieké. A szamos kétélti fajban ennek ellenére megfigyelhetd, az
eml6sokét felillmulé genom méret nem magyardzhatdé 4j funkcidk megjelenésével. Ez és
szamos hasonlé példa képezi alapjat az ugynevezett C-érték paradoxonnak. A C-érték
paradoxon jelenlegi tudasunk azon hidnyossagét tiikrozi miszerint képtelenek vagyunk az
eukarita sejtmag DNS tartalmanak tobbségéhez funkcidt rendelni. Mivel a magasabb rendi
eukariotadk DNS-ének csak toredéke kodol fehérje vagy RNS molekuldkat a kérdés
megoldasdhoz a genom nagyobb részét kitevs, nem kodolé DNS szakaszok vizsgalata vihet
kozelebb benniinket. Ennek a DNS frakcionak jelent8s részét tobb képidban eléforduld an.

repetitiv elemek alkotjak.
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Ebben a szakaszban el8szoér roviden ismertetem a magasabbrendd eukariétakbol,
els6sorban eml8s6kbdl ismert repetitiv DNS elemek szervez6dését, majd ezen DNS elemek

és a kromoszéma szerkezet és funkcid kapcsolatat fogom attekinteni.

1.1. Az eukariota genom reasszocidcios-kinetikdja:

Az eukariéta genom DNS tartalmanak Osszetételére a DNS reasszociacios-kinetikai
vizsgélatai szolgéltatnak adatokat. Megfelel$ fizikai, kémiai feltételek mellet a kettSsszala
DNS molekuldk komplementer szalai elvalaszthatok egymastol (denaturacio). A fiziko-
kémiai paraméterek megvaltoztataisival a denaturaciés folyamat megfordithaté. A
denaturicié foditottjaként lejatsz6dé renaturaciés folyamatok masodrendd kinetikat
kovetnek. Adott paraméterek mellet a renaturdcié sebessége ardnyos az egyszala
komplementer DNS molekuldk koncentraciéjanak a négyzetével. A reasszociaciot leiro
sebességi egyenlet integralasival majd megfelelS atrendezésével bevezethetjiikk a kiilonb6zé
DNS frakciok renaturacidjat jellemzé ugynevezett Cot,, értéket, ami a komplementer
egyszali DNS molekuldk koncentracidjanak és az adott DNS frakcio 50%-os
renaturacidjahoz szikséges id6nek a szorzata. A fentebbi definiciobol kovetkezik, hogy
azonos DNS koncentraciok mellett nagyobb Cot, ), érték lassabb, illetve kissebb Cot, ), érték
gyorsabb renaturaciot jelent.

A reasszocialodott DNS frakcié szazalékat abrazolva a Cot,,, érték logaritmusanak
figgvényében az tigynevezett Cot gérbéhez jutunk. A prokariéta genom renaturacidjanak Cot
gorbéje jol kozeliti egy ismétl6d6 szakaszokat nem tartalmazd, elméleti genom renaturacidjat
leird szigmoid alakt gorbét. Az eukariota genom tobb platét tartalmazo Gsszetett Cot gorbéje
harom kiilonb6z6 sebésséggel reasszocialoddé DNS frakceid 1étezésére utal:

1., Gyorsan reasszocialodéo komponens: ezt a teljes genom ~25%-at kitevé DNS
frakciot tilnyomorészt rovid, egyszeri szekvecia részletek tandem ismétlédésébdl felépiils

un. szatellit DNS alkotja.
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2., Kdzepes sebességgel reasszocialodé komponens: a genom ~30%-at reprezentald
f8leg szétszort, transzpozonszerli ismétléds elemeket, valamint tobb képids gén csalddokat
(riboszomélis RNS gének, hiszton gének, aktin gének, globin gének stb.) magaba foglalé
DNS frakcio. Az 1. és 2. frakciét alkotd6 DNS szakaszokat Osszefoglaléoan ismétl6dé vagy
repetitiv elemeknek nevezziik.

3., Az egy példanyban jelenlevé DNS elemek alkotjdk az eukaridta genom lassan
reasszocialodé komponensét. Ez az tgynevezett nem repetitiv DNS frakcié a prokariéta

genom egyetlen komponense. Eukariétdkban ez a frakcio a teljes genom ~45%-at alkotja.

1.2. Repetitiv DNS szekvencidk:

A repetitiv DNS szekvencidkat szervez6désiik alapjan két nagy csoportba sorolhatjuk:
1., Szétszort repetitiv elemek (interspersed repeated elements)

2., Tandem repetitiv szekvenciak

1.2.1. Szetszort repetitiv elemek:

A szétszOrt repetitiv elemek csaladjaba a genomban tobbé-kevésbbé egyenletesen
eloszlo, transzpozon eredetii DNS szekvencidk tartoznak. Egy korabbi csoportositds szerint a
szétszort elemek eloszlasa a genomban alapvetSen kétféle mintaztot kovet (1):

- (i) a Drosophila mintazatra a néhany ezer bazispar hosszusagu repetitiv elemek a
jellemz6ek amiket tobb tiz kilobazisparnyi nem ismétlédé DNS szakaszok vélasztanak el,

- (ii) a Xenopus mintazatot a nagyobb stiriiségben el6fordulé néhany szaz bazispar
hossziisagh repetitiv elemek dominancidja jellemzi. A szétszort ismétl6dé elemek
szervez8dése a vizsgalt fajok tobbségében, beleértve az emlésoket is a Xenopus mintézatot
mutatja.

A eukaridta genomban el6forduld szétszort DNS elemek k6z0s sajatsaga a mobilis
genetikai elemekre visszavezethet6 eredetik. A mobilis genetikai elemek terjedésiik

mechanizmusa alapjan kétfélék lehetnek. A retropozonok RNS intermedieren keresztiil
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reverz transzkripciéval terjednek a genomon beliil. A transzpozicié nélkiilozhetetlen feltétele
a transzpozon 4ltal kodolt RNS fiiggé DNS polimeraz (reverz transzkriptdz). A DNS
transzpozonok terjedése RNS intermediert8l fuggetleniil torténik. Az elem kivagodasat és 1j
helyre torténd integralédasat az un. transzpozaz katalizalja.

Mind a retropozonok, mind a DNS transzpozonok esetében eléfordulhat, hogy
mutacidk inaktivaljak az elem mobilizalasahoz sziikséges enzimet. Ezek az elemek tobbé mar
nem képesek Onalléan mozogni a genomban. Az ilyen mutdns elemek csak intakt un.
autoném elemek jelenlétében képesek mozogni. Az autondém elem altal kodolt transzpoziciot
katalizal6 enzim nemcsak magat az intakt elemet, hanem az enzim cél szekvencidjat még
tartalmazé mutans koOpidkat is mobilizdlhatja. Az eml8sok transzpozon eredetii repetitiv

elemei tobbségiikben 6nédllé mozgasra mar képtelen mutdns DNS elemek.

1.2.1.1. Retropozon eredetii repetitiv elemek:

A retropozon eredetii repetitiv elemek k6z¢é harom nagy szekvencia csalad tartozik: a
rovid szétszort elemek (SINE: short interspersed nuclear element), a hossza szétszort elemek
(LINE: long interspersed nuclear element), és a retrovirus-szeri elemek (RLE: retrovirus-

like element) (2).

1.2.1.1.1. Rovid szetszort elemek:

A SINE elemek RNS polimeraz III altal atirt RNS molekuldkra vezethetSk vissza.
Koz6s jellemz6jiik a rovid, néhany szaz bazisparnyi méret, a bels6 RNS polimeraz III
promoéter, a 3' végi poli-A szakasz és az elemet hatarold, az integracid cél szekvencidjanak
megfeleld rovid direkt ismétlddések. Legismertebb képvisel§jikk a human genomban tobb
mint egy millié példanyban megtalalhaté ~300 bp méreti A/u elem. Az Alu elem szerkezetét
tekintve egy 130 bp méref{i DNS darab tandem dimerjének tekinthetd, ahol a jobb oldali
monomer egy 31 bp méretii integralédott DNS szakaszt tartalmaz. A monomer 5' vég feloli

90 bazisparnyi szakasza nagyfoku szekvencia homoldgiat mutat a szignal peptidet felismerd
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partikulum 7 SL RNS-ével. Az Alu elem konszenzus szekvencidja ugyancsak tartalmaz egy,
az RNS polimerdz III promoéterével homolég DNS szakaszt. Az egér és kinai horcsog
genomban megtaldlhaté 130 bp méretli B1 elemek ekvivalensnek tekinthet6k az Alu elemet
alkot6 monomerrel. A SINE elemek ko6zé tartoznak még tRNS és snRNS eredeti
szekvencidk. A tRNS eredetl elemek legelterjedtebb képvisel6i az eml6sok tobbségében
eléforduld MIR elemek (mammalian-wide interspersed repeat) (3), mig példaul a
selyemlepkében megtalalhaté Bm1 szekvencidk Ul snRNS eredetiick (4). A SINE elemek
mobilitdsdnak kérdése jelenleg sem teljesen tisztazott. Az RNS-r61 DNS kopiat 4tiré reverz
transzkriptdz enzim forrasaul valdszintileg LINE elemek szolgalnak. LINE elemek 3' vége és
a bizonyos SINE elemek kozott megfigyelt szekvencia homolégidk bizonyitani latszanak ezt

a feltételezést (5).

1.2.1.1.2. Hosszu szetszort elemek:

A LINE és RLE elemek a szétszort repetitiv szekvencidk virdlis csoportjat alkotjak.
Ko6z0s sajatsdguk, hogy ép kopidik nyilt leolvasasi kereteket tartalmaznak amelyek koziil az
egyik reverz transzkriptazt ké-dol. Az eml8sok genomja 2x10%-1x10° LINE (L1) elemet
tartalmaz. A LINE elemek konszenzus szekvencidja ~6500 bp hosszi, két nyilt leolvasasi
keretet tartalmaz és 3' vége poli-A szakaszban végzddik. A két nyilt leolvasasi keret koziil az
egyik RNS kot fehérjét-a masik pedig egy endonukledz és reverz trankriptdz aktivitdssal
rendelkez8 enzimet kodol. Az utoébbi enzim kettSs katalitikus aktivitdsa fontos szerepet
jatszik a LINE elemek transzpoziciés mechanizmusaban (6). A LINE elemek transzkripcioja
a SINE elemekt6l eltéréen RNS polimeraz 1II altal katalizdlt. A transzpozicié soran a LINE
elem RNS kopidjanak 3' végét felismeri a reverz transzkriptaz majd ugyanez az enzim a cél
szekvencianal elvagva a DNS molekulat és azt primerként hasznalva elkésziti a LINE elem

DNS kopigjat. Az emlds LINE elemek nagy tobbsége csonka példany amelyek ©6néllo
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transzpoziciora nem képesek. Kissebb hanyaduk teljes méretii és ezek koziil néhany, mutaciot

okoz0 transzpozicidjat is demonstralni lehetett (7, 8, 9).

1.2.1.1.3. Retrovirus-szeri elemek:

Az RLE elemek megkiilonboztetd sajatsaga a repetitiv elemet hatarolé LTR (long
terminal repeat) szakasz. Az LTR-ek transzkripcidés regulator elemeket tartalmaznak és
fontos szerepet jatszanak a transzpozicié folyamatdban is. Az RLE elemek egy csoportja az
ugynevezett endogén retrovirusok (ERV) nagyfoku hasonlésiagot mutatnak a tényleges
retrovirusok szervez6déséhez. Az ERV elemek nagy valdsziniséggel retrovirusokbol jottek
létre a fert6z6 képesség elvesztése révén (10). Az eml8sok endogén retrovirusai mellett az
élesztében azonositott 7y elem és a Drosophilabol ismert copia elem is ebbe a csoportba
sorolhaté. Ugyancsak az RLE-k kozé tartoznak, de a retrovirusokra mar kevésbbé
hasonlitanak, az eml8sok genomjaban tobb szdzezer példanyban el6fordulé MaLR
(mammalian LTR-retroposon) elemek (11). Az MaLR elemek és egyébb RTL-el rendelkez6
de mar reverz transzkriptizt nem kodolé repetitiv elemek mobilitdsa kiilsé reverz

transzkriptaz forrashoz kotott.

1.2.1.2. DNS transzpozon eredetii repetitiv elemek:

Az eukariéta genom szétszort repetitiv elemeinek jelentds része DNS transzpozon
eredeti. Szemben a retropozonokal, melyek elterjedése csak az eukaridtakra korlatozodik, a
DNS transzpozonok mar a prokariétaikban is megtaldlhatok. Altaldnos jellemz&jik a
transzpozon részét képezd forditott végi ismétlédések (inverted terminal repeats). A
transzpozont két oldalrél hatdrold, az integracié célszekvencidjaként szolgald rovid direkt
ismétlédések a transzpozon tipusdra jellemzdek, de mar nem a transzpozon integrans részei.
A DNS transzpozonok transzpoziciés mechanizmusa jelentGsen eltér a retropozonok
mobilitasaért felel6s folyamatoktél. Az tgynevezett nem replikativ transzpozicié soran a

traszpozon DNS kopidja kivagodik a kromoszomabol és a genom mas helyeire integralodik.
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A transzpoziciét egy a transzpozon éltal kodolt enzim az un. transzpozaz katalizilja. A
transzpozicié replikativ médon is lejatszoédhat, ha a kivagodott transzpozon helyén marado
torés javitodik, templatként hasznilva a transzpozont még tartalmazoé testvér kromatidat.
Prokaridta transzpozonok esetében a replikativ transzpozicié kointegraitum képzOédéséhez
vezet. Ilyenkor a transzpozaz mellett egy, a kointegralt struktarat feloldé enzim a reszolvaz
aktivitdsa is sziikséges. Az eukariéta DNS transzpozonok legismertebb képvisel6i a
Drosophila P eleme és a kukorica Ac/Ds rendszere. A legutobbi id6kig a rendelkezésre allo
adatok arra utaltak, hogy az eml8sok szétszort repetitiv elemei mind retropozon eredettiiek.
Ujabb szekvencia analizisek azonban kimutatték, hogy a huméan genomban megtalalhatok az
eukariéta DNS transzpozonk két nagy osztilyanak, az Ac/hobo és a Tcl/mariner osztilyok
képviselSi (12). Az azonositott elemek jelentSs hasonlésagot mutatnak az adott traszpozon

osztily rovarokbdl ismert tagjaival, ami arra utal, hogy a fajok kozott lejatszodé un.

srer

1.2.2. Tandem repetitiv elemek:

A tandem repetitiv elemek csoportjaba eredetiiket és szerkezetiiket tekintve heterogén
repetitiv. DNS szekvencidk sorolhatok. Ko6z0s sajatsaguk, hogy mindig azonosithaté egy
rovidebb hosszabb DNS szakasz amely tandem ismétlédik akar tobb szizezerszer. Az
ismétl6d8 szekvencia egység (repeat unif) hossza egy nukleotidtol néhanyszor tizezer
nukleotidig terjedhet. Az tandem repetitiv szekvencidk harom f8 csaladjat kiilonithetjiik el:
(1) tandem repetitiv gén-csaladok, (ii) szatellitek €s (iii) miniszatellitek vagy "egyszeri"
szekvenciak (simple sequences). A csaladokba val6 sorolds alapjat nem szekvencia szinten
megfigyelhet6 homoldgia, hanem szervez6désbeli hasonlosagok szolgéltatjadk. A kiilonb6z6
csaladokba sorolt repetitiv elemek nemcsak az ismétl6d6 egység jellemzdiben, de altaldban
kromoszémalis lokalizacidjukban és a genom szervez8désében betoltott szerepiikben is

eltérnek. A csoportok k6zott nem éllapithaté meg éles atmenet. Sok esetben a besorolés
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onkényes és az ismétl6d6 egység mérete mellett a fentebb emlitett egyébb sajatsagokat is
figyelembe veszik az elem osztilyozasanal. Tovabb bonyolitja a helyzetet, hogy adott
szekvencia elemek egyes fajokban miniszatellit-szeri szervez6dést mutatnak, mig mas
fajokban ugyanezek az elemek szatellit frakciot képeznek (14). A kiilonb6z8 csaladokba
tartozé repetitiv elemek hierarchikus egymasra épiilését is megfigyelhetjiik. Példaul
eléfordul, hogy miniszatellit blokkok részét képezik egy madsik tandem repetitiv elem
hosszabb ismétl6d6 egységének.

A tandem repetitiv szekvencia csalddok evolucidjat, jelentSs kiilonbségeik ellenére
hasonlé folyamatok vezérlik. Az ismétl6dé egységek amplifikdcidjahoz mechanizmusukat
tekintve tobb féle folyamat vezethet. A kromoszomak testvér kromatidai k6zott lejatszodo
egyenlbtlen crossing over az egyik kromatidin az ismétléd6 egységek szamanak
novekedéséhez mig a masikon cs6kkenéséhez vezethet. Az egymast kovetd generaciok soran
ez a folyamat a repetitiv blokk méretének lépcsGzetes novekedését és csokkenését is
eredményezheti. A repetitiv egységek szama egy generacio alatt is jelentSsen novekedhet
ugynevezett szaltatorikus amplifikdcié révén (15). Ennek az amplifikacio tipusnak a pontos
molekularis mechanizmusa még nem tisztizott, de valésziniileg a repetitiv blokkon beliili
intrakromoszémalis rekombinaciét és ennek eredményeként un. rolling circle-szerid struktara
kialakulasat foglalhatja magaban (16). A szaltatorikus amplifikacié eredményezheti a tandem
repetitiv szakaszokon beliil megfigyelhetd nagyméreti homogén blokkok kialakulaséat (17).
Rovid repetitiv egységek szdménak valtozdsa a DNS szintézis soran, a repetitiv egységek
egész szamu tObbszorosének megfelelé szélelcsuszasok révén is torténhet (polymerase
slippage) (18). A szintetizdl6dé szél elcsiszasa és kihurkoldédasa a repetitiv egységek
szamanak ndvekedéséhez, mig a teplat szalé a csokkenéséhez vezethet.

