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1. BEVEZETES

A genomban 6nallé athelyédésre képes DNS darabok, azaz a mobilis genetidmaiek
leirdsa Barbara McClintock nevéhdzddik, aki észrevette, hogy bizonyos kukorica vonalak
hibridjeinek szegregéaciéja a mendeli hasadasi atdolteljesen eltér (McClintock, 1948). A
bakteridlis genetikdban csak két évtizeddelékBsirtak le hasonlé elemeket, Ugynevezett
inszercidés szekvenciakat (IS), vagy transzpozonakaiyek el§sorban mutagén hatasukkal,
illetve az antibiotikum rezisztencia gének gyorgewesével hivtak fel magukra a figyelmet
(Shapiro, 1969). Az eis felfedezések 6ta napjainkig csak a baktériumokkérel 1500
kilénb6d IS elemet és transzpozont tartanak szdmon, medyekivzzavéve az eukaridtédk
hasonlo elemeit, a retrotranszpozonokat, retroukatsés egyéb aktiv transzpoziciora mar nem
képes repetitiv elemeket, kijelenthetjik, hogy BEwiig egy altalanosan elterjedt jelenségér
van sz0. A magasabb randukariétak, igy az ember (Landsral, 2001), az egér (Watersten
al., 2002) vagy akar a rizs (Goét al, 2002; Yuet al, 2002) genomjanak tobb mint 40 %-a
transzpozon eredetszekvencia, €s a géntakarekossagi elvékodd prokariotak vilagaban is
talalhatunk olyan fajokat, torzseket, ahol a baltsrgenom 1/10-ét mobilis elemek toltik ki. A
Yersinia pestigenomban tébb mint 150 (Parkhell al, 2001), mig &higella flexnergenomban
314 (Jinet al., 2002) IS elem, illetve transzpozon mutathato LUéteznek olyan virulencia
plazmidok Ghigella flexnerba virulencia plazmidja), melyek 6sszméreténelo tdtint 50 %-a
transzpozon vagy IS szekvencia (Venkatestaad., 2001).

A transzpozicio, azaz a mobilis elemek athelgeése alnnyel és hatrdnnyal egyarant
jarhat a gazdaszervezetre nézveinkllehet az ugynevezett csendes gének expressakdjan
bekapcsolasa, de ennél valosibin, hogy az IS elemek mozgasa olyan genomatréddseket
indukal, amely mar genetikai teher lehet a gazdaezetre nézve. Szamos bakterialis
transzpozon ugyanakkor olyan tobblet funkciot isddo (pl. antibiotikum rezisztenciak,
virulencia faktorok), melyek elterjedése hozzajaklzos bakteridlis génkészlet kialakulasahoz.
Az eukariotak korében konzervalt V(D)J atrenttizseket, vagy a telomerek fennmaradasat,
illetve az intron splicingot mind transzpozaz etédegének kodoljak, melyek a
gazdaszervezethez idomulva a genom struktira &zésdben, illetve a gén expresszio
szabalyozasaban jatsszanak dosterepet. Hogyan mozognak a kulénbdaobilis elemek?
Miben kulonbdznek az egyes transzpoziciés mecharsak? Milyen modon tudtak elterjedni
figyelmen kivil hagyva az evolucios hatarvonalaka¥ekre és tobb ehhez hasonlo kérdésre
kaphatjuk meg a valaszt a molekularis genetika iékémia egyszeér eszkdzeinek, s modell

szervezeteinek felhasznalasaval.



Az eértekezésben targyalt vizsgalatok altalanosacalj volt, hogy a mobilis eledir
szerzett informacidkat kidvitsik, és eddig nem vizsgalt kérdésekre is valesmtssink, ami
alapja lehet mutagenezis, illetve génbeviteli reedsk fejlesztésének. Kisérleteinket az
Escherichia colibaktériumban honos B9 elemmel végeztik, amely a korabbi vizsgalatok
alapjan egy ,szokvanyos” inszerciés szekvenciarlintheb, s igy transzpozicidjanak részletes
vizsgélata hozzjarulhat az IS elentékendelkezésre allo ismeretek szélesitéséhez.

A kisérleti célok kdzott a kovetkéZobb szempontok szerepeltek:
- Az IS30 célszekvencia valasztasanak tanulmanyozéasa, @tdaegvenciak felismerését
biztosité fehérje domének azonositasa, Uj spedfigirekombinazok &hllitasa.
- A prokariota eredét1S30 elem aktivitAsanak és targetspecificitasanak vizdég zebrahalban
(Danio rerio).
- Iranyitott inszerciok generalasa olyan kiméramalk felhasznaldsaval, melyben az30S
transzpozazt kilénb8DNS-kot fehérjékkel kapcsoljuk dssze.
- Az IR végek szerepének vizsgalata a transzpdrcioA transzpozaz koétésben és a katalitikus
reakcioban fontos bazisok, illetve poziciok azot@ssi.
- A transzpozicio hatékonysagat befolyasolo DN®nelekeresése az38 szekvenciaban.
végek kapcsolddasat megakadalyozé genetikai fakmronositasa.
- A génkonverzi6t tartalmazé transzpozicios terrkékialakulasanak vizsgalata, s egy olyan
molekularis modell kialakitdsa, amely képes az eleamszpozicidjanak eddig megismert

jellemzsit magyarazni.



2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. Transzpozonok és IS elemek felépitése és cstypeitasa

Az IS elemek/transzpozonok minimalisan egy géngitaelyeddeést katalizalo transzpozaz
gént tartalmazzak. Domttobbsegikre jellendz hogy végeiket révid (7-50 bp), altaldban nem
tokéletesen azonos, forditva isndélti szekvenciak (Inverted Repeat — IR) hataroljalkazslem
beépulése sordn a cél DNS néhany bp-nyi (2-14 bakaszanak megduplazédaséat (Target
Duplikacio — TD) okozzak. Ez aldl kivételt az Y/&@zin/szerin), valamint a RC (rolling circle)
transzpozazokat kédolo IS elemek képeznek. Ezeket sem hataroljak IR szekvenciak, és TD-
t sem okoznak (Machillon and Chandler, 1998).

Felépitésik alapjan a bakterialis mobilis elemekomma f6 csoportba sorolhatdék. A
legegyszedibb elemek csupan 0,7-2,5 kb hosszlak és inszeseziélsvenciaknak (IS elemek)
nevezték ebket. Az IS elemek csupan 1-2 nyitott leolvasaseketr (ORF) tartalmaznak, amely
a transzpozazt kédolja (1.1. A &bra). Az eddigakolobb mint 1500 bakterialis IS elem 19
csaladba sorolhaté az ORF-ek szama, elhelyezkealéssszpozdz domén strukturaja, az IR-ek
szerveddése és a TD hossza alapjan (Chandler and Mah#@ig).

Két azonos IS elendb valamint a transzpoziciohoz nem szikséges géhekmak az
dsszetett transzpozonok (1.1. B abra). A transapbetsejében leggyakrabban rezisztencia vagy
toxin gének talalhatok, de elvileg barmely olyan ®Nzakasz transzpozonként viselkedhet,
melyet két azonos IS elem hatarol. Az Osszetethsmaozonok IS elemei 6nalléan is
eléfordulhatnak, mint pl. a Thet, T2350et és TR671et alkotd I19. Bizonyos Osszetett
transzpozonok azonban olyan IS elenigkldlinak, melyek kizarélag transzpozonokban
fordulnak eb, s gyakran csak az egyikik kdédol ép transzpoiigen IS elem a THt felépit
IS50 (Berg, 1989), vagy a Tt alkot6 ISLO (Kleckner, 1989).

A mobilis elemek harmadik csoportja a valodi trggezonokeé, melyek strukturalis
szempontbdl atmenetet képeznek az IS elemek ésszetétt transzpozonok kozétt (1.1. C
abra). Bar nem két IS elem hatéradjeet, de a transzpozéz génen kivil szamos egyebigeént
hordozhatnak. Ide sorolhatdék a 3msalad transzpozonjai, melyek a transzpozaz gkner
rezisztencia géneket és egy helyspecifikus rekoatds rendszert (reszolvaz) is tartalmaznak
(Sherratt, 1989), a Th amely egy rezisztencia gén csoportot és 5 trazseips gént tartalmaz
(Craig, 1989), vagy a P16 és rokonai, melyek a rezisztencia gén mellettteljgs konjugécios
rendszert is hordoznak (Churchward, 2002). Nénalabsité szemlélettel a Mu és a D108
bakteriofagok is ebbe a csoportba sorolhaték, hiseplikacidjuk Iényegében nem mas, mint

tébbszori replikativ transzpozicié (Pato, 1989).
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Az eukariota genomokon is szamos mobilis elem fosdit Ezek kdzo6tt vannak az 1S
elemeknek megfelél,egyszetibb” formak (pl. P elem, Tdmariner csalad tagjai, T2), mig
méasok inkdbb az 0Osszetett transzpozonokra hasuwadtita(pl. FB elemek hatarolta
transzpozonok). Az eukaridéta transzpozonok koéredeénonallé csoportot alkotnak a
retrotranszpozonok és a velik kozeli rokonsagbéinrétrovirusok, valamint a retropozonok.
Ezek kdz6s sajatsaga az RNS intermedieren kerezgtlltranszpozicio, mel§r a prokariotak

vildgaban csak a kézelmultban szamoltak be.

transzpozéz 1.1. abra (A) IS elemek, (B) dsszetett transzpozonok,
(C) ésvalddi transzpozonok egyszerisitett felépitése.
A @ 13 @ Az inszercios szekvenciat jelképezd téglalapon beliil

fehér, illetve fekete haromszogek szemléltetik az

transzpozaz | transzpozaz elem bal (LIR) ¢és jobb (RIR) oldali forditottan

"idegen gén" ismétlédd végeit. Az IS elem kodolta transzpozaz

B % IS nyitott leolvasasi keretét (ORF) nyil, mig a

transzpozicidhoz nem sziikséges “idegen géneket”
keskeny téglalap jelzi.

transzpozaz >
n

idegen gén"
C [ l:@

2.2. A forditottan ismétlodé IR szekvenciak

Az IS elemek, transzpozonok végeit definialo IR ksemciak a transzposzoma
kialakitAsaban vesznek részt, ahol mindig a travszp fehérjéhez kapcsoltan fordulnak el
(Mu-Lavoie et al, 1991; HIV-Andrake and Skalka, 1996; hBolland and Kleckner, 1996;
Tn5-Bashinet al,2000; Davieset al, 2000; 1911-Normandet al, 2001). Jelenlétik minimum
két alapvet transzpozicids funkcidhoz szikséges. Egyrésarsipozaz szekvencia-specifikus
kotdhelyeit tartalmazzak, valamint kijel6lik a transzpmos hasitas pontos helyét. A transzpozaz
szerepe (Chandler and Mahillon, 2002). A transzpokéiohely akér tobb kopiaban is
eléfordulhatnak az IR végben, ahogy azt a Mu fagnaifie et al, 1984; Zouet al, 1991), a
Tn5552nél (Rowlandet al, 1995), Ti7-nél (Craiget al, 1996), vagy 131-nél (Bergeret al,
2001) talaltak. A kdthelyek szamaval a transzpozaz kotés, s igy a pangio hatékonysaga is
novelheb. A Tc/mariner csalddba tartozé Ieés Sleeping Beauty (SB) transzpozonoknal
kimutattak, hogy a transzpozicié hatékonysagattadkékt ismeétbdédi transzpozaz kéhely
egymastol valo tavolsaga hatarozza meg (Fisehatl, 1999; Cuiet al, 2002). Amig a kotésben
résztvew IR bazisokat szamos IS elemnél meghataroztdkomdag keveset lehet tudni a
katalitikus hasitasban fontos szekvencidkrél. Csupa IS csaladba tartozo 81, 1S2, IS3
elemeknél (Polar and Chandler, 1995; Lewis anddBi) 1997; Sekinet al, 1999), valamint a
HIV retrovirusnal (Vink,et al, 1991) igazoltak, hogy az 5-TG...CA-3’ terminahskleotidok



hatarozzdk meg a hasitas helyét, s ezek mutacidiRazég transzpozicidés aktivitAsanak
elvesztésével jarnak. Az 983 transzpozaznal a katalitikus domén aminosav ossréi
szupresszalni is tudtak a terminalis IR nukleotidukacioit (Tavakoli and Derbyshire, 1999).

A 7-50 bp hosszu IR szekvencidk altalaban nemsmtjeazonosak az elem két végén. Az
esetek tbbbségeben a bal (LIR) és jobb (RIR) vé&dfékése valamilyen szabalyozo6 funkciot tolt
be. Az 1910 vagy IS0 elemeknél az egyik IR szekvencia egy Dam metikbiélyet tartalmaz,
igy transzpozicidés aktivitAsa megnik, vagy csokken egganm’ gazdaban, hiszen a metilalt
véget a transzpozaz nem vagy csak kevesbé ismefRébertset al, 1985; Naumann and
Reznikoff, 2002). Az 138 elem egyik vége (LIR) a transzpozicios hasitastooeos 5-CA
terminalis nukleotidok helyett 5’-TA terminalis $xenciat tartalmaz, melynek kdvetkeztében
egy eBs promoéter tud kialakul az elem végeinek 6sszekdfpddsa soran, ami a transzpozaz
magasabb szifitexpresszidjat teszi leltete (Lewis et al, 2004). Ugyanakkor a baziscsere
gatolja a LIR vég melletti hasitast, s igy az I1$k-nsak a RIR vége aktiv a transzpozicidban. Az
IS2-n kivil az IS elemek tekintélyes hanyada3(I£530, 1S21, 1S110 csaladdtagok) tartalmaz oly
mabdon promoter boxokat az IR végekben, hogy a RRRHapcsolatot tartalmazo transzpozicids
intermedierben egy viszonylag 6er prométer keplik (Duval-Valentin et al, 2001). A
transzpozaz gének sajat promotere sok esetben egplanz IR szekvenciakban talalhato, s igy
szintén fontos szerepet tolt be a transzpoziciaab@yozasaban, hiszen a transzpozaznak az IR

végekhez valo kbtése a promoter elfedését eredmigferbibet al, 1990).

2.3. A transzpozazok domeénszerkezete

A transzpozazok multifunkcionalis enzimek, melynkkvetkeztében a fehérje tobb
elkilénithe doménre oszthatd. Minden transzpozéaznak kell Itagiznia az elem végeinek
(elsssorban az IR-ek) felismerését biztositd DNS8kdhotivumot, és egyfajta katalitikus
dimerként aktiv, ezért tartalmaznak egy fehérjefghkommunikaciot biztositdé motivumot is.
A részletes mutacidos analizisek és fehérje krisgitgisok révén egyre tobb transzpozaz
strukturgja valik részleteiben is ismerté (Mu- Rarel Mizuuchi, 1995; TstLovell et al, 2002
Steiniger-Whiteet al, 2004; ISHB09-Ronninget al, 2005; IR200Lee et al, 2006), amely jo

alapot nyujthat az elemek csoportositasara.

2.3.1. Katalitikus domén
A bakterialis transzpozazok a katalitikus doméhdgas aminosavak hasonlésaga alapjan

két csoportba, a DDE transzpozazok/ retroviralisgrazok nagyobb, illetve Y/S rekombinazok
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kisebb csoportjaba sorolhatok. Az eukaridta traosapok kdrében az elemek egy része reverz
transzkriptdz (RT) és kulonbézendonukledz (En) aktivitdsu fehérjéket is kédat. EHObbI
csoportba sorolhatok a retropozonok vagy LINE seakidk, amelyek a legelterjedtebb aktiv

transzpozabilis elemek a human genomban.

C
a6 . 1.2. abra A HIV integraz katalitikus doménjének struktiraja.
o Az o-hélixeket és B-lemezeket szamoztuk, a funkcionalisan
o | )\IE " fontos aminosavakat kiilon jeldltiik. A D64, D116, E152
. 4A® o \ ¥y ‘ p aminosavak Mg’ ionok koordinalasan keresztiil akakitjak ki
/ \. A o B5
L \ \1 ”.( Sy 23 az enzim aktiv térszerkezetét. (Haren ez al., 1999)

as

0B
A DDE transzpozazok/ integrazok neviket arrél kiapkigy az enzim aktiv centrumanak
felépitésében két aszparaginsav (D) és egy glutawi(E) jatssza a kulcsszerepet. A D, D, E
aminosavak két kétértékkation (&ltaldban Mg vagy Mrf") koordindlasaval alakitjak ki az
agynevezett katalitikus zsebet, ahol a DNS szélitdsess majd a szalcsere, azaz a
transzeészterifikacios reakcié végbemegy (Harem al 1999). Ezen aminosavak kozl
barmelyiknek a cseréje vagy hianya az enzim traomzps aktivitdsanak elvesztését jelenti
(van Gentet al,1992; Ohtaet al, 2002). Az 5B-lemez és azket hatérolda-hélixek altal
kialakitott aktiv transzpozaz térszerkezete (lh2ajpaz 6sszes eddig leirt DDE transzpozazndl
illetve integraznal nagyon hasonld, de a katalgikgeb melysége, szélessége, melyet a D, D, E
aminosavak egymastol valo tavolsaga, ifylamezek és-hélixek elrendezése valamint élzet
felépith aminosavak oldalcsoportjai hataroznak meg, csak&lu eltés. A D, D, E
aminosavakon kivil a DNS szalak pozicionalasabketye a hasitasban fontos aminosavak is
tébbé-keveésbé konzervaltak a DDE transzpozazokbkisesoportjain beltl. A terminalis
nukleotidok pozicionalasaban egy arginin vagy liaminosav jatssza a kulcsszerepet, amely a
DDE glutaminsavjatdél 7 aa tavolsagban talalhatég mai triad el§ aszparaginsavjanak
kornyezetében léverssen konzervalt glutaminsavnak a hasitas és sz@lakatalizisében van
funkcioja (Hareret al, 1999). A DDE enzimekhez nagymértékben hasomikaz Ugynevezett
DD(E)D enzimek, ahova a Piv/130 csalad transzpozazai is sorolhatok. A katalitikseb

kialakitAsaban részt véglutaminsavat (E) ezeknél az enzimeknél egy haikmagzparaginsav
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helyettesiti (D), illetve helyenként a masodik asaginsav helyett egy glutaminsav is
eléfordulhat.

Az Y/S rekombindzok a DDE enzimekkel ellentétbenndig kovalens intermediert
képeznek a DNS-sel. A katalitikus aminosavak tipésa szama alapjan tovabbi harom
alcsoportba sorolhatok.

Az Y2 vagy rolling circle (RC) transzpozazok neviilekét konzervalt tirozinrdl kaptak,
amely kozul az egyik kovalens kapcsolatot létesit edlem egyik 5 lancvégével (5
foszfotirozin). Az ide tartozé fehérjék @3 csalad transzpozazai) két olyan konzervalt
motivumot is tartalmaznak, melyek funkcioja bizdatitia katalitikus lépésekben. A HUH (His-
hydrophobic-His) motivum sziikséges a kétértkltion (Md") megkdtéséhez, s igy az aktiv
térszerkezet kialakitasaban nélkilozhetetlen, mdg YaxxY motivum tartalmazza a két
katalitikus tirozint (Garcillan-Barcieet al, 2002). Az RC transzpozazokat kédolé elemek
strukturdlisan is kilonboznek a tobbi IS eléimtnem IR szekvencidkban vé&iginek, és
targetduplikaciét sem generalnak. Mindig 4 nuklgotiosszu, egy-egy elemre specifikus
szekvencia 3’ vége mellé inszertdlodnak, amely esmdr jatszik a transzpozicio, s egyben a
replikacié iniciacidjaban is. Az Y2 transzpozazokhnagyon hasonl6 domén struktaraval
rendelkeznek az B®O, illetve 16505 csaladok transzpozéazai, melyek hordozzak a koalterv
HUH motivumot valamint egy konzervalt tirozint, dyné&ovalens kapcsolatba lép az elem 5’
végével (Ronninget al, 2005). Az 191 csalad tagjaihoz hasonldéan ezeket az elemeket sem
hataroljak IR szekvenciak, €és TD-t sem okoznalamaht szintén tetra- illetve pentanukleotidok
3’ vége mellé inszertalédnak (Kersulyeal, 1998). Amig az RC transzpozazok monomerkeént
katalizaljdk az egymast kowettranszpozicios lépéseket, az605 transzpozazok mindvégig
dimerként fordulnak éla transzposzémaban (Ronnigigal, 2005).

Az Y-transzpozazok al\ integraz csalad rokonsagi korébe tartoznak. Kitad
doménjiukben 4-7 konzervalt aminosav szerepel. Alikkus lépésekben két arginin és egy
hisztidin (R-H-R triad), valamint az Y-transzpozkzawévado tirozinja jatssza a kulcsszerepet. Az
Y transzpozazok mindig 3'-foszfotirozin kapcsoldtetesitenek az elem végeivel, illetve a target
szekvenciaval. A legtébb konjugativ transzpozoegrdza ebbe a csoportba sorolhaté (Poyart-
Salmeroret al, 1989). Strukturdjukhoz hasonléan transzpozigiéshanizmusuk is a lambdoid
fagok rekombinacios lépéseihez (kivagodas és iatégr hasonlithaté. Egyetlen mérvadd
kilonbség koztik, hogy mig az Y-transzpozazok nellemzien, a lambdoid fagokok mindig
helyspecifikusan inszertalédnak a target szekv&beiaBizonyos elemeél (Tn916) ugy tartjak,
hogy a target szekvencia megvalasztasa gazdafoggmat is lehet (Sayees al, 1995; Burrus
et al, 2002).
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Az S-transzpozazok a szerin rekombinazok csopartjaiioznak. Neviket arrdl kaptak,
hogy a katalizisben egy konzervalt szerin jatsskalesszerepet. A S-rekombindzok nagyobb
csoportjan beldl strukturalis és funkcionalis szentpk alapjan h&rom alcsoportot lehet
elklloniteni: (i.) a szerin reszolvazok/invertazoknt a Tr8 reszolvaz vagy Hin invertaz; (ii.) a
szerin integrazok, mint abC31 integraz; illetve (iii.) az K07 tipusu transzpozazok. A
bakterialis S-transzpozazok két alcsoportba sorokhaA Trd451 Tnd453 transzpozonok,
valamint a konjugativ T897 transzpozon integrazai a fag kddolta szerin rekonédwkkal
mutatnak strukturalis hasonldsagot, mivel a kakalt domén mindig a rekombinaz N-terminalis
részén talalhatd. A funkcionalisan is kUlonbos607, 1S1535 transzpozazoknal a szerint

tartalmazé katalitikus domén mindig a fehérje Cri@dlis részén talalhato.

2.3.2. DNS koé domén

Az IS elemek, transzpozonok terminalis végeit tgften hélix-turn-hélix (HTH)
motivumok ismerik fel, melyek talnyomorészt a trgmszdzok N-termindlis részén talalhatok
(Harrison and Aggarwal, 1990). A szekvencia-splkafikotést |étesit HTH motivum mellett
gyakran egy harmadik hélix is segiti a kotés siadddsaban a transzpozazt (Rouseaual,
2004). A transzpozazok egy csoportja az IR felignsdruktaran kivul tdbb HTH motivumot is
hordoz, melyek jelenléte a transzposzoma kompleképiigsében nélkilozhetetlen. A
Tcl/mariner csaladba tartoz6 transzpozazok két egymést &dd@&H motivumot (PAI-RED)
tartalmaznak, melyek kozul az &IgPAI) létesit szekvencia-specifikus kapcsolatot IRz
végeken belili nukleotidokkal, mig a masodik HTHE(® a szinaptikus komplex felépitését
segiti (Izsvak et al., 2002). A MuA transzpozazestinalis fragmentje szintén hdrom HTH
motivumot hordoz, melyek egyiittes jelenléte szikség szinaptikus komplex kialakitdsahoz
(Chaconas and Harshey, 2002). A HTH-n kivil ritkdbbzn-finger is részt vesz az IR
szekvenciak felismerésében. AZLI8lemnél az IR végeket egy HTH és egy Zn-fingerinuoh
koti, s barmelyik aminosav cseréje a transzpozikiémesség elvesztését okozza (Gédttal,
2004; Ton-Hoanget al, 2004). ADrosophilabdl szarmazé P elem transzpozaza (ketel,
1996), vagy a retrovirusok integrazai (Summetrsal, 1990) egyetlen Zn-finger motivumon

keresztil kotik a terminalis szekvenciakat.