Annak ellenére, hogy a fentebb részletezett amplifikaciés folyamatok eredményeként
a repetitiv egységek szama a tobb ezret is elérheti, gyakran meglepé mértéki homolégia

figyelhetd meg az egységek szekvenciai kozott, olyan esetekben is amikor az nem
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magyarazhaté funkciéhoz ko6tott szelekcids nyomassal. Ezt a jelenséget a tandem repetitiv
szekvencidkra jellemz8 Gn. 6sszehangolt evolucidval (concereted evolution) értelmezhetjiik
(19). Az 6sszehangolt evolucié feltételezi, hogy a nagyfoki homoldgia fennmaradasaért a
random muticiés folyamatokkal ellentétes irdnyban miikodé homogeniziciés folyamatok a
felelések. Ezen homogenizacioés folyamatok molekularis alapjaul a génkonverzié és az
egyenl6tlen crossig-over szolgilnak. A génkonverzio homogenizalé hatasahoz fell kell
tételezniink, hogy a nem allélikus repetitiv egységek kozott lejatszodo szal kicserélédés soran
1étrejové mismatch javitasa az egyik iranyban preferalt. A tobbszori egyenlStlen kicserélddés
beliili elterjedéséhez vezethet, ugyanakkor a javitas soran nem preferalt muticiok rogziilését
megakadalyozhatja. Egytittesen ezen folyamatok hatasaként a repetitiv egységek szekvencia
homolégiaja sokkal nagyobb mértéki lesz mint ami pusztan random muticiés események
eredményeként 1étrejohetne. Osszefoglalva tehat a tandem repetitiv elemek evoliciéjat harom
tényez8 az amplifikacid, random mutacidk és ez utdbbiakkal ellentétesen haté homogenizacioé

eredGje hatarozza meg.

1.2.2.1 Tandem repetitiv gen-csaldadok:

A repetitiv gén-csaladok altalanosan elterjedtek az eukaridtakban. Legismertebb
képviselGik a globin gének, az immunoglobulin gének, a hiszton gének, az aktin gének a
rRNS és snRNS gének csaladjai. A gének amplifikdciéja fontos evolucios
kovetkezményekkel jarhat. A 1étrejov6 j kodold szekvencidk, egy kivételével, a szelekcios
nyomas aldl felszabadulva szabadon valtozhatnak. A szam feletti kopidk a felhalmozodo
mutacidok eredményeként 4 tulajdonsagokkal rendelkezd fehérje molekuldkat meghatirozo
génekké alakulhatnak. A muticick felhalmozodasa a kodolé szakaszok teljes
inaktivalodasahoz is vezethet. Az ilyen funkcigjat vesztett DNS elemeket pszeudo-géneknek

nevezzik. Az amplifikiacié6 eredményeként kialakulé 1uj génképidk 4ltaldban egymas
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kozelében maradva csoportokat alkotnak. Egyes esetekben a kodolé szakaszok kozotti régiok
szerkezete és mérete valtozhat. Ilyen csoportos, de nem tandem elrendez6dést mutatnak az
eml8sdk globin génjei. Ezzel szemben az eml8s6k akrocentrikus kromoszémainak révid
karjan elhelyezkedd riboszémalis RNS gén csoportok tobb mint 40 kbp méretd, tandem
szervez8d8 repetitiv egységekbdl épiilnek fel. A repetitiv egységek a 18S az 5.8S és 28S
rRNS-eket meghatirozé ~14 kbp-nyi koédolé szakaszbol és ~30 kbp nem kédolé 1n.
Osszekotd szakaszbdl dllnak. Szekvencia analizisek kimutattak, hogy a repetitiv egységeknek
nemcsak a kodold szakaszai hanem az Osszekot6 régioi is gyakorlatilag azonosak. Ezt a
rendkiviil nagyfoki szekvencia homogenitist a tandem repetitiv DNS elemekre jellemzd
osszehangolt evoluciés folyamatokkal magyarazhatjuk. A TRNS génekhez hasonl6, tandem

szervez8désl gén csoportokat alkotnak még példaul a hiszton gének és az U2 snRNS gének

(20).

1.2.2.2. Szatellitek:

Az eukariéta DNS CsCl, vagy CsSO, stirliség gradiens centrifugalas soran altaldban
tobb kiilonboz8 siirtiségli frakciora valik szét. A genom DNS tartalmanak nagy részét
tartalmazé f8 frakcié mellet megjelend kissebb frakcidkat szatelliteknek nevezziik (classical
satellites). A klasszikus szatelliteket alkot6 DNS frakciok stirtisége eltér a genomikus DNS
atlagos stirliségétdl. A szatellitek szekvencia analizise kimutatta, hogy ezek a frakcidk olyan
DNS fragmenteket tartalmaznak amelyek rovid szekvencia részletek nagyszamu tandem
ismétl6désébdl épiilnek fel. Ez a szervez8dési mod az atlagostol eltérd bazis Osszetételt és a
genomikus DNS étlagos stirtiségétdl eltérd, az adott szatellit frakciora jellemzd$ strdség
kialakulasat eredményezi. A szatellit DNS frakciok mennyisége fajonként valtozik és 5-10%-
t6l egészen 50%-ig terjedhet. Ha a siiriség gradiens centrifugalds sordn a gradienst alkoto
pufferhez interkaldlodé DNS festékeket (pl. etidium bromid, Hoechst 33258),

antibiotikumokat (pl. aktinomicin), vagy nehéz fém ionokat (pl. eziist, higany) adunk az

10
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elvalaszthaté szatellit frakciok szama megemelkedik. Az ilyen korilmények mellett
megjelend 0j szatellit frakciokat rejtett szatelliteknek (cryptic satellites) nevezzik. A tandem
szervez8dést mutato, szatellit-szerd repetitiv DNS frakcidk egy része a fentebb ismertetett
centrifugilas segitségével. Ezért az eredeti definiciét modositva, a hasonlé szervez8dési
modra helyezve a hangsulyt, szatellitnek tekinthetiink minden, révidebb hosszabb ismétl6dd
alapegységgel jellemezhet tandem repetitiv DNS elemet, fiiggetleniil attdl, hogy stiriiség
A szatellit szekvencidk szervez8dése legegyszeribben restrikciés enzimekkel
tanulmanyozhat6. A  szatellit frakciok részleges restrikcios emésztéset kovetd
gélelektroforézis a DNS fragmentek létraszerd mintazatat mutatja ki. Az egyes fragmentek
mérete a repetitiv egység méretének egészszamu tobbszordse. A létraszeri mintdzat sok
esetben teljes emésztés utan is megmarad. Ennek a magyarazata az, hogy a repetitiv egységek
habar nagyfokt hasonlosagot mutatnak, nem teljesen azonosak. Mutacidk elronthatjdk a
hasznalt restrikcios enzim felimer8 helyeit egyes repetitiv egységekben. Ilyenkor a kérdéses
enzimmel valo teljes emésztés, a monomer egynél nagyobb szamu tobbszorésének megfeleld
méretd fragmenteket is eredményez. Ha tobb, kiilonb6z6 felismerd helyl restrikcios
enzimmel t6rténd részleges vagy teljes emésztést kovetSen jellegzetes, 1étraszeri mintazatot
latunk, az az adott repetitiv szekvencia elem tandem szervez8désének fontos bizonyitéka.
Klénozott szatellit DNS elemekkel végrehajtott in situ hibridizaciok kimutattédk, hogy
a szatellitek tilnyomoérészt a kromoszémak pericentrikus, kissebb részben szubtelomerikus
régidiban lokalizalédnak (21). Ezek a jellegzetés fest6dést mutaté un. konstitutiv
heterokromatikus kromoszémaszakaszok kevés gént tartalmaznak és a sejtciklus S fazisanak
végén replikalodnak. A heterokromatin altalaban negativ hatassal van a gének expresszidjara
(position effect variegation: PEV). Ezt a Drosophilaban régéta ismert jelenséget (22) tjabban

kimutattak hasadé éleszt6ben (23) is és bizonyos adatok arra utalnak, hogy néhany human
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6roklédé betegség kialakuldsaban is szerepe lehet PEV-szerd jelenségnek (24). A PEV
mechanizmuséra szolgalhatnak adatokat azok a kisérletek amelyekben megallapitottak, hogy
transzgének tandem elrendez8dése heterokromatin-szeri konformacié kialakuldsat és a
transzgén csOkkent expréssziéjét eredményezheti (25, 26). Habar altalanosan a
heterokromatin és a genetikai inaktivitis fogalma o6sszekapcsolodik jabban szamos jelent6s
kivételt talaltak ez alél a szabdly aldl. Drosophilaban azonositottak géneket amelyek
megfeleld szintli expresszi6jdhoz elengedhetetlen heterokromatikus lokalizaciojuk (27).
Eml6sokben is kimutatahat6, hogy a pericentrikus heterokromatin kozelében elhelyezkedd
gének stabil expressziot mutathatnak (28).

A szatellitek jellegzetes lokalizacidja és lehetséges funkcidi kozotti kapcsolat régota
képezi vizsgalatok targyat. Egyre tobb adat halmozédik fel, amelyek a kromoszéma-

szegregacio és a pericentrikus szatellitek kapcsolatdra utalnak (29) (1asd késébb).

1.2.2.3. Miniszatellitek ("'egyszerii" szekvencidk):

A miniszatellitek és a szatellitek kozotti hatar a repetitiv egységek méretét tekintve
nehezen hizhaté meg. Habar altalanossigban elmondhatjuk, hogy a miniszatellitek esetében
az ismétl6d8 egység mérete a tiz bazispart nem haladja meg, ismertek klasszikus szatellitek,
amelyek f6 komponense ugyancsak tiz bazisparnal rovidebb. A repetitiv egység méreténél
sokkal megbizhatobb elhatdrolést tesz lehetvé ha a repetitiv egységek szamat és a repetitiv
blokkok kromoszomalis lokalizacidjat vizsgaljuk meg. Mig a szatellitek koncentraltan, nagy
heterokromatikus blokkokba témoriilve, altalaban a pericentrikus régiokban helyezkednek el,
addig a miniszatellitek sokszor az eukromatinban szétszérva, rovid blokkokat alkotva
fordulnak el8 (30).

A miniszatellitek vagy "egyszeri" szekvencidk legelterjedtebb képviselGje a (TG),
szekvencia elem. Kimutattdk, hogy ez az eddig vizsgalt 6sszes eukaridtaban eléfordulo

repetitiv elem fiziologids sokoncentracié mellett balmenetes Z-DNS struktira felvételére
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képes (31). Ugyancsak sikeriilt fehérjéket azonositani, amelyek specifikusan ko6t6dnek ehhez
az alternalé purin-pirimidin szakaszhoz (32). Feltételezések szerint ez a szekvencia elem
résztvehet gének transzkripcidés szabdlyozasiban, mig mdas adatok a DNS szintézis
iniciidcidjaban illetve a kromoszémalis rekombinacidban betoltott potencidlis szerepét
hangstlyozzik. Ujabban kiilonboz6 trinukleotid szekvencia elemek keriiltek az érdeklédés
kozéppontjdba. Tobb human 6rokl8d6 betegségrdl valamint rakos transzformaciohoz vezetd
mutaciokrdl deritették ki, hogy a defektusok tandem trinukleotid egységeket tartalmazé
szakaszok instabilitdsaira vezethet8k vissza (33). Az eukaridtak tobbségének kromoszémai
(TTAGGG), hexanukleotid egységekbdl all6 szakaszokban végzédnek (34). Funkcionalis
tesztek bizonyitottdk, hogy ennek a repetitiv elemnek 250-1000 kopiajabol allé termindlis
DNS szakaszok a telomer szerepét latjdk el szamos fajban (35) (lasd késébb). Habar a
miniszatellitek tobbségének szerepér6l nagyon keveset tudunk, nagyfoku polimorfitdsuk
révén tGjabban széleskori alkalmazast nyertek genetikai térképezésekben és igazsagiigyi

orvostani vizsgalatokban (36).

1.3. Repetitiv szekvenciak €s a kromoszomaszerkezet kapcsolata:

A tankonyvi definicié szerint a kromoszoma egy adott organizmus genetikai
megvizsgalva kideriil, hogy a kromoszoma tobb mint egy él6lény génjeinek puszta
gyljteménye. A kromoszoémak t6bb funkciét ellatd sejtorganellumok. Legrégebben felismert
és egyben egyik legfontosabb szerepitk a genetikai informécionak az utéd sejtek kozotti
pontos eloszlasdnak biztositasa a sejt osztédasa sordn. A kromoszémiak nem passziv
résztvevdi az osztédasnak. Mind a kromoszémalis mozgasokért felel6s mechanizmusoknak,
mind a folyamat szabalyozasénak aktiv, kozponti szerepl6i (37). Ujabban a kromoszémaknak
szerepet tulajdonitanak az interfazisos sejtmagban megfigyelhetd un. sejtmagi rend

kialakulasdban is (38). Jelenlegi ismereteink szerint az eukariéta kromoszémak
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nélkiilézhetelen struktaralis és funkciondlis alkotéelemei a centromer, a telomer és a DNS
szintézis kezd8pontjaiként szolgdlé szekvencia elemek (ARS: autonomous replicating
sequences) (39, 40). A kovetkezOkben ezen harom f6 kromoszomalis alkotéelem és a
koribban ismertetett repetitiv szekvencia elemek kapcsolatit kivianom részletesebben

ismertetni.

1.3.1. DNS replikacios origo:

A DNS replikacio kezdGpontjait az elmult évek kutatdsai eredményeként
prokariétékban és az alacsonyabbrendii eukaridtak koziil az éleszt6ben ma mar molekularis
szinten tudjuk definidlni (41). Habér az utdbbi években jelentSs elérehaladas tortént az emlés
virusok DNS szintézisét kezdeményez6 starthelyek jellemzésében (42), a magasabbrendi
eukariotdk kromoszomalis replikacids origdirdl még mindig viszonylag keveset tudunk. A
legintenzivebben tanulmanyozott eml6s replikaciés origd a kinai horcsoég dihidrofolat
reduktiz (DHFR) génjének kozelében helyezkedik el. Ennek a kromoszéma szakasznak az
amplifikacidja gyakran figyelhet6 meg horcsog sejtek metotrexat szelekcidja soran (43). Két-
dimenziés gélelektroforézissel kimutathatd, hogy a DNS szintézis egy tobb tiz kilobazispar
hosszisaga DNS szakaszon belil t6bb helyen indul el (44). Nagyobb felbontisu kisérleti
modszerekkel a legkorabban replikalédé DNS szakaszok mérete 3-6 kb-nak addédott. Az ily
moédon  azonositott DNS fragmentek szekvencia analizise kiilonb6z6 repetitiv elemek
koncentralédasat mutatta ki a replikacios start helyek kozelében. A transzpozonszeri elemek
(ORR1) mellett, Alu elemekkel rokon szekvencidk és Z-DNS szerkezet valamint DNS
triplexek kialakitasira képes "egyszeri" szekvencia elemek voltak azonosithatok (45).
Osszefoglalva, habir az eml8sokben eddig még nem sikeriilt egyertelmiien azonositani az
éleszt6 ARS szakaszaihoz hasonld, definiélt replikacios origokat, azt mér az eddigi adatok is

erGteljesen sugalmazzak, hogy kiilonb6z8 repetitiv elemek, killondsen a B-DNS struktaratol
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eltér6 szerkezetek kialakitdsara képes "egyszeri" szekvencidk fontos szerepet jatszhatnak az

eml6s DNS szintézis inicidcidjaban.

1.3.2. Telomer:

A DNS szintézisét katalizalé polimeriz miikodésének elengedhetetlen feltétele a
mintaként szolgalé templdt DNS szdl és a templattal komplementer, szabad 3' hidroxil
csoportban végz8dd primer szal jelenléte. In vivo DNS szintézis sordn RNS polimeraz éltal
szintetizalt révid RNS szakaszok szolgdlnak a DNS polimeraz szamara primerként. Ezek az
RNS szakaszok kés8bb eltavolitddnak a DNS-bdl és a helyiikon marad6é réseket DNS

polimeraz tolti ki. A DNS polimeriz a DNS szintézisét 5'—>3' irdnyban katalizdlja. A
kett8sszali DNS replikacidja sordn a 3'—>5' polaritasa szalon a komplementer szél szintézise
5'—3' iranyban folyamatosan torténhet (leading strand). A masik templat szalon a DNS

szintézise 3'—>5' irinyban nem folyamatos (lagging strand). Ez a DNS szal rovid szakaszok
un. Okazaki fragmentek formajaban szintetizalodik. Minden Okazaki fragment egy RNS
primerrel indul amit a DNS polimerdz 5'—3' irdnyban meghosszabbit. A DNS polimeraz
fentebb ismertetett katalitikus sajatsigai folytdn linearis DNS molekuldk 5' végeinek
replikaciéja nem lehet teljes. Az egymast kovetd replikacios ciklusok sordan ez a DNS
molekulak méretének fokozatos csokkenéséhez vezet (46).

Az evolicib soran az eukariétik linedris kromoszémainak végén az inkomplett DNS
replikdcié hatdsat kivédd speciélis struktara, a telomer alakult ki. Jelenlegi ismereteink
szerint az eukariotikban hirom f8 telomer tipus figyelhetd meg (47, 48). Az esetek
tobbségében a telomer rovid, 5-8 bp méreti, asszimmetrikus G megoszlast mutatd, tandem
repetitv egységekbll épiil fel. Ez a telomer tipus jellemz6 az eml6sokre, a csillos
egysejtiiekre, a magasabbrendd viragos novényekre, a rovarok és éleszt6k egy részére. Az
eml8sokben a kromoszomak végén a TTAGGG hexanukleotid tobb szaz tandem kopidja

képezi a telomert (34). Kimutathaté, hogy a kromoszémék 3' hidroxil csoportot hordozé
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egyszali DNS szakaszban végzddnek (49). Egyes adatok arra utalnak, hogy a telomerikus
repetitiv egységekhez hasonlé G gazdag, egyszali DNS szakaszok nem Watson-Crick bazis
parosodasok révén négyszala un. G-kvartet struktura kialakitasara képesek (50). Ma még
nem tisztizott, hogy ez a struktira in vivo megtaldhaté-e a kromoszémék végén. A
kromoszoémdk replikacidja sordn folyamatosan elvesz6 telomerikus DNS szakaszokat egy
specidlis reverz transzkriptdz, a telomeraz pétolja (51). A telomeraz integrans részét képezi
egy RNS molekula amely templatként szolgal a telomerikus repetitiv egységek szintéziséhez.
EmlGsokben telomeraz aktivitds csak az ivarsejtekben mutathat6 k1 A telomerdz aktivitas
hidnya a testi sejtekben a kromoszomak telomerjeinek folyamatos rovidiiléséhez vezet. Egyes
elméletek szerint a telomer méretének csokkenése Osszefiiggésben van a sejtek normalis
oregedési folyamataival (52). Ujabban kimutattik, hogy a korlatlan osztédéasi kapacitéssal
rendelkez8 transzformalt rakos sejtek a normalis testi sejtektdl eltéréen telomeraz aktivitast
mutatnak (53). Feltételezik, hogy a sejt telomerdz aktivitisanak visszanyerése a rosszindulata
transzformacio fontos 1épését képezi.

Az elvesz8 telomerikus DNS potlasanak telomeraztol fiiggetlen modjat irtak le
Saccharomyces cerevisiae-ben. Habar feltételezhetGen ez az éleszté faj is tartalmaz
telomerazt, kimutathatd, hogy a kromoszémak szubtelomerikus régidiban el6forduld
transzpozon-szerd Gn. Y' elemek kozott lejatszodo, RADS2-fiigg6 rekombinacids folyamatok
is hozzajarulnak a telomerikus DNS szakaszok meghosszabbodasahoz (54).

Egyes egysejti gombdkban (Candida, Kluyveromyces) a telomerikus repetitiv
egységek mérete az el6bb ismertetettnél hosszabb (8-25 bp) és nem figyelhet6 meg a G
nukleotidok szalak kozotti eloszlasanak er6s asszimetridgja. A hosszabb repetitiv egység
ellenére a telomer szintézise az el6zGekben bemutatottakhoz hasonléan valészinileg
telomeraz altal katalizalt.

A harmadik telomer tipus a Drosophilira és valészinileg mas Diptera fajokra

jellemz6. Feltételezések szerint ezen fajok evolucidjuk sordn elvesztették a rovid repetitiv
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egységekbdl felépiild, telomeraz altal fenntartott telomer szerkezetet és helyette egy mobilis
repetitiv elemekre alapuld, kromoszoma végeket véd6 mechanizmusra tettek szert. A
kromoszémak DNS vesztését id6rol-idére a kromoszomak végeire ugré retropozonok
ellensilyozzak. Eddig két specidlis retropozon tipust azonositottak amelyek ezt a feladatot
ellatjdk. Mindkét elem az eml6sok LINE elemeihez hasonlé LTR-rel nem rendelkezd
retropozon. Az elsSként leirt HeT-A elem nem kodol reverz transzkriptazt emiatt mobilitasa
kiils6 enzim forrashoz kotott (55). Az Wwjabban azonositott TART elem sajat revez
transzkriptaz kdédolaséara képes autondm retropozon (56).

Az ismertetett telomer tipusok kiilonbségeik ellenére figyelemre mélté ko6zos
sajatsaga, hogy mindegyik esetben reverz transzkripcidra épilé mechanizmus biztositja a

kromoszéma végeket védd struktara fennmaradasat.

1.3.3. Centromer:

Az eukaridta kromoszomak centromerikus régidja kozponti szerepet tolt be a
sejtosztddas soran lejatsz6dd kromoszomalis mozgéasok végrehajtasdban és szabalyozasaban
egyarant. Genetikai értelemben a centromert egy olyan cis hatdst elemként definidlhatjuk,
magasabbrendil eukariétik esetében a centromer citologiai szinten is definidlhaté (57). A
fajok jelent8s részében a centromer a metafdzisos kromoszémdk un. elsédleges
befiiz6désének kozelében helyezkedik el. Elektronmikroszképpal az els6dleges befiiz6dés két
oldaldn harom rétegbdl felépiilé korong-szerd struktira, a kinetochor figyelhet6 meg. Ez az
Osszetett felépitésd, nagyrészt fehérjékbdl allo szerkezet és az els6dleges befiiz6dés
kozelében elhelyezkedd centromerikus heterokromatin, szerkezeti €s funkcionalis egységet
képeznek, amit centromer-kinetochor komplexnek nevezink. A centromer-kinetochor

komplex vazlatos szerkezetét az elsG abra mutatja.
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1.3.3.1. A centromer-kinetochor komplex funkcioi:

A kinetochor sejtosztodasban betoltott szerepe tobbréti. A sejtosztéodds soran
kialakulé magors6, mikrotubulosokbdl all6 huzéfonalai kozvetleniil ehhez a strukturahoz
kapcsolédnak. A kinetochor azonban nem csak passziv kapcsoloszerkezet funkcidjat tolti be,
hanem aktivan is részt vesz a kromoszomalis mozgasokért felel6s er6hatasok 1étrejottében.
Ezt az Un. mechano-kémiai motor funkciét az ATP-fiiggé motor fehérjével, a kinezinnel
nagyfokt homologiat mutatd kinetochor fehérjék 1éte is alatdmasztani latszik (58).

A kromoszomak pontos szegregacidjanak biztositdsdban fontos szerepe van a
metafizis-anafizis hatardan miik6dd sejtciklus ellenorz6 pontnak. Ha a metafazis végén a
sejtben még vannak a huzoéfonalakhoz nem megfeleléen kapcsolodott kromoszémaék a sejt
osztddasa a metafazis-anafazis hataran ledll. A sejtosztédas mindaddig nem folytatédik amig
az Osszes kromoszoma megfeleléen nem kapcsolodik a huzéfonalakhoz. Feltételezik, hogy a
kromoszémék kapcsolddéasat ellenorzé folyamatban a centromer-kinetochor komplex
bizonyos komponensei kozponti szerepet toltenek be. Ujabb eredmények arra utalnak, hogy a
jelz6 mechanizmus bizonyos kinetochor fehérjék foszforilacios allapotdnak véltozasait
foglalja magaban (59).

A kromoszomat alkoté két testvérkromatida a sejtosztédas soran centromerikus
régidikban maradnak legtovabb egymashoz kapcsolva. A kromatiddk egymassal érintkezd
belsd oldalan speciilis, feltételezhet8en kapcsold funkciét ellaté fehérjék mutathaték ki (60).
Ezek a fehérjék valoszintileg végrehajtd szerepet toltenek be a kromatidak megfelel6 id6ben
torténd elvalasat szabalyozé folyamatban. A kromoszomak szamtartd, illetve redukcids
szegregacidjat tehat alapvetGen a centromerikus régioban lezajlé iddzitett kromatida elvalas
hatarozza meg.

A centromerikus heterokromatin interfazisban meg6rzi kompakt allapotat.

Centromerikus  fehérjéket felismer6 ellenanyagok a metafazisos kromoszoémak

centromerjeihez hasonlo, kett6s, pontszerd struktardkat ismernek fel interfazisban is. Tovabbi
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citolégiai adatok azt is mutatjdk, hogy adott kromoszémak centromerikus régidinak
egymashoz viszonyitott elhelyezkedése az interfazisos sejtmagban nem random (61). Ezek a
megfigyelések egylittesen arra utalnak, hogy a centromernek szerepe lehet egyfajta sejtmagi
rend kialakuldsaban. Egyes feltételezések szerint ennek a sejtmagi kompartmentalizaciénak a
szervezésében a centromer kozelében elhelyezked repetitiv szekvencidknak dont6 szerep jut

(38).

spindle
microtubules

central domain

pairing kinetochore
domain domain

1. dbra. A magasabb rendi eukariotak centromer-kinetochor komplexének vazlatos

felépitése.
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1.3.3.2. A centromer-kinetochor komplex molekularis felépitése:

A centromer-kinetochor komplex molekuldris osszetételének vizsgalataban az utdbbi
években jelentSs elGrehaladas tortént. Ezek a kutatisok ma maér elegendS informaciét
szolgaltatnak ahhoz, hogy tobb éleszt8 fajban a centromert molekularis szinten is definiélni
tudjuk. Habar a magasabbrendi eukariétdk esetében is jelet8s eredmények sziilettek,
kiilénésen a kinetochor fehérje komponenseinek azonositdsa terén (62, 63), DNS szinten még
mindig tdvol allunk att6l, hogy a centromert olyan pontossiggal definidlhassuk mint amit az
€leszt6 esetében mar megtehetiink. A kdvetkez8kben els8sorban a kiilénb6z8 eukariétikban
azonositott centromerikus DNS elemeket ismertetem. A centromer-kinetochor komplex eddig

azonositott fehérjeinek tulajdonsagait és feltételezett funkcidit az 1. tablézat foglalja dssze.

Mammalian centromere proteins

Protein Size(kDa) Localization Comments

CENP-A 17 Centromere Histonelike protein

CENP-B 80 Central domain Alpha satellite DNA-binding
protein

CENP-C 140 Inner kinetochore plate Specific to active centromeres;
DNA-binding protein

CENP-D 50 Kinetochore Regulator of chromatin
condenzation?

CENP-E 312 Outer kinetochore plate Kinetochore motor protein

CENP-F 400 Outer kinetochore plate Initiator of centromere and
kinetochore assembly?

INCENPs 96, 100 |Pairing domain/inner chromatids |Sister chromatid association;
cytoskeleton assembly

CLiPs ? Pairing domain Sister chromatid linking

1. tablazat. Az ismert eml§s centromer-kinetochor fehérjék biokémiai sajatsigai,

funkcioi és citologiai lokalizacidja.

Centromerikus DNS  szekvencidkat el8sz6r a kozonséges sor élesztében

(Saccharomyces cerevisiae) azonositottak azon képességiik alapjan, hogy cirkularis plazmid
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s rer

molekulédkba kldnozva Sket lehetdvé tették azok pontos mitétikus szegregacidjat (64). A még
teljes funkciét mutat6 élesztd centromerikus DNS minimalis mérete 155-160 bp (65). In vivo
a centromerikus DNS specialis fehérjékkel nukleaz rezistens komplexet képez, amelyet két
oldalrél rogzitett helyzetli nukleoszémak hatdrolnak. Az élesztd centromer harom konzervalt
szekvencai elembdl épiil fel: CDEI, CDEII és CDEIIL. A CDEI nyolc bazispar hosszi
szekvencia elem. Delécidja a kromoszoma mitdtikus stabilitasat ~ 60-ad részére csokkenti,
mig a meidtikus stabilitast csak kis mértékben befolyasolja. A CDEII elem pontos nukleotid
szekvencidja kevéssé konzervalt, viszont mérete és bazisosszetétele fontos. A pontos
kromoszéma szegregicié biztositisdhoz az elem méretének 78-86 bp-nak, az A-T
tartalomnak legaldbb 90% kell lennie. A CDEIl elem jelenléte meidtikus osztédas
szempontjabol esszencidlis. A magas A-T tartalom feltételezések szerint a CDEII gorbiilését
valtja ki, ami viszont a masik két centromerikus szekvencia elemhez kapcsolodé egyébb
faktorok megfeleld kolcsonhatasdhoz lehet sziikséges. A CDEII-t koveté CDEIIL 26 bp
hosszli, szekvencidjaban tikorszimmetriat mutaté DNS elem. A szimmetria kézéppontjat
képez6 C nukleotid mutacidja a centromer funkcio teljes elvesztésével jar.

A hasadd éleszt6 (Schizosaccharomyces pombe) kromoszémai hasonléan a
magasabbrendli eukariotdk kromoszomadihoz sejtosztédas sordn kondenzilédnak. Egyes
feltételezések szerint ez a sajatsig adja a magyarazatat annak, hogy ez az éleszt6faj a
magasabbrendi eukariotdk felé atmenetet képez8, komplexebb centromer szervez6dést
mutat. A centromerikus DNS mérete 40 kb és 100 kb kozott véltozik kromoszomatol fiiggden
(66). A eltér6 méret ellenére a hasadé éleszt6 mindhdrom kromoszémajanak centromerje
hasonlé médon szervez&dik. A 4-7 kb méretii egyedi kézponti szekvenciat mindkét oldalrél,
egymashoz viszonyitva ellentétes orientacioju repetitiv elemek veszik koril. Delécids
kisérletek bizonyitottdk, hogy a kozponti szekvencia egy része és az un. K-tipusu repetitiv
elem egy 2.1 kb-os fragmentje egyiittesen képesek ellatni a centromer funkcidjat (67). A

hasadé éleszt8 centromerje is kiilonleges kromatin szerkezetet mutat. A kromatin szerkezet és
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a centromer funkcié kapcsolatit hiizza ald az a megfigyelés, hogy centromerikus DNS
szakaszokat tartalmazé plazmidok mitdtikus stabilitasat a centromer koriil kialakul6 kromatin
szerkezet nagy mértékben befolydsolja. A kromatin szerkezet véltozdsa akar a centromer
teljes inaktivalodasat is eredményezheti. Az aktiv kromatin konformécié kialakulasat a K-
tipust repetitiv elem enhancer-szerii médon segiti elé (68). Egyes feltételezések szerint a
repetitiv elemek ugyanakkor szerepet jatszanak a testvér kromatidak Osszetartaséban is (65).

A Drosophila centromerikus régidja mar a tobbsejti eukaridtikra jellemz6 komplex
szervez6dést mutatja. Az esszencidlis centromerikus DNS szakasz azonositdsdhoz
nagymértékben hozzdjarult, egy ~1.3 Mb méretli Drosophila marker kromoszéma genetikai
analizise (69). Ezen kromoszoma kiilonboz6 delécios szarmazékai eltéré mitétikus és
meidtikus stabilitdst mutatnak. A delécids szarmazékok molekularis vizsgalata vezetett annak
a ~ 420 kb méretl kromoszéma régiénak az azonositasadhoz, amely képes a teljes centromer
funkcié ellatdsira. A minimalis centromer funkcié ezen szakaszon beliil, egy még nem
teljesen definialt in. komplex DNS-bd1 (egyedi és kozepesen repetitiv szekvencidk keveréke)
felépiils, ~220 kb méretd szakaszhoz rendelhetS. Feltételezik, hogy ez a régié felelés a
kinetochor kialakitasaért. Az intakt kromoszomakra jellemz6 mitétikus és meidtikus stabilitas
eléréséhez tovabbi ~200 kb-nyi szatellit DNS jelenléte is sziikséges. A szatellit DNS
legyalészim'ibb funkcidja a testvér kromatidak k6zotti kapcsolat kialakitasa.

Az eml6s6k kromoszomainak pericentrikus régidjaban heterogén, tandem
szervez6dést mutatd, szatellit szekvencia csaladok koncentralédnak (70, 71) (2. tablazat). A
funkcionalis centromer azonositiasat mindeddig nagyban megnehezitette, hogy a kiterjedt
kutatasok ellenére sem sikeriilt az eml8sok tobbségében konzervalt centromerikus DNS
szekvencidkat azonositani. A konzervalt centromerikus DNS elemek hidnya latszolagos
ellentmondasban van azzal a ténnyel, hogy evolucidésan viszonylag tavol 4ll6 emlds fajok
kozott is konnyen 1étrehozhatok sejthibridek, amelyekben mindkét faj kromoszomai stabilan

képesek fennmaradni. Ezt a ellentmondast latszanak feloldani azok az ujabb kutatasok
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amelyek ha hosszabb, 4ltaldnosan eléfordulé DNS elemeket nem is révid, potencialis fehérje-

k6tS helyekként szolgdld, konzervalt oligonukleotidok eléforduldsat demonstraltik egymastol

tavol 4llo eukariétik centromerikus DNS frakcidiban (72, 73).

Human Centromeric Satellite DNA Families

Satellite Repeat unit Chromosomal location
Satellite | 42 bp Acrocentric chromosomes,
chromosomes 3, 4
Satellite [I-111 5 bp (GGAAT) All chromosomes
o.—satellite 171 bp All chromosomes
B—satellite 68 bp Acrocentric chromosomes,
chromosomes 1, 3, 9, Y
y-satellite 220 bp Chromosomes 8, X
48 bp satellite 48 bp Chromosomes 2, 13, 14, 15, 21,
22,Y
SnS satellite N/D Acrocentric chromosomes,

chromosomes 2, 20

Mouse Centromeric Satellite DNA Families

Satellite Repeat unit Chromosomal location
Major satellite 234 bp All chromosomes
Minor satellite 120 bp All chromosomes

Hamster Centromeric Satellite DNA Families

Satellite Repeat unit Chromosomal location
Hexamer satellite 6 bp (TTAGGG) All chromosomes except
chromosomes 1 and 2
HC2 satellite 2.8 kbp Chromosome 2

2. tiblizat. Eml@s centromerikus szatellit DNS csaladok ismétl6dé egységeinek mérete

A legintenzivebben tanulminyozott emlSs

és kromoszomalis lokalizacioja

centromerikus DNS a fGemldsok

kromoszomadinak pericentrikus régidiban megtalalhaté o-szatellit. A ~170 bp hossza

monomerre épil8 szekvencia csaldd kromoszéma specifikus magasabbrendi repetitiv

egységekbdl (higher order repeat unit) &llo, roévidebb-hosszabb &sszefiiggé blokkok

formajaban jelen van az 6sszes human kromoszéman (74). A monomerek egy részében
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azonosithatd egy 17 bp méreti DNS elem amely specifikusan koti az emlSsok egyik
konzervélt centromer fehérjéjét (CENP-B box) (75, 76). Habar ez a szekvencia elem
eléfordul egyébb eml8sok centromerikus szatellit szekvenciaiban is (77, 78) latszolag teljesen
hidnyzik a humén Y kromoszémarél (79). A CENP-B box konszenzus szekvencidjanak
megfelel oligonukleotiddal végrehajtott hibridizacids kisérletek ugyancsak a CENP-B box
hidnyéra utaltak kinai horcsogben (80). A CENP-B fehérje és transzpozazok kozott ujabban
kimutatott szekvencia homolégia a CENP-B fehérje egyébb, a centromer funkcidval
kozvetleniil nem kapcsolodd szerepét valdszintsiti (81). Az a-szatellitnek a centromer
funkcidjaban betoltott esszencidlis szerepét mas kisérleti eredmények is megkérddjelezik.
Azonositottak olyan természetesen eléfordulé human marker kromoszémékat amelyeken o-
szatellit nem detektalhato (82, 83). Meg kell emliteniink ugyanakkor azokat a kisérleteket
amelyekben kimutatték, hogy emlGs kromoszomakra integralédé a-szatellit a centromerre
jellemz8 bizonyos morfoldgiai sajatsigokat mutatja (84, 85, 86). Osszegezve ezek az adatok
valészinive teszik, hogy habar az o-szatellit hozzajarulhat a centromer bizonyos
sajatsagainak a kialakitdsdhoz mas, ma még esetleg nem azonositott szekvencia elemek is

sziikségesek a funkcionalis eml8s centromer felépitéséhez.