2.3.3. Multimerizaciés domén

A transzpozazok tobbsége dimerként aktiv, ezéraltaazniuk kell egy olyan struktarat,
amely biztositja a két fehérje kozti kommunikaciatlegismertebb dimerizacios doménnek a
leucin cipzar motivum tekinth&t melyet hét aminosavbdl alle-hélix struktdra jellemez, s a

heptadban kdzponti szerepet jatszo leucinrédl kaptgt (Alber, 1992). Amig a szamitbégépes

13



analizisek alapjan tobb 3<saladtagban is megtalalhato a leucin cipzar motijRousseaet

al.,, 2002), egyedil az 1 esetén bizonyitottdk a heptdd szerepét a trandzpoz
dimerizaciojaban (Hareat al, 1998). A MUA transzpozaz C-terminalis része asdbz egyo-
hélixbsl allé multimerizaciés domént, amely a MuA és Muéhérjék kozotti interakcioban
jatszik kozponti szerepet (Wu and Chaconas, 1984)Tn5 transzpozaznak szintén a C-
termindlis részén talalhaté hélixek tartalmazza#liraerizacidért feldls strukturat (Steiniger-
White and Reznikoff, 2000).

2.4. Transzpozicios reakciok és modellek

Mar a kukorica Ac/Ds elemeinek vizsgalata ramutatbbgy transzpozonok a névény
kromoszomainak gyakori atrendei&sét (transzlokacid, delécio, kromoszéma flzid)zakk.
Késsbb kidertlt, hogy a bakterialis IS elemek sem caupgyszel athelyeddésre képesek,
hanem replikonok ko&zotti faziot, delécidt, inverzies okozhatnak. Mivel a prokariota
szervezetekben a cirkuléaris replikonok tekindkedltalanosnak, igy a bakterialis mobilis elemek
altal generalt atrendédéseket legegysadsben a rekombinacidban résztéeeplikonok szama
alapjan csoportosithatjuk. Az atrenddések egy része csak azt a replikont érinti, araelyS
elemet hordozza, tehat intramolekularis reakcignigt a delécio- és az inverzidoképzés (1.3. A
abra). Replikonok kozotti, azaz intermolekulariak@d a replikonok fazidja, vagy masnéven
kointegracio, valamint az elem egydzéthelyeddése (1.3. B abra). Az 6sszetett transzpozonok
is ugyanezeket az atrendeéseket okozhatjdk. A kép csak annyival bonyolodikgy a
transzpozon nem feltétlenil egységként mozog, haegyetlen IS eleme is indukalhat
replikonfaziot, deléciét vagy inverziot.

A B 1.3. abra A transzpozaz generalta (A) intramolekularis és
(B) intermolekularis atrendezédések.

Donornak (vékony vonal) az IS elemet eredetileg
tartalmazé replikont, mig targetnek (vastag vonal) azt a

plazmidot nevezziikk, amelybe az elem ujonnan
target integralodik. A betiik a gének sorrendjét szemléltetik.
_ x‘\

inverzio delécio inszercio

intramolekularis intermolekularis
transzpozicio transzpozicio

A transzpozicidés rekombinacio sajatossaga, hogsamszponaldodo elem szempontjabodl
mindig helyspecifikus, hiszen a transzpozéaz az elégeinél pontosan megszabott helyeken
hasitja a donor DNS-t. A cél DNS tekintetében aaond transzpozicié szekvencia-specificitasa
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a véletlenszér eloszlastdl a szigoru helyspecificitasig terjedh®ttranszpozazok kiulonbéz
csoportjai ennek megfet@n folytonos atmenetet képeznek a helyspecifikkembinazok felé.

A transzpoziciés mechanizmusokra leirt modellekmszdaz Gjabb elemek felfedezésével és
vizsgalataval allandoan 6btl. A fobb enzimatikus lépések alapjan viszont a modellek
csoportokba foglalhatok, ami tobbé-kevésbé megeakyaetranszpozazok katalitikus doménjén

alapul6 csoportositassal (Curcio and Derbyshire8200

2.4.1. DDE transzpozéazok transzpozicios mechanizmaus

A DDE transzpozazok az IS elem 3’ végének kapcsdadkatalizaljak a cél DNS 5’
végéhez, mig a transzpozon 5’ végének csatlak@gsada repair vagy replikacidés enzimeinek
kozremikddésével torténik. A DDE transzpozézokra jelerdéggadott transzpoziciés modellek
elsbsorban a transzpozaz katalizalta hasitasok szankdib@mboztethdtk meg egymastol, mivel
az el$ hasitasi lépés, amely a transzpozon szabad 3’ €jétveredmeényezi, minden esetben
azonos. Mindegyik modell hasonlé mechanizmust tiedike a targetduplikacio kialakuldsaban is.
A beépib elem vagy transzpozon vége minden esetben adlEgtesen hasitott célszekvencia 5’
talnyulo vegehez csatlakozik, igy a cél DNS magiikla&n lev szabad 3’ lancvégr indulé gap

szintézis magyarazza a transzpozont hatarolo disekétbdédi szekvencia kialakulasat (1.4.

abra).
5 YGGACT 3 1.4. abra ATD képzdédésének molekularis mechanizmusa.
LTI T LRI T TS Dupla vonallal a DNS Watson és Crick szalait, mig az
CCTGA4 atkotdé vonalakkal a hidrogénkdtéseket jeloltiik. A vastag
itarget DNS hasitasa vonal a GGACT szekvenciaval egy tetszdleges
célszekvenciat abrazol. A nyilak a transzpozicids hasitas
51|—|—|—m—|—|—|—3’ Ll [ 3 helyét mutatjak.
d CCTGA 3 >
B\l IS inszercio
52 3 > < GGACT 3
# CCTGA ¥ >
Lgapjavités
52 GGACT GGACT 3
SJITTTTITIIIIITD AR NEEEREEE
CCTGA CCTGA

2.4.1.1. ,Copy-in” avagy replikativ transzpozicié

A replikativ transzpozicios mechanizmusra Shaplliso#t fel modellt (Shapiro, 1969),
majd részleteit a Mu bakteriofagra kidolgozaett vitro transzpozicids rendszer segitségével
sikerllt csak feltarni (Craigie and Mizuuchi, 198987; Surettet al, 1987). A reakciot a MuA
fehérje (transzpozéz) inditja el Kfgés HU gazdafaktor jelenlétében, mikdzben a traveap
két végén egyszali DNS hasitassal szabad 3'OH weédedz létre (1.5. abra). Ehhez a
transzposzéma komplexhez kapcsolddik a MuB feHérmeniikodésével a cél DNS, melynek
lépcHzetesen hasitott 5’ tllnyalé végeihez a transzpazaad 3'OH végei csatlakoznak. igy
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egy atmeneti struktara keletkezik, melyben a trpazan végei egyik DNS szalon a donor,
masik szalon a target molekulahoz kapcsolédnak k&z¢ten a gazdasejt replikaciés enzimei
lépnek ntikddésbe, melynek eredményeként egy kointegraturmokdn melyben a donor és a
cél replikonokat egy-egy teljes Mu genom valasetjaA Mu egyszdt athelyeddéséhez a két
Mu kopia kozotti homolog rekombinacié vezet. Intdekularis reakcioban ugyanezek a
|épések inverzids vagy delécids termékek képsét eredményezik. A modell jelenleg a Mu fag
és rokonai, valamint a Bncsalad elemeinek transzpozicidjara tekirithedfogadottnak. A T&
transzpoziciéja egyedil abban kulonbozik az edeligaktol, hogy a transzpozon maga kddolja a

kointegratum megolddédasahoz veézetszolvaz enzimet, mig a Mu fag esetén mindig z@a

yZre

rekombinéacids rendszere végzi a kointegratum &taksdt.

) v )

g, g donor DNS 1.5. Abra A Mu bakteriofag replikativ vagy ,,copy-in” transzpozicidja.
¥ A nyilak egyszalu hasitasokat jeleznek a donor molekulan (vékony
vonal) az elem 3' végeinél. A szabad 3' OH gyokok tamadjak a target
DNS (vastag vonal) hordozta célszekvenciat (szlirke négyzet). A target
DNS két szalat 5 bp tavolsagra hasitja a transzpozaz. Az igy képzodott
intermedier struktarat a gazda replikacidos apparatusa alakitja
kointegratumma, mikdzben az egyszali DNS szakaszok javitodnak és
target DNS kialakul az 5 bp TD. Az egyszerli inszercios termékek képzodése a két

Mu kopia kdzotti homoldg rekombinacioval magyarazhato.

i hasitas

(W RVS]

W W

rekombinacio
s

2.4.1.2. ,Cut-out, paste-in ” transzpozicio

Kleckner és munkatarsai bizonyitottak, hogy aldmmindkét szalon elvalik a donor
replikonbdl, lineéaris transzpozont eredményezve n(ige and Kleckner, 1986)In vitro
transzpozicios kisérletekben kimutattak, hogy aszpozaz IHF fehérje és Kfgelenlétében a
transzpozon mindkét végén egyszali DNS hasitagyadgy szabad 3'OH véget hoz létre (1.6.
A abra). A szabad 3’ OH végek a szemkozti szalfemseszter kotésének nukleofil thamadasa
révén (transzészterifikacio) hajtstruktiraval lezarjak a transzpozon veégeit, eb#la az
elemet a donor replikontdl (Kennedyal, 1998). A transzposzéma komplex csak a transazpozo
kivagodasa utan koéti a cél DNS-t (Sakai and Kleckid®97), amelyhez a hdjtstruktirak
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felbontasaval keletkéz szabad 3'OH végek egy masodik transzészterifilkad@pésben
csatlakoznak. Az elem transzpoziciojahoz igy régiik nem szikséges. A modell jelenleg
linearis formaban szintén kivagodik a donor DN$-laz egymast kovétszalhasitasokat két
kilonbo®d fehérje katalizélja, és nem alakul ki hairpin ktéwma sem az elem végeinél
(Sarnovskyet al, 1996). A TnsB (transzpozéz) katalizalja 3’ végeklletti hasitast, mig a
méasodik szal hasitdsat a TnsA fehérje (endonukleégyi 3 bp-os 5 tulnydlé végeket
eredményezve a transzpozonon (1.6. B abra). ,Cdtp@ste” mechanizmus Gtjan transzponal
szamos eukaridta transzpozon is, igyrasophilabolizolalt P elem, a Tdmariner, valamint a
hAT csaladba tartozé transzpozonok. Transzpoziciojuldzamban csak annyi a k6z6s, hogy a
transzpozonok lineéris formdban kivagodnak a domuXS-bsl, mielétt Uj lokuszba
integralédnanak. A pontos molekularis mechanizmuonban csaladonkeént, 6ts néha

elemenként is eltériehet.

l szaltranszfer

A ) L4 ) B ) 4 )
3. 3. donor DNS 3 7 [ 3 donor DNS
¥ ¥
l hasitas l hasitas
3'0H v 3OH
5 3 5 OH ,,
=y 2 pm i 20
l hajtii képzés l Kivagédas
[T LAY 52 30H
3 (Lm0 D "5 ™7 |
t HO3'
l hasitas \\
! 5 - 3’
, 30H [tp[ /o, target DNS
[T ], s "
HO3' I
\‘ i szaltranszfer
5’ — S S iy ] 3
9 D[ .. target DNS 3 m 7 s

l gap szintézis

S 3
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1.6.abra ATn/0(A),illetve a Tn7 transzpozonok (B) ,,cut-out-paste-in” transzpozicioja.

A transzpozdz a transzpozonok végeinél hasitja a donor DNS egyik-egyik szalat, szabad 3' OH
csoportokat eredményezve az elem végein. A Tn/0-nél a 3' OH gyokok tamadjak az elem masik végét,
melynek kovetkeztében a transzpozon mindkét DNS szalon elvalik a donor molekulatol. A Tn/0 végeit
hajtii-szerti struktira zarja le a target DNS megkdtéséig €s hasitasaig. A Tn7 is elkiilontil a donor DNS-
t6l, de a masodik hasitasi [épést (fehér nyilhegy jelzi) nem a transzpozaz végzi, és hairpin sem alakul ki a
transzpozon végein. A transzészterifikdcios reakcioban a 1épcsdzetesen hasitott target DNS 5' végei a
transzpozon 3' végeihez kapcsolédnak. A rovid egyszalii szakaszokat a gazda enzimek javitjak,
kialakitva a transzpozonokra jellemzd néhany bp-os TD-t.
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2.4.1.3. ,Copy-out, paste in” transzpozicid

Egyes DDE elemeknél (B51S911) a transzpozaz csupan az egyik IR vég mellettjhasi
DNS egyik széalat egyetlen 3'OH csoportot eredmémyefd.7. 4bra). A felszabadulé 3'OH
csoport indit nukleofil tamadast ugyanazon a mdéeka masik IR végt néhany bp tavolsagra,
korré zarva ezzel az IS elem egyik DNS szalat fdadad Chandler, 1995). Az igy kéjald 8-as
alaku molekula elméletileg tobbféle Uton is megdlugt, ami egy kovalensen korré zéart RIR-
LIR csatlakozast tartalmaz6 IS elem kialakulasatezet (Lewis and Grindley, 1997; Ton-
Hoanget al, 1997). 1911 esetén a 8-forma transzpozaztol fuggetlen, rejplikmegoldddasa a
koézelmultban nyert bizonyitékot (Duval-Valenghal, 2004). Az inszercio soran a kérré zart IS
elemben az IR-IR csatlakozas léfmstesen felhasad és a szabad 3'OH végek reagalnék a
DNS megfelad polaritast szalaival. Az IR-IR kapcsolédas kialakaval jard transzpozicios
modell egyre tobb bakterialis inszercios elemrakvédszben, illetve tokéletesen bizonyitotta
(IS1, 1S3, 1S150, I1S256, 1S30), mig az eukariéta mobilis elemek korében ez aistip
transzpozicié egyéte ismeretlen.

g | 18911 | gi donor DNS 1.7.abra AzIS911 ,,copy-out paste-in” transzpozicidja.
L hasfids A transzpozaz az IS elem 3' végénél hasitja a donor DNS
egyik szalat. A szabad 3' OH csoport nukleofil tamadast indit
S 1S971 3 a DNS ugyanazon szalanaz IS elem maésik végétdl 3 bp-os
3 H_U > tavolsagban, melynek kovetkeztében egy atmeneti, 8-as
formaju struktura képzodik. Az igy keletkezett intermediert
l a gazda replikacios/repair aparatusa oldja meg, korré zarva
2\ ezzel az IS elemet. A masodik 1épésben a korré zart IS kort
hasitja a transzpozaz felszabaditva az elem 3' végeit, amely a
RN target DNS tamadasat végzi. A rovid egyszalu szakaszokat a
sy ey gazda enzimek javitjak, kialakitva az 1S9//-re jellemd 3 bp-
L replikacié 05 TD-t.
SO Y77 —
t
L hasitas
52 3'0H
.

HO3'

P

T/ g target DNS

i szaltranszfer
i—p ] 3>
w1891 s

i gap szintézis

S o [

W W
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2.4.2. RC transzpozonok transzpoziciés mechanizmusa
Az RC vagy Y2 transzpozazok az IS elem egyik végéarol6 4 bp hosszl szekvencia 3’
vége mellett hasitjak a DNS egyik szalat felszavadiz elem 5’ végét, amelyhez a transzpozaz

katalitikus tirozinjan keresztul kovalensen kaposdt (1.8. A abra).

A oo , B o ,
g 1891 2 donor DNS ; g donor DNS
rd + 5
lhaSItas ) 3 , target DNS
5t (% i " 3 5
3 lsg’ 5 l hasitas
re llkac1o/has1tas ®:l:3’
l p 1591 =
1S91
g 3’
-
lsz&iltranszfer i szaltranszfer
5 52 > ¥ 3°
-V IS97 | . 1891 | —
, 3 5
; 3" target DNS i replikécié/hasités
»

itarget hasitas

1S91
S R ,
3 ! l szaltranszfer

D
. 5 3

l szaltranszfer o 1S9 1 3.
3 5’ 3 5’

i replikacio/repair l replikacié/repair
Se 3’ 54 3
e 1597 1 P 3 | 1591 [ 5

ter ter

1.8.4bra Az RC transzpozonok transzpoziciés modelljei.

(A) Atranszpozaz a IS91-t hatarold 4 bp hosszi szekvencia (fehér karikak) 3' vége mellett
hasitja a DNS egyik szalat felszabaditva az elem 5' végét, amelyhez egy tirozin
aminosavon (Y) keresztiil kovalensen kapcsolddik. A szabad 3' lancvégrél megindul a
DNS szintézis (szaggatott nyil), melyet az elem masik végében talalhat6 termindtor (ter)
szekvencia (fekete négyzet) allit le. A replikacids komplexek gatlasanak kovetkeztében a
a transzpozaz masodik 1épésben a terminatornal hasitja a DNS-t, felszabaditva az IS91
egyik szalat, melynek 5' vége tovéabbra is transzpozdzhoz kotott. Ezt kdveti a target DNS
egyszall hasitasa a 4 bp hossza CTTG konszenzussal jellemezhet6 célszekvencia 3' vége
mellett, melynek soran a transzpozaz az 5' véghez kovalensen kapcsolodik. A DNS és
transzpozaz kozotti foszfotirozin kapcsolatot a szabad 3'OH gyokok tamadjak, melynek
kovetkeztében az IS91 egyik szala integralodik a c;l DNS-be. A heteroduplex strukturat a
gazda repair és replikacios enzimrendszere alakitja inszerciés termékké. (B) Alternativ
kiilonbség, hogy a donor és target DNS-ek ha51tasa idében és térben Osszehangoltan
torténik.

A szabad 3’ lancvégt megindul a DNS szintézis, melyet az elem masigébé&n talalhato
terminator szekvencia allit le. A replikacidos koewlgatlasanak kovetkeztében a transzpozaz

masodijara a terminatornal hasitja az IS elem 3éydglszabaditva egy -OH csoportot, amely a
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target DNS nukleofil tamadasat végzi. A RC trang&zok a target DNS-en is ugyanazzal a 4 bp
hosszU konszenzussal jelleme#hsizekvenciat ismerik fel, amely mellett azéelsasitas is
tortént. Az IS elem 3’ végén felszabadul6 -OH csbpotarget DNS és a transzpozéaz kozott
kialakult 5’-foszfotirozin kapcsolatot tAmadja, etk kovetkeztében az elem egyik szala
integralddik a target DNS-be. Ez a heteroduplexksfira a gazda replikacidé és/vagy repair
enzimjeinek kozrerfikodésével megoldddik, és vezet az IS inszercidddmy DNS-hez. Az RC
elemek ,idegen” géneket is mozgathatnak, melyektievnélkil az elem 3’ végén talalhatok. Ez
akkor fordulhat €, ha a transzpozaz nem ismeri fel az elem 3’ vagédakilhato terminator
szekvenciat, és a szabad 3’ idgneginduld replikacio az elem szekvencigjat tidsiva egy
pseudoter helyen all le (Mendiolaet al, 1994). A modellt ebben a formaban ad1S
azonban egy alternativ modell is napvilagot latattely csak annyiban kulonbozik adzitol,
hogy az IS donor és target DNS-ek hasitasa edyedpjorténik (1.8. B abra). Az eukaridta
helitronok (Kapitonov and Jurka, 2001) hasonl6 na@@tmust alkalmazva inszertalédnak a
target DNS-be azzal a kulonbséggel, hogy transzadkzdak helikaz aktivitdsa is van, amely

eléseqiti a 3’ végsl indulé DNS szintezist.

2.4.3. 1S200605 csalad elemeinek transzpoziciéja

IS200'605 csalad elemeinek transzpozicioja sok tekintettasohlit az RC transzpozazok
transzpoziciés modelljeire. A transzpozaz az ISmeleal végét hatarol6 4-5 bp hosszu
szekvencia mellett hasitja a DNS egyik szalat &daditva az elem 5 végét, amelyhez a
transzpozaz katalitikus tirozinjan keresztlll kowmaken kapcsolédik (1.9. abra). Ezt ke,
esetleg ezzel egyidégg egy masik transzpozaz az IS elem végét dedinmdhany bp-os
szekvencia mellett hasitja a DNS ugyanazon szAlaigy kepdé 3'OH csoport végzi az 5'-
foszfotirozin kapcsolat tamadasat, korré zarvalezzdS elem egyik szalat. Az egyszalu IS kort
a gazda repair rerendszere alakitja duplaszallw@ngxercié a kivagodassal ellentétes folyamat.
A cirkularis elemet a jobb vég néhany bp-os szekiga utan, mig a target DNS-t a 4-5 bp-os
célszekvenciat kbvéen hasitja a transzpozaz szabad 3'OH végeket ersainvée, amelyek a
transzpozazhoz kotott 5° lancvégekkel lépnek reddai igy egy atmeneti struktira keletkezik,
melyben az IS elem végei az egyik DNS szalon dnkfamgy masik szalon a target molekulahoz
kapcsolédnak. Ezt kovetn a gazdasejt repair enzimei lépndlkitdésbe, megoldva a Holliday-
szefi struktarat, amely az inszercidés termékek Keélésehez vezet. A modellt az 1S58

Ve

jelenleg is bizonyitasra varnak.
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S ISHp603 —gi donor DNS 1.9. abra AZ’ISZ()HO/6"()5 elemek transzpoz!'ci’(')ja. o ’
¢hasitzis A transzpozaz eloszor.az ISHp608 bal végét hatayolo 4 bp hossz.u
szekvencia (fehér karikdk) 3' vége mellett hasitja a DNS egyik

IS szalat felszabaditva az elem 5' végét, melyhez kovalensen
@ kapcsolodik. A masodik hasitas az IS elem jobb végét definialo 4

bp-os szekvencia (fekete karikak) mellett torténik. A felszabadulo

g , © z 3'-OH csoport az 5'-foszfotirozin kapcsolatot tdmadja, kovalensen
@ korré zarva az elem egyik szalat illetve kialakitva egy heteroduplex
] molekulat, melyet a gazda repair és replikacios enzimrendszere allit
¢szaltranszfer helyre. Az integracid6 a kivagodasi folyamat reciproka. A
5 3 transzpozaz egyetlen szalon hasitja a korré zart IS elemet a végét
3 5 definialo 4 bp-os szekvenciat kovetden, valamint a target DNS-t az
@ integracios célszekvencia 3' vége mellett. A felszabadul6 3'-OH
p608 Lrepllkacm/repalr csopprtok térr}gdjék az 5,' foszfotirozin kapcsolatpt l,<ialak1’t'va’ egy
Holliday-szerti struktarat, melyet a gazda repair és replikacios
3, g apparatusa old meg.
57 L 3’
g 5. farget DNS
L hasitas
e
Hp603
5’ @ 3’
3 5’
Lszéltranszfer
5’ 3’
3 5’
¢replikz’tci6/repair
5 3
po | 1SHp60§ ] 3

2.4.4. YIS transzpozonok transzpozicidja

Az Y-, valamint az S-transzpozonok ugyancsak egsku@ris intermedieren keresztil
integralédnak a target DNS-be (Curcio and Derbgsh®2003). Az Y-transzpozazok a
transzpozon mindkét végénél hasitjdk a DNS egy#aszmikdzben a 3’ végek a transzpozaz
aktiv tirozinjahoz kapcsolédnak (1.10. A abra). Alstabaduld6 5-OH csoportok a 3'-
foszfotirozin kapcsolatokat tamadasat végzik, kadéva ezzel az elem egyik szalat. A gazda
repair és replikacios apparatusa helyreallitjavadgodas utan visszamaradt donor DNS-t, illetve
duplaszaliuvéa alakitja a transzpozon koroket. Aegrécié molekularis mechanizmusat tekintve
a kivdgddassal tOkéletesen azonos folyamat. A tdbgéS, és a korré zart transzpozon is
egyetlen szalon hasitdédik, s a rekombinacio a gamgmir és replikacios enzimeinek
kozremikodését is igényli. Az S-transzpozazok az Y-trangapokkal ellentétben a DNS
mindkét szalat hasitjak (1.10. B 4bra). Amig azafitzpozdzok az 5’, az S-transzpozéazok a 3’
végekkel létesitenek kovalens kapcsolatot, s ambktwaciohoz gazdafaktorok jelenlétére nincs

szikség. A DNS szalak hasitasat és ligalasat 6rimaagatranszpozaz végzi.
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1.10. abra Y- és S-transzpozonok transzpozicids modelljei.