2. CELKITUZESEK

A funkciondlis eml6s centromer azonositasat, 0j centromerikus DNS szakaszok
1zolalasat nagyban megneheziti a szatellit szekvencidk pericentrikus lokalizacidja. A repetitiv
elemek, kiilonosen a szatellitek hagyomanyos vektor rendszerekben klénozva &ltalaban
nagymértékd instabilitdist mutatnak. Mindez a centromerikus DNS elemek alul-

reprezentaltsagahoz vezet az ilyen vektorok felhasznalasaval késziilt génbankokban. Ezt a
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problémat enyhitheti ha centromerikus DNS elemekben dusitott kromatin frakciét haszndlunk
parcialis DNS bankok 1étrehozasahoz.

Az itt ismertetett kisérletek soran egy 0j modszert alkalmaztunk centromerikus DNS
elemekben dusitott kromatin frakcié izoldlasira kinai horcség sejtekbSl. A moédszer
segitségével azonositottunk egy 1j kromoszéma specifikus centromerikus DNS elemet, majd

elvégeztiikk annak molekularis jellemzését.

3. ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1. Emlds sejtek tenyesztese:
A CHO-K20, HeLa, LMTK  sejtek tenyésztése 10% FCS-t (Fetal Calf Serum)
tartalmaz6 F12 tapoldatban tortént. A concanavalin A (5-10mg/ml) indukalt kinai horcsog

1épsejteket RPMI tapoldatban 72 éran at novesztettiik.

3.2. Kinai hércség kromoszomdk in vivo fragmentdcidja, centromerikus kromoszoma

darabok immunoprecipiticidja:
3-4x10° CHO-K20 sejtet 20 6ran at 2mM hidroxiurea jelenlétében ndvesztettiink,

majd a tdpoldatot 5 mM koffeinnel és 0.5 pg/ml kolchicinnel egészitettiik ki. 5.5 éra utan a
mitdétikus sejteket centrifugdldssal Osszegyijtottik (10', 200g). A sejteket glicin pufferben
(10mM glicin, 1% Hexilén-glikol, pH:8.4-8.6) egyszer mostuk, majd ugyan ebben a
pufferben 1mM PMSF (fenil-metil-szulfonil-fluorid) jelenlétében 10'-ig 37°C-on inkubaltuk.
Ezt koveten 0.1% Triton-X 100 detergenst adtunk a sejtekhez, majd a szuszpenziot
fecskend@vel 23G méretli tlin tobbszor atnyomtuk. A sejtek feltarédasit mikroszképpal
ellendriztik. A sejtmagokat, sejtérmeléket és intakt kromoszémaékat centrifugilassal

tavolitottuk el (1500g, 20"). A feliilisz6t Protein-A Sepharose CL-4B (Pharmacia) gyantaval
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kapcsolt LU 851 human anti-centromer szérummal (87) kevertik Ossze - és
szobah8mérsékleten 3 6ran 4t inkubaltuk gyenge razatissal. Az inkubiciot kovetGen a
gyantat Tween-PBS-el (/137mM NaCl, 2.7mM KCI, 8.ImM Na,HPO,, 1.67mM NaH,PO,,
0.05% Tween20) 3-szor mostuk (2000 rpm, 5'). A mosas utan a pellethez 0.1% SDS-t és
100pg/ml Proteindz-K-t tartalmazé TE puffert (88) adtunk és 14-18 o6ran 4t 50°C-on
inkubaltuk. Fenol extrakciét kovetGen a DNS-t 0.2M NH,-acetat jelenlétében 2.5tf 96%-os
etanollal kicsaptuk. A kapott DNS-t Nael restrikciés enzimmel torténé emésztés, majd

Klenow polimerazzal valé kezelést kovetéen pUC19 plazmid Smal helyére klénoztuk.

3.3. In situ hibridizdcio:

Metafizisos kromoszoma preparatum készitése: Kolchicin kezelést kovetden a
tenyésztd csésze aljardl levald mitdtikus sejteket centrifugalassal 6sszegyiijtottiik (200g, 10).
A sejteket 75SmM KCl oldatban 15'-ig szobahdn hipotonizaltuk majd centrifugilds utin
(200g, 10") -20°C-ra lehiitétt metanol/ecetsav (3:1) oldatban szuszpendaltuk és 15-20'-ig
jégen inkubaltuk. A sejteket centrifugalassal osszegyiujtottik (200g, 10') és 2-3ml fixaléban
szuszpendaltuk. A sejtszuszpenziot tiszta tirgylemezre cseppentettiik majd a preparatumokat
suritett levegGvel szaritottuk.

Hibridizdciés préba jelolése: A probaként hasznalt DNS-be (0.5-1pg) nick-
transzlaciéval biotin-11-dUTP-t épitettink. A jelolési reakcidhoz Amersham nick-
transzlaciés kitet hasznaltunk. A reakciét *H-dGTP beépiilésének mérésével kovettik. A
reakci6 EDTA-val torténd leéllitisa utdn a beépiiletlen nukleotidokat Sephadex G-50
oszlopon vélasztottuk el a DNS fragmentekt6l. A megfelel6 frakciébol a jelolt DNS
fragmentet etanollal kicsaptuk majd 10ng/ml koncentraciéban TE pufferben oldottuk.

Hibridizacié: A metafizisos kromoszoma preparatumokat 100pg/ml RN-az A-t
tartalmazé 2xSSC-ben (88) 37°C-on 1 6rén 4t inkubéltuk, novekv6 koncentrciéjii etanol

sorozattal dehidraltuk (70-90-100% etanol, 5-5') majd vakumban szaritottuk. Ezt kdvetSen a

26



Fatyol Karofy: PhD tézis

prepardtumokat 70-75°C-on 2'-ig denaturdlé oldatban (70% formamid, 30% 2xSSC)

inkubéltuk. A denaturalé oldatbél a lemezeket 0°C-os 70%-o0s etanolba helyeztiik majd az

elébb emlitett modon dehidraltuk. Szaritds utin a preparatumokra helyeztiik az el6zetesen
75°C-on 5'-ig denaturalt préba elegyet (50% formamid, 10% dextran-szulfit, 2xSSCB
{10xSSCB:1.5M NaCl, 0.15M Nas-citrat, 0.25M Tris-HCI pH:7.4, 0.5mM EDTA}, 0.5mg/ml

tRNS, 3ng/ml biotinilalt proba DNS; 40ul proba elegy/lemez), fed6lemezzel lefedtiik Sket €s
végil a fedBlemezek peremeit gumi ragasztoval lezartuk. A lemezeket 37°C-on
nedveskamraban inkubaltuk 4-16 6ran 4t.

Immunodetektalas: A fedSlemezek eltavolitasa utan a preparatumokat 4x3'-ig 50%
formamidot tartalmazé 1xSSC-vel, majd ugyancsak 4x3'-ig 2xSSC-vel mostuk 42°C-on.
Szobah&meérsékleti 0.05% Triton X-100 tartalma 4xSSC-vel (#xSSC/TX) torténd oblitést
kovetSen a lemezekre 40l fluoreszcein izo-tiocianattal jelolt avidint (VECTOR, 500X higitas
4XSSC/TX-ben) tettiink és lefedve 37°C-on nedveskamriban inkubaltuk &ket 30-45'-ig.
Ezutan a lemezeket 3x2'-ig 4xSSC/TX-el mostuk 42°C-on. A mosast kévetéen 40pl biotinnal
jelolt anti-avidin ellenanyaggal (VECTOR, 100X higitas 4xSSC/TX-ben) inkubéltuk a
preparatumokat 30-45"-en at 37°C-on. Ezt a eléz6vel azonos 4xSSC/TX mosés, Gjabb réteg

FITC-avidin, majd ismételt mosas kovette.

DNS festés, lefedés: A kromoszomdkat 1mg/ml parafenilén-diamint és 3pg/ml
propidium jodidot tartalmazé PBS oldatban szobah&mérsékleten 5-10'-ig festettik. A
preparatumokat ezutan PBS-sel oblitettiik, majd "anti-fading" oldattal (90% glicerol, 1mg/ml
parafenilén-diamin) lefedtik. A fedGlemezzel torténd lezaras utan a preparatumokat

fluoreszcens mikroszkoppal vizsgaltuk.
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3.4. DNS technikak:

Az enzimeket a gyartd (New England Biolabs, Amersham, Boehringer-Mannheim,
Promega) altal ajanlott Osszetételd pufferekben és feltételek mellett hasznéltuk. Az Osszes
DNS manipuldciét az ismert moédszerek felhasznéldsival hajtottuk végre (88). A Southern
hibridiziciéhoz prébaként hasznilt DNS fragmenteket Megaprime kit (Amersham)
hasznalataval jeloltiik. A CHO-K1 genomikus A fag bank (Stratagene) screenelését a gyarto
altal ajanlott modon végeztik el. A di-deoxi szekvenalast egyszali M13mp18-M13mp19 fag
DNS-en manudlisan végeztik, vagy plazmid templaton automata szekvenatorral (373 DNA

Sequencing System, Applied Biosystem) tortént.

3.5. Szekvencia analizis:

A nukleotid szekvencia analiziseket a MicroGenie (Beckman) és PC/Gene

programokkal végeztiik. A homoldgia 6sszehasonlitasok BLAST-tal torténtek (89).

3.6. Pulsed field gelelektroforezis:

Agardézba agyazott nagy molekulasiilyt emlés DNS preparalasa: 2x10° CHO-K20
sejtet a tenyésztG csész€kbll Osszegyiijtottink. A sejteket PBS-ben felszuszpendaltuk majd
10'-ig 2000rpm-el centrifugaltuk. Ezutan a pelletet 2.5ml PBS-ben szuszpendaltuk fel és a
szuszpenzidhoz azonos térfogata 1% LMP (Low Melting Point agaroz PBS-ben felolvasztva)
agar6z oldatot adtunk. A keveréket megfelel6 ont6formdba toltottik és azt az agaréz
megszilardulasaig 4°C-on tartottuk. Megszilarduls utin az agarz darabkékat ESP pufferben
(0.5M EDTA pH:8, 1% Na-lauroil szarkozin, 100ug/ml Proteindz-K) 24 6ran at 50°C-on
inkubdltuk. Az inkubécids id6 letelte utan az ESP puffert 5S0mM-os EDTA (pH:8) oldatra
cseréltiik le és a mintékat 4°C-on téroltuk.

Az agarézba agyazott DNS emésztése: A nagy molekulasulya emlés DNS-t

tartalmazé agardz gélb6l ~Spug DNS-t tartalmazé darabkakat vagtunk le. A Proteinaz-K
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inaktivildsira az agaréz darabkdkat 1mM PMSF-et tartalmazé6 TE pufferben 2 6raig
inkubaltuk 37°C-on. A tovabbi ekvilibralasi 1épések szintén 2 6rén 4t tartottak 37°C-on. A
PMSF kezelést kovet8en TE pufferrel majd megfeleld restrikcios enzim pufferrel
ekvilibraltuk az agar6z darabkdkat. A restrikcids emésztés friss restrikciés pufferben (~10U
enzim/pug DNS) 12-18 6ran 4t tartott a hasznélt enzim szamara idealis hémérsékleten. Az
emésztés befejezte utdn az agardéz darabkdkat az elektroforézishez hasznélt pufferrel
oOblitettiik.

Pulsed field gélelektroforézis paraméterei: Az elektroforézist forgd tlcas pulsed

field gélelektroforézis késziiléken 1%-os agardz gélen 0.25XTBE pufferben hajtottuk végre.

Az alkalmazott elvalsztdsi paraméterek :
- Hémérséklet: 15 °C
- Elektromos térer6sség: SV/cm
- Ciklus id3: 20"
- Futési 1d8: 30 6ra

- Forgasi szog: 110°

3.7. PCR, RT-PCR:

PCR: A PCR reakcidkat az Expand PCR kittel (Boehringer-Mannheim) hajtottuk
végre a gyartd utmutatdsai szerint. Az alkalmazott amplifikalasi paraméterek a kovetkezdk
voltak:

-94°C, 2'

- 10 ciklus: 94°C, 5"

62°C, 30"
67°C, 4' vagy 67°C, 2'
- 20 ciklus: 94°C, 5"

62°C, 30"
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67°C, 4'+20" minden ciklus utan vagy 67°C, 2'+20" minden ciklus utin

RT-PCR: Totil RNS-t CHO-K20 sejtekbSl a savas fenol moddszerrel tisztitotunk
(88). Az egy szila cDNS szintézisét AMV reverz transzkriptdz kittel (Boehringer-
Mannheim) végeztiik a HPRF oligonukleotidot hasznalva primerként. A PCR reakciohoz a
cDNS szintézis reakcié felét (10ml) hasznaltuk templatként. Primerként a HPRF és HPRR
oligonukleotidokat hasznaltuk.

Hasznalt oligonukleotidok:
RUAF: GTGGCCTGAGAACCCCTCAGTAGACTCCACAGAC
RUAR: TGCCAAGCAACGAAGGAAGACTTGCCAGGAGCTA
HPRF: ATGGAAGGTCGCAGCCGTGTGGGAA

HPRR: TCAGGGGATTCCTGTCCATGGGCTC

4. EREDMENYEK

4.1. Kromoszoma specifikus centromer szekvencia izoldldsa kinai horcsog sejtbol:

Munkank kezdeti célkitiizéseként megprobaltunk eljarast kidolgozni centromerikus
DNS elemekben dusitott kromatin frakcié izolalasara emlGs sejtekbdl. Kisérleteink soran arra
a korabbi megfigyelésre tdmaszkodtunk amely szerint a hidroxiuredval DNS szintézisiikben
gatolt horcsog sejtek koffein kezelése a sejtek mitdzisos osztédasat indukalja (90). A DNS
szintézis elmaradisa miatt a sejtekben normalis morfol6giaji kromoszémak helyett apré
kromatin fragmentek lathatok. A centromerikus kromoszéma fragmentek centromer
fehérjéket felismer ellenanyagok haszndlatdval, immunofluorescencids moédszer révén
azonosithatok. Ily moédon megfigyelhetd, hogy ezek a kromoszéoma darabok az intakt
kromoszémékhoz hasonlé moédon a sejt ekvatoridlis sikjaba rendez8dnek, majd normals

anafazisos szegregaciot mutatnak (91). A kinetochort hordozé centromerikus kromoszéma
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darabok latszélag normals mitétikus mozgasai arra utalnak, hogy a hidroxiurea-koffein
kezelés nem gatolja a kinetochornak és a magorsé mikrotubulusainak a megfeleld
kapcsolodasat. Ezzel 6sszhangban vannak az elektronmikroszkopos vizsgélatok eredményei,
amelyek az elvalt centromer-kinetochor komplexek ép, az intakt kromoszémékra jellemzd
morfologidjat mutattdk ki (80). Mindezek a megfigyelések felvették annak a lehetOségét,
hogy a hidroxiurea-koffein kezelést felhasznaljuk a funkciondlis centromer-kinetochor
komplexet hordozé kromoszéma fragmenteknek a kromatin tobbségétél torténd
elvilasztdsira, majd ezt kovetSen megkiséreljik ezeknek a kromoszéoma fragmenteknek a
szelektiv ~ dusitdsdt centromer fehérjéket felismer6 ellenanyagokkal végrehajtott
immunoprecipitacié révén.

Az alkalmazott kisérleti eljaras vazlatat a 2. abra mutatja. 3-4%x10° CHO-K20 (Chinese
hamster ovary) sejtet 20 6ran 4t hidroxiurea jelenlétében novesztettink. 20 6ra utdn a
taptalajt koffeinnel és a sejteket mitozisban blokkolé kolchicinnel egészitettiik ki. A néhény
6ra multan begyiijtott mitétikus sejtekb8l a kromoszoma darabokat detergens kezeléssel
kiszabaditottuk, majd a centromerikus kromoszoma fragmenteket immunoprecipitaltuk
centromer fehérjéket felismerd ellenanyagok felhaszndlasaval. Az immunoprecipitalt
kromoszéma darabokbdl tisztitott DNS fragmenteket plazmid vektorba klénoztuk. A kapott
plazmidok koziil nyolc, hosszabb inzertet tartalmazé klont kivalasztottunk és a klénozott
fragmentek lokalizacidjat metafazisos kinai horcsog kromoszoémaékon in situ hibridizacioval
vizsgaltuk. Egy klén, HUCAFF170 (HUCAFF: hydroxyurea-caffeine) er8s hibridizaciot
mutatott két kromoszéma pericentrikus régidjahoz CHO-K20 sejtben (3a. abra). Az €16
allatbol szarmazé Iépsejteken megismételt in situ hibridizacié révén a hibridizalé

kromoszéma part a kinai horcsog 2. kromoszémajaként azonositottuk (3b. dbra).
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CHO-K20

2mM hydroxyurea; 20 hours
SmM caffeine, 0.5mg/ml colchicine; 5.5 hours

\

Isolate chromosome fragments from cells

Immunoprecipitate centromeric chromosome
fragments by anti-centrcmere antibodies

Purify DNA from immunoprecipitated
chremosome fragments

Clone Nael digested DNA fragments
into pUC13 plasmid vector

Use cloned DNA fragments for
in situ hytridization

2. 4bra. Kinai horcsog kromoszomak centromerikus kromatin frakciéjanak izolalasara

alkalmazott eljaras vazlata.
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a b
3. dbra. A HUCAFF170 proba hibridizacioja CHO-K20 sejtek (a) és kinai horcsog

Iépsejtek (b) metafazisos kromoszémaihoz.