(A) Az Y-transzpozazok az IS elem mindkét végénél hasitjak a DNS egyik szalat, mikozben a 3' végek a
transzpozaz aktiv tirozinjahoz (Y) kapcsolodnak. A felszabaduld 5'-OH csoportok tamadjak a 3'-
foszfotirozin kapcsolatokat, korré zarva a transzpozon egyik szalat. A gazda repair rendszere
helyreallitja a kivagodas utan visszamaradt donor DNS-t, illetve duplaszaluva alakitja a transzpozon
koroket. Az integracio soran a target DNS ¢és a korré zart transzpozon is egyetlen szalon hasitodik,
mikdzben a 3' végek kovalens kapcsolatot 1étesitenek a transzpozazzal. Az 5'-OH csoportok tamadjak a
3'-foszfotirozin kapcsolatot integralva a transzpozon egyik szalat a target DNS-be. Az atmeneti
heteroduplex struktira replikacioval oldédik meg integrans terméket eredményezve. (B) Az S-
transzpozazok a transzpozon mindkét végénél hasitjak a DNS-t, mikdzben az 5' végek a transzpozaz
aktiv szerinjéhez (S) csatlakoznak. A felszabaduld 3'-OH csoportok tamadjak a 5'-foszfoszerin
kapcsolatokat, korré zarva az elemet, illetve a transzpozon kivagoédasa utan visszamaradt donor
molekulat.

2.5. A transzpozonok célszekvencia specificitdsa

A transzpozonok és IS elemek elméletileg a DNS b#rnmkét nukleotidja kozé
beépilhetnek. A kisérleti tapasztalatok azonbanmagatjak, hogy szinte minden elem mutat
valamilyen mérték preferenciat egyes célszekvencidkkal szembenaAetenséget, hogy egy
elem eltéb gyakorisaggal inszertaldédik a cél DNS kilonbgaozicidiba, targetspecificitasnak
nevezzik. A célszekvencia specificitasnak kuloiiokozatai lehetnek. A Mu fag alig valogat,

szinte barmilyen szekvenciaba képes integralodsi,cgak igen kis mérték specificitast
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(NYG/CRN) mutat (Castilho and Casadaban, 1991)eBd$ elemek (1§ 1S2, IS50) a cél DNS
bizonyos régibéiba (néhany 100 bp) nagy gyakorisguezertalédnak, ugyanakkor a région
belll az inszerciok eloszlasa kdzel egyenletesa&alal, 1980; Zerbibet al, 1985; Sengstag
and Arber, 1983; Szeveréemgi al, 1996; Berg, 1983; Goryshet al., 1998). A régidspecificitas
sok esetben a DNS strukturaltsagaval, hajlottsdgaegyarazhatd, mint ahogy azt a28A
elemnél (Halletet al, 1994) vagy a retroviralis integrazoknal (Mulkerd Varmus, 1994; Pruss
et al, 1994) kimutattdk. Ismertek olyan elemek4(I13S5, IS10, 1S30, 1S91), melyek rovid,
viszonylag j6l definialt szekvenciakba inszertalékin és célszekvenciaik konszenzussal
jellemezhetk (Mayauxet al, 1984; Engler and van Bree, 1981; Halling andcKieer, 1982;
Mendiola and de la Cruz, 1989). Végul az utolsdposiba azok az elemek (ThTn554)
tartoznak, melyek targetspecificitdsat leginkabb reelyspecifikus rekombinazokéhoz
hasonlithatjuk, mivel egy adott szekvencian beliifidig pontosan azonos poziciokat(régio)
inszertalédnak (Lichtenstein and Brenner, 1981;d;ra991; Murphyet al, 1991). Mindezek
alapjan azt mondhatjuk, hogy a targetspecificitpasok szinte folytonos sorba rende#kea

véletlenszditol a helyspecifikus inszercidkig.

2.6. IS30inszercios szekvencia

Az IS30 inszercids szekvenciat P1 profagbdl (Sengstag Axber, 1983), valamint az
NR1-Basel nefr rezisztencia plazmidbdl (Caspers, 1984) izolaltkuktirajat tekintve tipikus
képvisebje a bakteridlis IS elemeknek (1.11. abra). 1221hgszu, végeit 26 bp-os IR
szekvencia hatarolja. Inszercidja soran a cel DN#p-®s duplikdlodaséat okozza (Sengstag and
Arber, 1983, Olaszt al, 1998). Az elem teljes hosszanak 96 %-at foglalja leghosszabb
nyitott leolvasési keret, ORF-A, amely a transzgoehzimet kodolja. Az ORF-A-n ki
tovabbi ORF-eket is talalhatunk a szekvencidbarlrybwle et al, 1984), amelyll azonban
csak egyet (ORF-C) & meg funkcionalis promoter. Az ORF-A-t és az C-egaebzd
promoéterek viszonylag alacsony s#inRNS atirast tesznek lelbge (Dalrymple and Arber,
1985), amely a transzpozicié szabalyozasdnak fortogedje. Ugyanakkor a 26 bp-os IR
szekvenciak is tartalmaznak -10 illetve -35 promoébmxokat, melyek az [ végek
kapcsoldédasaval megfetetavolsagba kerilve joval @ebb promoétert eredményeznek, mint az
ORF-A sajat promotere (Dalrymple, 1987). A trangdpi® szabalyozasaban transzkripcids
terminatorok is részt vesznek, melyek az elem néhdizdlan azonosithatok (Dalrymple and
Arber, 1986).

Az ORF-A A&ltal kodolt transzpozaz 44 kDa molekutagdfi. Az IR végek felismerését

biztosit6 DNS-kdt motivumot a fehérje N-terminalis része (Stadder al, 1990), mig a
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katalitikus DDE aminosavakat a transzpozaz C-tediisa tartalmazza (Olast al, 1997a). Az

ORF-C transzkriptuma nem forditédik le fehérjévéntisense RNS-ként a transzpozéz

V4

P30Ap ORF-A "
T30A
«P30B'A AN P30BA D
LIR | 1S30 { RIR
1 | — 1221
T30D T30C ORF-C 4 Fale

1.11. abra Az IS30 inszercios szekvencia felépitése.
Az 1221 bp hosszl elem 26 bp-os LIR és RIR végeit fehér és fekete
haromszogek szemléltetik. Az ORF-A a 383 aminosav hosszl

szabalyoz6 antisense RNS génje. A promotereket €s iranyukat fekete
nyilhegy jelzi. A P30BA ¢és P30B'A -10 illetve -35 promoter boxokat
jelol az IR végekben. A terminator szekvenciakat fekete négyzetek
szemléltetik.

2.6.1. I80 transzpozicidja

Az eddigi kisérleti eredmények igazoltadk, hogy 830l az dsszes ismert transzpozicios
reakciot (inszercid, transzpozicios fuzio, deléanderzid) képes végrehajtani. Bar természetes
0sszetett transzpozonja nem ismert, de a K& &emidl, és kulonboé rezisztencia genekb
mesterségesen Galllitott transzpozonjai egységként is képesek wadtini. Az Osszetett
transzpozonokat hordozo plazmidok atrerédiéseinek részletes analizise egy ), az eddig tvazol
transzpoziciés sémaktol kicsit etiémodell kidolgozasahoz vezetett (Oladzal, 1993), amely
az ellentétes végeivel kapcsolod@0Rlimer ((1IS30)) reakcidin keresztil magyarazza az 6sszes
ismert transzpozicios termék képesét (1.12. abra).

A reakciok mindig két Iépésben jatszodnak |ésEbr az egy replikonon jelenig&két IS30
kopia helyspecifikus rekombinacioval egymas mel@dyézdik, Iétrehozva a transzpozicios
intermedierként szolgalo (88).-t (SSD - site specific dimerization). A reakcidtdéele, hogy a
DNS molekulan két 130 legyen azonos iranyban, amely egy transzpozoml@tben eleve
teljesdl, viszont egyetlen 89 elemet tartalmazé replikonbdl valamilyen mechanigmévén ki
kell alakuljon. Az IS0 elemek molekulan beltli megduplazodaséara tobhtdskg is kinalkozik.

Az azonos DNS molekulakbdél homoldég rekombinaciééréwizonyos gyakorisaggal dimer
replikonok kép#dhetnek (Berg, 1983), vagy akar a replikacié sasdeerilhet olyan stadiumba

a plazmid (théta struktara), amikor a teljes repliknég nem, de az IS elem és koérnyezete mar
megketézodott (Lichens-Park and Syvanen, 1988). A harmaeliebség maga a transzpozicio:
az 130 kivagoddasaval kialakuld korré zart3@elem inszertalédhat egy olyan replikonba, amely
egy IS30 elemet mar tartalmaz.

Tényleges transzpozicios termékekhez az IR-IR kagitd hordozé intermedier és a cél
DNS reakcidja vezet (TCT — target choice transpwsjt Intramolekularis reakciéban a 89,
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delécidt, inverzidt okozhat, illetve az egyik el&imdgddasaval visszaadja a kiindulasi, eg$aS
elemet tartalmaz6 molekulat (DDS — dimer dissohjtidntermolekularis reakcioban a dimer a
target replikonnal fuziés terméket vagy kointegnddt képez, mig az elem, illetve az dsszetett
transzpozonok egysZerathelyeddését a korré zart BB illetve Tn képaddésén keresztil

magyarazza a modell (Kiss and Olasz, 1999).
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inverzid transzpozicios inszerci6
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1.12. 4bra Az IS30transzpozicidjara kidolgozott IS-dimer modell.

A szaggatott nyil transzpozazt6l fiiggetlen folyamatokat (homoldg
rekombinacio, replikacié, gap repair), mig a folytonos nyilak a
transzpozicios reakcidkat jelzik. A tobbi jelolés megegyezik az eddig
hasznaltakkal.

2.6.2. 130 targetspecificitasa

Az IS30 mar felfedezésekor felhivta magara a figyelmeth#zogy a P1 fag genomjara
tortént beépulései azonos pozicidkba térkégiek (Sengstag and Arber, 1983). Az dels
kointegréacios kisérletek igazoltdk, hogy az eledndgéfinialt targetspecificitassal rendelkezik
(Casperset al, 1984). A plazmid, fag illetve a genomi inszekcgzekvencidinak egymas ala
rendezése egy 24 bp hosszu, a kézépsukleotidra szimmetrikus, AT gazdag konszenzus
megallapitasahoz vezetett. A konszenzus alapjamesizidltatott GOHS (genomi inszerciok
alapjan késziilt oligonukleotid hot spot), illetv®IRS (plazmid és fag inszercidk alapjan késziilt
oligonukleotid hot spot) szekvenciak az eddig igrteggjobb target szekvencianak bizonyultak a
transzpozicios kisérletekben (Olaszal, 1998). Az (1S0), képzdésének és megoldodasanak
tanulmanyozasa soran arra is fény dertlt, hogyS80 inszercioknak az elem IR végei is
célszekvencidi lehetnek, melyet &bb transzpozicids fuzios kisérletekkel is igazoli@kaszet
al., 1997b). Mindezek alapjan azt allithatjuk, hogyl&30 ketids célszekvencia specificitdssal
rendelkezik: integralédhat viszonylag jél defini@gé hot spot (HS) szekvencidkba, illetve sajat

IR végei mellé.
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3. ANYAG ES MODSZER

3.1. Tapoldatok, antibiotikumok, enzimek

Az M9, LB, 2xYT tapoldatot, valamint az LA taptalgpambrooket al (1989) leirasa
alapjan készitettik. Az antibiotikumokat az alakimcentraciéban alkalmaztuk: ampicillin (Ap)
150 pg/ml; kanamycin (Km) 30 pg/ml; kloramfenik@rf) 20 pg/ml; rifampicin (Rif) 60 pg/ml,
streptomycin (Sm) 50 pg/ml; spektinomycin (Sp) 5@/ml; tetraciklin (Tc) 10 pg/ml. A
restrikciés endonukleazokat, alkalikus foszfatdzt, DNS ligazt, T4 polinukleotid kinazt, S1
nukleazt, Klenow-, Sequenase (Version 2.0)-, TRgw-, Pfu DNS polimerazokat, €s az egyéb
molekularis biologiaban hasznalatos enzimeket mErtase, Roche, Amersham, NEB, Promega
és Applied cégekt vasaroltuk, és a gyartok utasitasai szerint elkatuk. A radioaktivan jelzett
[y->°P] dATP (10uCi/pl), [a-*?P] dATP az Izinta terméke.

3.2. Baktérium torzsek és bakteriofagok

3.1. tAblazat

Név

Genetikai markerek

Referencia

Escherichia coli
TG1

sufE hsdA5 thi A(lac-proAB
F’ [traD36 proAB " lacl‘ lacZ AM15]

Sambroolet al, 1989

TG2 sure hsdA5 thi A(lac-proAB Sambroolet al, 1989
A(srl-recA) 306::Tri0(tet)
F’ [traD36 proAB™* lacl® lacZ AM15]

TG90 TG1 szarmazékcrB80zad: Tn10 TR Lopilatoet al, 1986

TG0 F F’ mentes TG90 szarmazék jelen dolgozat

JM109 recAl sufE44endAl hsdR17 gyrA96 relAl thi Yanisch-Perromt al, 1985
A(lac-proAB) F [traD36 proAB™ lacl® lacZ AM15]

HB101 F sufE44endAl hsdS20(k” mg’) recAl3 ara-14proA2  Boyer and Roulland-Dussoix,

One Shdt TOP10

ER2504 (DE3)

lacY1 galK2 rpsL20 xyl-5 mtl-1

S F mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ®80lacZAM15
AlacX74 deR recAl araD139A(ara-leu)7697galu
galK rpsL encAl nurG

FfhuA2 (lon) ompr gal sulA11 A(mcrC-mirr)
114::1S10 Rmer-73: miniTnl10; te)2 (zgk210: Tn10)
Tei®encAl A DEZ

196¢
Gough and Murray, 1983

D. Dila, pers. comm.

S17-1 TH Snft Km® pro thi redA hsdr m") Simonet al, 1983
[Q RP4: :-Tc::Mu-Km::Tn7|
S17-1 ¢ pir) Tp? Snf* Km® pro thi redA hsdr m") Simonet al,, 1983
[Q RP4: :-Tc::Mu-Km::Tn7] A pir
MDS39 MG1655 szarmazék G. Posfai, pers.comm.

(Kolisnyichenkaoet al, 2002

Salmonella typhimurium

MS1868 leuA414(Am) Fels hsdSB (rm’) M. Susskind, pers. comm.
MS1883 leuA414(Am) Fels hsdSB (rm’) supe40 M. Susskind, pers. comm.
MA1703 recAl srl’ L. Bossi, pers. comm.
Bakteriofagok

R408 fl fag szarmazék (helper a transzdukcioslkteében) Russadt al, 1986

A cl857 ts mutacio a cl represszorban sajat torziggynény
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3.3. Plazmidok

A Kkisérletekben alkalmazott plazmid konstrukcidled rovid leirdsukat az 3.2-3.6.
tablazatok tartalmazzak. Azokat a plazmidokat, eleljeirdsanal nem szerepel hivatkozas,
munkatarsaim készitették. A pMUT rekonstrukciokat Achile Arini, a pAW és pFOL
nevieket Olasz Ferenc, a pJKI rieket Kiss Janos, pTFA nésket Farkas Tibor, pZNA
nevieket Nagy Zita készitették. A pMSZ rimket magam allitottam &l

3.2. tablazat Kl6noz6 vektorok, plazmidok

Plazmid RezisztencidReplikacios Rovid leiras és referencia
origo

pOX38Km Km F plazmid szarmazék (Chandler and Galas, 1983)

pGB2 Sp/Sm pSC101 klonozé vektor termoszenzitiv replikaciés origé@hurchwardet al, 1984)

pBluescript  Ap colE1, f1 lacZa klénozé vektorok (Shost al, 1988, Stratagene)

KS/SK

pEMBL18/19 Ap colE1, f1 lacza klbnozo vektorok (Dentet al, 1983)

pACYC177 Km Ap p1l5A kl6bnozo vektorok (Chang, 1978)

pJKI88 Km p1l5A pPEMBL19 MCS-t tartalmazé ki6nozo vektor (Kiss anth€2, 1999)

pCS2 Ap colE1l expressziés vektor SP6 prométerrel, SCMV IE94 eocbdpromoterrel, SV40 polyA
szekvenciaval (Turner and Weintraub, 1994)

TOPOII Ap Km colE1 f1  PCR teméket klonozé vektor (Invitrogen)

pKK223-3 Ap colE1l expresszios vektdac promoterrel (Brosius and Holy, 1984)

pTYB1 Ap colE1l expresszos vektor T7 promoéterrel, Sce VMA integrgal (NEB)

pET32a Ap colE1l expresszios vektor T7 prométerrel, His tag-gel (dgmn)

pLOF/Km Ap, Km R6K IS10 transzpozazt expresszalé plazmid midilrzel, RP4 mob funkcidval
(Herreroet al, 1990)

pMSZ403 Ap, Km R6K IS10 transzpozéazt expresszalé plazmid,fag Q:1-3 régidjat tartalmazo miniid—zel,

RP4 mob funkciéval

3.3. tablazat 180 transzpozazt expresszald plazmidok

Plazmid RezisztencidReplikacios Rovid leiras és referencia
origo

pJKI132 Ap colE1l IS30 transzpozazt expresszalé plazitad promdterrel (Farkast al, 1996)

PAW380 Ap colE1l IS30 N-termindlis fragmentjét expresszald plazisd promoterrel (Stadlest al,1990)

pJKI397 Ap colEl delHTH1 (1aa-39aa) B transzpozazt expresszalé plazmid (Naggl, 2004)

PZNAG68 Ap colE1l E15P mutaciot hordoz6 8 transzpozazt expresszalo plazmid (Naggl, 2004)

PZNAG69 Ap colE1l A27P mutaciét hordoz6 89 transzpozazt expresszalo plazmid (Naggl, 2004)

pPZNA109 Ap colEl E66P mutaciot hordoz6 88 transzpozazt expresszalé plazmid (Naggl, 2004)

pPZNAG7 Ap colEl A81P mutaciot hordoz6 8 transzpozazt expresszald plazmid (Naggl, 2004)

pPZNA70 Ap colEl R93P mutaciét hordozd 38 transzpozazt expresszalo plazmid (Neggl, 2004)

pPZNA73 Ap colE1l A cl kiméra transzpozéazt expresszalé plazmid, 80 teanszpozaz HTH1 motivuma
(1aa-39aa) cserélecl represszor HTH motivuméaval (24aa-59aa)

pMSZ329 Ap colEl cl represszorral fuzionalt 89 transzpozazt expresszalo plazmid (4.6. abra)

pFOL876 Ap colE1l IS30 transzpozazt expresszalé pCS2 szarmazék (Staah 2004)

pFOL878 Ap colE1l Myc-tag-gel fuzionaltatott I30 transzpozazt expresszalé pCS2 szarmazék
(Szabéet al, 2004)

pFOL872 Ap colE1l NLS fehérjével fuzionaltatott B transzpozéazt expresszalé pCS2 szarmazék
(Szabéet al, 2004)

pFOL873 Ap colE1 Myc-tag-gel és NLS-sel fizionaltatottd@transzpozazt expresszalé pCS2 szarmazék
(Szabdet al,, 2004)

pMSZz297 Ap colE1l a human Gli1 fehérje Zn-finger motivumaval (235&838&a) fuzionaltatott
transzpozazt expresszalé pCS2 szarmazék (Stadi$ 2004)

pJKI324 Km pl5A IS30 transzpozazt expresszald plazitdd prométerrel

pMSZ360 Km pl5A A cl kiméra transzpozazt expresszaléd plazmid, 80 t&anszpozaz HTH1 motivuma
(1aa-39aa) cserélvecl represszor HTH motivumaval (24aa-59aa)

pGK1 Km p15A delHTH1 (1aa-39aa) BD transzpozazt expresszald plazrad prométerrel

pGK21 Km p15A E15P mutaciét hordoz6 BB transzpozazt expresszalé plazizEd prométerrel

pGK22 Km pl5A A27P mutaciot hordozo 89 transzpozazt expresszalo plaznad promoterrel

pJKI380 Ap colE1l inteinnel fGzionaltatott 130 transzpozazt expresszalé plazmid T7 prométerrel,
pTYB1 szarmazék

pMSZ179 Ap colE1l His tag-gel fuzionaltatott [ transzpozazt expresszal6 plazmid T7 promoterrel,
pET32a szarmazék

pMSZ8/309 Ap colE1l delHTH1 (1aa-39aa) B transzpozazt expresszalo plazmig.mromoterrel (4.4. bra)
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pMSZ7/313 Ap colE1l IS30 transzpozazt expresszald plazmjgpromoterrel (4.38. abra)

pM52267/310 Ap colE1l L cl kiméra transzpozazt expresszalé plazmid prométerrel, az 180 transzpozaz
HTH1 motivuma cserélve cl represszor HTH motivumaval (24aa-59aa) (1Ca)abr

pMSZ184 Km, Cm pl5A A cl represszorral fuzionaltatott38 transzpozazt expresszalé plazmid (4.5 A abra)
(Szabéet al, 2004)

pMSZ185 Km, Cm p15A 1S30 transzpozazt expresszaléd plazmid (Szetbell., 2004)

3.4. tablazat IR-IR csatlakozast tartalmazo plazmidk

Plazmid RezisztencidReplikacio:Csatlakozo Rovid leiras és referenciak
origo IS30 végek

pPAW1039 Km p15A (180), pAW332 szarmazék (4.29. A, 4.34. A abrak) (Olessal,, 1993)

pJKI216 Ap, Cm, Kmpl5A 106R-464L  pACYCL177 szarmazék (4.7. abra) (Farkasl, 1996)

pPZNA40 Km p15A 257R-58L pJKI88 szarmazék (4.3.C, D &bra) (Nagyal, 2004)

pZNA124 Km, Cm pl5A 763R-173L pJKI88 szarmazék, amely azBBvégek kapcsolodasan kiva 257R
véget is tartalmazza (4.3. A abra) (Naal, 2004)

PZNA127 Km, Cm pl5A 106R-45L pJKI88 szarmazék, amely az3[Bvégek kapcsolédasan kiva
GOHS szekvenciat is tartalmazza (4.3. B abra) (Na@y, 2004)

pFOL1069 Cm R6K 106R-173L pLOF/Km szarmazék RP4 mob funkcidval (4.6. abra)

pMSZ198 Ap, Cm colE1l 106R-464. pPEMBL19 szarmazék, amely az3@végek kapcsoldédasan kiv
hordozza a splice acceptor szekvenciaval (intAett promoter
nélkuli gfp gént (4.8. A abra) (Szaled al, 2004)

pMSZ87C Ap colEl 257R-59L PEMBL19 szarmazék

pMSZ85C Ap colEl 257R-173L pEMBL19 szarmazék (4.20. A abra)

pMSZz88C Ap colE1l RIR-LIR pEMBL19 szarmazék (4.20. A abra)

pMSZz537C* Ap colEl 65R*-122L* pSK szarmazék (4.13. A &bra)

pMSZz358C* Ap colEl 65R*-464L  pSK szarmazék (4.13. A 4bra)

pMSZ567 Ap colEl 19RIR-19LIR pEMBL19 szarmazék (4.15. A abra)

pMSZ576 Ap colEl 15RIR-15LIR PEMBL19 szarmazek (4.15. A abra)

pMSzZ587 Ap colEl 11RIR-11LIR PEMBL19 szarmazek (4.15. A abra)

pMSzZ577 Ap colEl 9RIR-9LIR  PEMBL19 szarmazék (4.15. A abra)

pMSZ569 Ap colEl RIR-19LIR  PEMBL19 szarmazek (4.15. A abra)

pMSZz578 Ap colEl RIR-15LIR  PEMBL19 szarmazek (4.15. A abra)

pMSZ579 Ap colEl RIR-11LIR  PEMBL19 szarmazek (4.15. A abra)

pMSZ580 Ap colE1l RIR-9LIR pEMBL19 szarmazék (4.15. A &bra)

pMSZ506C Ap colEl LIR-LIR pEMBL19 szarmazék

pMSZ105C Ap colEl RIR-RIR PEMBL19 szarmazek

pMSZ102C Ap colEl RIR-257R  pEMBL19 szarmazék

pMSZz207C Ap colEl 65R-257R  PEMBL19 szarmazeék

pMSz45C Ap colEl LIR-464L PEMBL19 szarmazek

pMSz483C  Ap colE1l 68L-464L  pSK szarmazék

pTFI26 Ap colE1 257R-464L PEMBL19 szarmazék, az 38 végekben bazis cserék talalhatok:
Grpoot, Ago—t (PS“) és Ag]_:;gag (PVL“) (436 ébra)

pJKI551 Ap colE1l IS1655végek csatlakozasat (45R-45L) tartalmazé pEMBL19

szarmazék (4.19. C abra)

3.5. tablazat IS30 transzpozaz célszekvenciait tartalmaz6 target plamidok

Plazmid Vektor Target régio

pTFA305 PEMBL19 RIR (Olaszet al, 1997b)

pTFA303 PEMBL19 LIR (Olaszet al, 1997b)

pPAW1017 PEMBL19 464L (Olaszt al, 1997b)

PAW1005 PEMBL19 106R (Olaszt al, 1997b)

pMSZz494 PEMBL19 bal IS30vég: 27-173 bp

pMSZz410 PEMBL19 jobb IS30 vég: 27-106 bp

pFOL546 PEMBL19 GOHS (Olaszt al, 1998)

pZNA148 pGB2 % POHS-49R (4.3. C 4bra) (Nagyal, 2004)
pPZNA133 pGB2 GOHS (4.3. D abra) (Nagst al, 2004)
pFOL1032 PEMBL19 shhgénben GOHS és BO3Km" gént (4.8. A &bra) (Szaleh al, 2004)
pMSZ630 pGB2 % POHS-RIR (4.20. 4bra)

pMSZ634 pGB2 % POHS-257R (4.20. 4bra)

pMSZ633 pGB2 % POHS-LIR (4.20. &bra)

pMSZ632 pGB2 % POHS-464L (4.20. &bra)

pFOL703 PEMBL19 % POHS-464L (4.29. 4bra)

pMSZ29 PEMBL19 Y% POHS-58L (4.29.4bra)

pJKI312 PEMBL19 % POHS-45L (4.29. abra)

pJKI313 PEMBL19 % POHS-35L (4.29. abra)
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pMSZ24 PEMBL19 ¥ POHS-LIR (4.29. abra)
pFOL701 PEMBL19 ¥: POHS-257R (4.29. abra)

pJKI305 PEMBL19 Y% POHS-66R (4.29. &bra)

pJKI304 PEMBL19 % POHS-49R (4.29. 4bra)

pMSZ28 PEMBL18 ¥ POHS-RIR (4.29. 4bra)

pFOL73 PEMBL19 464L: T;-c (4.34. dbra)

pFOL744 PEMBL19 106R: GTACA 171201 teCtg (4.34. &bra)
pMUT1 PEMBL19  464L: TGs.14—Ct, Gyt (4.34. 4bra)
pMUT3 PEMBL19  106R: AGos-1200- €2, Azoo— g (4.34. abra)

pMSZ427 pEMBng 464L: Tso— ¢, GAls1.62— ag (de) ACT177,179atag Q(ba) (434 ébra)
pMSz428 PEMBL19 464L: TsoC, GAe1s2—ag Xbdl) (4.34. dbra)

pJKI523 pGB2 IS1655LIR (4.19. B 4bra)

pMSZ629 pGB2 IS1655RIR (4.19. B &bra)

pMSZ176 pEMBL19 A fag Qr1-3 régidja (4.5. A abra) (Szakebal, 2004)

pMSZ239 pEMBL19 shhgénben glil kdthely (GACCACCCA) (4.8. abra) (Szabd et al., 2004)

3.6. tablazat Cnf transzpozondonor plazmidok

Plazmid Vektor IS30 végek hossza a transzpozonokban

pMSZ88 pEMBL19 LIR + RIR (4.20. A abra)

pMSZ85 pEMBL19 173L+ 257R (4.20. A abra)

pMSZ86 pEMBL19 LIR + 257R (4.24. A abra)

pMSZ84 pEMBL19 35L + 257R (4.24. A dbra)

pMSZ83 pEMBL19 451 + 257R (4.24. A dbra)

pMSZz87 pEMBL19 58L + 257R (4.24. A 4bra)

pMSZ520 pSK 68L + 257R (4.24. A 4bra)

pMSZz521 pSK 771 + 257R (4.24. A 4bra)

pMSZz123 pEMBL19 Q9L + 257R (4.24. A 4bra)

pMSZ119 pEMBL19 122l + 257R (4.24. A dbra)

pMSZ70/469 pEMBL19 464L + 257R (4.24. A, B abra)

pMSZz497 pEMBL19 464L + RIR (4.24. B 4bra)

pMSZ498 pEMBL19 464L + 49R (4.24. B abra)

pMSZ499 pEMBL19 464L + 66R (4.24. B abra)

pMSZ506 pEMBL19 LIR + LIR

pMSZ105 pEMBL19 RIR+ RIR

pMSZ537* pSK 1221L*+ 66R* (4.10., 4.11. A abrak)

pMSZz358* pSK 464L + 66R* (4.11. A, 4.18. A, 4.25, @ abrak)
pJKI499* pEMBL19 464L + 66R* (4.16. abra)

pMSZ416 pSK 464L + 66R* ACio1c120(— CQ

pMSZ522 pSK 1221 + 66R* GTo.3-¢g, ACi1c122— CY
pMSZz445* pSK 1221L.*+ 106R (4.25. D, E &bra)

pMSZ589 pEMBL19 464L + RIR + GAGATAATTGc1188b0X (4.26. A 4bra)
pMSZ619 pEMBL19 464L + RIR + GAGATAATTG:1184b0% (4.26. A 4bra)
pMSZ622 pEMBL19 257R + LIR + AAAG 3 + AGACGAACAT T Tee7; (4.27. &bra)
pMSZz624 pEMBL19 257R + 43L + AGACGAACATTgE7; (4.27. 4bra)
pMSZ646 pEMBL19 257R + 51L + AGACGAACATTeE7; (4.27. abra)
pMSZ656 pEMBL19 257R + 58L + AGACGAACATTeE7; (4.27. abra)
pMSZ102 pEMBL19 RIR+  257R (4.30. A abra)

pMSZ68 pEMBL19 49R +  257R (4.30. A abra)

pMSZ125 pEMBL19 56R +  257R (4.30. A abra)

pMSZz67 pEMBL19 66R +  257R (4.30. A dbra)

pMSZ59 pEMBL19 257R + 257R (4.30. A 4bra)

pMSZz45 pEMBL19 LIR + 464L (4.30. C abra)

pMSZz31 pEMBL19 35L+  464L (4.30. C abra)

pMSZ30 pEMBL19 45L +  464L (4.30. C abra)

pMSZ55 pEMBL19 58L+  464L (4.30. C abra)

pMSZz483 pSK 68L + 464L (4.30. C &bra)

pMSz484 pSK 77L + 464L (4.30. C &bra)

pMSZ71 pEMBL19 173L + 464L (4.30. C abra)

pMSZ54 pEMBL19 464L + 464L (4.30. C abra)

pMSZ96 pEMBL19 LIR + LIR (4.33. abra)

A * pontmutacidkat jel6l az 130 végekben. A baziscserék szekvenciaja a hivatkébwén megtekinthét
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3.4. Altalanosan alkalmazott molekuléaris biol6giamodszerek

Plazmid DNS izolalasalkalikus plazmid preparélas (miniprep) médszerisit (Sambrook
et al, 1989).

Total DNS izolalas E. coli és S. typhimurium baki@okbol 2 ml LB tapoldatban
novesztett éjszakas baktérium tenyészetet cerditfilg (1 perc 10000rpm) és JUOTE
pufferben (50 mM Tris pH8, 5 mM EDTA) felszuszpeldia A sejteket 30 percig jégen tartva
lizozimmel kezeltik (0,1 mg/ml végkoncentraciobanpjd 1/10 térfogat XBTE (50 mM Tris
pH7,5; 400 mM EDTA; 5 % SDS) és proteinaz-K (0,1 /mig végkoncentracioban)
hozzadadasaval 56C-on feltisztulasig inkubaltuk. A lizatumokat 1:1adayu fenol:kloroform
extrakcioval tisztitottuk, majd kétszer mostuk iéffogat kloroformmal. A DNS-t 1/20 térfogat
5 M K-acetat oldat hozzdadasaval 2 térfogat conodit kicsaptuk, 70 % etanollal kétszer
mostuk és vakuum alatt szaritottuk. A kész preparékat 10Qul TE pufferben oldottuk és -20
°C-on taroltuk.

Total DNS izolalas zebrahal embridkbakz 5-6 6ras embridkat 500ul SET pufferben (50
mM Tris pH 7,8; 100 mM NaCl; 20 mM EDTA; 0,5 % SDf8)szuszpendaltuk, és proteinaz-K-
val (40 ug/ml végkoncentracioban) 5&-on éjszakan at emeésztettik. A lizadtumokat 1:hyara
fenol:kloroform extrakcioval tisztitottuk, majd lezer mostuk 1/2 térfogat kloroformmal. A
DNS-t 2 térfogat cc. etanol és 1/10 térfogat 3 Madatat hozzdadasaval kicsaptuk, 70 %
etanollal kétszer mostuk, és vakuum alatt szanitot kész preparatumokat 00 TE pufferben
oldottuk, és -20C-on taroltuk.

A PCR reakci6ka5-50 pl térfogatban 2-2,5 mM MgGlagy MgSQ, 0,2-1 puM primer,
0,2 mM dNTP, valamint Taq, Pwo (Roche), Pfu (Fertag®) polimerazok felhasznalasaval
végeztik a gyartd utasitasa szerint. A reakcidkdhdzchne (UK) Progene, illetve az Applied
GeneAmp PCR System 9700 készilékeit hasznaltukiklusok paramétereit kisérleti uton
allitottuk be, figyelembe véve a templat DNS tutajdagait és a primerek hibridizalasi
hémérsékletét. A PCR reakcidkhoz, szekvenalashozn#tsaligonukleotidokat a 3.7. tablazat
tartalmazza. Az 180 végek mutageneziséhez megaprimeres PCR techBi&dtar and Sommer,
1990), a transzpozaz mutagenezishez OE-PCR-e(ldb, 1989) hasznaltunk.

A Southern hibridizaciokisérleteket és a DNS-probak jeldlését a Roche HBIR
Labelling and Detection Kit felhasznélasaval a tfyautasitdsai szerint végeztik. A DNS
mintakat 4 °C-on 20 mA aranteség mellett futtattuk 0,8 %-0s agardz gélen, nkelyazutan
Hybond-N nylon membranra blottoltunk 20x SSC oldatii3 M NaCl; 0,3 M Na-citrat pH7).
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3.7. tAblazat A kisérletekhez felhasznalt oligonukbtidok

Név Szekvencia (5’-3) Csatolasi hely
pUCfor CGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGAC pBSK (576-599)
pEMBL19 (3630-3653)
pUCrev ATTTCACACAGGAAACAGCTATGAC pSK (836-812)
PEMBL19 (3767-3743)
pGBfor AACTATCAGGTCAAGTCTGC pGB2 (3868-3887)
pGBrev GCTGTTCAGCAGTTCCTGCC pGB2 (170-151)
cats GTATCAACAGGGACACCAGGATTTA T8 cat(101-77)
903KmR5 TATCTTGTGCAATGTAACATCAGAGA T®03 neq67-41)
903KmRfor CAGTAATACAAGGGGTGTTATG Tro03 neq111-132)
903KmRrev CATCCAGCCAGAAAGTGAGG Tre03 neq(1170-1151)
neo5 AATAGCCTCTCCACCCAAGCGG Tmneo(209-188)
IS30seq261 TCTCCTCGCGCTCAGACAGTG 38(261-241)
IS30seq961 GACATCTAGAATTTACTGTCA I30(961-981)
IS30nco GACGCCTGCCATGGCGAAGGCTATG 8 (663-639)
IS30L GTTCGTCTCATTCAA IS0 (73-59)
ildi6 CCGAAAGAGATAATTGAAAGG 1IS30(1173-1193)
S3 CGGACTCGAGCCGCACCTGATCTGAAGGGA Shh locus (330(838)
S5 TAGACTCGAGCACAATGGACTATCATCGCC Shh locus (35568b)

A zebrahal embridk nevelését, injektaldé&tsterfield (1993) leirdsa alapjan végeztik. Az
injektdlashoz felhaszndlt transzpozdz mRN$it vitro allitottuk eb az mMMESSAGE
MMACHINE® SP6 Kit (Ambion) felhasznalasaval. Az ekjalt plazmid DNS-eket QIAfilter
vagy QlAprep Kitek felhasznalasaval tisztitottug,”N-az mentes vizben oldottuk. Az injektalo
oldat 10ul-re 1-2pg mRNS-t és/vagy 0,541g DNS-t tartalmazott.

A nukleotidsorrend meghatarozasiz ABI Prism 3100 Genetic Analyzer (Applied
Biosystem) késziléken végeztik a gyarto altal kikél és manual alapjan. A szekvencia
analizisekhez a Wisconsin GCG programcsomagot (@axest al, 1984) MultAlin (Corpet,
1988), PSIPRED (McGuffiret al, 2000), WebLogo (Crookst al, 2004) és a DNA tools
(Vlahoviceket al, 2003) programokat hasznaltuk.

3.5. Az IS30transzpozaz indukcidjanak vizsgalata

A transzpozazt termé&l plazmidokat (3.3. tablazat) transzformalassal tvide
elektroporélassak. coli, illetve S. typhimuriumbaktériumba juttattuk. A transzformansokat
megfeleb antibiotikumok jelenlétében 2 ml LB tapoldatban 90,4-0,5 értékig névesztettik,
majd a transzpozaz expresszidjat 0,5 mM IPTG haéstval 4-5 6ran keresztil indukaltuk. A
tenyészetekll SDS-es feltarassal total fehérjepreparatumot iketsiznk, melyet 12 %-0s
poliakrilamid gélen vélasztottunk el. A gélt CoomsiasBrillant Blue G250-nel festettik (Hames
and Rickwood, 1990).

A transzpozaz azonositasahoz az LKB NovaBlot kégzidlhasznalasaval immunoblottot
készitettik. A blothoz a Hybond-P PVDF membrantzhakuk. Az IS0 transzpozaz ellen
készilt primer ellenanyagot (Staldet al, 1990) Rolf Stalderél kaptuk. Az ebhivast a
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monoklonalis anti-nyul 1gG alkalikus foszfataz kegatum (Sigma), X-foszfat és NBT (Roche)
szubsztrat felhasznélasaval a gyartok utasitéapjaal vegeztik.

3.6. Intramolekularis transzpozicid

A transzpozaz expresszaldo plazmidokat elektropssala illetve transzformalassal a
kivalasztott gazdabaktériumba (MA1703, TG2, MDS}tgtiuk. A transzformansokba a
fehérjeindukcid ellefrzése utan bejuttattuk a transzpozaztesnmhzmidokkal kompatibilis
meérplazmidot. A transzformansokat a r&€rés a transzpozaztermieplazmid rezisztencia
markerére egyutt szelektaltuk. A Miplazmidok delécidés események kimutatasara alkaknasa
amely az IS0 két IR vége kodzott (SSD), vagy a transzpozicidstiv IR-IR kapcsolat és egy
kivalasztott target szekvencia kozott (TCT) jatskote. A delécid minden esetben egy
antibiotikum rezisztencia (altalaban &mgén vesztését eredményezi, amely mikrobioldgiai
modszerekkel kdnnyen detektalhatd. A transzpozaeiér és a méplazmidokat tartalmazoé
koléniakbdl éjszakas tenyészeteket ndvesztettlik)zhen a transzpozaz expresszidjat 10 uM
IPTG hozzdadaséaval indukdéltuk. A 17-20 ora elteltédONS-t izolaltunk a baktériumokbal,
melynek 1/20 részével MA1703 vagy TG2 sejteketszéormaltunk. A transzformansokat a
mésplazmidok azon rezisztencia markerére szelektaluddyet a delécié nem érintett (Ap
vagy Knf). Az eredeti (Cf) és atrendemlott (CnT) plazmidokat rezisztencia mintazatuk
alapjan ,replica-plating” felhasznalasaval valoghtt szét. Az atrendédott termékek
struktaragjat (parhuzamosonként legalabb 5 darabes}rikcios hasitassal elkénmztik. A
transzpoziciés gyakorisigot az Aatreridtt termékeket tartalmazé (altalaban Tm

baktériumok), illetve az 6sszes transzformans hdwgaként hatdroztuk meg.

3.7. Intermolekuléris transzpozicié vizsgalata Gmérsékletérzékeny target plazmidok
felhasznalasaval

A ts replikacios origéval jellemezhepSC101-alap target (Sp/Sna transzpozazterniel
(ApF vagy KnT'), valamint a transzpozondonor (Rmagy AgY) plazmidokat egymast kot
elektroporalasokkal MA1703 sejtekbe juttattuk. Aangzformansokat az utolsé lépésben
mindharom plazmid rezisztencia markerére (Sp/Sm,, K&p) szelektalva novesztettik.
Kisérletenként 4-6 telepet 2 ml LB + Sm + Km + Agpdldatban 5 6ran keresztiil 30°C-on
(ODeog 0,3-0,5) inkubaltunk. A transzpozaz expresszjdtriM IPTG hozzdadasaval indukaltuk
tovabbi 3 oran at tartdé névesztéssel. A tenyéseeiitarget €s a donor plazmidok rezisztencia
markereire szelektalva (LA + Sp/Sm + Ap vagy LA p/Sm + Km) 30 és 42 °C-on titraltuk. Az
antibiotikumok jelenlétében 30 °C-on minden olyaijt Képes teleppéoni, amely tartalmazza a
donor és target plazmidokat, mig 42 °C-on csak &éplesek koldniat képezni, melyekben fazid
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alakult ki a két replikon kozott. A transzpozicigyakorisagot a 42 °C-on és 30 °C-on
meghatarozott baktérium titerek hanyadosaként sité@knoA flazidés plazmidok struktarajat

restrikcids vagy PCR tesztekkel eléeiztik.

3.8. Transzpozicios célszekvenciak izolalasa a pO3m plazmidon

A pOX38Km target (Kfl) és a pMSZz309, pMSZ310, pMSZ313, pMSz87C donor
plazmidokat (Af) S. typhimurium MS1883 torzsébe elektroporaltuk. A Kt
transzformansokat Km + Ap tartalm( taptalajon daaéleuk, majd 4-5 telepet éjszakan at
novesztettiink. ASalmonellatenyészeteket LA taptalajon FG90 (T¢) illetve HB101 (Srf)
baktériumokkal konjugaltattuk. 8 ora elteltével aktériumpazsitot fiziolégids sodoldattal
lemostuk, és a szuszpenziot kulonbdagitasokban LA + Km + Tc/Sm, valamint LA + Km +
Ap +Tc/Sm taptalajra szélesztettik. A Km + Tc/Sntalanu taptalajon kialakult koloniak a
transzkonjugansok titerét, mig a Km + Ap + Tc/Srptafajon feldtt telepek azoknak az
integransoknak a titerét mutatjdk, melyekben a doplazmid integralodott a konjugativ
plazmidba. A transzpoziciés gyakorisdgot az integréés a transzkonjugans titerek
hanyadosaként szamoltuk.

Ahhoz, hogy az integracids helyek szekvenciajat maggozzuk, DNS-t tisztitottunk a
fuziés plazmidokat tartalmazB. coli sejtekldl. A DNS-eketPst endonukleazzal hasitottuk,
melynek nincs felisméhelye egyik donor plazmidban sem, de a pOX38Kmetaptazmidot 5
kbp-nal kisebb DNS fragmensekre darabolja. A h#sitDNS populaciét T4 ligaz
felhasznalasaval ligaltuk, majd TG2 sejtekbe triorszaltuk, szelektalva a donor plazmid (Bp
markerére. Az inszercios helyek szekvencigjat 18GR61 és pUCrev primerek felhasznalasaval

hataroztuk meg (Id. 4.4 abra).

3.9. Transzpozicios fuzié vizsgalata R408 transzduaidval

A mobdszer a pEMBL és pBluescript vektorok azon jtdasagan alapul, hogy
tartalmazzak az f1 fag replikacios origojat, s fgggfeleb helper fag (pl. R408) segitségével
egyszalu DNS-ként fag részecskékbe pakolhatok. If&zas felhasznalasaval a transzpozicios
termékek egymastdl elkilonitve, egyedi klonkéntallmtok és vizsgalhatok.

A Km® génnel jellemezhétdonor (pMSZ184, pMSZ185, illetve pAW1039), valamaz
Ap" markerrel és f1 origéval rendelketarget plazmidokat (Id. 3.5. tablazat) egymasteksv
transzformalassokkal TG2 sejtekbe juttattuk. Ketériként 5-5 telegd folyamatos szelekcio
mellett (Km, Ap) éjszakas tenyészeteket ndvesztkt®¥ °C-on, melynek 1/10-ét 2 ml 2YT +
Km + Ap tapoldatba oltottuk, €s 30 perces inkubai#n R408 faggal fefztik (m.o0.i>10). A

fertozést koveten a baktériumkultirat 5-6 oran keresztil noves#etmajd a sejteket
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centrifugalassal eltavolitottuk (5 perc, 12000 rpf¥agszuszpenziot 80 °C-on tartottuk 1 oran
keresztll, hogy a feliliszoban maradt baktériumohkiégszabaduljunk. A faglizatumokkal
exponencidlis novekedési fazisban déVG2 sejteket (OBys 0,5-0,7) ferdztink (0,2 ml
baktérium + 0,1 ml fag szuszpenzid), majd par pentkubacio utan a baktériumokat kilonboz
higitasokban szelektiv (LA + Km + Ap illetve LA +p) taptalajra cseppentettik. A két marker
egylttes transzdukcidja csak akkor torténhetett, rhagazok egyetlen DNS molekulan, azaz
fuziés termékben voltak jelen. A transzpoziciésdigyakorisagat a Kfh+ ApR, illetve az A
transzduktans titerek hanyadosaként szamoltuk. AR KmAp® telepekisl plazmid DNS-t

izolaltunk, és strukturajukat restrikcios hasitassasgaltuk.

3.10. Az x1-3 régi6 beépitése 8. typhimuriumgenomjara

Az integracidhoz a TiD alapu mutagenezis rendszert hasznaltuk, amelyowsag
gyakori, stabil inszercios mutaciokat eredményezr(eto et al, 1990). A mini TdO
transzpozont tartalmazé pMSZ403 plazmidot (3.2atAdt) ebszor S-17 X pir) E. coli sejtekbe
(3.1. tAblazat) transzformaltuk. A transzpozon 80BKm" génnel kapcsoltan hordozza $g
Or1-3 operator régiogjat, mig az18transzpozaz tac promotékra transzpozontdl elkilonitve
expresszalodik. A plazmidot konjugacioval juttatt@&k typhimuriumMS1883 sejtekbe. A
konjugaciohoz a donor S-17 és a recipiens MS188aszeteket 1:1 aranyban 6sszekevertik és
6 o6ran at LA taptalajon 0,01 mM IPTG jelenlétébaekubaltuk. A baktériumokat fiziol6gias
sboldattal mostuk le a taptalaj felszifiémajd kilonb6dd higitasokban M9 + Km taptalajra
szélesztettik. Mivel az S17-1 nem tud minimal t&pda osztddni, az R6K-alapu plazmid pedig
nem tud MS1883 sejtekben replik&lodni (suicidegre#9 + Km szelekcié mellett csak azok a
S. typhimuriunsejtek fejodhetnek koldnidva, melyekben a miniIlnntegralddik a genomra. A
amely azonban az osztddasok réven a donor plazmedpaitt kihigul a sejtekid. Egyszeri
atoltds utan tiz K teleplsl genomidlis DNS-t izolaltunk, melyben az inszekciézamat
Southern hibridizacioval elléniztik.

3.11. Gélretardacios kisérlet

A bandshift kisérletekhez a wt 38 transzpozazt a pMSZ178tr (3.3. tablazat)
expresszaltattule. coli ER2504 (DES3) torzsében. A fehérje tisztitast NiANdgardz oszlopon
(Qiagen) a gyarto utasitasa alapjan végeztik. 80 tnszpozaz N-terminalis részét (1-134 aa)
a pAW387 plazmidrol és szarmazékaikrol termeltetidikiehérje tisztitasat Stadler (Stadér
al., 1990) mddszere szerint végeztik. A transzpozpmeesziot és a tisztitds hatékonysagat SDS
poliakrilamid gélen, illetve Western blottal eltgiztik (Id. 3.5 fejezet). Az 180 transzpozéz
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célszekvencidit (3.5. tablazat) tartalmazé DNS agatkat PCR reakciokban amplifikalt{y
3P| dATP-vel jeldlt pUCrev és jeldletlen pUCTor, illet [y->*P] dATP-vel jel6lt neo5 és cat5
primer parok jelenlétében. A radioaktivan jelolt ®Nzakaszokat (500 cpm) 3Z-on 30 percig
inkubaltuk az IS0 transzpozéazzal vagy annak N-teminalis fragmentjévkeug/reakcio) 10 mM
Tris pH8, 10 mM KCI, 1 mM EDTA, 1 mM DTT és 1ug paldC jelenlétében. A mintakat 4
°C-on, 5 % poliakrilamid gélen, TBE pufferben valasuk el. A detektalast Storm840 készulek

(Amersham) felhasznélasaval végeztik.