4.2. Az azonositott centromerikus DNS fragment egy uj, faj és kromoszoma specifikus

repetitiv DNS elem része:

A HUCAFF170 klon szekvecia analizise kimutatta, hogy az 536 bp hosszu fragment
nem mutat homolégiat ismert DNS elemekkel. A DNS fragment fajspecifitasat Southern és in
situ hibridizacioval vizsgaltuk meg. A human és egér kromoszémakon végrehajtott in situ
hibridizacié soran specifikus hibridizacids szignalt nem detektaltunk. A HUCAFF170 klont
probaként haszndlva humaén, egér és sziriai horcsdg genomikus DNS-en végrehajtott
Southern hibridizacié ugyancsak negativ eredményt hozott. Mindezek a megfigyelések arra
utaltak, hogy a HUCAFF170 klon egy evoltcidsan nem konzervalt, valdszintleg csak a kinai

horcsogben eléforduld fajspecifikus DNS elem.
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Az in situ hibridizicié soran megfigyelt szignal intenzitdsa arra utalt, hogy a
el6. Az 536 bp hosszii fragment szekvencidja bels6é periodicitist nem mutatott. Ez
valoszinilivé tette, hogy a klénozott fragment egy hosszabb repetitiv DNS elem része lehet.
Ezt a feltételezést a HUCAFF170 klénnal homoldgiat mutaté hosszabb DNS szakasz
szervezGdésének vizsgalataval kivantuk ellendrizni.

Az eredetileg azonositott 536 bp-os fragmentet probaként hasznalva kinai hoércsog
DNS bankbdl izolaltunk egy 13.3 kb méretii genomikus inzertet tartalmaz6 lambda fag klont
(HC90). In situ hibridizacié soran a HC90 klén a HUCAFF170 fragmettel azonos médon a 2.

horcség kromoszoma pericentrikus régidjahoz hibridizalt (4a. abra).

a b
4. abra. A HC90 (a) és a pHC312 (b) proébak hibridizaciéja kinai horcsog lépsejtek

metafazisos kromoszomaihoz.

A restricios térképezés soran kimutattuk, hogy a fag kléon hirom, 2.8 kb méreti

tandem elrendez8désti Sacl fragmentet tartalmaz, amelyek hibridizdlnak a HUCAFF170

fragmenttel (5. dbra). A harom Sacl fragment koziil a két sz€ls6 azonos restrikciés mintazatot
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mutatott. Ezen Sacl fragmentek kozéps8, 1.8 kb méretd BglIl szubfragmentjét plazmid
vektorba klonoztuk (pHC450, 5a. 4bra). Habar a pHC450 klon nem hibridizalt a
HUCAFF170-¢l, in situ hibridizaciéban probaként hasznilva ez a klén is kizarolag a 2.
kromoszéma pericentrikus régiojaban adott jelet. A kozépsSé Sacl fragment restrikcids
mintdzata jelent8sen eltért a két széls6 egységétdl. Ennek ellenére ez a szakasz is hibridizalt
mind a HUCAFF170 és a pHC450 klénokkal. Osszefoglalva ezek az adatok arra utaltak,
hogy az eredetileg azonositott 536 bp méreti HUCAFF170 fragment részét képezi egy 2.8 kb
méretli ismétl8d6 egységgel jellemezhetd, kromoszéma specifikus, tandem repetitiv. DNS
elemnek. A HC90 fig harom ilyen ismétl6d6 egységet tartalmaz. A két azonos restrikcios
mintizatot mutaté "a" tipusi egységet egy eltéré restrikciés mintazatd repetitiv egység
varians valasztja el ("b" tipusu repetitiv egység).

A fag klon a 3' végén egy 0.5 kb méreti fragmentben végzddik, amely hibridizal az
ismétl6d6 egységgel és arra utal, hogy a fiagban klénozott genomikus DNS szakasz a
kromoszéméan ebben az iranyban az azonositottakhoz hasonlé repetitiv egységekben
folytatédik. A HC90 kl6n 5' végi 4.4 kb-os szakaszanak része, egy kozvetleniil az "a" tipusu
egység szomszédsagaban elhelyezked6 1.2 kb méreti BamHI-Sacl fragment, amely
ugyancsak tartalmaz a HUCAFF170 klonnal homolég szekvencidkat. A szekvencia analizis
kimutatta, hogy ez a szakasz egy delécids ismétl6d6 egységnek felel meg (lasd késébb). A
legszéls6 3.2 kb-os Sall-BamHI fragment nem hibridizal a 2.8 kb-os Sacl repetitiv egységgel.
Ezen régi6 2.1 kb méreti Sall-BglII szubfragmentjét plazmid vektorba klénoztuk (pHC312),
majd probaként hasznaltuk in situ hibridizaciohoz. A pHC312 klén egyenletesen hibridizalt
az Osszes kinai horcs6g kromoszomahoz a karok teljes hosszaban (4b é&bra). Ez a
hibridizaciés kép arra utalt, hogy a probaként hasznalt fragment szétszort repetitiv
egységekkel homologiat mutatd szakaszokat tartalmaz. A pHC312 klén kés6ébbi szekvencia
analizise valéban kimutatta, hogy ez a DNS szakasz egy az eml&sokben éltalanosan

el6fordulé retropozon eredetii LINE elemnek felel meg.
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5. abra. (a) A HC90 fag néhany szubklonjinak a szerkezete. (b) A HC90 fig restrikcios
térképe. A sziirkével jelzett szakaszok homolégok a HUCAFF170 klonnal. A fekete
szakasz a LINE elem elhelyezkedését mutatja. (c) Az "a" és "b" tipusi repetitiv
egységek restrikcids térképei. (d) Az "a" és "b" tipusi repetitiv egységek szekvencia

kiilonbségeinek eloszlasa.

4.3. Az "a" és "b"" tipusu ismetlodo egysegek szekvencia analizise:
Az "a" és "b" tipusu repetitiv egységeknek megfeleld 2.8 kb méreti Sacl
fragmenteket M13 fig vektorba szubklénoztuk, majd elvégeztiikk azok szekvencia analizisét

(1., 2. melléklet). A 2847 bp hosszi "a" elem 93.6% hasonlésigot mutatott a 2843 bp hosszi
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"b" tipust elemmel. Az HUCAFF170 fragment 5' végi 369 bp-nyi szakasza 90.6%-ban
homolog a Sac 1 elemek 3' végével. A maradék 167 bp méreti szakasz nem mutatott
homol6giat ismert DNS szekvencidkkal. A Sacl elemek bazis Osszetétele Osszességében
kiegyenstlyozott (G-C: 52.1%), habar a 3' és 5' végek enyhén G-C gazdagok, mig a k6zéps6
néhany szaz bazisparnyi szakasz (kilonosen 1100-1500 kozott) magas A-T tartalmi. Az
egész elemre kiterjed6 rovidebb belsé periodicitist nem taldltunk. A szekvencia
Osszehasonlitdsok sordn az ismétl6dé egységek nem mutattak kiterjedtebb homologiat mas
ismert DNS szekvencidkkal, kivéve két rovid régiot (2470-2620 és 1-73) amelyek ~70 illetve
~65% homologiat mutattak homeotikus gének DNS kot6 homeobox szakaszaval (lasd még

kés6bb).

4.3.1. Az ismetlodo egysegek kiilonleges DNS elemeket tartalmaznak:

A repetitiv egységek kozéps6é szakaszaban tobb kiilonleges DNS elem
koncentralodéasa figyelhet6 meg. A magas A-T tartalom mellett rovid szekvencia részletek
tandem ismétl6désébdl felépild un. "egyszeri" szakaszok azonosithatok. Ilyen szekvencia
elem példaul az "a" tipust egységben azonosithaté (ATTT),, szakasz (1051-1091). A tiz
tetranukleotid egység koziil kilenc tokéletesen ismétlédik, mig egy esetben T—C tranzici6
lathat6. A "b" tipust elemben ugyanezt a poziciot egy (ATTG)s "egyszerd" szakasz foglalja
el, ahol is a hat ismétl6dd egység koziil kettd tartalmaz T—A transzverziét. Az "a" és "b"
tipusu elemekben ekvivalens pozicidt elfoglald, kilonboz6 "egyszeri" szekvencidk evoliciods
kapcsolatanak vizsgalata érdekes kovetkeztetésekhez vezethet. Valdszinitlennek tiinik, hogy
nukleotidja egymastol fuggetlenil T-r6l G-re (vagy G-r6l T-re) cserélédott az egyes Sacl
elemekben. Az utolsé nukleotid cseréjének a tetranukleotid egység amplifikacidja el6tt kellett
megtorténnie. Ez maga utan vonja, hogy a tetranukleotid egységekbdl felépiilé "egyszerd"

szakaszok a 2.8 kb-os repetitiv elemekben lokalisan jottek létre. Ez két alternativ modon
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jatszodhatott le: (i) Feltételezik, hogy az "egyszeri" szekvencidk a DNS replikaci6ja soran
szl elcsiszasok (polimerase slippage) révén alakulnak ki. Ha a Sacl elemekben az
"egyszeri" szakaszok kialakuldsa ugyanazon pozicidban egymastél fliggetleniil tortént,
feltételezhetSen a tetranukleotid helyzete az amplifikdcié szempontjabdl kitiintetett volt.
Lehetséges, hogy a tetranukleotidot hatirolé szekvenciak hajlamositottak az amplifikaciéhoz
vezet8 szal elcstszasokra, vagy egyébb nem tisztazott médon indukalhattdk a tetranukleotid
szakaszok helyspecifikus amplifikacojat. (i) Ugyancsak lehetséges magyarazat, hogy a
kilonboz8 Osszetételd "egyszeri" szakaszok a genom mas részein alakultak ki és a Sacl
elemekbe helyspecifikus integracié révén épiiltek be. A helyspecifikus integracié
maradvanyai lehetnek az "a" és "b" elemek "egyszeri" szakaszait hatarol6é pirimidin gazdag,
rovid direkt ismétlédések.

Mindkét repetitiv egység tartalmaz egy hosszu, alternalé C-A nukleotidokbol felépiilé
szakaszt ("a" elem: 1524-1582, "b" elem: 1509-1583). Ezt az "egyszerd" szekvencia elemet
megtalaltak az eddig vizsgalt Osszes eukariotdban. Az ilyen, Z-DNS struktura felvételére
képes DNS szakaszokrdl feltételezik, hogy rekombinacios "hot spot”-ként mikodhetnek és

A Sacl egységek 1100-1500 bp kozotti régidja tovabbi rovid, tandem ismétl6ds
szekvencia elemeket és d(A-T),.; szakaszokat tartalmaz. Korabbi kisérleti adatok azt
mutatjak, hogy hosszabb, kizardlagosan A-T nukleotidokbodl all6 szakaszok jelentSs hatassal
vannak a kromatin szerkezetére. Az ilyen szekvencia elemek a DNS gorbiilését valthatjak ki,
ez viszont az adott DNS szakaszon elhelyezked$ nukleoszomak pozicidjat befolyasolhatja
(93). Mas megfigyelések az A-T gazdag szakaszoknak az amplifikdcidoban betoltott

potencialis szerepét huzzak ala (94).
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4.3.2. A "b" tipusi repetitiv elem valésziniileg gén-konverzio eredmenye:

A két vizsgélt Sacl elem szekvencidjanak osszehasonlitdsa a muticiok asszimetrikus
eloszlasat mutatta a repetitiv egységek mentén (5d. abra). Habar a két elem szekvencidja
93.6%-ban azonos, a kozépsd ~1.5 kb-os szakasz ennél nagyobb foku eltérést mutat (88.5%
homolé6gia), mig az 5' és 3' végi régiok gyakorlatilag azonosak (99.9% illetve 99.1%
homoldgia). A muticidk ilyen foku asszimetrikus eloszlasanak legvaldsziniibb magyarazata
az, hogy a "b" elemet, egy "a" tipusi egység és egy szekvencidjdban jelent6sen eltérd
repetitiv egység varidns kozott lejatszodott kettSs crossing over majd ezt kovet6 gén
konverzié hozta 1étre. Nem tudjuk azonban azt sem kizarni, hogy az 5' és 3' végi szakaszok
latszolagos konzervativitisa valamilyen funkciéval kapcsolatos szelekciés nyomads

eredménye.

4.3.3. Az "b" és "a" elemek hatdrdn egy hosszi, kettés homeobox szakaszt tartalmazo nyilt

leolvasasi keret talalhato:

A 2.8 kb-os Sacl elemek szekvencidinak analizise nem mutatott ki fehérjék
kédoléasara alkalmas, hosszabb nyilt leolvasési kereteket (open reading frame: ORF). Ha
azonban az "a" és "b" tipust elemeket b-a sorrendben egymas mogé illesztjitk az egységek
hataran egy 1062 bp hosszi nyilt leolvasasi keret jelenik meg (6a.dbra). A potencialisan 353
aminosavbol all6 polipetidet kodolni képes ORF két hosszabb szakaszt tartalmaz amelyek
DNS szinten ~65% illetve ~70% homologiat mutatnak a homeotikus gének er6sen konzervalt
aminosavbol allo szakasz (17-76) esetében az aminosavak 45%-a azonos a patkany LIM-2
homeobox fehérjéjének DNS kot6 homeodoménjaval. Ha figyelembe vessziik a konzervativ
aminosav cseréket is, a hasonlosag 65%. A masodik, rovidebb szakaszon (139-165) az alkotd

aminosavak 55%-a azonos a LIM-2 homeodoménjaval, de a konzervativ aminosav cserékkel
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egyiitt a hasonlésig ez esetben is joval nagyobb (74%). Hasonl6 foki homolégia mas
gerincesekbdl s6t rovarokbol szarmazo homeotikus génekkel is megfigyelheto.

Az azonositott nyilt leolvasasi keret expressziojat RT-PCR-ral vizsgéltuk meg. CHO-
K20 sejtekbdl tisztitott totdl RNS-r6l a leolvasasi keret elejére tervezett oligonukleotid
primert alkalmazva el8szor egyszali cDNS-t szintetizaltunk. Ezt kovetden a cDNS-t
templatként hasznélva, a leolvasisi keret elejére és végére specifikus oligonukleotid primer
parral PCR reakci6t hajtottunk végre. Ily médon két specifikus DNS fragmentet tudtunk
amplifikalni amelyek azonban a vartnal kissebbnek bizonyultak (~700 bp illetve ~900 bp, 6b.
dbra). A tovabbiakban a PCR fragmenteket klonoztuk és elvégeztik azok részlegés
szekvencia analizisét. A vizsgalt 5 klon kozil 3 azonosnak bizonyult. Habar az Osszes
esetben a primerekkel homolog szakaszokat a klénok elején és végén azonositani tudtuk, a
tovabiakban a fragmentek nem mutattak homoldgiat sem a repetitiv elemmel sem mas ismert
DNS szekvencidval. A nyilt leolvasasi keret expresszidjat tehat jelenleg nem tudjuk
egyértelmiien eldonteni. Lehetséges, hogy az RT-PCR-ral amplifikalt fragmentek a repetitiv
elembe agyazott expresszalodé6 DNS szakaszokat reprezentdlnak. Azt sem tudjuk azonban
kizarni, hogy az alkalmazott primerekkel homoldg szakaszok el6fordulhatnak més, nem
rokon expresszalodé DNS elemekben is.

Az itt leirt kettds homeoboxot tartalmazé repetitiv szekvencidhoz hasonlé DNS
elemet emberben is leirtak (24). A 4. human kromoszéman lokalizalédo6, 3.3 kb méreti
ismétlédé egységgel jellemezhets, tandem szervez8dési D4Z4 repetitiv elemet egy
autoszémas dominéans 6rokl6d6 betegség (fascioscapulohumeral muscular dystrophy: FSHD)
kapcsan azonositottik. A betegség kialakuldsanak pontos mechanizmusa még nem ismert, de
a defektust okozd mutici6 minden esetben a repetitiv elemek delécidjaval jar. A D4Z4
elemmel homoldg szekvenciak megtalalhatok emberszabast és egyéb 6vilagi majmokban is

(94). Habar az 4ltalunk azonositott repetitiv szekvencia a kett6s homeoboxtdl eltekintve nem
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mutat szekvencia homoldgiat a D4Z4 elemmel a szervez8désbeli hasonlésagok mégis

figyelemre méltoak.

Sacl Sacl Sacl
a —«{ unit “b” unit “a” ﬂ-—
ATG TGA
ORF
1062bp
353 aa

[ - i |

I 1
Met Stop

H2R PK YLLEKGMOKEALLSRIAKSZSPSFRAMEQLARE | ALPESRYRYWENHARDIRSGMYRR

Identities: 45%
Positives: 65%

HEELAQKTYLPEDTIHI WEGNARARHE

Identities: 55%
Positives: 74%

1,353 bp=—
1,078 bp—
872 bp=—

603 bp—

6. abra. A HC2 szatellit repetitiv egységeiben talilhaté nyilt leolvasasi keretek
elhelyezkedése (a). A homeodoménnal homolégiat mutaté szakaszok feketével jeloltek.
A patkiany LIM-2 homeobox fehérjéjével azonos aminosavakat iires, mig a konzervativ

cseréket fekete alahuzott betiik jelolik. (b) A leghosszabb ORF expressziojanak

vizsgalata RT-PCR-ral.
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4.4. Az 1.2 kb méretii BamHI-Sacl fragment egy delécios repetitiv egyseget tartalmaz:

Az "a" tipust repetitiv egység szomszédsagiban elhelyezkeds, a HUCAFF170
klénnal hibridizalé 1.2 kb méretii BamHI-Sacl fragment szekvencia analizisét elvégeztiik (3.
melléklet). Az 1164 bp-os fragment két kiilonboz6 régiobol tevédik ossze. Az "a" elemmel
kozvetleniil hatdros 617 bp hosszt szakasz 99.2% illetve 98.2% homolégidt mutat az "a"
illetve "b" tipust elemek 3' végével. Az "a" elemtdl tavolabb es6 A-T gazdag szakasz nem
mutat homol6giat a repetitiv egységekkel. Ezt a két régiot egy olyan 66 bp méreti fragment
vélasztja el, amely 86.4%-ban hasonlé a Sacl elemek 130-195 bp kozotti szakaszihoz.
Mindezeket igy értelmezhetjiik, hogy az 1.2 kb-os BamHI-Sacl fragment egy olyan csonka
repetitiv egységnek felel meg amelynek hidnyzik az els6 129 bp-nyi valamint a k6zéps6 2.1

kb-nyi szakasza.