3.12.In vitro transzpozicio tisztitott 1IS30 transzpozaz felhasznélasaval

Az in vitro reakciokhoz az I®0 transzpozazt a pJKI380 plazmidrdl (3.3. tablazat)
expresszaltattulE. coli ER2504 (DE3) torzsében. A fehérje tisztitast a NEBPACT ™-CN
(one-step purification of recombinant proteins gsia self-cleavable affinity tag) Kit
felhasznalasaval végeztik a gyarto utasitasaiaalapj

A tisztitott transzpozézt (~0,bg) 30 °C-on, 1 6ran &t inkubdltuk a transzpozondonor
plazmidok (pMSZ85, pMSZ88, pMSZ55, pMSZ59, pMSZpK|SZ125, pMSZ483, pMSZ524)
~0,5ug-jaival 10 mM HEPES pH8, 10 % glycerol, 50 mM Na&SI10 mM MnCl jelenlétében.
A transzpozaz negativ reakcidkba csak a fehérjgdpigfferét (20 mM HEPES pH8; 0,1 mM
EDTA,; 0,1 % Triton X-100; 150 mM NacCl; 27 mM DTT)értik. A DNS-t a PCR Purification
Kit (Qiagen) felhasznélasaval valasztottuk el a&f@®6l, majd restrikcios hasitassal, illetve PCR

felhasznalasaval analizaltuk.

3.13. Primer extenzids kisérlet

Az in vitro transzpoziciés reakciokbol visszanyert DNS-eBstYl enzimmel kezeltik,
amely a pMSZz358, pMSZ416, és pMSZz522 plazmidokakbp-nal kisebb szakaszokra
darabolja. Az enzimet 80C-on inaktivaltuk. A DNS populaciot 2,5 térfogat. @tanollal 0,1
térfogat 3 M Na-acetat jelenlétében kicsaptuk, 76té&hollal kétszer mostuk, beszaritottuk, és 5
ul vizben feloldottuk. A DNS-eket (~0,hg/reakcid) 2 percig 94C-on denaturaltuk, majd
hozzamértik dy-32P] dATP-vel jelslt cat5 primert 0,1 pM koncentracidb# csatolast 55C-
on 2 percig, a szintézist 2 mM Mg$@s 0,5 mM dNTP jelenlétében 5 u Pwo polimeraz
felhasznalasaval 72C-on 10 percig végeztik. A pMSZ416 szekvenalaspt’aP] dATP-vel
jelélt cat5 primerrel a Sequenase Version 2.0 DN&guencing Kit (USB) felhasznaldsaval
végeztik. A DNS darabokat 1800V-on valasztottuk 624 poliakrilamid + 8 M urea gélben.
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4. EREDMENYEK

4.1. Az 130 transzpozaz funkcionalis vizsgalata

4.1.1. Az 180 csaladba tartoz6 transzpozazok szamitégépes anadiz

Szamitdgepes programok felhasznaldsaval debgtink nyilt arra, hogy meghatarozzuk az
IS30 transzpozaz masodlagos térszerkezetét (7.1. ®iggedmit 6sszehasonlitottunk az305
csaladba tartoz6 transzpozazok aminosav szekveak#s prognosztizalt térszerkezetével (7.2.
fuggelék). Az egymas ala rendelt szekvenciak itiesz tobb disen konzervalt régiot is kiemelt,
melyekhez meghatarozott fehérje struktira, éseatighebleg alapvei transzpoziciés funkcio is
kothet. A legnagyobb homoldgiat a fehérjék C-terminadbszén talaltuk (300-500. pozicid),
amely a katalitikus D, D, E aminosavakat is tartra. Ugyancsak nagyméntiékasonlosagot
lehetett megfigyelni a transzpozazok elején (100-¥®zicid), ahol a masodlagos szerkezetet
prognosztizalé program 90 %-0s bizonyossaggal eggzablu-hélix (H) és egy-hélix-turn-o-
hélix (HTH) motivumot emelt ki. Mivel a HTH strukifik nagyon sok fehérje esetén — beleértve
transzpozazokat is — szekvencia-specifikus DNS dabiigen vesznek részt (Harrison and
Aggarwal, 1990), igy felmerllt annak lebsége, hogy a szoftver altal azonositott konzervalt
hélixek az IR végek megkotését végzik, amely minttanszpozaz kdzOs sajatossaga. Négy
IS30 csaladtagnal, kdztiik az38-nal is a konzervalt HTH éit azonban addiciondlis hélixeket,
illetve egy HTH motivumot is ki lehetett mutatnO¢80. pozicio), ami tovabbi DNS koétésre utal.
Az 1S30 jol jellemzhet célszekvencia specificitasa okan felmeriilt anrellebsége, hogy a
transzpozaz elején talélt addiciondlis HTH a temates target szekvencidk, azaz a HS-ok

felismerésében vesz részt.

4.1.2. A HTH motivumokban mutans IS0 transzpozazok jellemzése
Az N-terminalis régiéban éforduld6 HTH motivumok célszekvencia felismerésének

vizsgélatara pont- és delécids mutans transzpoaéatikottunk eb.

HTHI , H . HTH

DelHTH1 E66P | A8IP | R93P

((((I((C(Oz(((@((%((ﬁ(( —

JORNRGR--

‘RER
SRELRRHS

Mutaciok: E{P . A27P
IS30 MRRTITAEEKASVFELWKNGTGFSEIANIL f%(P(\L FIMLRD---TGGIKPHERKRAVAHLTLSEREETRAGLSAKMS TRATATALNRS)
IS1513 MRSYAGSDIVERLMRRWCLCQIQARSWGKDSVMPAPMKTIOAVDGFPSGVFDKHALVGRGRRITVEDRVAIEAGCRVGDSARAIAQKINRI
IS1655 MSYTOLTOGERYHIOY-LSRHCTVTEIAKQLNR!
Is18 MKKYTQLSQDERYETIYATLKSKG: \SLVRELGR:

I51086 MT?T‘KYCQLOPTENVRITT WKAEDVSLRAMARRL GR]-\DS LM ’R.d _RRNATA--
60% KONSZenzus ——=——=—===—mmmmmmmmmmmmmm e y-GLt--ER--I-a-1----5-raia--1nR—-Sti-RE——Rn-----

4.1. abra Az IS30 transzpozaz N-terminalisanak masodlagos térszerkezete és mutagenezise.

Az 1S30 csaladba tartozo 5 kiilonboz6 transzpozaz szekvencia illesztése, és konszenzusa. A 100%-ban konzervalt
aminosavakat sziirke oszlopok szemléltetik. Az a-hélixeket felépité aminosavakat ovalisokkal, az IS30 transzpozaz a.-
hélixeiben kozponti szerepet jatsz6 aminosavak cseréit az ovalisok felett jelltiik.
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Delécioval eltavolitottuk az addicionalis HTH1 matinot az IS0 transzpozaz elejér mig a
pontmutaciokat gy terveztik, hogy azok egy-egyxti#s prolint eredményeztek a program
altal valGszifisitett hélixek kozepén (4.1. abra). A mutansok fipimalasara genetikai és
biokémiai megkozelitést alkalmaztunk.

Gélretardacios kisérletben (3.10. fejezet) vizeffath mutans fehérjék kotését az30S
végekhez, illetve a genomi inszercids helyek alappntetizltatott HS szekvencidhoz (GOHS).
A HTH1 mutansok (E15P, A27P, delHTH1) és a kozbihglix mutans (E66P) a vad (wt)
transzpozazhoz hasonléan kototte a20l&rminalis végeit, mig a HTH2 mutansokkal (A81P,
R93P) nem tudtunk gyenge koélcsonhatast sem kimugatitanszpozaz és a 26 bp-os RIR
szekvencia kozott (4.2. dbra). A GOHS szekvencigkitgsére iranyuld kisérletek viszont
eredménytelenll végdtek, mivel még a wt B transzpozaz jelenlétében sem sikerllt
specifikus DNS koétést detektalnunk (Nagy, 2004).

I HTH1 I H I HTH2 | 4.2. abra AHTH mutansok szerepe az IR végek kdtésében.
: E 5 A gélretardacios kisérlethez az IS30 transzpozaz N-
terminalis darabjat (1-133 aa), és a “*P-vel jelolt 26 bp-os
RIR véget hasznaltuk (3.11. fejezet). A HTH mutaciokat a
gélkép felett jeloltiik. A transzpozaz altal nem kotott RIR
szekvenciat nyil, mig a DNS-fehérje komplex jelenlétét
vonal jelzi.

delHTH1
E15P
A27P
E66P
RIO3P

wt

b
1§k
transzpozaz-IR “ H H
komplex “ !

szabad IR mEp>

Az in vitro kotési kisérleteket kown in vivo rendszerekben vizsgaltuk a GOHS
szekvenciaba, illetve az 38 végek mellé iranyuld transzpoziciés eseményéforlulasat. A
kisérletekesS. typhimuriumMA1703 baktériumban végeztik, melynek kromoszéraajg. coli
genommal szemben nem tartalmaz aktiB0l&opiakat (Cassadeust al, 1999). A HTH
mutaciokat hordozoé transzpozazokat promoterél expresszaltattuk egy colEl replikacios
origoval rendelkez plazmidrdl (Id. 3.3. tablazat). Intra- illetve @mtnolekularis kisérletekben
mertik a delécios- és inszercios események gyalgatis Az intramolekularis kisérletben (Id.
3.6. fejezet) hasznalt niglazmidok egyetlen DNS molekulan tartalmaztak adrpoziciésan
aktiv RIR-LIR kapcsolatot, valamint a targetkéntnKaionalé 180 véget vagy a GOHS
szekvenciat (4.3. A, B abra). A transzpozaz inddjkti kbveben deléciét generalt az
0sszekapcsolt @ végek és target szekvenciak kozott, ami a klorarkdd rezisztenciagén
(CmMR) vesztését eredményezte. A muténs transzpozazoktésat a Cm delécios termékek
eléfordulasanak gyakorisagaval jellemeztik. Az intdekolaris kisérletben (Id. 3.7. fejezet) az
0sszekapcsolt IR végeket, illetve a transzpozic#szekvencidkat (49R vég, illetve GOHS)

kulon replikonokon helyeztik el (4.3. C, D abra)ivMl a target plazmidok replikacioja
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hémérsékletfiigg (ts), ezért a donor és target plazmidok egylttetekcioja mellett, 42°C-on
csak azok a baktériumok tudnak koloniavaskjii, melyekben fuzié alakul ki a két s#llDNS
kozott. A HTH mutans transzpozazok aktivitasat aC4an és 30°C-on mért baktérium titerek
aranyaval jellemeztik. A transzpozicidos gyakorigafjoa 4.3. dbra E és F diagramjai

szemléltetik.

A Intramolekularis C Intermolekularis E IR végek mellé iranyulé transzpozicié
transzpozicio transzpozici(’)

s O intermolekularis transzpozicié M intramolekuldris transzpozicio
m
PZNA124 pZNA40 i pZNA148 9
=4 < s 240

on
»n
=
£ 30
<
delécié lintegrécié 2 2.0
g Lo
=00
= £ SIS S S
. @&&Q \6{5'\ & &
4 z\‘z‘
¥
F Transzpozicié a GOHS szekvenciiaba
= Km" F Sors” ™
penA 3 PZNA40 i pZNA133 9 Ointermolekuléris transzpozicié M intramolekularis transzpozicio
Al Cm* (5 Sp/Sm* P p

— N
wn O

relativ gyakorisag
S
S W O
A

ldeléci(’)

crer

(A B) Az intramolekularis kisérletben hasznalt meroplazmidok és transzpozicids termékeik sematikus abrazolasa. A
PZNA124 és pZNA127 méréplazmidok tartalmazzék az IS30 6sszekapcsolt IR végeit (fekete és fehér haromszogek egy
téglalapban) aCm" gént (sziirke téglalap) valamint a 49 bp-os jobb IS30 véget (49R) illetve a GOHS szekvenciét (csikos

delécios termekek képzddéséhez vezetett. (C, D) Az 1ntermolekularls kisérletben hasznalt plazmidok és transzpozwlos
termékeik abrazolasa. A p15A replikaciés origoval (fekete kor) rendelkezd pZNA40 donor (vékony vonal) a RIR-LIR
kapcsolatot, mig a hdmérsékletérzékeny replikacios origoval (fehér kor) jellemezhetd target plazmidok (szaggatott vonal) a
49R véget vagy a GOHS szekvenciat hordozzék. A transzpozéaz indukcid fuzids replikonok képzddéséhez vezet. Az
oszlopdiagramok az IR végek mellé (E) és a GOHS szekvencidba (F) irdnyul6 inszerciok gyakorisagat szemléltetik. A HTH
mutans transzpozazok aktivitasat wt transzpozaz gyakorisagi adataihoz hasonlitva abrazoltuk. A tényleges transzpozicios
gyakorisagokat az intramolekularis reakcioban a Cm® deléciés termékek, mig az intermolekuléris kisérletekben a fiizios
plazmidok képzédésének gyakorisaga alapjan szamoltuk (1d. 3.6. és 3.7. fejezet).

Akar az intra-, akar az intermolekuléaris kisérletelatait tekintjik, azt allithatjuk, hogy a HTH2
prolin mutansok (A81P, R93P) nem tudtak beépulésgdmeeralni sem az IR végek mellé, sem a
GOHS szekvencidba. A kdzbélkélixben mutans transzpozaz (E66P) bardretp aktivitasat,

de a wt transzpozazhoz viszonyitva 4-5-szor kigglakorisaggal inszertalodott mindkét target
szekvenciahaA HTH1 motivumban sérilt transzpozéazok (delHTH15E, A27P) az IR végek
mellé tortéid beéplléseket katalizaltdk, de nem tudtak az Oapeshklt IR végeket a GOHS
szekvenciaba irdnyitani. Eredményeink tehat igakokh szamitdgépes szekvencia analizis
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alapjan felallitott hipotézisiinket, miszerint ansapozaz elején talalt HTH1 az 3B HS
felismerésében jatszhat 1ényeges szerepet, migH2HE IR végek megkotésében vesz részt, s
igy mind a HS-targetinghez, mind aB®Bvégek mellé tortéhinszerciohoz szikséges.

4.1.2.1. A HTH1 delécios transzpozaz célszekvenélasztasanak vizsgalata

A HTH1 mutans transzpozazok célszekvencia valagatds jellemzéséhez szamos
flggetlen inszerciés helyet kellett megvizsgalnuAk. inszerciokat a pMSZ309 plazmiddal
hoztuk létre, amely a delHTH1 transzpozaz expréfsziaz IR végek kapcsoltatasaval
létrehozott pnc (Dalrympleet al, 1987) promotefil biztositja. A kisérleteke$. typhimurium
MS1883 torzsében végeztik egy 38 kbp niékenjugativ plazmid (pOX38Km) jelenlétében.
Az integracié a pOX38Km plazmidra olyan fuzids tékeket eredményezett (4.4. 4bra), melyet

konjugéacioval elkulonitettiink a sailblazmidoktol (Id. 3.8. fejezet).

m pOX38Km 4.4. abra A delHTH1 transzpozidz célszekvencia valasztisanak
meghatarozasa.
NI ST i

i = A HTHImutans IS30 transzpozazt expresszaldé pMSZ309, és a
' pOX38Km target plazmidok sematikus struktiraja. Az Ap" + Km"
flzios plazmidokat konjugacidoval valasztottuk el a  sziiloi

replikonoktol. Az integracios helyek szekvenciajat IS30seq261 (i), és

In pUCrev (ii) primerek felhasznalasaval hatdroztuk meg.
) |

<.
n

lintegrécié

Amig a delHTH1 transzpozaz a wt transzpozazhozrhéan 1-5x10 gyakorisaggal generalt
inszerciokat a target replikonba, transzpozaz [@bag nem tudtunk faziés plazmidokat izolalni
(< 4x10°%. Az inszerciés helyek szekvencidit a 4.1. és 4&hlazatok tartalmazzak. A
szekvenciakat ugy rendeztik, hogy az inszercié nsamgegduplazédott bazisok azonos
poziciokba kertiltek, és a TD jobb oldalar® egarnyi szekvencia mindig az integralédott IS
elem RIR végét hatarolta. Ebben az elrendezéshsgaliuk a bazisok &ordulasi gyakorisagat
az egymast kovétpozicibkban, ami a wt transzpozaz esetén egy 2dsbgzimmetrikus, a
szarnyi régiokban AT-gazdag konszenzus szekve(ClaDX) eredményezett (4.1. tdblazat). A
ClpOX 73-76 % egyezést mutat a genomi, valamintaamid és fag inszerciokbol szarmazo
konszenzusokkal (Olast al, 1998). A ClpOX egyes pozicidiban 40-90 %-ban fidmdk eb
konzervalt bazisok, ahogy a CIG (genomi inszerdidkszenzusa) és CIP (plazmid és fag
inszerciok konszenzusa) szekvenciaknal is tapadktaKeét pozicidt kétféle bazis alternativ
jelenléte jellemez, mig tovabbi két pozicioban nkahetett konszenzust megallapitani. Az
egyedi inszercidés helyek 41-72 % egyezést mutaindkpOX, 50-68 %-t a CIG és 57-67 %-t a
CIP konszenzusokkal.
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A wt 1S30 célszekvenciai Izolatum llleszkedés a ClpOX, CIG,

neve és CIP konszenzusokhoz
A
szarnyi target- SBAr
régio duplikéacio gié CIpOX CIG CIP

.......... S e Kemmm e m =

TGAagAAat CA tc cGcgaTgTaCt — mszts26 11/22  14/22 14/21
TcAaAAAGG g AT gGlgaaTacCg  mszts25 13/22  13/22 13/21
TGACAct GECg Gg Tt TgTTcTTta mszts2l 14/22  14/22 14/21
TGAaAAAGGCT AT gaatcTTTTCc  msztsl8 17/22  15/22 14/21
gacGgAACGCA Gg TGTcTTTTcCg msztsl? 15/22  11/22 13/21
TGACgAAGCCT AT cGccaTTgcac  msztsl4 14/22 15/22 14/21
CGAGAAcat gT Ac TGTacTgTTaa msztsl3 13/22 10/22 12/21
cGyCGgAAGGaA GT gGTt TTTTatc  msztsl2 15/22 12/22 13/21
CGAGAAcat gT Ac TGTacTgTTaa msztsll 13/22 10/22 12/21
TaAt gAAcaCA Ga accaTgaTgtg msztslO 9/22  11/22 12/21

B
éjIéA~AAéeIc¢ a Gk éITIégﬂ
-12 +12 poziciok
B ¥y szimmetria
TGAGAAAGCCW RT TGINnTTTTTCn ClpOX — inszercios helyek konszenzusa
C

TAAAAAWGECn RY CCCnWITTTTA  CIG

TGAGAAAGGOW RT TGTRTTTTTCn  ClpOX 16/22 16/21

CIP

4.1. tdblazatAz 1S30 inszerciok konszenzus szekvenciaja a pOX38Km pldam

(A) A konszenzus készitéséhez felhasznalt integradiéek szekvencigja. A
szlinetekkel elvalasztott kozépkét bazis az inszercié soran duplikalédott szeki&n
(target duplik&cid) jeldli. A bal oldali szarnyiedzvencia az 130 bal végét, a jobb oldali
a jobb végét hatarolta a fuziés termékekben. A \smadiakat mindig 53’ iranyban
tuntettiik fel. Alahlzéassal a kétszer azonositaitatumokat jeloltik. A nagybék a
CIpOX konszenzussal megegyeza kiemelt bdik a target duplikaciéra szimmetrikus
bazisokat jeldlik. A tortek az egyes izolatumoklsmmciainak hasonlésagat mutatjak a
CIpOX (a pOX38Km inszerciok alapjan készilt konszes), a CIG (a genomi inszerciés
helyek alapjan késziilt konszenzus) és a CIP (&$4gazmid inszerciok alapjan készult
konszenzus) konszenzusokkal. Minden esetben a é&omsgsal megegyé&zbazisok
szamat hasonlitottuk a konzervalt poziciok szamah@& Az inszercids helyek
dsszehasonlitasa alapjan meghatérozott ClpOX komesgeA konszenzus szekvenciat a
CIG és CIP dallitasanal alkalmazott kritériumok alapjan kédsite (Olaszet.al., 1998).
Konzervaltnak tekintettiink egy bazist, ha az agatticiéban legalabb 40% volt az
eléfordulasi gyakorisaga. Alternativ bazisokat akkikabmaztunk (W: A vagy T; R: A
vagy G; Y: C vagy T; n: nincs konzervalt bazis),ah&ét bazis gyakorisaga egyittesen
elérte a 70%-ot és egyenként is megkdzelitetteda-df) Sziirkével a minimalisan 60%-
ban konzervalt nukleotidokat jeldltik. A target tik@iciora szimmetrikus bazisokat
kiemelt betitipussal, valamint vonalakkal jel6ltik. A szekverlogot a WebLogo
programmal (http://weblogo.berkeley.edu/logo. a@ijtottuk eb. (C) A CIG, a CIP és
ClpOX konszenzusok 8sszehasonlitasa. Két pont éldfils egyezést, egy pont az
alternativ bazisok valamelyikével val6 egyezésdiliel

Amig a wt transzpozaz jelenlétében mindig 2 bp Ta&xonositottunk, a delHTH1 transzpozaz
katalizalta inszerciok soran a célszekvencia 3 egsran duplikalodott. A TD alapjan egymas

ala rendezett inszercios helyek kdzo6tt 60 %-nalobly egyezést csak négy pozicioban lehetett
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kimutatni (4.2. tablazat). A 47 bp hosszu konszerszekvencia mindéssze 27 %-0s egyezést
mutat a wt transzpozaz targetvalasztasat jeltle@ipOX konszenzussal, és az egyedi inszercios
helyek kilon-kilon is legfeljebb 50 %-ban hasonidtaa ClpOX, a CIG és CIP szekvencidkhoz.
Mindezek alapjan azt mondhatjuk, hogy HTH1 motivwetiavolitasaval a transzpozaz

targetvalasztasa véletlenshat valt.

A delHTH1 transzpozéaz célszekvenciai Izolatu  llleszkedés a ClpOX, CIG,
m neve és CIP konszenzusokhoz
A
TD CIpOX CIG CIP
cagaaaGagaaAAccCTgGgt G GaG acTgAt acaGgaAgaCaaAcgc  mszts2 5/22 6/22 5/21
t at Gagcgt gGAgagCTt Gt G aTG TCCTgt gggCGggAact gGAATG  mszts3 9/22 8/22 9/21
at g& Tat ct GAAcgCTgaagG GgG Tt TTccagcacctgtt TctccG  mszts4 4/22 2/22 2/21
t GccaTGCgt tt At aCgaat Cc ¢ TG TGIcAgt at cgt AagCcGgATG mszts6 9/22 9/22 11/21
t Gattat CcgGCACct Ct &GgCa cTt cCGCcAgat gt cgAt ggTccATG  mszts8 7122 12/22 12/21

ccgccgaggcGAAGCTcGgge Gge geCectgecccG cccaCcaggTe mszts53 4/22 7/22 5/21
gac@ TaCt gaCccgCCaGaCt cgc cCGCTttcgcect ggt cgTGAAGG msztsh5 9/22 8/22 8/21
gGaCGccGgaaGCg& gt GaCG GaG gcagAagaaGaacgcCTGAACG mszts56 4/22 8/22 6/21
gG& GcTGCt aBGCglecgCg& gt GIt Tt TTt at agGat Accget AggG mszts59 9/22 6/22 7/21

B
-22 +22  poziciék
nGIGhTGCNnGVAGICYNGNCG GTG TGYTANNNNGInANNCTGAATG inszercids helyek konszenzusa

TGAGAAAGGOW RT  TGTnTTTTTCh ClpOX

4.2. tablazatA delHT1 transzpozaz target szekvenciai a pOX38Kammidon.

(A) A jelolések megegyeznek a 4.1. tdblazatban h#takkal. A sziinetekkel elvalasztott bazisok a TBljk. A
bal oldali szarnyi szekvencia az3®bal végét, a jobb oldali a jobb végét hatarolféadcs termékekben. A nagy
betik a konszenzussal megeg§dzazisokat jelzik. A tortek az egyedi szekvenci&knaClpOX, a CIG, és a CIP
szekvencidkkal val6 hasonlésdgat mutatjd) A konszenzus hasonlésadga a wt transzpozéz taédasztasat
jellemz’ ClpOX konszenzussal. A konszenzust a CIpOX, a €$G CIP szekvenciakéallitasanal alkalmazott
kritériumok alapjan készitettik (Id. 4.1. tablazafgirkével a 60%-ban konzervalt bazisokat, aladsalaés
kiemeléssel a szimmetrikus poziciokat, mig pontbkkszekvenciak kdzotti egyezést jeloltik.

4.2. Az IS0 target specificithsanak moédositasa fuzids transzpazok
felhasznalasaval

Bizonyos rekombinazok, igy egyes endonukleadzok viatggrazok specificitdsa ismert
DNS ko6 fehérjék fuzidjaval megvaltoztathatd (Kadh al, 2005). Annak eldéntésére, hogy az
IS30 targetvalasztasat lehet-e moébdositani, a transzpoza L fagbdél szarmazé
hémeérsekletérzékeny (ts587) cl represszorral fuztattak. A represszor fehérjét Leu és Gin
aminosavakon keresztll csatlakoztattuk a transzpGzéermindlis részéhez, s a fazios fehérjét
tac promoétert hasznalva expresszaltattuk. Kimutatth&gy a fazids transzpozaz 30°C-on
immunitast biztosit a baktériumsejteknek g ferttzéssel szemben, amely bizonyit6 &m@jra
nézve, hogy a fuziés fehérje felismeri a cl remges&dBhelyét (Pabo and Lewis, 1982; Jordan
and Pabo, 1988). Ahhoz, hogy megallapitsuk, hodybad transzpozaz képes-e inszerciokat

irdnyitani a represszor kiftelyének kdzelébe, a fuzids enzimet expresszalo4i8& donor €s a
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pMSZ176 target plazmidokat TG2 sejtekbe juttattdls( A abra). A pEMBL19-alapu target
plazmid a cl represszor Kiftelye ¢ fagbdl izolalt 1-3 szekvencia) mellett hordozza az f1 fag
replikaciés origdjat, s igy egy helper fag segiés fag partikulumokba csomagolhato.
olyan fuziés replikonok kégzinek, amelyek R408 transzdukciéval elvalaszthatékzabi
replikonoktdl (3.9. fejezet). Az integraciés helyeloszlasat restrikcids térképezéssel, mig az
inszerciok pontos helyét szekvenalassal hataromtag. Amig a wt transzpozaz jelenlétében
egyaltalan nem tudtunk fuziés plazmidokat izoldki2,5x10%), a hibrid enzim 1,5+0,9x1D
gyakorisaggal integralta a RIR-LIR kapcsolatot abniazé donor plazmidot a pMSZ176
targetbe. 53 restrikciosan megvizsgalt transzpozitermék kozul 31-ben azgO3 régid 400
bp-os kornyezetében helyezkedtek el az inszercibkg 22 esetben it tavolabbra
térképeddtek (4.5. B abra).

A
] - 4.5. abra A cl represszorral flzionaltatott 1S30
kn'  pMSZI84  cm El:t)lsz/i)ozfz%z !<,ata1izéltatrans;pozicié. 1o oMSZ184
- uz10s transzpozazt expresszalo p 5
IS30 ORF-A |el 2 . . P crr P
m 10,13 valamint a cl represszor operator régidjat tartalmazo
eramsinssclls pMSZ176 plazmidok sematikus struktirdja. Az O,1-3
ranszpozici , e v . . v oy .
3 fazié operator régiot fekete négyzet jelzi. A fuzids plazmidokat
o1s R408 transzdukcioval valogattuk ki a transzpozon donor
4 - 5] és target plazmidok koziil (3.9. fejezet). Az integraciok
m pontos helyét restrikciés és szekvencia analizissel
i hataroztuk meg. (B) Az integracios helyek eloszlasa a
Zissore» target replikonon. A fehér négyzetek az inszercids
események helyét, és szamat mutatjak.
B
: it %ﬁ
m)
@ 2 1 363 730 1 &%

Az inszercids helyek szekvenciaja bizonyitotta, yhagfizids fehérje szabalyos transzpozicios
beépiléseket eredményezett a wt transzpozazrmpéll2 bp-os TD-val. 16 szekvenalt izolatum
kozul minddssze egyetlen esetben (27/1) forduitaelcélszekvencia 3 bp-os duplikacidja. A
target szekvenciak egymas ala rendezését &énamneghataroztunk egy 24 bp tdbbé-kevésbé
szimmetrikus konszenzust (Id. 4.3. tablazat), anikeligazoltuk, hogy tébb mint 50 %-ban
azonos a wt transzpozaz katalizalta inszerciésekekpnszenzusaval. A target szekvenciak 5
mindegyike megegyezett a CIG és CIP konszenzusoikblaonzervalt bazisokkal. Ugyanakkor
izolaltunk harom olyan inszercids helyet (7/1, 15(6/2), melyek szekvencigja csak 32-41 %-

ban hasonlitott a wt transzpozaz konszenzusaihoz.
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A cl flziés transzpozaz célszekvenciai Izolatum Tavolsag az llleszkedés a CIG és

neve Ogr1-3 régi6tol CIP konszenzushoz
A
D bp CIG CIP
.......... S s Kemmm e m =
TAggcgt at CA cg aGgcccTTTeg  15/1 1703 8/22 9/21
TAtt acAgggt ca taatgt TTTtg /1 1347 11/22 11/21
cACaTt Act CA Gg caTt gcATTtA  9/2;19/1 1260 10/22 11/21
TAAagt At at A t g aGlaaacTTgg  24/2 1211 9/22 10/21
TAAaTcAat Ct Aa aGlaTaTaTgA  28/1 1201 12/22 11/21
TgAcgttggag tc cacgTtcTTtA  3/1; 22/2 805 13/22 13/21
Tctt Tt ActCg G gGccTcAcTgA 1772 379 10/22 10/21
gt At TgcgaCA Ac gGTtaaTTTgc 29/1 342 10/22 9/21
TAAt caAagaA G at TgcgAcaac 16/2 331 8/22 8/21
TcAggcAagtg At gt TaTt AcTaA  13/1;25/1 310 10/22 10/21
ct AcTcAggCA Ag tGatgt TaTtA  6/2 306 12/22 14/21
cAAggccgat A Gtt GagTtcTTct 27/1 283 10/22 11/21
gtcgTtttaCA Ac gtcgTgAcTgg 7/1 38 7122 9/21
B
E; Lon =8 oA - r,‘,i;l;:I, =
-1 -1+1 12 pozicidk
- - - - - > - - - - - szZimetria
TAANTNANNCA Rn nGTnTnWITnA  inszerciok konszenzusa a pEMBL19 inszercidk alapjan
C

TAAAAAWGGCn RY CGCnWITTTTA  CIG
TAANTNANNCA Rn nGTnTnWITnA A cl fuziés transzpozaz konszenzusa

YnAAAAWIGCA RY YGONWITTTTR _ CIP

4.3. tablazatA cl represszorral fuzionaltatott 38 inszerciék konszenzusa a pEMBL19 plazmidon.

(A) A konszenzus készitéséhez felhaszndlt integrab&gek szekvencidja. A bal oldali szarnyi
szekvencia az ®) bal végét, a jobb oldali a jobb végét hatarolfédzds termékekben. A nagy likta
konszenzussal megegyea kiemelt bdik a TD-ra szimmetrikus bazisokat jeldlik. A tortak egyedi
szekvencidknak a CIG és a CIP szekvencidkkal vaibmidsagat mutatjdkB)Y Az integracios helyek
0sszehasonlitdsa alapjan meghatarozott konszerzingesicia. A konszenzust a CIG és CIP szekvenciak
eléallitasanal alkalmazott kritériumok alapjan kédtite (Id. 4.1. tablazat). Szirkével a 60%-ban
konzervalt béazisokat, kiemelt Higfipussal a szimmetrikus pozicidkat jeldltiik. A szakcialogot a
WebLogo program felhasznalasaval (http://weblogiddey.edu/logo.cgi) Aallitottuk &l (C) A
konszenzus hasonlésaga a CIG és CIP szekvencidkkalpont a tokéletes egyezést, egy pont az
alternativ bazisok valamelyikével valé egyezésiliel

Mindezek alapjan ugy gondoljuk, hogy a fazidés enaimepresszor DNS k®tfunkcidja révén

irAnyitotta az inszerciOkat a target plazmidba. Egzolja az is, hogy az operator régio

hianyaban sem a fluziés, sem a wt transzpozazzalugtink inszercidkat generalni (< 2,5x10

®). Ugyanakkor a szekvencia adatok részletes eleraépjan Ggytinik, hogy a fuziés és a wt

transzpozaz célszekvencia valasztasa sok tekintettzgyegyezik, s a transzpozazhoz kapcsolt

DNS-kot fehérje csak részben moédositotta a fuzids enzirgetafelismerését. A fuzios

transzpozaz elsorban olyan szekvencidkba indukalt beépulésekedlyak a represszor

kotohelyének kozelében helyezkednek el, de nem kuldgrdddnagyon a wt transzpozéaz altal

preferélt szekvenciaktél. Ezt igazolja az is, hagiizios enzim a wt transzpozazzal megedyez
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gyakorisaggal integralta a donor replikont a GOl&kgenciaba (2+1,1x1J), illetve a RIR vég
mellé (3,9+2,1x10). A gyakorisagi adatokat tekintve azt is kijelestjtik, hogy a GOHS sokkal
vonzébb target volt a fuzidés transzpozaz szamaiat ar (x1-3 régio kozeli szekvenciak
(1,5+0,9x10%, ami arra utal, hogy a hibrid enzim aktivabb tehe 180 természetes HS
szekvenciain, mint a represszor ditlyének kozeleben.

Ennek ismeretében felmerllt benniink a kérdés, legggltalan sikertlhet-e ismert DNS-
kéto fehérjek kobhelyeit azonositani az 8B-alapu fazidés transzpozazok felhasznalasaval.
Ennek tanulmanyozasara agl33 régiot beépitettik &. typhimuriunMS1883 kromoszomajara
(3.10. fejezet), s igy nagyszamu természetes HBIl@Eben tudtuk vizsgalni a cl represszorral
fuzionalt transzpozaz katalizlta inszercidokat. Ategraciora képes RIR-LIR kapcsolatot
tartalmaz6 pFOL1069 konstrukciét konjugaciéval gtttk a represszor kiitelyét hordozo
recipiens baktériumba, mikdzben a fazidos transzpozéac promoter felhasznalasaval
expresszaltattuk (4.6. abra). A beépulések ponebgeh és iranyat PCR reakciokkal, illetve

szekvendlassal ellénztik.

---------------------------------------- -Oreee,

b RP4 6 i . Lo
pFOL1060 | konjugdcié

4.6. abra A cl represszor iranyitotta transzpozicio.
ARIR-LIR kapcsolatot hordozé pFOL1069 plazmidot konjugacioval olyan S. typhimurium sejtekbe juttattuk, amely
egyetlen kopidban tartalmazza a genomjan az O,1-3 régidt, a cl represszorral kapcsolt IS30 transzpozazt pedig a

pMSZ329 plazmidrodl expresszalja. A pFOL1069 donor az R6K plazmid kddolta m fehérje hianydban nem tud
replikalodni (suicide), ezért Cm" telepeket egyediil azok a Salmonella sejtek képeztek, melyekben a donor plazmid
integralodott a genomba. Mivel az O, 1-3 szekvencia kdzvetlen a Km" gén szomszédsagaban taldlhato, ezért a Km®és

Cm" telepek aranya az operator szekvencia kozelébe iranyitott inszerciok gyakorisagat mutatja. A transzpozon
inszerciok pontos helyét és iranyat PCR reakciokkal ellendriztiik 903KmRfor (i), cat5 (ii), ildi6 (iii), és 903KmRrev
(iv) primerek felhasznalasaval.

Amig a wt transzpozdz 5 parhuzamos Kkisésletegyetlen esetben sem eredményezett
inszerciokat a markergénbe (< 2X)0a fuzi6s fehérje jelenlétében sikeriilt azonositk egy
Km?® klént (6,2x10%), melyben az integraciot 385 bp-ra térképeztilloperator szekvenciatol.
Kutatocsoportunk hasonlé eredményeket ért el ak ildpresszorral fazionalt B transzpozaz
felhasznalasaval is (Imret al, 2004). A kisérlet céljaként az szerepelt, hogyzgasképtelen
mutansokat allitsanakdéekgy, a baromfibdl szarmaz& enteritidisizolatumbdl. Mivel az FljA
fehérje a flagellin bioszintézisben résztyd\ operonrepresszora, ezért esett a valasztas ra. Mig
a wt IS30 transzpozazzal nem sikertlt mozgasképtelen mutanhseballitani, a fazios

transzpozazzal 600 integransbol 3 nem mozgd baktéti izolaltak. A transzpozon inszerciot
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mindharom esetben #iD génben azonositottak, amely a represszobhiedyeként ismert
operator szekvencia kdzelében helyezkedik el. Eéagmink tehat egyértelfen bizonyitjak,
hogy a DNS-kdt fehérjéekkel fuzionalt 130 transzpozézzal célzott beéplléseket lehet gemeraln
Ugyanakkor mind a plazmid-, mind a genomi integoknkdz6tt viszonylag kis gyakorisaggal
(10%-5x10°%) fordultak eb az iranyitott transzpoziciéra utaldé beépiilések,elgmazzal
magyarazhatd, hogy az38transzpozaz sajat DNS-ktképessége megmaradt, s igy a fuziéban
hasznalt fehérje DNS-kdtése mintegy versengetirespozaz sajat DNS-Koaktivitdsaval.

4.3. Az 130 transzpozicidja zebrahalban

4.3.1. A bakteridlis transzpozaz aktivitAsanak vizgalata zebrahal embridkban

A transzpozon mutagenezis rendszerek széléskgihasznaldsanak tobbnyire az szab
gatat, hogy a transzpoziciohoz sok esetben gazdabék szilkségesek, melyek csak rokon
fajokban taladlhatok meg. Filogenetikai vizsgalasmkan azonban egyre tébb esetben van arra
utald jel, hogy a transzpozonok horizontalis géitgitvitjan terjedhettek el a magasabb fend
élslényekben, ami felveti annak lelis€gét, hogy talalhatunk olyan kevéshé specialiméltiilis
elemet, amely képes transzponalni nem rokon fajokdk. 1997-ben Frederico és Stephen
kisérletesen is igazolta, hogy @rosophila mauritianabdlszarmazé Mdk mariner elem
megtartotta aktivitasat az izeltlabuak torékéfilogenetikailag meglehésen tavol e$
Leishmania majohuman parazitdban. Egy évvel &8k bizonyitottdk, hogy a Mdaselem bar
kis gyakorisaggal, de transzpondl zebrahalban asidél et al, 1998). Mindezek alapjan ugy
gondoltuk, hogy érdemes lehet kiprébalni a3d%lapu mutagenezis rendszert egy magasabb
rendi szervezetben. Mivel a hal féfiésgenetikai vizsgalatokhoz és a funkcionalis
genomtérképezéshez egyarant szikség lenne egyohgtékibben és térben szabalyozhatd
mutagenezis rendszerre, ezért esett valasztaswdbrahalra Danio rerio). Els5 1épésben a
transzpozaz katalizlta delécioképzést tanulmaokoaAgy plazmid alapu teszéeéndszer
(Farkas et al, 1996) felhasznalasaval. A transzpozazt egy pC3ipua plazmidrol
expresszaltattuk, vagy szintetikus mRNS formabgekialtuk az 1-2 sejtes hal embriokba.
Amennyiben a transzpozaz katalizélja a rekombinaai®@JKI216 plazmidon elhelyezett IR
szekvenciak kozott, olyan Cindeléciés plazmidok képdnek, melyek mikrobiolégiai
modszerekkel konnyen elkilonithkta szubi replikonoktol (4.7. abra). A 8-10 6ras embriokbol
(a gasztrulacio vége) izolalt DNS-t elektroporadhsBOP10E. coli sejtekbe juttattuk, majd
replica-plating felhasznalasaval meghataroztuk & €Km~ és Cn¥ + Km® kol6niék aranyat,
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amely a deléciés plazmidok kém#sének gyakorisagat mutatja. A Thlénok struktarajat

restrikcids térképezéssel és szekvendlassal vinsgal

4.7.4abra AzIS30 transzpozaz aktivitasanak vizsgalata zebrahalban.

Az 1S30 transzpozazt expresszald pCS2-alapu plazmidokat, vagy az

ISW,ORFA ,_K,, in vitro szintetizaltatott transzpozdz mRNS-t a pJKI216
SP6

1S30 mérdplazmiddal egylitt injektaltuk az 1-2 sejtes halembridkba. A
Tpaz transzpozdz katalizdlja a Cm" transzpozon kivagodasat a
méréplazmidbol, amely Km" + Cm’ replikonok keletkezését
eredményezi. A transzpozaz aktivitdsat az embrionalis DNS-ben
talalhaté Cm®/Km" plazmidok ardnya mutatja.

WV\./\/\AA

IS30 mRNS

brahal embrionalis sejt

A Cm® klénok strukturajat restrikciés térképezésselzekeenalassal vizsgaltunk. A transzpozaz
aktivitisat az IR-IR kapcsolatot tartalmazé Trmanszpoziciés termékek é@drdulasanak
gyakorisdgéaval jellemeztik. A kisérletet elvégeztifan fuzios fehérjékkel is, melyekben az
IS30 transzpozazt a nukleoszéma lokalizacios szigr@rjével (NLS) és/vagy a Myc-tag (MT)
peptiddel kapcsoltuk 6ssze, ambsdgitheti a transzpozaz sejtmagba jutasat, ilietealétében

a transzpozaz nyomon kovethetz embriokban. Az eredményeket a 4.4. tablazdibglaltuk

0ssze.

4.4. tablazatAz 1S30 transzpozaz katalizalta kivagodas zebrahalban.

Injektalt komponensek Km® Cm,Km" transzpoziciés egyéb transzpoziciés
kolénidk kolénidk termékek szama rekombinans aktivitas (%)

szdma szama termékek szama

zebra hal

pJKI216 + pCS2 vektor 3797 3 1 2 0.03

pJKI216 + Tp-az termélplazmid 1680 15 12 3 0.71

pJKI216 + NLS-Tp-az termélplazmid 1718 14 10 4 0.58

pJKI216 + NLS + MT-Tp-az termélplazmid| 516 4 4 0 0.78

pJKI216 + Tp-4z mMRNS 907 3 2 1 0.22

pJKI216 + NLS-Tp-4z mRNS 787 13 11 2 1.40

pJKI216 + MT-Tp-4z mRNS 567 8 7 1 1.41

pJKI216 + NLS + MT-Tp-4z mRNS 282 3 3 0 1.06

Fluggetlendl attél, hogy a transzpozazt DNS vagy @Rbrmaban juttattuk az embridkba, a
transzpoziciés gyakorisag a transzpozaz nélkulirkirkisérlethez hasonlitva 4-28-szorosara
novekedett. Mivel az NLS fuzi6s transzpozaz jel&tién sem tudtunk szignifikansan tébb<Tm
transzpoziciés terméket izolalni, mint a wt trareegz esetén, ezért ugy gondoljuk, hogy az
IS30 transzpozaz 6nmagaban is képes volt athatolrijtraag ketts membranjan, melyet késb
in situ hibridizaciés kisérletekkel is alatdmasztottunk,lyinez a Myc-tag ellen termeltetett
monoklonalis ellenanyagot hasznaltuk.

Az inszercios reakciok vizsgalatara egy géncsapddszert hoztunk létre (4.8. A abra). A
transzpozazt szintetikus mRNS forméban juttattuk 1a2 sejtes embribkba a RIR-LIR
kapcsolatot hordozé donor és a GOHS szekvenctatrtaazo target plazmidokkal egyuitt.
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IS30 transzpozdz mRNS [ © ] shh prométer  Ap*
gfp donor shh-GOHS target

1-2 sejtes halembriok injektalasa

Y —

l DN tisztitis és

FC el Gfp expresszid vizsgalat

a 24 oras embriokban

shh promoter Ap" shh promoter Ap"
3 A
sense beépiilés reverz beépiilés
gfpdonor| - | + | + sense reverz
shh-GOHS target| = | + | + | E MW beépiilés beepiilés
Tp-4zmRNS| = | - | + 5 E 3 MW 5 S5E 3
[
| <1000 s
e S| 4700
e | 4500 <500

s <300

4.8. abra Az IS30 inszerciok kimutatasara kidolgozott géncsapda rendszer mitkodése zebrahalban.
(A) Az in vitro szintetizaltatott transzpozaz mRNS-t, a RIR-LIR kapcsolatot hordozo gfp-donor és a
GOHS szekvenciat tartalmazé pFOL1032 target plazmidokat koinjektaltuk az 1-2 sejtes
halembriokba. A target plazmid a zebrahalbdl izolalt shh gén (vastag vonal) 1. és 2. exonja (fekete
négyzetek) kozott hordozza a GOHS szekvenciat (sziirke téglalap), mig a donor plazmid a prométer
nélkiili gfp gént tartalmazza. A splice acceptor szekvencia (intA) a ponty B-actin génjébdl, mig a
poliadenilacids szignal (polyA) SV40 virusbdl szarmazik. (B) Amennyiben a donor plazmid
megfeleld iranyban (sense) integralodik a GOHS szekvenciaba, a gfp génrdl a shh gén szabalyozo
elemei révén fehérje tud szintetizalodni, melynek kovetkeztében az idegesira allapoti embriok
notocord sejtei zolden vilagitanak. (C) A fuzidés plazmidok strukturajat PCR reakciokban
ellendriztiik, amelyhez templatként a 6-8 6ras embriokbdl izolalt DNS-eket hasznaltuk. A gfp-
donornak a sense beépiilését S3 (i) és IS30L (ii) primerparok felhasznalasaval vizsgaltuk (bal oldali
panel). Az injektalooldat dsszetételét a panel felett abrazoltuk. E-vel a PCR termék EcoR/ hasitasat
jeloltiik. A jobb oldali panel 1. csatornaja az S3 (i) IS30L (ii), a 3. a cat5 (iii) 903KmRS5 (iv), az 5. az
S3 (i) ildi6 (v), a 7. az IS30seq261 (vi) 903KmRS (iv) primerek PCR reakcioit, a 2. csatorna az 1.
PCR temék,a 6. csatorna pedig az 5. PCR termék EcoRI hasitdsat mutatja. MW: 100 bp-os DNS
molekulatomeg marker (Fermentase).

Amennyiben a transzpozaz katalizalja a donor pldzmmtegraciéjat a HS szekvenciaba, a
donorban talalhaté promoéter nélkglieen fluorescent proteifgfp) génl MRNS tud atirddni a
target plazmidon elhelyezetbnic hedgehogén(shh)szabalyozo6 elemei révén. Miveshhaz
idegcsira allapoti embridok notocord sejteiben esgmé@lodik, ezért azokban az embriokban

melynek sejtjeiben sense iranyu integracio jatstddaa notocord sejtjek zold fényt bocsatanak
ki (4.8. B abra). Azért, hogy igazoljuk a rendsmeiikodoképességétE. coliban (TG2) is
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végrehajtottuk a transzpozicids kisérletet, ésalagt a fuzids plazmidokat. A sense iranyu
beépulést tartalmazd konstrukciot az 1-2 sejtesehddriokba injektéltunk, s 24 ora elteltével
vizsgéltuk a Gfp expresszidjat. Az injektalt emkrid7-40 %-aban a notocord sejteknek csak
egy része vilagitott, melynek felteielg az lehetett az oka, hogy a bakteridlis plazmid
egyenbtlenll szegregalt az 0sztodo sejtéklA notocord sejtek specifikus expresszidja mellet
helyenként az ektodermalis sejtek is vilagitottaiit a splice acceptor szekvenciaval hataros
kriptikus szabalyozo6 elem jelenlétével magyaraztiiikndezek alapjan azt mondhatjuk, hogy a
géncsapda rendszer bar hasznalhaté a transzpoegaasnyek kimutatasara, a vilagitdé sejtek
szaman alapulé6 mennyiségi kiértékelés pontatlaatlah egyeritlen DNS szegregacio miatt.
Amig transzpozaz mRNS hidnydban 195 embridébdl egybem talaltunk zdlden vilagitd
notocord sejteket, a transzpozaz jelenlétébenegraira allapotd embridk 3,1 %-a expresszalta
a Gfp fehérjét. Azért, hogy molekularis szintenigazoljuk az integraciét a donor és target
plazmidok kozott, a bélcsira allapotu embriok e@gzeldl DNS-t izolaltunk, és a fuzios
plazmidok ebfordulasat PCR reakcidkban vizsgaltuk (4.8. C abfapokban az embridkban,
melyekbe a szl DNS-eket transzpozaz mRNS nélkil injektaltuk, ntunk PCR terméket
kimutatni, mig transzpozaz jelenlétében a transzpdanor mindkét iranyd beépullését
azonositottuk. A PCR termékek szekvenalasaval pimttuk, hogy a transzpozon a GOHS
szekvencia kozepébe integralddott, mikdzben a H&ddti két nukleotidja duplikdlodott. A
transzpoziciés termékek kémesének gyakorisagat az embriokbol izolalt DNS &hkint
transzformalasaval hataroztuk meg. Mivel aCgénnel jellemezhétgfp-donor 6nmagaban
nem képes replikalodnk. coliban (suicide), ezért a fuziés plazmidokat Cm szelek&iov
vélasztottuk el a target replikonoktél. Amig tragpszdz mRNS jelenlétében a target plazmidok
szdméhoz hasonlitva viszonylag kis gyakorisagg®+H4x10°), de keletkeztek valodi fuziés
replikonok, a transzpozaz mRNS hianyaban nem tkdszabalyos transzpozicios termékeket
izolalni (<1,4x10°).