4.5. Az ij repetitiv elem a 2. kinai hircsog kromoszoma pericentrikus regiojanak az egyik

J0 szatellitszerii alkoto eleme:

A kovetkez8kben megvizsgéltuk, hogy az 0j repetitiv DNS elem HC90 klénban
megfigyelt tandem szervez8dése altalanosithaté-e az elemmel homolég genomikus
szekvencidk tobbségére. CHO-K20 sejtekbdl tisztitott genomikus DNS-t restrikcios
enzimekkel emésztettiikk, a fragmenteket gélelektroforézissel agaréz gélen elvalasztottuk,
membranhoz rogzitettik, majd a repetitiv elemre specifikus radioaktivan jelolt DNS
fragmentekkel hibridizaltuk. A kisérletek eredményet a 7. abra mutatja.

A HUCAFF170 és pHC450 fragmenteket probaként hasznalva hasonlé restrikcios
mintazatokat kaptunk (7a. és 7b. 4bra) ami arra utalt, hogy az alkalmazott probakkal
homoldg szakaszok tobbsége azonos restrikcios fragmenteken helyezkednek el. Kett6s
restrikcidés emésztések megerSsitették, hogy a repetitiv elemmel homolég szekvencidk
valéban a HC90 klonban azonositottakhoz hasonlé ismétléd6 egységek részeikent fordulnak

el6 a genomban (7c. dbra). A 2.8 kb-os elemek tandem, szatellitszeri szervezddésére utalt az
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EcoRI, Sacl és Ndel enzimekkel torténé emésztés esetén lathatd 1étraszerli fragment mintazat

(7d. abra). Ugyancsak megfigyelhet, hogy a repetitiv elemek tobbsége a HC90 klén "a

tipust egységeihez hasonld restrikciés mintazatot mutat (7e. dbra).
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7. abra. A HC2 szatellit szervezddésének vizsgalata CHO-K20 sejtben Southern
hibridizaciéval. Az alkalmazott probak a kovetkezdk voltak: (a) HUCAFF170, (b)

pHC450, (c, d) pRU2.8b. A HC2 szatellit kisléptékii genomikus szervezddése (e).
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A repetitiv egységek kozépss részeinek jelentSs heterogenitasat detektaltuk az ebben
a régidban vago restrikcids enzimekkel (8. dbra). Az EcoRV enzim felismer8 helyére nézve
harom f6 repetitiv egység varians léte kimutathaté (8a. abra). Az Xbal, Dral és Bcll helyek
eloszldsa két 6, az "a" illetve "b" egységekhez hasonlé mintdzatot mutat (8b. dbra). Ezek a

megfigyelések aldhuzzak a repetitiv egységek kozépsG szakaszainak és végeinek eltérd

konzervativitdsat.
I
W Z OomS
®835ad 5 % o
TLIY® % o
g Ehbba ? 83
nwZ e @388 8 Xw O O ®
& 8°953°=3%2323 c §E35d 9
v it i
Y - o
23.1kb
b & A Ak — | o g8
W ] # .
6.6kb l
6.6kb o W |
4.4kb 445 ’;
2.3kb ' 28 —
! 2kb
n S ¥
o )
1.4kb - e ... 1.4kb ~-'
1.1kb ® "~ i
0.9kb > - s —y
e
0.6kb —
0.6kb
’ ' - 5
1 : (S
b d
s N H Sp S s Xb s
) R LU ]
Bg Bg H
S N RV H Sp S s D Bc S
2 , — 2k ==
Bg Bg H
S N RV RV H Sp S 0.5kb
14
3' | \L ; 1B |
Bg Bg H
H
0.5kb

8. dbra. A HC2 szatellit repetitiv egység varidnsainak analizise Southern hibridizaciéval

(a, ¢). Az EcoRYV (b) és Xbal (d) repetitiv egység variansok szerkezete.
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Az repetitiv elemek képia szdmanak meghatirozasahoz ismert mennyiségii kl6nozott
Sacl elem és ismert mennyiségii CHO-K20 genomikus DNS hibridizaciés intenzitdsait
hasonlitotuk Gssze, a repetitiv elemre specifikus fragmentet hasznalva probaként. ily médon
elvégezve a kdpia szdm becslést a repetitiv egységek szama 2500-5000 kozottinek adodott
haploid genomonként. Figyelembe véve a 2.8 kb-os Sacl elemek tandem szervez6dését, az 1j
repetitiv elem 7-14 Mb-nyi DNS szakaszt foglalhat el, miéltal a 2. kromoszéma pericentrikus

régidjanak az egyik f8 szatellit-szerii komponense lehet (HC2 szatellit).

4.6. A HC2 szatellit nagy méretii homogen domeneket alkot:

A HC2 szatellit nagy 1éptékii genomikus szervezddését valtozé erSterd
gélelektroforézissel (Pulsed Field Gel Electrophoresis: PFGE) vizsgiltuk meg. A PFGE
mobdszere lehet8vé teszi olyan DNS fragmenteknek a méretiik alapjan torténd szeparaldsat,
amelyeket a konvencionalis gélelektroforézis modszerével mar nem lehet elvalasztani.

CHO-K20 sejtekb8l nagy molekulasilyG genomikus DNS-t preparaltunk. A
restrikcios enzimekkel emésztett DNS-t PFGE-vel elvalasztottuk, majd a HC2 szatellittel
homol6g DNS szakaszokat radioaktivan jelolt pRU2.8b fragmenttel detektaltuk. A Southern
hibridizacidok eredményét a 9. abra mutatja. Az alkalmazott restrikcids enzimek nagy része
meglepSen hasonl6 fragment mintazatot adott. A 12 restrikcids enzim koziil 9 eredményezett
fragmenteket a 370-450 kb mérettartomanyban, mig a homolég szekvencidk maradéka 260
kb-nal kisebb fragmenteken lokalizalédott. A 370-450 kb tartoméanyban detektilhato
fragmentek szdma alapjan a hasznalt enzimek négy csoportot alkotnak. Az Asel, AflII, Sspl,
Spel és Nsil enzimek harom fragmentet adnak az emlitett mérettartomanyban, amelyek a tiz
lehetséges kombinacioban elvégzett kettés emésztések utan is megmaradnak. A kett6s
emésztések utdn megmaradé hasonlé fragment mintdzatok annak feltételezésével
értelmezhet8k, hogy a hasznélt enzimek felismer§ helyei egymashoz kozel, legfeljebb néhany

kilobazisparnyi tavolsagra vannak. A masodik csoportot alkoté EcoRI, Nhel és Pvull két,
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370-450 kb kozotti fragmentet eredményez. A csoporton belili hdrom lehetsegés kettds
emésztés a fragment mintazatot nem véltoztatja meg jelentSsen, ugyanakkor az EcoRI és az
els6 csoport enzimeinek kett8s emésztései az els6 csoportra jellemz6 375 kb-os fragment
eltiinését eredményezik. A harmadik csoportot egymaga alkoté Xbal enzim egy 370 kb
méretii intenziv sivot, valamint néhany, 90 kb-nal kisebb, halvany fragmentet szolgéltat. Az
Xbal és az els6 csoport restrikcidos enzimeinek kettds emésztése soran minden esetben
megmarad a 370 kb korili fragment ami arra utal, hogy ez a fragment ekvivalens az elsd
csoport enzimei altal eredményezett ~375 kb méreti fragmenttel. Osszhangban van ezzel a
feltételezéssel az, hogy ugyanakkor a masodik csoport enzimei (amelyek nem adnak 375 kb-
nél fragmentet) a 370 kb-os Xbal sav eltiinését eredményezik. Az AflII-Xbal kett6s emésztés
tovabbi fontos adatokat szolgaltat. Az els6 csoprortba tartozé AflIl a vartnak megfeleléen
meghagyja a 370 kb-os Xbal savot, viszont annak intenzitisa jelent6sen csokken és
ugyanakkor egy er6s fragment jelenik meg 280 kb koriil. Ez a kép csak ugy értelmezhetd ha
feltételezziik, hogy az intenziv 370 kb-os Xbal sav legalabb kettd, méretében nagyon hasonlé
fragmentnek felel meg. Az alkalmazott enzimek negyedik csoportja (Bcll, Dral, EcoRV) nem
ad fragmentet a 370-450 kb-os tartoméanyban.

Osszefoglalva, a PFGE térképezés eredményei azt mutatjidk, hogy a HC2 szatellit
tobb nagyméreti homogén blokkot alkot a genomban. A blokkok ko6zott tobb kiilonbozd
restrikcids enzim felismer8 helyei koncentrdlodnak. Jelenleg még nem tudjuk, hogy ezek a
blokkok kozotti szakaszok a HC2 szatellit heterogén repetitiv egységeibdl, vagy esetleg mas,
nem rokon DNS elemekbdl épilnek-e fel. A homogén blokkok kialakuldsa a
legkézenfekvébb modon egy vagy néhany repetitiv egységnek a lokalis, szaltatorikus
ugyanakkor a testvér kromatiddk kozott lejatsz6dé egyenlStlen crossing over

eredményezhette.
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9. abra. A HC2 szatellit nagyléptékii szervezddésének vizsgalata pulsed field

gélelektroforézissel.

4.7. A HC?2 szatellittel homolog DNS elemek forditott ismetlodeseket tartalmaznak:

A HC2 szatellit genomikus szervez8désének vizsgalata soran egyértelmiien
bizonyitottuk, hogy az 1j repeﬁtiv DNS elemmel homol6g szekvenciak talnyomo tobbsége
tandem ismétl6d6 2.8 kb-os egységek formajaban taldlhaté meg a kinai horcsog 2.
kromoszéméjan. A Southern hibridizacidk soran azonban gyakran lathatok kevésbé intenziv
sdvok is amelyek vagy a HC2 szatellit és egyébb DNS elemek hatdrardl vagy egyéb médon
atrendez8dott régiokbdl szirmazhatnak. Ezeknek az atrendez6dott szakaszoknak a
természetér8l szolgiltattak adatokat az egy primerrel végrehajtott PCR kisérletek.
Konvencionalis PCR reakci6 soran a DNS komplementer szalaira tervezett, két szekvencia
specifikus oligonukleotid primer kozotti DNS szakaszt amplifikdljuk. Egy primeres PCR
reakcioban csak abban az esetben kaphatunk specifikus terméket ha a primerrel
komplementer, egymas kozelében elhelyezkedd, forditottan ismétléd6 szekvencidk taldlhatok
a templatkent haszndlt DNS-ben. Ilyen, a HC2 szatellittel rokon forditott ismétlédéseket

probaltunk keresni a 2.8 kb-os repetitiv egység kilonboz6 részeire tervezett primerek
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felhasznalasédval. Az egy primeres PCR amplifikaciok eredményét mutatja a 10a. abra. A
repetitiv egység.S' végére (RUAR: unit "a", 2382-2415) tervezett primer hasznélata egy erfs
~2.7 kb-os és néhany kevésbbé intenziv fragment amplifikdcidjahoz vezetett. Az egység 5'
végére (RUAF: unit "a", 800-833) specifikus primer ugyanakkor t6bb, hasonlé intenzitisa
fragment amplifikaci6jat eredményezte. A forditott ismétl6dé szakaszok létét szekvencia
analizissel is meger8sitettitk. Az egyik 982 bp méretii klonozott PCR fragment szerkezetét a
10b. 4bra mutatja. Az amplifikdciéhoz hasznalt primerrel homolég szekvencia részlet a
fragment egyik végér6l hianyzik. Ez az eredmény nem meglep8 ugyanis jol ismert, hogy
forditott ismétl6déseket tartalmazé plazmid molekuldak E. coliban nagyfoku instabilitast
mutatnak.

A szatellitszerd DNS elemek amplifikacidjaban, az uralkodé nézet szerint a testvér
kromatiddk ko6zott lejatszodo egyenl6tlen crossing overeknek tuladonitanak donté szerepet.
Habar ez a mechanizmus jol megmagyarazhatja a pericentrikus szatellit szakaszok méretében
megfigyelt, sokszor egyedekre jellemz8 nagymértékd polimorfizmust (96), nem ad
magyarazatot a forditott ismétlédések kialakuldsara. Tenyésztett emlSs sejtekben, novekvo
drog koncentraciok alkalmazasaval altalaban konnyen elGidézhetjiik a szelektalt gén (és
megfigyelt amplifikalt struktardkban az esetek tobbségében forditott ismétlédések
dominalnak (97). Ez a megfigyelés latszolagos ellentmondasban van a szatellitek esetében
uralkodé tandem szervezddéssel. Feloldhatja ezt az ellentmondast az a feltételezés, hogy a
korai stadiumaban dominalnak, majd kés6bb a tandem struktarakat kialakité mechanizmusok
keriilnek talsulyba. Ez a feltételezés maga utdn vonja, hogy a szatellitekkel rokon, forditott
ismétlédd szakaszok a szatellit kialakulasanak kezdeti idGszakaban jottek létre. Mivel
feltételezhetSen a forditott strukturak topologiailag megnehezitik a crossing overen alapuléd

homogenizacios folyamatok lejatszodasat az ilyen szakaszokon a mutaciok akkumulalédasat
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varhatjuk. Ezzel szemben a vizsgélt, HC2 szatellittel rokon, forditott ismétlédést tartalmazo
DNS szakasz t6bb mint 97% homoldgiat mutatott az "a" tipusu repetitiv egység megfeleld
szakaszaival. Ez arra utal, hogy a forditott struktira kialakuldsa evoluciésan 0j keletiinek
tekinthetd. Valoszind tehat, hogy azok az amplifikiciés mechanizmusok amelyek forditott
ismétlédések kialakulisahoz vezetnek a szatellitek evolicidjanak késObbi szakaszaiban is
aktivak maradnak, feltételezhetGen azonban a centromer kozeli heterokromatikus régidkban
kevésbbé aktivak, szemben az eukromatikus kromoszoma szakaszokkal, ahol a

drogrezisztencidk kialakulasaért felels f6 amplifikaciés mechanizmusok lehetnek.

Sacl A Sacl!

o

10. abra. A HC2 szatellit forditott ismétlddéseinek vizsgilata egy primeres PCR
amplifikaciokkal (a). Az egyik klonozott és szekvenalt forditott ismétlodé szakasz

szerkezete (b).
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5. OSSZEFOGLALAS

Az alacsonyabb rendi eukariotik centromerikus DNS szakaszainak azonositdsdban és
funkciondlis jellemzésében elért jelentSs sikerek ellenére az emlds centromer azonositisa
még mindig varat magéira. Nagyban hozzdjarul ehhez a sikertelenséghez a pericentrikus
kromoszéma régiok kiilonleges DNS Osszetétele. Magasabbrendli eukariétdkban a
centromerikus kromoszéma szakaszok tilnyomorészt tandem szervezddd, sokszor faj vagy
kromoszoma specifikus repetitiv DNS elemekbdl un. szatellitekbdl épiilnek fel. A szatellitek
pericentrikus koncentralodasa tobb szempontbél is megneheziti a funkcionalis eml6s
centromer definidlasat. A rovid repetitiv egységekbdl allo szatellit szekvencidk altalaban
nagy mértékd instabilitist mutatnak konvenciondlis vektorokba klonozva. Emiatt a
hagyomanyos génbankokban a centromerikus kromoszéma szakaszok DNS elemei
alulreprezentaltak. Ez a tény, valamint az emlSs centromerikus DNS konzervativitdsdnak
latszélagos hidnya felveti annak az igényét, hogy megkiséreljikk centromerikus kromatin
frakcidk izoldlasat, majd ezek felhasznalasival centromer specifikus DNS bankok
létrehozasat.

Centromerikus kromatin frakciok izoldlasiara kidolgozott moédszerekrél tobb
kozlemény is beszamol. Az eljarasok tobbségiikben a kromoszoma karok nukledz kezelés
révén torténd szelektiv eltavolitasara épiilnek (98, 99, 100). Ennek az a megfigyelés szolgal
alapjdul miszerint az eml8s kromoszomak pericentrikus régiéi kompakt, nukleazokkal
szemben viszonylag ellendlld6 kromatin struktirat vesznek fel. Egy maésik beszamoloban a
kromoszémak ultrahangos fragmentaldsit kovetGen, centromer fehérjéket felismerd
ellenanyagokkal végrehajtott immunoprecipiticié révén kisérelték meg centromerikus
kromatin izolalasat (101). Habar az ismertett modszerek eredményezhetik a centromerikus
kromatin frakcié szelektiv dusulasat, mindkét megkozelitésnek lehetnek hatranyai. A

nukledzokat alkalmazé eljarasok arra az alapfeltevésre épiilnek, hogy a centromerikus
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kromatin nagy mértékben védett DN-dz emésztéssel szemben. Ez a feltételezés azokra a
citologiai megfigyelésekre alapul, amelyek a centromerikus kromoszéma régiok intakt
megoOrz6dését mutatjak korldtozott DN-az kezelés soran. Nincsenek viszont adatok arra
nézve, hogy a centromer teljes DNS tartalma megorzédik-e ilyen viszonyok mellett.
Lehetséges, hogy a nukledz kezeléssel el8allitott kromatin frakciok nem reprezentaljdk a
centromer ‘teljes DNS tartalmat. Az ultrahang illetve egyébb mechanikai behatasok
alkalmazasa ugyancsak aggalyos lehet. Az ilyen moédszerekkel végrehajtott kromoszéma
fragmentacié nehezen szabalyozhatd. Elégtelen mértékli fragmenticidé nem vezethet a
centromerikus kromatin megfelel6 foka duasuldsahoz, ugyanakkor talzott mechanikai
behatisok a centromer-kinetochor komplex sériiléséhez vezethetnek, ami viszont ujra csak
bizonyos centromerikus DNS frakcidk elvesztését eredményezheti.