4.3.2. Célzott génbevitel zebrahalban fuziés tranppzéz felhasznalasaval

Mivel a prokariota rendszerekben a fuzié80%ranszpozaz felhasznalasaval sikereket értiink el,
ezért zebrahalban is ezzel a mddszerrel probalivukyitott beépulléseket Iétrehozni. A
transzpozadzt a human Glil fehérje DNSékomotivumaval faziondltattuk. A Glil a
gerincesekben altalanosan elterjedt transzkripciégulator fehérje, amely cink-finger
motivumon keresztll koti a Glil kiftelyként azonositott szekvenciakat (Kinzérl, 1988). A
cink-finger motivumot Glu és Phe aminosavakon kai#gscsatlakoztattuk a transzpozaz C-
terminalis részéhez, s a flziés transzpozazt pCHesszidos vektorba klonoztuk. A
transzpoziciés események kimutatasara #ézoefejezetben ismertetett géncsapda rendszert
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hasznaltuk. A fuzids transzpozazt szintetikus mR@BE injektaltuk az 1-2 sejtes embridkba a
gfp-donor és a target plazmiddal egyltt, amelghh gén el$ intronjaban hordozta a Glil
kotohelyek konszenzus szekvencigjat (Kinzler and Vaegrls 1990). Az injektalast kovwe24.
orabanin situ vizsgaltuk a Gfp expresszigjat. A transzpozaz mRNgy a gli-target hianyaban
nem talaltunk zélden vilagitd notocord sejteketetpgn embriéban sem, mig a fuzidés enzim és a
Glil kotdhely egydttes jelenlétében a notocord sejtek egyeréexpresszalta a Gfp fehérjét.
Mindez arra utal, hogy a fazidés transzpozaz olyaseerciokat okozott ahh génben, ami
lehetvé tettegfp atirasat. Kbvetkeztetésiinket nested PCR reakdidkanyitottuk, amelyhez
templatként a bélcsira allapoti embriokbol izo@NS-eket, valamint S3-IS30L és S5-1S30L
primer péarokat haszndaltunk (4.9. A abra). Ezek angmek olyan integraciés helyeket
amplifikalnak, melyek az egyik irdnyban legfelje®86 bp-ra, mig a masik iranyban maximum
2,5 kbp-ra talalhatok a Glil kéitelytl, tekintettel arra, hogy a Pfu polimeraz nem képébp-
nal hosszabb DNS fragmenteket amplifikalni. A P@&yenteket TOPOII vektorba klonoztuk,
majd szekvenaltuk. Osszesen 12 fiiggetlen inszehs@bget azonositottunk, melyek kozil 7 a
Glil kothely 400 bp-os kornyezetében helyezkedett el (B.%bra). Transzpozicios faziét
viszont mindossze egyetlen esetben (#27) tudtulutdatni, melyben afp-donor LIR végét 39
bp-ra azonositottuk a Glil Kkitelytl. Mivel a tobbi fuzios termék érintetlendl tartadmia a
donorbdl szarmazd RIR-LIR kapcsolatot, ezért ezekbe esetekben nem transzpozicios
beépulés jatszodott le. A transzpozdz mRNS vag)i &é®hely hidnydban azonban egyaltalan
nem tudtunk PCR termékeket azonositani, ami ared, Wtogy a fuzids fehérje jelenléte
mindenképp élsegitette a Glil kéhely kdzeli rekombinaciot fliggetlendl attél, hogyeakciot
maga a transzpozaz vagy gazdaenzimek katalizaltak.

A 4.9. abra Iranyitott transzpozici6 zebrahal embridkban.
donor (A) ARIR-LIR kapcsolatot hordozé donor (vékony vonal)
< ] és Glil kotéhelyet (sziirke négyzet) tartalmazod target
1S30L (vastag vonal) plazmidok sematikus strukturaja. A fazids
100 bp , - : "y
target — transzpozaz generalta inszercidét nested PCR-ral
3300 3981 4600 vizsgaltuk IS30L-S3, majd IS30L-S5 primerparok
bl e el . felhasznalasaval. A primerek csatoldsi helyét nyilakkal
S3 5 @ jeloltiik. (B) A PCR termékek szekvenalasaval azonositott
izolatumok. Az abrak feletti szamok a target DNS-en
B mutatjak az integraciok pozicioit.
4020
#07
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#5 —
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4.4. Az IR végek szerepe az BB elem transzpoziciojaban

4.4.1. Az IR mutansok jellemzése vivo transzpoziciés kisérletekben

Az 1S30 26 bp hosszu IR végélr mar kordbban kimutattdk, hogy a transzpozaz N-
termindlis része koti, fliggetlenll a szekvencidip3os eltérését (Stalderet al, 1990). Mivel a
footprint kisérletekben az egyik DNS szalon a 9é@#asik szalon a 9-27 bp IR régio bizonyult
fedettnek, igy a transzpozaz kotésben fontos biéatistem lehetett pontosan behatarolni, mint
ahogy a katalitikus reakcidhoz nélkildzhetetlenlaotdokrol sem lehet tudni semmit. Azért,
hogy az egyes IR bazisok, illetve régiok szeregdtzleteiben is megismerjik, mutaciokat
hoztunk létre az elem végeiben. Mivel tébb IS eléimsem sikerllt egyedi baziscserékkel
fenotipussal rendelkézIR mutansokat éhllitani (pl. y5, May and Grindley, 1995; B1,
Normand et al., 2001), ezért kisérleteinkben mirkity szomszédos bazist valtoztattunk. A
mutéciok minden pozicidban purin-pirimidin csen&dményeztek. A RIR és LIR szekvenciakat
mindig azonos poziciokban és azonos maodon valtaktaimedrizve a végek palindrom

szimmetrigjat. Osszességében 15 Aparkerrel ellatott transzpozont készitettiink, rakelyégeit
a Cnf gén vélasztotta el (4.10. abra).

A B Transzpozicids fizié gyakorisaga mutans IR végek jelenlétében
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4.10. abra Az IR végek baziscseréinek hatasa a transzpoziciora.

(A) Az intermolekularis kisérletben hasznalt plazmidok, és transzpozicids termékeik sematikus abrazolasa. A transzpozon
integracid két 1épésben torténik. El6szér a donor plazmidbol helyspecifikus delécioval (SSD) korré zart transzpozon
képzédik (@ ), amely a masodik 1épésben (@ ) integralodik a target replikonba. A transzpozondonort folytonos, a target
replikont szaggatott vonallal jeloltiik. A fekete kor a colE1 replikacios origot, mig a fehér a ts mutans pSC101 origdt mutatja.
A téglalapba irt szam az [S30 végek hosszat, a csillag a mutans IR-t jeloli. A baziscseréket az oszlopdiagram alatt abrazoltuk.
(B) Az oszlopdiagramon a mindkét IR végben mutaciot hordozo transzpozonok fuzids gyakorisaga lathato. A gyakorisagi

adatokat a 42°C-on és 30°C-on meghatarozott titerek hanyadosaként szamoltuk. Az adatok minden esetben 5 fliggetlen
mérésbol szarmaznak.

A transzpozonok aktivitasat integracios rendszerbesgaltuk, amelyhez az IR mutacidkat
hordoz6 donor, a GOHS szekvenciat tartalmazo takgetaz 180 transzpozazt expresszalod
pazmidokatS. typhimuriumMA1703 sejtekbe juttattuk (Id. 3.7. fejezet). Miva Sp/Srfi
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markerrel rendelkdiztarget plazmid replikaciojadimérsékletfigd, ezért 42 °C-on streptomycin
szelekcid mellett csak azok a sejtek tudtak koldifejlédni, amelyekben fazié alakult ki a
transzpozondonor és target replikonok kozoétt. Aidsiztermékek egyetlen esetben sem
tartalmaztak a transzpozonok végeit elvalasztd® @mt, igy képadésiik két egymast kowvet
reakcioval magyarazhaté. Blslépésben a transzpozon helyspecifikus delécio&bD|)
kivagddott a donor DNSéb, majd ezt kdveten integralédott a GOHS szekvenciaba (4.10. A
abra). Az IR mutéciok tobbsége a wt konstrukcidhagzonyitva 1-3 nagysagrenddel
csokkentette a fuzioképzés gyakorisagat (4.10.rB)al terminalis IR mutaciok (1-9 bp) sokkal
jelentbsebb gyakorisag csokkenést eredményeztek, mintubtesminalis régido (20-27 bp)
béziscseréi. Tizendt mutacid kozul mindéssze keispar (14-15 és 18-19) cseréjének nem volt
kimutathaté hatasa a transzpoziciora. UgyanakKkmstéunkciévesztést is csak a 2-3 poziciok
baziscseréi okoztak, ami e poziciok nélkul6zheteimkcidjara utal.

Annak elddntésére, hogy az egyes IR mutaciok mdet;\ilkszpoziciés Iépésben fejtették ki
El6szo6r a cirkularis transzpozonok képesét vizsgaltuk a mindkét IR végben mutans
(PMSZ537 szarmazékok), valamint csak a RIR-ben naut§pMSZ358 szarmazekok)

transzpozondonor plazmidok felhasznélasaval (Aldbra).

A B C RIR-LIR képzodés gyakorisaga mutans IR végek jelenlétében
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4.11. abra Az IR mutéaciok hatasa a cirkularis transzpozonok képzdodésére.

(A) A cirkularis transzpozonok képzédése (D1épés, 4.10. A dbra). A mutans IR-eket csillagal jeldltiik, szekvencidjuk a4.10. B
abran lathato. A wt/* jelzés arra utal, hogy a donor konstrukciok egyik csoportjaban csak a RIR vég (RIR*-LIR), mig a masik
csoportban mindkét IS30 vég (RIR*-LIR*) hordozta a mutéciot. X és Nc a transzpozon korok kimutatasahoz hasznalt Xbal és
Ncol hasitohelyeket jeloli. (B) A cirkularis transzpozonok kimutatasa. A transzpozondonor plazmidokat tartalmazd TG2
sejtekbol a transzpozaz indukciot kovetden DNS-t izolaltunk, amelyet Xbal + Ncol enzimekkel hasitottunk. A DNS mintakat
1% agaro6z gélen valasztottuk el, majd gélt sybrgreen-nel festettiik. A transzpozondonorbol szarmaz6 DNS szakaszokat fehér,
a Tp-az termel6 plazmidot fekete nyilhegy jelzi. A cirkularis transzpozonok képzédésére a RIR-LIR kapcsolatotot tartalmazd
800 bp-os fragment jelenléte utal (csillag). A foto a wt és a RIR 1. pozicdjaban mutans plazmidok reakcidit mutatja. MW: Pstl
hasitott A DNS marker. (C) Az oszlopdiagram a cirkularis transzpozonok képzddésének relativ gyakorisagat szemlélteti a
kiilonbozo IR mutaciok jelenlétében. Az adatok a sybrgreen-nel festett gél mennyiségi kiértékelésébol szarmaznak, amelyhez
a Storm840 phosphorimaging rendszerrel kapcsolt Image Quant programot hasznaltuk. A RIR-LIR kapcsolatot tartalmazé
800 bp-os DNS intenzitasat hasonlitottuk a transzpozon donorbol szarmazd 3540 bp-os DNS intenzitdsdhoz. Minden
mutanssal 3 fuggetlen kisérletet végeztiink, melyek atlagat és szorasat a wt konsrukcio atlagahoz viszonyitva abrazoltuk.

A transzpozaz indukciot kouegn DNS-t izolaltunk az IR mutans plazmidokat ho@dzs2
sejtektdl, amit restrikcidés hasitassal vizsgaltunk. Amebeyi a mutaciok nem befolyasoljak a

transzpoziciés intermedier kémiesét, axba + Ncd hasitott plazmid populaciéban megjelenik
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egy Uj, a RIR-LIR kapcsolatot tartalmaz6 DNS da(dldl. B abra), melynek mennyisége a
transzpoziciés rekcié gyakorisagat jellemzi. A gyasdgi adatokat tekintve azt mondhatjuk,
hogy a 4-7., 14-15. és 18-19. IR poziciékban |é&zekt mutaciok nem, vagy csak csekély
mértékben befolyasoltak a cirkularis intermediekeletkezését (4. 11. C abra). Az 1-3., 10-13.
€s 26-29. poziciok mutacioi csak abban az esetbévitgk a reakciot, ha azok mindkét IR
végben jelen voltak, mig a 8-9., a 16-17. és a 20pdziciok baziscseréi akkor is hatdsosak
voltak, ha azokat csak a RIR szekvencia tartalmaatennyiben mindkét IR vég muténs volt a
2-3., 8-9. és a 20-25. poziciokban, a RIR-LIR K&jgs gyakorisaga legalabb két nagysagrenddel
csokkent.

A cirkuléris intermedierek részletes vizsgalatdhpaR mutacidkat hordozé DNS mintakat
EcoRIl enzimmel hasitottuk majd TG2 sejtekbe transzédtak szelektalva a transzpozon Ap
markerére. Mivel a transzpozondonor plazmidokbaBaR| egyediil a Cfhgénben hasit, ezért
transzformansokat ésorban a Crhcirkularis transzpozonoktdl vartunk. A Crkoléniakbol
DNS-t izolaltunk, s a plazmidokat restrikcios hass$al illetve szekvenalassal vizsgaltuk. A
mutansok tobbségénélvul hasitassal, mig a 1-3. IR mutansoknal szekvesalahataroztuk
meg a RIR-LIR kapcsolatban 6ébrduld spacer szekvenciat (4.12. abra). Amennyilaen
transzpozon mindkét vége baziscserét tartalmaz@®-a5. IR pozicidkban, kizardlag olyan
RIR-LIR kapcsolddast tudtunk azonositani, melybefS30 végeket 1 illetve 3 bp valasztotta el.
A tobbi mutans esetén a wt transzpozonhoz hasorildam spacer szekvenciaval jellemeshet
cirkularis intermediereket izolaltunk.

Cm* 4.12 abra Az IR mutaciok hatasa a RIR-LIR kapcsolat szekvenciajara.
/ \ A wt RIR-LIR kgpcsolat 2 bp spacer sgekvenciét tartalma.z', aplely lmindej'n
AATCTACAGGEgcatt aatgCageTGTAGATT esetben az egyik IR véget hataroldo donor szekvenciabdl szarmazik
(Dalrymple, 1987; Olasz et al., 1993). A kisérleteinkben hasznalt
lSSD transzpozon donor konstrukciokban a LIR és a RIR végeket azonos (GC)
szekvencia hatarolta (fehér karikék), ezért szabalyos transzpozicid esetén a
l o> l ci.rkulérirs trgn;zpozonok})an isegy Pv,uII hasitohely (§zﬁrk§ kiemelés) algkul
v s L 2IR poriciikban lilhato. bisisok révt veoznek a hasiohely

kialakitasaban. Nagy betlikkel az IS30, kis betiikkel a hatarol6 szekvencidkat
jeloltiik.

mut20-21.: AATCTACA g TGTAGATT
AATCTACA ¢ TGTAGATT
AATCTACA gct TGTAGATT
AATCTACA agc TGTAGATT

mut22-23.: AATCTACA agc TGTAGATT

mut24-25.: AATCTACA ¢  TGTAGATT
AATCTACA agc TGTAGATT

Az IR mutécidknak a transzpozon integraciéra gyakdratasat a RIR-LIR kapcsolédast
tartalmazo cirkularis transzpozonok felhasznaldsaizasgaltuk (4.13. A abra). A mutaciokat
hordozo cirkularis transzpozonokat a Tp-az teémed a GOHS szekvenciat tartalmazo target

plazmidokkal egyitt MA1703 sejtekbe jutattuk. A nsapozon integraciés gyakorisagat a
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transzpozaz indukciot kovin hataroztuk meg (3.7. fejezet). Mivel a 20-2122&23. és a 24-
25. IR mutansoknal nem tudtunk 2 bp spacerrelijedehed intermediert izolalni, ezért az AGC
spacert tartalmaz6 transzpozonok integracios gységét meértik, illetve hasonlitottuk az
ugyanilyen, de wt IR végeket hordozé cirkularisemtedierek aktivitasahoz. Az integraciora
elsssorban a terminalis IR mutacidknak (2-11.), valanairl6-17. poziciok baziscseréinek volt
hatdsa (4.13. B abra). A legjelés¢bben a 2-3. poziciok mutaciéi gatoltdk az intelisre
integraciojat. Ha csak a RIR vég tartalmazott h&sset 2-3. poziciokban, kozel két
nagysagrenddel csokkent a transzpozon inszercig,haimindkét IR mutans volt, egyaltalan
nem tudtunk integraciét kimutatni a GOHS szekveaig<10").

A B Az IR mutans cirkuldris transzpozonok integraciéja a GOHS targetbe
cirkuldris
transzpozon GOHS-target 15
B T =
o - <
S GOHS 2
H b
: § S 10
Sp/S s
| Owtr] L 2
o0
l > 05
3 j
=
@
fiziés termék = 0,0 - 1 L’r B, Ll . .
- Q& %+ ¢ ® T T T T a9 =
] (o} - o -] =3 o - = o
— - — v - (o] (o] (o] N N

ERIR*-LIR* HERIR*-LIR

crer

(A) A cirkularis transzpozon integracioja GOHS hot spotba (@ 1épés, 4. 10A abra). A jelolések megegyeznek a 4.10.
abran leirtakkal. (B) A diagram az egyik (RIR*-LIR) illetve mindkét IR végben (RIR*-LIR*) mutéans cirkularis
transzpozonok relativ integracids gyakorisagat mutatja. A gyakorisagi adatokat a 42°C-on és 30 °C-on meghatarozott
baktérium titerek hanyadosaként szamoltuk. Minden mutanssal 5 fiiggetlen kisérletet végeztiink, és a mért gyakorisagi
adatok atlagat és szorasat a wt konstrukceio atlagahoz viszonyitva adtuk meg.
4.4.2. A transzpozaz kdthely azonositasa az IR végekben

A transzpozaz kotésében fontos IR bazisok meghaigahoz gélretardacios kisérletet
végeztink a mutans végek felhasznalasaval (3.jdze@. Mivel korabban mar bizonyitottuk,
hogy az IR végek szekvencia-specifikus felismemésgdranszpozaz HTH2 motivuma félel
(Id. 4.1.2. fejezet), ezért am vitro kotési kisérleteket a transzpozdz 134 aminosasziohl-
termindlis darabjaval végeztik, mdllyrsmert, hogy sokkal stabilabb kotésre képes, mitdljes
fehérje (Nagyet al, 2004). A tisztitott transzpozazt 1 éran at irddtlk a baziscseréket hordozo
65 bp hosszu jobb 8B véggel. A DNS-fehérje komplexeket 5 % nativ pdiiiaknid gélen
valasztottuk el (4.14. 4bra). Amig a 16-17. és é220IR pozicidk baziscseréi esetén nem
tudtunk fehérje kotést kimutatni, az 1-15. és a298poziciok mutacidinal a transzpozaz a wt
szekvenciahoz hasonléan koététte a mutans veégeket8-A9. poziciok baziscseréinél harom
fuggetlen kisérletl mindéssze egyetlen esetben volt kimutathaté egnge kétés, ami arra
utal, hogy valamilyen szinten ezek a bazisok izt&sznek a transzpozaz kotésben, de a

szerepik nem olyan jeldis, mint a 20-27. pozicidok bazisainak.
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2-3
4-5
6-7
8-9
10-11
12-13
14-15
16-17
18-19
20-21
22-23
24-25
26-27
28-29

Wb EE YU

RIR T GT AG AT TC AA TC TG TC AA TG CA AC AC CC

4 4 v 4 + ool + 4 v + + + v 4
g cg ct cg ga cc ga gc/ga cc gc at eg cg aa

4.14. abra A transzpozaz kotésben fontos IR poziciok azonositasa.

A kisérlethez a transzpozaz N-terminalis fragmentjét (1-133 aa) és az IR mutaciokat
hordozd 65 bp-os jobb IS30 véget hasznaltuk (3.11. fejezet). A baziscseréket a gélkép
alatt abrazoltuk. A transzpozaz altal nem kotott IS30 véget fehér, a DNS-fehérje
komplexet fekete nyilhegyek mutatjdk. A minusszal (-) jeldlt minta transzpozaz
fehérjét nem tartalmaz. Sziirke kiemeléssel a transzpozdz kotést megakadalyozd
baziscseréket jeloltiik.

4.4.3. Az integracidhoz szikseéges IR régiok meghabaasa

Az IR mutaciokat tartalmazo cirkularis transzpozomuszercios gyakorisaga alapjan agy
tanik, hogy a transzpozaz Kitelyeként azonositott béIsIR régio (20-27. poziciok) nem
szikséges az intermedier integraci6jahoz (Id. 4ab8a). Ennek bizonyitasara olyan korrézart
transzpozonokat allitottunk &gl amelyek egyre rovidebb darabokat tartalmaznakiR-LRR
kapcsolatbol (4.15. A abra). A deléciok végpont@imutacios analizisben kapott eredmények
figyelembevételével hataroztuk meg, s igy az IRekéd-9, 1-11, 1-15, és 1-19 bp hosszu
szakaszait hasznaltuk a konstrukciéi&ddlitdsahoz. A transzpozonok egy részénél csakrRa Ll
szekvenciat roviditettik a 26 bp RIR valtoztatéskkiil, mig a masik részénél mindkét IR véget
szimmetrikusan sikitettiik. A cirkularis transzpozonok integraciogg ebzéekben ismertetett
héomérsékletérzékeny pzZNA133 target felhasznalasavalsgaltuk (3.7. fejezet). Az

eredményeket a 4.15. B 4bra tartalmazza.

A B Ko616nbo6z6 hosszu IR végeket tartalmazo cirkularis transzpozonok
cirkuldris integracidja a GOHS targetbe
transzpozon GOHS-target
....... 10000 _—

1000 7

100 1

19 bp RIR-19 bp LIR ==

15bp RIR-15bp LIR =
11bp RIR-1I bp LIR | = fiazios termék

9bpRIR-9bp LIR =

26 bp RIR-19 bp LIR ——

26 bp RIR-15 bp LIR ==

26 bp RIR-11 bp LIR —
26 bp RIR-9 bp LIR =

26 bp RIR =

26 bp RIR-26 bp LIR ——= l

10

transzpozicios
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4.15. abra ARIR-LIR kapcsolat delécios analizise.

(A) A delécios IR végeket tartalmazo cirkularis transzpozonok és fzios termékeik sematikus abrazolasa. A RIR-LIR
kapcsolat hosszat minden esetben kiilon abrazoltuk. A transzpozonok egyik csoportjaban egyediil a LIR véget, mig a masik
ban mindkét IR szekvenciat roviditettiik. A deléciok mindig az IR végek belso régidjabol indulnak. Az abran alkalmazott
jelolések megegyeznek az eddig hasznéltakkal. (B) Az oszlopdiagram a transzpozicios f0zi6 gyakorisagat mutatja a donor
és target replikonok kozott. A grafikon 5 fliggetlen mérés (1d. 4.10. abra) atlagat és szorasat abrazolja.
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Mivel a 20-26 bp IR régidok hianyaban (19RIR-19LIReghatarozott integracios gyakorisag
(4,142,5x10%) szignifikdinsan nem kulonbozik a 26RIR-26LIR kapésast tartalmazé
transzpozonétdl (741,4x10%), ezért azt mondhatjuk, hogy az IR végek 1-19 péyidja
esetén viszont mar nem tudtunk integraciét kimitath0®), ami a 16-19. poziciék bazisainak
lényeges szerepére utal. Az ép 26 bp RIR szekveazoiaban képes volt szupresszalni a LIR vég
integracios gyakorisaga (#@,4x10", illetve 1,7+0,5x10%) alig maradt el a wt transzpozonétol.
A 10-26 bp régio delécioja (26RIR-9LIR) viszont bbmint harom nagysagrenddel cstkkentette
a transzpozon integraciés gyakorisagat £2,9x10%, ami a 9-10. IR poziciok lényeges
szerepére utal. A LIR szekvencia teljes hianyabedigp csak 4,91,2x 10° gyakorissaggal
tudtunk fazios plazmidokat izolalni, melyek azonbaér strukturalisan kulonboztek a ,valédi”
transzpoziciés termékelt Mindezek alapjan azt mondhatjuk, hogy a cirkislantermedierek
integraciojahoz az IR végek 1-9 bp-os szakaszttlehll szikségesek, mig a 10-19 bp-os régié

jelenléte mar az egyik végben elégseges.