A fentebb részletezett problémakra jelenthet megoldast az altalunk alkalmazott in vivo
kromoszoma fragmenticid6 modszere. Korabbi megfigyelések bizonyitjdk, hogy a
hidroxiurea-koffein kezeléssel indukalt korai kromatin kondenzacié (premature chromatin
codensation: PCC) soran a kromatin t6bbségétdl elvalé centromer-kinetochor komplex mind
struktardjat mind funkciéjat meg6rzi (91). Ezeknek a centromerikus kromoszéma
daraboknak az immunoprecipiticiéja jo eséllyel szolgaltathat olyan kromatin frakciot
amelyben a teljes, funkciondlis centromer-kinetochor komplex DNS tartalma reprezentilva
van. Az itt ismertetett kisérletek soran kinai horcség sejtekben in vivo kromoszéma
fragmentaciot indukaltunk. Ezt kovetSen anti-centromer elleﬁanyagokat tartalmazé human
autoimmun szérum felhasznalasdval immunoprecipitaltuk a centromerikus kromoszéma
darabokat. Az ily médon kapott kromatin frakciobol DNS-t tisztitottunk és azt plazmid
vektorba klonoztuk. Nyolc plazmid klont véletlenszeriien kivalasztottunk és a klonozott DNS
fragmentek kromoszomalis lokalizacidjat in situ hibridizaciéval vizsgaltuk metafazisos
horcsog kromoszomakon. Az egyik 536 bp hossza DNS fragment (HUCAFF170) er6s

hibridizaciés jelet mutatott a 2. kinai horcség kromoszoma pericentrikus régidjaban. Az
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altalunk itt alkalmazott moddszerhez hasonlé eljarast masok is sikeresen hasznéltak (80).
Ouspenski és munkatérsa az 1. kinai horcség kromoszoma centromerikus régi6jabol izolaltak
egy 6 kb méretdi, egy példinyban el6fordulé DNS szakaszt. Ok harom, véletlenszeriien
kivalasztott klén vizsgalata sordn azonositottdk az 4j centromerikus szekvenciat. Osszesen
tehat 11 klon analizise két ij centromerikus DNS elem izolalasahoz vezetett. Ez az adat az itt
részletezett modszer potencialis alkalmazhatosagat mutatja. Az analizalt alacsony klén szam
azoban még nem teszi lehetdvé, hogy megbizhatéan megitéljiikk a centromerikus kromatin
dasuldsanak mértéket. Ennek egyértelmi eldontése tovabbi vizsgalatokat igényel.

A tovabbiakban megvizsgaltuk az azonositott 4j centromer szekvencia genomikus
szervez6déset. A HUCAFF170 klon probaként valé hasznalatdval izolalt 13.3 kb méreti
lambda fag klon (HC90) szerkezetének elemzése kimutatta, hogy az eredeteileg azonositott
536 bp-os DNS fragment homologiat mutat, egy tandem szervez6dd repetitiv DNS elem 2.8
kb méreti ismétl6d6 egységeivel. Genomikus Southern hibridizaciok megerdsitették, hogy az
egyik f6 alkotd eleme (HC2 szatellit).

A 2.8 kb méreti Sacl egységek két rovid szakaszon homolégiat mutatnak a
homeotikus gének DNS-t kot6 homeobox régidival. EzektSl a szakaszoktol eltekintve a
repetitiv egységek nem mutatnak homoldgiat mas ismert DNS elemmel. Az analizélt Sacl
egységek hatdran azonosithaté 1062 bp hosszt nyilt leolvasasi keret egy olyan 353
aminosavbol all6 potencialis polipeptidet kédolhat amely két, a homeoboxxal magas szinti
homolégiat mutatd peptid részletet tartalmaz. Habar a nyilt leolvasasi keret elStt promoéterek
konszenzus szekvenciaval homologiat mutaté szakaszok nem azonosithaték, nem zarhatjuk
ki, hogy néhany, a repetitiv egységbe agyazott ORF-el rokon DNS szakasz esetenként
expresszalodhat. Ezt a feltetevést megérGsiteni latszik az RT-PCR kisérletek eredménye is.
Az altalunk azonositott, homeoboxxal rokon repetitiv szekvencidkat f6eml8sokbdl is leirtak.

A humén 4. kromoszoman elhelyezkedd 3.3 kb-os repetitiv egységgel rendelkezé D4Z4
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elemet egy domindns 6roklés menetet mutatd betegség (FSHD) kapcsan irtdk le (24). A
kiterjedt kutatasok ellenére még ma sem tisztdzott a D4Z4 repetitiv egységeinek delécidja és
az FSHD manifeszticiéja ko6zotti kapcsolat, habir a D4Z4 elemek heterokromatikus
lokalizacidja pozicid effektus variegaciora utalhat. A legujabb vizsgalatok kimutattik, hogy a
D4Z4 elemmel rokon szekvencidk f6eml&sokben is megtalalhatok (95). Ez a megfigyelés
valamint az 4&ltalunk horcsogben azonositott j repetitive DNS elem felveti annak a
lehetdségét, hogy a homeboxxal rokon repetitiv DNS elemeknek valamilyen ma még nem
ismert evoluciosan konzervalt szerepe lehet.

A HC90 fig klonban azonositott 2.8 kb-os Sacl egységek szekvencidinak
Osszehasonlitdsa az ismétl6d6 egységek kilonbozé szakaszainak eltéré konzervativitasat
mutattdk ki. Mig az "a" és "b" tipust Sacl egységek végei majdnem azonosak addig a
k6zéps6 1.5 kb-nyi szakaszukon csak 88.5% homologiat mutatnak egymassal. A genomikus
Southern hibridizaciok ugyancsak a repetitiv egységek kozéps6 szakaszainak nagyfoku
heterogenitasara utaltak. Erdemes megjegyezni, hogy a repetitiv egységek nagy mértékben
konzervalt szakaszai egybeesnek a kett6s homeoboxot tartalmazé ORF elhelyezkedésével. Ez
felveti annak a lehet8ségét, hogy ezen szakaszok relativ konzervativitisa valamilyen
funkcidval kapcsolatos szelekciés nyomasra vezethetd vissza. Nem zarhatjuk ki azonban
annak a lehetGségét sem, hogy a kozépsd szakaszon koncentralédd kiilonleges szekvencai
elemek ("egyszeri" szekvencidk, hosszt A-T szakaszok) okozzdk ennek a régidnak a
fokozott instabilitasat.

A pulsed field gélelektroforézissel kombinalt Southern hibridizacié a HC2 szatellit
nagyméretii homogén blokkjait mutatta ki, mig az egy primerrel végrehajtott PCR kisérletek
forditott ismétl6dések 1étét bizonyitottak. Osszevetve ezeket az adatokat felvézolhatjuk a

HC2 szatellit kialakulasdhoz vezetS legvaldszinilibb evoliacids itvonalat (11. abra).
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11. 4bra A HC2 szatellit kialakuldsahoz vezetG lehetséges evoliiciés utvonal vazlata.

A szatellit 8séiil feltételezhetGen egy homeotikus génekkel homoldégidt mutaté DNS

szakasz szolgalhatott. Ebben a pszeudogén-szeri szekvencidban el6szoér a homeoboxot

meghatdroz6 szekvencia részlet duplikacidja jatszodhatott le. A DNS elem nagyobb foku
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amplifikaciéjanak valosziniileg feltétele volt egy rekombinaciés "hot spot"-ként miikodd
(CA), szakasznak a pszeudogén kozelébe torténd beépiilése. Az els6dleges amplifikaciot
tovabbi, lokalis szaltatorikus amplifikdciok kovethették, amelyek a kiterjedt homogén
blokkok kialakuldsit eredményezték. A szatellit amplifikacidja kiilonféle mechanizmusok
révén torténhetett. A testvér kromatiddk kozott lejatszodod egyenltlen crossing over mellett
egyébb, forditott ismétlédéseket kialakité amplifikacios folyamatok is lejatszédtak. A lokalis
amplifikaciok egy vagy néhany repetitiv egységet magukba foglalé "rolling circle” struktarak
révén torténhettek. Ugyanakkor a mar kialakult nagyméreti homogén blokkok egy lépésben
lejatsz6dd duplikicidja is bekdvetkezhetett amint azt az azonos méretii Xbal domének 1éte
val6szinlivé teszi. A HC2 szatellit repetitiv egységeinek szintjén lejatsz6dé amplifikacids
események mellett a repetitiv egységen belili "egyszeri" szekvencidk parhuzamos
evolicidjanak is szemtanii lehetiink. A szatellit ismétl6d6 egységének Oséiil szolgalo DNS
elem tartalmazhatott egy kitiintetett helyzetli tetranukleotid szakaszt, amely a 2.8 kb-os
vezethetett a tetranukleotid elemekbdl felépiild "egyszeri" szekvencidk kialakuldsihoz.
Osszefoglalva tehat a HC2 szatellit mai form4jat hierarchikusan egymasra épiil§ szinteken
lejatszodo, kiillonboz6 mechanizmusokat hasznalé amplifikaciés folyamatok alakitottak ki.

A szatellitek sokszor faj s6t extrém esetekben kromoszoma specifikusak is lehetnek.
Az altalunk azonositott HC2 szatellit sem mutat szekvencia homolégiat mas fajok szatellit
elemeivel. In situ hibridizacié ugyanakkor azt is kimutatta, hogy az uj szatellit a kinai
horesdog kromoszémaék koziil is csak a 2. kromoszéman taldlhaté meg. Ezt megel6z8en kinai

horcsogb6l csak az emldsok telomerikus DNS szakaszaival homoldég, (TTAGGG),

crer

s rer

pericentrikus DNS elemek hidnya a két nagy szubmetacentrikus kromoszémanak a tobbi
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kromoszématdl eltérd evolucios eredetére utal. Az altalunk azonositott 2. kromoszéma
specifikus szatellit ezt a feltételezést megerdsiti.

A szatellitek funkcidja még ma sem egyértelmiien eldontott kérdés. A jelenleg
rendelkezésiinkre 4llé6 adatok a pericentrikus szatellittknek a testvér kromatiddk
Osszetartdsaban betoltott szerepével vannak leginkabb 6sszhangban. Specifikus funkciok és a
szatellitek kozotti kapcsolat megéllapitdsait nagy mértékben megneheziti a szekvencia
konzervativitas latszélagos hidnya. Ezt az ellentmondast oldhatja az a feltételezés, hogy a
pericentrikus heterokromatin sajatsagainak kialkuldsaban a szatellitek ismétl6d6 egységeinek
szekvencidja csak mdasodlagos szerepet tolt be és a centromer funkcidjdhoz esszencidlis
kromatin konformaciét 1ényegileg barmilyen, szabélyos periodicitast mutaté DNS elem képes
kialakitani. Ezt a feltételezést erGsitik meg azok az Wwjabb vizsgdlatok amelyek tandem
ismétl6d6 transzgének heterokromatin-szerii sajatsagait mutattdk ki Drosophildban és
novényekben (25, 26). Nem zarhatjuk ki azonban annak a lehet6ségét sem, hogy a
pericentrikus szatellitekben altalanosan el6fordulnak révid konzervalt, potencialis fehérjékotd
helyként szolgdlé szekvencia elemek. A szatellitek ismétl6d6 egységeinek tobbségét kitevs
"toltelék" DNS szakaszok funkciéja ez esetben az lehet, hogy a konzervalt elemeket
megfeleld elrendezésben és tivolsagban tartsa. Az ilyen jellegil térkitolté funkcié csak kis
mértéki szelekcids nyomast fejthet ki ezen DNS szakaszok szekvencidjanak megorzédésére.

Egyes feltételezések szerint a szatellit szekvencidk az interfazisos sejtmag
szervezBdésében is fontos funkciodt télthetnek be (38). Konnyen belathatjuk, hogy az altalunk
azonositott szatellithez hasonld, valtozatos, esetenként kromoszéma specifikus szatellitek
részt vehetnek a sejtmagi rend kialakitisaban elGsegitve példaul azt, hogy egyfajta
"cimkeként" szolgdlva a homoldg kromoszomak interfazisban is felismerjék egymast. A
kromoszémdk ilyen fajta megjelolése fontos lehet abban, hogy adott kromoszémak az altaluk

hordozott gének megfelelS expresszidjat biztosité sejtmagi kompartmenteket foglaljék el.
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6. SUMMARY:

One of the most interesting distinctive features of the eukaryotic genome is that it
contains a large amount of seemingly useless repetitive DNA elements. The first data
indicating the existence of such repetitive DNA fractions obtained from experiments studying
the re-association kinetics of eukaryotic genomic DNA. Further studies elucidated that the
repetitive DNA elements can be classified into two major groups according to their
organization. The interspersed repetitive elements scattered more or less evenly throughout
genome. This phylogenetically diverse group includes DNA elements, which at least at one
point of their evolution were mobile. Recent studies revealed that certain members of this
group function as telomere in Dipteras, while others may play a role in the regulation of
eukaryotic DNA replication. Despite the recent advances in our understanding of the
organization of the eukaryotic genome, the role of the majority of the interspersed repetitive
DNA elements is still enigmatic.

The other major class of the repetitive DNA sequences is characterized by DNA
segments (repeat units) reiterated up to several thousand times in a tandem manner. The size
of the repeat unit can vary from a few to several thousands basepairs. One type of the tandem
repetitive sequences the so-called satellites are usually localized in the centromeric regions of
the chromosomes. Although, DNA sequences capable of forming an active centromere in
mammalian cells have not been identified yet, many observations indicate that the satellite
sequences perform at least part of this function.

There are several obstacles that hinder the identification of the minimal mammalian
centromere DNA. One of these difficulties is associated with the fact that satellite DNA
sequences are usually difficult to handle by standard molecular techniques. The other, even
more serious deficiency is that there is no reliable functional assay to identify the minimal

mammalian centromere DNA. One possible solution to these problems is to isolate the
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chromosome regions corresponding to the functional centromere and study the DNA
components of such chromosome segments. Earlier several procedures have been developed
for isolation of chromatin fractions enriched in centromeric DNA. These techniques usually
rely on the observation that centromeric regions of the mitotic chromosomes are relatively
resistant to nuclease digestion. Although several centromeric DNA elements have been
isolated by using these methods, it is not clear whether all of the DNA components of the
centromere are preserved under these conditions. It is possible that the sequence composition
of DNA obtained from such chromatin fractions may not be representative of the entire
centromere.

In our studies we used a novel approach to enrich the centromeric chromatin fraction
of Chinese hamster chromosomes. We induced in vivo chromosome fragmentation in
cultured hamster cells by hydroxyurea-caffeine treatment. It has been demonstrated earlier
that the centromeres detached by this treatment from the rest of the chromosomes retain their
mitotic functions. Following the hydroxyurea-caffeine treatment we isolated the chromosome
fragments from the cells and immunoprecipitated the centromere-kinetochore complexes by
an autoanti-serum that reacted with centromere proteins. By screening the plasmid library,
constructed from the immunoprecipitated centromeric chromatin, we identified a DNA
fragment (HUCAFF170) that we were able to localize to the centromeric region of the 2.
Chinese hamster chromosome by in situ hybridization. Using this DNA fragment as a probe
we isolated a lambda phage clone (HC90) from a hamster DNA library carrying a 13.3 kb
DNA insert. The restriction mapping of this phage clone revealed that the HUCAFF170
fragment is part of the 2.8 kb long repeat unit of a novel tandemly organized, satellite-like
repetitive sequence. This DNA element is the only known component of the centromeric
region of the 2. Chinese hamster chromosome. Copy number estimation indicated that 2,500-
5,000 copies of this repeat unit are present on each hamster chromosome 2., therefore the

novel satellite is one of the major components of the centromeric region of these
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chromosomes (HC2 satellite). We performed the sequence analysis of two such repeat units.
The sequenced repeat units exhibited a high degree of homology to each other. On the other
hand no similarity was observed to other known DNA sequences, except for two short
segments that showed a significant homology to the highly conserved homeobox region of
the homeotic genes. Interestingly, these DNA segments are part of a 1062 bp long open
reading frame. RT-PCR data indicated that some of these ORFs might be expressed in
Chinese hamster cells. Recently similarly organized, homeobox containing repetitive DNA
elements have been described from human, primates and old world monkeys. The human
DA4Z4 element has also been implicated in an autosomal recessive disorder. Although. the
novel hamster repetitive element does not show homology to these sequences aside from the
homeobox region, it is interesting to speculate whether the tandemly organized, homeobox
containing repetitive DNA elements may have some important, evolutionary conserved
function in these organisms.

In the central part of the repeat units we saw concentration of different simple repeats
and long A-T rich tracts. It is possible that these sequence elements may contribute to the
observed heterogeneity of these regions. The long (CA), tracts might also have been an
important role in the evolution of the novel repetitive element by acting as a recombination
hot spot.

Although genomic Southern hybridizations indicated that the majority of the repeat
units organized in a tandem manner we could also detect related inverted sequence elements.
These inverted structures may be a result of different amplification processes. By pulsed field
gel electrophoresis we could also detect large homogeneous domains of the tandem array.
Most likely these homogeneous domains generated by local saltatory amplification events.
Additionally, our results also indicate that large-scale duplications of long segments of the

tandem array also took place. In conclusion, these data suggest that the amplification events
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that led to the formation of the chromosome 2. satellite array took place on different scales
and involved different amplification mechanisms.

The function of the satellite sequences in higher eukaryotes if any, is still disputed.
Although up to now lots of data accumulated that argue for their role in the chromosome
segregation, the apparent lack of sequence conservation between centromeric satellites of
different species makes it difficult to attribute specific functions to them. The heterogeneity
of the centromeric DNA sequences is in contradiction with the observation that in many cases
the chromosomes of both parental cell lines are stable in inter-species cell hybrids, indicating
that at some degree the centromeres of the two species must be conserved. A possible
solution to this paradox was provided by recent observations that common sequence motifs
can be found in otherwise highly diverged centromeric satellites of different species. It is
suggested that these sequence motifs can bind conserved centromere proteins. If these short
sequence motifs are indeed the only functionally important elements of the satellites it is a
reasonable assumption that the selection pressure to rest of the repeat units is much lower,
leading to a much higher diversity of these regions. A different set of data also indicates that
the lack of sequence conservation does not necessarily exclude similar functions. It has been
shown that tandemly repeated sequence elements (transgenes) can adopt heterochromatin-like
chromatin conformation. In light of these discoveries, we can speculate that although the
novel satellite sequence described here does not show extensive homology to other
centromeric satellites, it may contain conserved binding sites of centromeric proteins, while
the periodical repetition of its repeat unit can contribute to the formation of the characteristic

chromatin conformation that may be essential for the proper centromere function.
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8. MELLEKLETEK

1. Melleklet: Az "a" tipusii ismetlodo egyseg nukleotid szekvencidja:

1

41
81
121
161
201
241
281
321
361
401
441
481
521
561
601
641
681
721
761
801
841
881
921
961
1001
1041
1081
1121
1161
1201
1241
1281
1321
1361
1401
1441
1481
1521
1561

GAGCTCGCOCC AAAAGACCTA TTTACCGGAA GACACGATTC
ACATATGGTT TCAGAACAGA AGAGCACGCC ACCGTGCACGEC
CTGCACGGGT AGAGTTCCGA GTCCAGATTC CCTTTCCICG
CCTGAGCCCA ATGAGGCAGT GCACGGCAGC GAGACTGAGC
GIGCACAGGA CACCTTGITG CCACTGCCIG CTGCATCACC
TGTGGGCACA GGCACTTTGA CCATGACTTG CCCATCAACC
TCCTACCGAA TGTICCTGGECC TCCAGAGACG GCACAGCCCT
CTCCACCAGA CGTCCCAGAG ACACACACCG TTGCATGGAA
CACCTGCGCT GGGCACCICT TICTTGATGC AGTGATGAAA
GAGATCCAAG ATGACCAAGA TCTCCGACCC CTGCAGGACT
CICTGGATCC CTACGATCAA TGGGAGCAGA TGCAGCCAAC
CCTTGAGCCC CCICTCGACG AAGAAGICTA TCAAGCTCTA
CTCGATGACC TCIGTIGACAC ACACTGCCAAG GCTTCATCGT
CTCATCACGG ATGCCCGICCT CTTCCAGAAA GCAAGACCCT
TACACCAAAC CCCAACACAG GACAAAATGG ACCTCCAACG
CCCCTGCCCC TGTITCCCGAG CCCATGGACA GGAATCCCCT
GACCCTAAGC AACTGGCGAAA AATCACCAGA AACAGGAAGT
CGGGIGIGGA AGGCCATCCC AGGAGGCCGA GGACTAGAAA
ATTCCCTGGC AGGAGGCOGTT TCCTCGAGAC TAGAGGGAAA
TTTCCCCAGT CATACACAGG AAGACATCIC TCCAATGAAG
TCGCCTGAGA ACCCCTCAGT AGACTCCACA GACAAGATAC
TCCCTGAAGT CGACCCCCAC CAGGTCTCCC TCCCTGCCTC
CAGGICICTA CAATCTATTG GCCACTGGGA ATGCTCAGGC
CAGATAAGCA CATTTTCTITA GAGATGCGAC CCIGCCITIC
TIGICAATGC CTAGTAGTGG CTACCAGGAT CAATTGGTAA
CAGGICGTITC AATGTATAAT CAGAAGGACT TCCACTTCCT
TCITICCTTT TATTTATITA TITATTTATT TACTTATTTA
TTTATTTATT TICTAGITIC CITTTCATCC TGCCGACATCC
CTTTGAGCAA AGGIGIGAAA GGGGAATAAT GGACCAGAAT
TGCAAGGAAC ACAGGGAGGT CTTGAGGAAT GGGGGACACC
AGAGCCAGTA GAACGACATT CCIGGIGGCA AGGACCTIGAG
GACTCGAAAG TTGGAAAGGG GITCAGAATG GGIGCTTTAG
AATGGCAATT GGAATAAAAA TCTACCAAAG AAAGAACCGG
GAATTGGACT AAATGGAATA AATGCGGATAA ACTCATTTIG
GITICATGIT AAGACTTICT TICTTACATC CGITCICTIC
TAATCTTGCA ATTTTTATIT TTTACACATA TIGIGGAGAT
TIGGIGITIT GGAGCATTIC TCITTGAAAA TAGATTTCAA
TTTACACAAA CCGCTAAATT TCCTCATTAG CCACCGAAAA
ACTCACACAA CACAAACACA CACACACACA CACACACACA
CACACACACA CACACACAAA CACGGATACA CAAAGTGGAT
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1601
1641
1681
1721
1761
1801
1841
1881
1921
1961
2001
2041
2081
2121
2161
2201
2241
2281
2321
2361
2401
2441
2481
2521
2561
2601
2641
2681
2721
2761
2801
2841

TGIGICIGAG AGCAACCTIGT AAGCATCTAG GCTTCCICCT
CAGICTAGAA GICTGATATC TGTACTGIGA AAGTGAGGCT
TTIGIGITIG GITGIGATGT ATGCAGACAG GITTCCTACA
AACACTGGEGEG AGATCCCCTA GATCAGCTTC TGCGGGICIT
GGATGAAGGG TGIGGCCGAA CTGCAAGCGG CTCAGGCTGA
TICTCCCACC TTCGGGATAA TAAACAATCT GTAGCCCATC
TCTGCCTGCOC CCCTTGICCC CACCTIGIGCT GCAGTGATTC
CTCACTTGCA CCCCGAGATC ACTTCTTGIC TCCCAGCAGG
GATGCAGTTC TTTGACTGGG TTCTCCCATC CTGCCCAAAA
GIGCCTGGCT TTAGGAAGGG AAGCTGCCAA GCTAACGCTTIC
GGCTTCCACA TTCTCCATTC AGCGGTTGAG CTTGATAGGA
GGIGGGCCTT TCCTTCCTCG AGTTCCCTAT TCTTCTTGGA
GAATTGICGT COGGIGGCAG GTAAAGAAGT CTGCTACCTT
CTGGICCGTT TCACAGCCGG CCTACCCAAA GATTCAGCIC
APGCGAGGCAA GGTCAGCGGT AGCTGTCGAG ATAAGGGECAG
ATCTCTTGGEG AGGCGCCCGEC CTTGGCAGCA GTCCAAGAGA
GCAGGCAGGG CGAGTGEGEGECGEG GCCCTCCACC CAGCGGTACGA
TAAAAGGCCA GGGIGTAGCA CGCTGAGGCC CTGACAAGCA
AAGGACTTGC TTGCICITIC CTCCIGEEEC GGAGGICIGT
TTTIGGTAGTG CCAAGTGAAA GAAGTAGCTC CTGGCAAGIC
TICCTTCGTIT GCTTCCCAGG ATGGAAGGIC GCAGCCGIGT
GGGAAAAATC AGGGTGCGEOCC GCGAATCCCG GOGCCCAAAG
ACCCTTTTGA AAGGCATCCA GAAGGAGGCC CTTCTAAGIC
GITTCGCCAA GAGCCCTTCC CCAAGCTTCC GGGCCAGGEA
GCAACTAGCC AGGGAAATCG GCCTGCCTGA GICCCEAGIG
CGGGIGIGGT TTCAGAACCG CCGAAGTCGT TCGCCGEATCG
TGAGCCGAGG CCCAGAATCC TCAGCGAGCC GAAGCGICCT
GGAGTCCCCG AAGCGECCTG AAATGICTGA TGCCAGGECA
CAAGGTAGAA GGAGCAGCCC GTCGGEACGT AGGAGGCCIC
GCACTCGACT CAGCTCGACA CAGTTGGCCA TCCTGCTCCA
GGCTTITGAG AGGACGGTAC CCGGGCATIG CTGCCAGAGA
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2. Melléklet: A "b" tipusii ismétlGdd egyseg nukleotid szekvencidja:

41
81
121
161
201
241
281
321
361
401
441
481
521
561
601
641
681
728
761
801
841
881
921
961
1001
1041
1081
1121
1161
1201
1241
1281
1321
1361
1401
1441
1481
1521
1561

GAGCTCGCCC AAAACGACCGA TTTACCGGAA GACACGATTC
ACATATGGTIT TCAGAACAGA AGAGCACGCCC ACCGIGCCGC
CTGCACGGGT AGAGTTCCGA GICCAGATTC CCTITTCCICG
CCTGAGCCCA ATGAGGCAGT GCACGGCAGC GAGACTGAGC
GIGCACAGGA CAGCTTGITG CCACTGGCTG CTGCATCACC
TGTGGGCACA GGCACTTTGA CCATGACTTG CCCATCAACC
TCCTACCGAA TGICCTGECC TCCAGAGACG GCCACAGCCCT
CTCCACCAGA CGTCCCAGAG ACACACACCG TTGCATGGAA
CACCTGCGCT GGGCAGCICT TTCTTGATGC AGTGATGAAA
GAGATCCAAG ATGACCAAGA TCTCCGACCC CTGCAGGACT
CICIGGATCC CTACGATCAA TGGGAGCAGA TGCAGCCAAC
CCTTGAGCCC CCICTCGACG AAGAAGTCTA TCAAGCICTA
CIGEATGACC TCTIGTGACAC ACACTGCAAG GCTTCATCGT
CTCATCACGG ATGCCOGICCT CTTCCAGAAA GCAAGACCCT
TACACCAAAC CCCAACACAG GACAAAATGG ACCTCCAACG
CCOCCTGCCCC TGITCCGCEAG CCCATGEACA GGAATCCCCT
GACCCTAAGC AACTGGGAAA AATCACCAGA AACAGGAAGT
CGGGIGTIGCGA AGGCCATCCC AGGAGGCCGA GGACTAGAAA
ATTCCCTCGEC AGGAGGCGTT TGCTGGAGAC TAGAGGGAAA
TTTCCCCAGT CATACACAGG AAGACATCTC TCCAATGAAG
TGGCCTGAGA ACCCCTCAGT AGACTCCACA GACAAGATAC
TGCCTGAAGT GGACCCCCAC CAGGICTCAC TCCCIGCCIC
CIGICICTAC ACTCTATTIGG CCACTGIGCEA ACGCTTGGEEC
CAGATAAGCA CATTTICCIG GAGATGCGAG TCIGCTITIC
GIGICAATGC CTAGTAGIGG CTACCAGGAT CCATAGGTAT
CAGGICATTT AATGTATAAT CAGAGGGACG TCCAATTICT
TCTITICTTIC TATAGATTGA ATGATTGATT GATTGATTIT
CTAGTITTICCT TTTCATGCTIG GGGCATCIGT TTGAGCAAAG
GAGTGAAAGG GGAATAATGG ACCAGAATTG CAAGGAACAC
ACGGAGGICT TGACGAATGG GGGACACCAC AGTCAGGAGA
AGGAATTCTC TGGIGCCTAC GAGCTGAGGA CTGAAAAGAT
GGATAGGGGT TCAGAATGGT TGTITTTAGAA TGGCAATTCA
AATAAAAATC TACAAAAGAA AGAACCGGGA ATTGGACTAA
ATGGAATAAA TGCGAATAAAT TCATTTTIGG TTCATGITAA
GACTTICITT CTTACATCCG TICICTITICT TCTAATCTIG
CAATTTTTAT TTTIGITTAT ATTGIGGAGA TTIGGGITIT
TCGAGCATTT CICTTITAAAA ATAGTTITCA ATTTACATAA
ACCGCTAAAT CCCCTICATTA GCCACCTACA AACACACACA
ACACAAATAC ACACACACAC ACACACACAC ACACACACAC
ACACACAAAC ACAGACACAC ACATGGGTAC ACGAAGGGGA
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1601
1641
1681
TrEl
1761
1801
1841
1881
1921
1961
2001
2041
2081
2121
2161
2201
2241
2281
2321
2361
2401
2441
2481
2521
2561
2601
2641
2681
2721
2761
2801
2841

TIGIGICTGA GGGCAAGCTG TAAGCATCTA GGCTTCCICC

 TCAGTTTACA AGTTTGATAT CTIGTACTGIG AAAGTGAGSGC

TTTICIGITT GGTTCIGATG TATGCAGACA GGITTACAAC
AAACACTGGG GAGATCCCCT AGATCAGCTT CTGCAGGACT
TAGATGAAGG GIGIGGCCGA ACTGCAAGCC GCTCAAGCTG
ATTCTCCCAC TTCGGGATAA TAAACACTCT GTAGCCCATC
TCTOCCTECC CCCTTGIOGC AACCTGTGECT GOCCTGATTC
CICACTTGCA CCCIGIGATC ACTTATCACC CAACAGGGAT
ATAGTTCTTC GACTGGGITC TCCCATCGIG CCCAAAGGIG
CCAGGCTTTA GGRAAGGGAAG CTGCCAAGCT AAGCTTCGGC
TTCCATATTC TCCATTCACC GGTTGAGCTIT GACATGAGGT
GGECCCTTCC TTCCTCCAGT TCCCTATTCT TCCTGGCGAA
CIGTCGIGGG GIGGCAGGTA AAGAAGACTG CTACCTICIG
ATCCGTTTICC CTGCCGECCT ACGTIGAAGGT TCGACTCAAG
GAGGCAAGGT CAGIGGTAGC TGIGGAGATG AGGCCAAATC
TCTTGGCAGG CCCCAGACGC GGCAGCAGIC CAAGAGAGCA
AGCGCCGEAGA GIGGEECGEEEG CACCACCCAG CGGTAGATAA
AAGGCCAGGG TGTAGCACGC TGAGGCCCAG ACAAGCAAAG
GACTTGCTTG CICITICCIC CTGGEECGEET GGICTGGTTIT
GGTAGIGGCA AGTGAAGGAA GTAGCTCCIG GCAAGTCTTC
CTTCGTTIGCT TGGCAGGATG GAAGGTCGCA GCCGIGIGEG
AAAAATCAGG GIGGCCCGEE AATCCCGEOG CCCAAAGACC
CITTTGAAAG GCATGCAGAA GGAGGCCCIT CTAAGTCGIT
TCGCCAAGAG CCCTTCCCCA AGCTTCCGEG CCAGGGAGCA
ACTAGCCAGG GAAATCGEEC TGCCIGAGIC CCGAGTCCGG
GIGIGGITIC AGAACCGCCG AAGTCGITCG GGGATGGTGA
GCCGAGGOCC AGAATCCTCA GCGAGCCGAA GCGTCCICEA
GICCCCGAAG CCGCCTGAAA TGICTGATGC CAGGGCACAA
GGTAGAAGGA GCAGCCCATC GGGACGIGEA GGCCTCGCAC
TCGACTCAGC TCGACACAGT TGGCCATCCT GCTCCAGGCT
TTTGAGAGGA CGGTACCCGG GCATTGCTIGCC CAGAGAAGAG
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3. Melleklet: Az 1.2 kb méretii delécids ismetleds egyseg nukleotid szekvencidja:

41
81
121
161
201
241
281
321
361
401
441
481
521
561
601
641
681
721
761
801
841
881
921
961
1001
1041
1081
1121
1161

GGATCCACTT GACTGGAAAA TCTTTTCICA ACATTTAGIT
CTTAGGCACC AACTGICTIT GAAGATGAAG TGTATTICTA
GTATGCAGCA GAAGGATGGA TTICIGITTIC TCATTCATIC
CACTTACCTG TGICITTTITA TATGTGAGIT AAGTAGATTA
ATATTGAGAG ATACAAGAAC GATTGGITGA TCATTCTICT
TIGITTTGGA TGIGGIGGIG GIGGIGGIGG TGGTGGTGAA
ATGGIGIGIG GATTTCCACC CAGTATTICIT TIGGCIGITG
GTAAAGTGGG ATTATCTATT GCCIGITITT CIGGTIGIAG
TCAATTTCCT TGGGTATGAG TTATACTTCC AACACTTICT
GTATGGCTTIG ATTGGIGGAT ATGIGITGTA AATTTTTIGT
GAGTTCAAGG TAGGGAACAA GATTGITICA CATGTAAGTC
CATTCTCCCT CTCCCTCCCC CTAACTCCAT CCCACCTCGA
ATGATGCAGT GGACCACAGC TAGACTGAGA GTACACAGGA
CAGCTIGATG ACACTGGCIG CTCCAGIGIC CAAGAGAGCA
GGCAGGGGAG TGGGECGEEEEC CTCCACCCAG CCGGTAGATA
AAAGGCCAGG GIGTAGCACG CTGAGGCCCA GACAAGCAAA
GGACTTGCTIT GCICITICCT CCIGGEEGECGEG AGGTCTGTITT
TGGTAGIGGC AAGTGAAAGA AGTAGCTCCT GGCAAGICTT
CCTTCGTITGC TTGCCAGGAT GGAAGGTCGEC AGCCGIGIGG
GAAAAATCAG GGTGGCCCGG GAATCCOGEC GCCCAAAGAC
CCTTTTGAAA GGCATGCAGA AGGAGGCCCT TCTAAGTCGT
TTCGOCAAGA GCOCCTTCCCC AAGCTTCCGG GOCAGGGAGC
AACTAGCCAG GGAAATCGGG CTGCCTGAGT CCCRAGTGCG
GGIGIGGITT CAGAACCGCC GAAGTCGTITC GCGGATGGIG
AGCCGAGGCC CAGAATCCTC AGCGAGCCGA AGCGTCCIGCG
AGTCCCCGAA GOCGCCTGAA ATGICTCATG CCAGGGCACA
AGGTAGAAGG AGCAGCCCOGT CGGGACGTAG GAGGCCTCGC
ACTCGACTCA GCTCGACACA GITGGCCATC CTIGCTCCAGG
CTTTIGAGAG GACGTACCCG GGCATTGCIG CCAGAGAAGA
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