4.4.4. Az IR mutaciok hatasa a spacer bazisok szaapasara

Mivel a korré zart IS elemekben az IR szekvenciékdkt talalhaté spacer nukleotidok
mindig a targetként funkcionalé vég ni¢lszarmaznak (Polard and Chandler, 1995; Lewis and
Grindley, 1997), ezért egy olyan transzpozondormmskukciéban, amelyben a RIR és LIR
végeket eltér szekvencidk hataroljdk, vizsgalni lehet a végekngepoziciéban betoltott
szerepét. Annak megallapitasara, hogy az egyesdsérék mennyiben befolyasoljak aB0S
végek donor illetve target aktivitasat, a mutan® Rkekvenciat GC, mig a wt LIR véget AT
szekvencia koérnyezetbe helyeztik (4.16. A abra). iken felépitéd transzpozondonor
konstrukciokbdl elméletileg kétféle cirkularis tempozon képihet, melyek csupan a spacer
bézisokban kilénb6znek egymastol. A spacer szekdlermeedete pedig egyértdinbizonyiték
arra, hogy a mutaciokat hordoz6é vég donorként vaggetként funkcionalt a reakciéban. A
transzpoziciés kisérleteket TG2 sejtekben végealk30 transzpozazt expresszalo pJKI324
plazmid jelenlétében. A transzpozaz indukciot kéget DNS-t izolaltunk minden egyes
muténsbol, s a spacer szekvencidk szarmazasdkeestrhasitassal vizsgaltuk. Amennyiben a
mutéciot hordozd RIR vég szerepelt targetként &ciéhan, a cirkularis transzpozonokban GC
bazisok talalhatdk, anRvul-vel hasithatd, mig ha a wt LIR volt a targetRHR-LIR kapcsolat
AT bazisokat tartalmaz, ami nem hasithato az ensinBe aldl kivételt az 1., 1-2. és a 2-3. IR
muténsok képeznek, mivel az3Bveégek 1-2. pozicidiban taldlhatd bazisok részzmek a
Pvul hasitohely kialakitdsdban (4.16. A abra). Az. I¥itansnal igyeco4ll, a 2-3.-nalXhd
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enzimek felhasznalasaval, mig az 1. IR pozicié duderejénél csak szekvenalassal tudtuk
meghatarozni a spacer bazisok eredetét. Az 1-2a é3-3. mutans Kkivételével minden
konstrukciobodl, beleértve a wt transzpozont is,986%-banPvul-vel hasithatd, azaz AT
bazisokat hordoz6 RIR-LIR kapcsolatot azonositdtt(#h16. B abra), ami arra utal, hogy a wt
LIR szekvencia tbbbnyire targetként, mig a mutaaidiordozo RIR vég donorként szerepelt a
reakcioban. Az 1-2. mutans esetén kb. 50-50 %-beduk eb a kétféle cirkuléris transzpozon,
mig a 2-3. pozicibkban mutans transzpozonbol edyadBC bazisokat tartalmazé RIR-LIR
kapcsolatot azonositottuk. Ez utdbbi esetben 6@digmintabol sem tudtunk egyetlen olyan
cirkularis transzpozont sem izolalni, amely wt 8apmozonra jellenien AT bazisokat hordozott
volna az IR végek kozott. Mindez arra utal, hog®-3. pozicibk mutacidja gatolta a RIR vég
donor aktivitdsat, s igy a mutans vég csak targetkélt mikodoképes a transzpozicidéban.
Ennek ismeretében j6l magyarazhatok a 2-3. mutanszpozonnal mért gyakorisagi adatok is
(Id. 4.11. B abra). A mindkét végben mutans trangepbol csak kis gyakorisaggal kédntt
(~10°) RIR-LIR kapcsolatot tartalmazé cirkularis intemiier, mivel egyik IR vég sem ithodott
donorként, mig az egyik végben mutans transzpozoniszonylag nagy gyakorisdggal
keletkezett (2,50,8x10%), hiszen a wt LIR szekvencia tokéletesen szupédtssa RIR vég

mutaciojat.

A transzpozon donor
transzpozon donor cirkuldris transzpozon I|cirkularis transzpozon II
gt B Lt}
gE====a wt ...CTACAgctgcatt...Cm"...atggcgatTGTAG...| ..CTACAatTGTAG... ...CTACAgcTGTAG...
Pyull Pyull
cirkularis cirkularis i R b e
transzpozon I transzpozon I mutl-2|...CTAGCgctgcatt...Cm ...atggcgatTGTAG...| ...CTAGCatTGTAG... ...CTAGCgcTGTAG...
Eco47111 Eco4T7111
* % X * % * %
mut2-3|...CTCGAgctgcatt...Cm'...atggcgatTGTAG...| ..CTCGAatTGTAG... ...CTCGAgcTGTAG...
Xhol Xhol

- ¢ 1 =~ & = ¢ 0~ &
TS qq
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4.16. abra Az IR mutaciok hatasa a spacer képzddésre.

(A) Kétféle cirkularis transzpozon keletkezése eltér hatarolo szekvenciak jelenlétében. A transzpozonok wt bal végét mindig
AT, mig a mutaciokat (csillag) tartalmazo jobb véget GC bazisok hataroljak. Az IR mutaciok a 4.10. abran lathatok. A nyilak
restrikcios hasitohelyeket jelolnek. A Pv Pvull, az X mutacioktol figgden Pvull, Eco4 7111, illetve Xhol hasitohelyeket jelez. A
tablazat a wt, az 1-2., illetve a 2-3. IR pozicidk mutaciodi esetén mutatja az X-szel jelolt hasitohelyeket. Az IR bazisokat nagy,
mig a tobbit kis betiikkel jeloltiik. A restrikcios hasitohelyeket alahtzas, a mutaciot csillag jelzi. (B) A RIR-LIR kapcsolatban
talalhato spacer szekvencidk szarmazasanak meghatarozasa. A transzpozondonor és a Tp-az termeld plazmidokat tartalmazo
TG2 sejtekbdl a transzpozaz indukciot kdvetden DNS-t izolaltunk, amit Pv és X restrikcios enzimekkel hasitottunk. A DNS
mintakat 1% agardz gélen valasztottuk el, majd a gélt sybrgreen-nel festettiink. Az AT bazisokat tartalmaz6 1. RIR-LIR
csatlakozast egy 820 bp, mig a GC bazisokat hordozo II. cirkularis transzpozont egy 640 bp hosszi DNS darab megjelenése
jelzi. A transzpozondonorbdl szarmazo DNS-eket fehér, a Tp-az termel6 plazmidot fekete nyilhegy mutatja. MW: Pstl-hasitott
A DNS marker.
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4.4.5. A 2-3. IR poziciok szerepe a DNS hasitasban

A cirkularis intermedierek képrése az eddig vizsgalt transzpozonoknal két egymast
kove® 1épésben alakult ki (Turlagt al, 2000). Az el§ 1épést mindig 6nmagaban a transzpozéz
katalizalja, mikozben a donorként funkcionald IRgvinellett hasitia a DNS egyik szalat,
kialakitva egy 3' OH csoportot az elem végeén (4dbta). Ezt kovéen a szabad -OH csoport
kapcsolodik az IS elem masik, azaz a targetkéntcionélo IR végéhez egy 8 form4ju DNS
strukturat képezve (Polard and Chandler, 1995).

I \ @ repair

B transzpozaz enzimek
T B,
(1) (2]

IS donor “nyolcas-forma” IS minikor

4.17. abra A RIR-LIR kapcsolatot tartalmazo cirkularis transzpozon képzddése.

A transzpozaz az IS elem egyik IR vége mellett hasitja a DNS egyik szalat, ami 3'

OH csoportot eredményez az elem végén (1. nyil). A szabad 3' OH nukleofil

tamadast indit ugyanezen DNS szalon a masik IR vég kozvetlen kozelében (2.

nyil), 1étrehozva ezzel egy nyolcas alaku struktarat, melyben a transzpozon egyik

szala mar korré zart, mig a masik szalon még a donor DNS-hez kapcsolodik. A

masodik 1épésben a gazda replikacids €s repair enzimeinek kozremitkodésével a

“nyolcas forma”megoldddik és kialakul a RIR-LIR kapcsolatot tartalmazo korré

zartIS elem.

Mivel a 8-as strukturat a baktérium replikaciogésair rendszere alakitja kovalensen zart
IS korré (Turlanet al, 2000; Duval-Valentiret al, 2004), ezért egy sejtmentes transzpozicios
rendszerben a cirkularis transzpozont nem lehettdtni, mig a 8-as struktara felhalmozodik.
Ebbsl kiindulva a 2-3. IR mutaciok 8-as képzésre gyakohatasatin vitro kisérletekben
vizsgaltuk (3.12. fejezet). A mindkét végben mutamMSz522, valamint a RIR végben mutans
pMSZ416 transzpozondonor konstrukciokat a wt trposant tartalmazé pMSZ358 plazmidhoz
(4. 18. A abra) hasonlbéan egy 6ran éat inkubalttiszitott 1S30 transzpozazzal (3.12. fejezet),
majd AlwNI enzimmel hasitottuk. Mivel a&lwNI-nek egyedil a transzpozonok belsejében van
felismebhelye, ezért a hipotetikus 8-formabol a hasitastek@n egy a-alaku struktara
képadik, amely agar6z gélben lassabban vandorol, milmearizalt donor plazmid. Amig a
mindkét IR-ben mutans pMSZ522 esetén nem tudtumkutdtni aza-formanak meéretben
megfeleb DNS darabot, a wt pMSZ358 és a RIR végben mutantakiban megjelent egy Uj, a
linearizalt transzpozontol nagyobb DNS fragmentl@. B abra feks panel). A DNS szakaszok
izolalasat koveten szekvenalassal bizonyitottuk, hogy azok valdbatalmaztak az egyszéalas
RIR-LIR kapcsolatot. Mivel a pMSZ522 jelenlétébearmn tudtuk igazolni a mutans végek
kapcsolddasat, ezért azt mondhatjuk, hogy a 2-3cigbz mutacidja vagy a transzpoziciés

hasitast vagy az azt kbovetzaltranszfer reakciot gatolta.
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A hasitas vizsgalatara primer extenzids Kkisérletégeztink a plazmidokn vitro

transzpoziciés reakcidinak felhasznalasaval (3ej8zet).
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4.18. abra A 2-3. IR poziciok/bazisok szerepe a transzpozicios hasitasban.

(A) A pMSZ358 transzpozondonor és in vitro transzpozicids termékei. Attol fiiggden, hogy az IS30
transzpozaz melyik IR vég mellett hasit el6szor, kétféle 8-as struktura képzddhet. @ esetén a RIR , miga
#A-nél a LIR vég mellett tortént a szamozott nyilakkal jelolt hasitas. A fekete és fehér nyilhegy a
kisérletben hasznalt BstYI illetve AIwNI hasitohelyeket jeloli. A primer extenzidhoz hasznalt cat5
csatolasi helyét, s a DNS szintézis iranyat az abrakhoz illesztett nyilak mutatjak. (B) Primer extenzios
kisérlet. A tisztitott IS30 transzpozazt 1 éran at inkubaltuk a wt pMSZ358 valamint a 2-3. RIR és LIR
pozicidkban (RIR* LIR*) illetve csak a RIR végekben (RIR* LIR) mutans konstrukcidokkal. A
transzpozaz eltavolitasat kovetéen a DNS populacidkat A/wNl, illetve BsfY1 enzimekkel hasitottuk. Az
AIwNI-gyel hasitott mintakat 1% agar6z gélen valasztottuk el (fels6 panel). A 8-as strukturat sziirke nyil
jelzi. A BstY1 enzimmel hasitott DNS-ek a primer extenzids reakcio templatjaiként szolgaltak. A
szintézist Pwo polimeraz és P izotoppal jeldlt cat5 primer felhasznalasaval végeztiik (Id. 3.13. fejezet).
A reakcioelegyet 6% poliakrilamid gélen valasztottuk el (alsé panel). A gélkép jobb oldalan a RIR
muténs transzpozondonor (pMSZ416) Sanger-féle szekvenald reakcioi lathatok. A szekvencian a RIR
vég bazisait szlirke kiemelés, a 2-3. poziciok mutacioit csillag jelzi. A BstY] hasitast fekete nyilhegy, a
transzpozicios hasitast fehér nyilhegy mutatja.

Mivel a 2-3. poziciokban mutans IR végek kizardlaggetként funkcionaltak a transzpozicios
reakcioban (Id. 4.4.4. fejezet), ezért a RIR véghemans pMSZ416 plazmidbdl elméletileg csak
egyféle, a 4.18. A abraf®d-sel jelolt 8-as képihet, amelyhez a wt LIR szekvencia melletti
hasitas vezet. Amennyiben a 2-3. mutacié csak #trazsefer reakciot gatolja, akkor a
transzpozaz a mutans RIR 3’ vége mellett is hagdtlaadonor plazmidot, mikbzben egy szabad
5 foszfat csoport keletkezik a RIR véget hatarekiekvenciaban. Ezen 5’ lancvég jelenléte
legegyszdibben primer extenzidval vizsgalhaté (4. 18. A abKiyvel a reakcidban jelen |év
szubi replikonokrol kepads elté hosszi DNS darabok zavarhatjdk a transzpozicisdisaol
szarmazd DNS szakaszok kimutathatésagat (smeaélk8pd ezért ain vitro reakcidkat a

szintézist megékéen BstYl enzimmel kezeltik. ABstYl hasitas kovetkeztében a donor
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plazmidbdl egy 157 bp-os DNS darabnak kell keletkeamely 6 % poliakrilamid gélen
elvdlaszthaté a transzpoziciés hasitds koOvetkeztéb@t 91 bp hossza termékékt
Transzpoziciés hasitasra utal6 DNS fragmentet éiagra wt IR végeket tartalmazé pMSzZ358
in vitro reakcidjabol tudtunk kimutatni (4.18. B abra apsanel). Mivel a transzpozaz pontosan
az IR szekvencia 3’ vége mellett hasitotta a tnaosant, igy csak egyetlen, azaz a vart 91 bp-os
DNS fragmentet detektaltuk. Mindetitaz kdvetkezik, hogy az BB transzpozaz az irodalombal
ismert DDE transzpozazokhoz hasonléan az IR szeidle®’ vége mellett hasitott, s a 2-3. IR

pozicidkban Iétrehozott baziscserék magat a hagibsitak.
4.5. A szubterminalis 180 szekvencidk szerepe a transzpozicidban

4.5.1. Az IR végekkel hataros szekvenciak hatasaranszpoziciéra

Az eloz6 fejezetekben ramutattunk arra, hogy aB808R végeiben alig van néhany
nukleotid (14-15., 18-19. IR poziciokban), melyne& lenne lényeges szerepe a RIR-LIR
szekvenciak jelenléte elegeénd a hatékony transzpoziciohoz. Ennek elddntésdyano
transzpozonok integracios gyakorisagat vizsgalto&lyek eltéé hosszu végeket tartalmaznak
az 130 elemtdl. A kisérlethez a pMSZ85 és pMSZ88 plazmidokazhdkuk. Amig a pMSZ88
egyedul a 26 bp IR szekvencidkat, a pMSZ85 az 1 B®al (173L), és a 965-1221 bp jobb
(257R) 180 végeket tartalmazza. Mindkét transzpozon replikégieés, AP markerrel
rendelkezik és IR végeit a Gngén hatérolja. A transzpozonok integraciojat &zéekben mar
ismertett intermolekularis kisérleti rendszerbemsgéltuk (Id. 3.7. fejezet), amelyhez aB0S
transzpozazt expresszald pJKI324, GOHS szekveno@tdozd pZNAL133 target és a
transzpozondonor konstrukciok&t typhimuriumMA1703 sejtekbe juttattuk (4.19. A abra). A
fuziés plazmidok struktarajat kolénia PCR-ral ésstri&cios hasitassal vizsgaltuk. A
transzpozicidés gyakorisagokat a 4.19. B 4bra tadzata. A 26 bp IR végekballé transzpozon
integracios gyakorisaga (2,85+0,86X)&ozel két nagysagrenddel volt kisebb, mint a pl85z
transzpoziciés gyakorisaga (2,27+0,35X1.&mi arra utal, hogy a hosszabB03égek jelenléte
elésegitette a transzpoziciot.

Ahhoz, hogy eldontsik melyik reakcié hatékonysagatvelte az IR végeket hatarold
szekvenciak jelenléte, fiiggetlen kisérletekbenekiellizsgalnunk a transzpozicié két egymast
kovet lepesét. Eszér a pMSZ88 és pMSZ85 plazmidokbdl szarmaztathatkularis
transzpozonok (pMSZ88C és pMSZ85C) integraciojartidtik. A kisérleteket az &sekhez
hasonléan MA1703 sejtekben végeztuk (Id. 3.7. #djezazzal a kilénbséggel, hogy az
intermediereknek kulonbéztarget plazmidokkal valé reakcibjat is megvizsgéltA GOHS
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szekvenciat hordoz6zé pZNA133, valamint négy &It&830 véget (LIR, RIR, 464L, illetve

257R) tartalmazo plazmid target aktivitdsat mériikgyakorisagokat a 4.19. C abra tartalmazza.

A transzpozondonor B : or s z o
Transzpozicios integracié

a GOHS targetbe
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4.19. Abra Az IR végeket hatarol6 IS30 szekvenciak hatésa a transzpoziciora.

(A) A cirkularis transzpozonok képzddése (@) és integracidja a kiilonbozo célszekvencidkat tartalmazé target
replikonba (@). Az abran alkalmazott jel6lések megegyeznek a korabban hasznaltakkal. (B) Az oszlopdiagram a
26 bp IR szekvencidkat hordozé pMSZ88, valamint a 1 73L és 257R végeket hordoz6 pMSZ8S5 transzpozondonor
plazmidok integracios gyakorisagat mutatjaa GOHS szekvenciat tartalmazo target plazmidba (D+Q@1épés). Mivel
a target plazmid homérsékletérzékeny replikacids origot tartalmaz, ezért Ap + Sp/Sm szelekcioé mellett 42°C-on
csak a fuzids plazmidokat tartalmazo baktériumok tudnak koloniat képezni. A gyakorisagi adatokat a 42°C-on és
30°C-on meghatarozott titerek hanyadosaként szamoltuk. Az adatok 5 fliggetlen mérésbdl szarmaznak, melyek
atlagat és szorasat abrazoltuk a grafikonon. (C) A kiilonboz6 hosszii IS30 végeket tartalmazo cirkularis
transzpozonok integracios gyakorisaga a GOHS szekvenciat, valamint a 26 bp RIR, a 257R, a 26 bp LIR, és a
464L végeket hordoz6 target plazmidokba (@ 1épés ). A fehér oszlopok a 26 bp IR végeket tartalmazo pMSZ88C,
mig a sziirke oszlopok a 173L és 257R végekbdl felépitett pMSZ85C integracids gyakorisagat mutatjak. Minden
konstrukcioval 5 fiiggetlen mérést végeztiink, és ezek atlagat és szorasat abrazoltuk a diagramon. (D) Cirkularis
transzpozonok képzddésének gyakorisdga a pMSZ88 és pMSZ85 donor plazmidokbol (@D 1épés ). Az adatok 5
parhuzamos mérésbol szarmaznak.

A GOHS szekvenciét tartalmazo pZNA133 vonzobb tavgét mindkét transzpozon szamara,
mint a jobb, vagy bal végeket hordozo plazmidok. A két intermedier imsizes
gyakorisagaban azonban nem lehetett szignifikatikgéget kimutatni sem a GOHS, sem a 26
bp IR végek jelenlétében. Ugyanakkor a 464L és dR2%égek 3-6-szor gyakrabban
hasznalddtak targetként, mint a 26 bp hosszu LR/ WRIR szekvencidk. A pMSZ85C donor 2-

3-szor nagyobb gyakorisaggal integralddott a hdds2&30 vegek mellé, mint a csupasz RIR-
LIR kapcsolatot hordoz6 pMSZ88C. Mindez arra utabgy cirkularis transzpozonok HS
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integraciojahoz a 26 bp-os RIR-LIR kapcsolat jedéml elegendl de a lecsupaszitott IR
szekvenciak nem tartalmazzak a végek mellé térb@@piléshez sziikséges 6sszes informaciot.
Mivel az IR-targeting soran, csakugy mint a cirkiddranszpozonok képdésekor, kialakul egy
transzpoziciésan aktiv RIR-LIR kapcsolat, ezértésainisitheb, hogy a szubterminalis
szekvenciaknak a RIR-LIR képzésben van szerepe,nsagyarazhatja a 26 bp IR szekvenciak
gyengébb target aktivitasat is.

Az IR végeket hatarold B® szekvenciaknak a RIR-LIR képzésre gyakorolt hatasa
intramolekularis kisérleti rendszerben vizsgaltukpllSZ85 és pMSZ88 transzpozondonor
plazmidok felhasznalasaval (Id. 3.6. fejezet). Asékietet TG2 sejtekben végeztik a
transzpozazterm&lpJKI324 jelenlétében. Transzpozaz indukciot kéesetDNS-t izolaltunk a
baktériumokbol, amelyben transzformalas, majd cegfilating felhasznélasaval vizsgaltuk a
Cm° plazmidok esfordulaséat. Mivel a Cfhgén vesztése az IR végek kapcsolédasa sorén alakul
ki (D reakcié, 4.19. A &bra), ezért a @ kolénidk aranya a cirkularis transzpozonok
képadését tikrozi. Amig a szubterminalis szekvencidiatiozé pMSZ85 donorbdl kdzel 50
%, a csupasz IR végeket tartalmazé pMSZ88-bdl nsiszié) 0,4 % gyakorisaggal képlzek Cn?
termékek (4.19. D &bra). A Chplazmidokrol restrikciés hasitassal, illetve szmidlassal
igazoltuk, hogy azok mindegyike hordozza a RIR-Id&pcsolatot. Mindebl az kovetkezik,
hogy a szubtermindlis B® szekvencidk az IR végek kapcsoldédasat, azaz gesda a RIR-LIR

képzést segitették.

4.5.2. A RIR-LIR kapcsolat kialakulasanakin vivo vizsgalata

Az IR végek kapcsolddasat tartalmazo cirkulariegemozonok keletkezése egy atmeneti
8-as form4ju DNS struktaran keresztil valésul miegy 4.17. &bra). A 8-forma képdését
Oonmagaban a transzpozaz Kkatalizalja, mig annak bi@dkulasahoz gazdaenzimek
kozremikodése is szikséges (4.4.5. fejezet). Azért, hoggaftapitsuk, vajon a szubterminalis
szekvenciak a 8-as kéfiEsét vagy azt kouetrepair folyamatot segitik, a pMSZ88, illetve a
pMSZ85 plazmidokat hordozé TG2 sejtékba transzpozéaz indukciot kovetn DNS-t
izolaltunk. Mivel a standard DNS tisztitasnal hadzralkalikus feltaras soran a nickelt DNS
sérulhet, ezért a 8-forma kinyeréséhez egy kevemjpéssziv DNS tisztitasi eljarast, az
agynevezett cleared lysate modszert (Clewell andinklé, 1969; Polardet al, 1995)
vélasztottuk. A DNS preparatumok&iwNI és Xhd enzimekkel hasitottuk. AXhd-nek a
transzpozondonor plazmidokban nincs, mig a trarszaermel pJKI324, illetve a Tp-az
negativ pJKI88 plazmidokban egyetlen felistialye van, s igy linearizalja azokat. AaNI
egyedil a transzpozonok belsejében hasit, melyibektkeztében, a donor plazmidokat és a

cirkularis transzpozonokat linearissa alakitja, mig-formabdl egyi-alaku struktara kég@ik,
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amely agar6z geélben lassabban vandorol, mint ai tObIS forma (4.20. abra). Transzpozaz
indukcié hatasara a pMSZ85 donor plazmidokat tawdzlb preparatumokban lathatéva valt egy
4,42 kbp-os fragment, amely igazolta a pMSZ85C utéis transzpozon képdését (Id. 1-4.
minta). Amennyiben noveltik a gélbe felvitt DNS mgisegét, egy Ujabb fragment is megjelent,
amely méretben megfelelt a 8-formabdl kégiz a alaku struktirdnak (Id. 3. és 5. minta). A
pMSZ85-tel ellentétben a 26 bp IR végeket tartalinp1SZ88 esetén nem tudtuk kimutatni
sem a cirkularis transzpozon, sem a 8-forma &d@zét (Id. 6-9. minta), ami arra utal, hogy a
szubtermindlis szekvencidk ink&bb a 8-as képzést,annak megoldodasét segitették.

[ pMmszss pMSZ88 | 4.20. abra A “nyolcas-forma” in vivo kimutatasa.

bbMw 1 2 3 4 5[6 7 8 9 10 11 12 A sybrgreen-nel festett gél a pMSZ85 ¢és pMSZ88

11500t plazmidokbol transzpozaz indukcid hatasara képz6dé DNS

struktirakat mutatja. A “cleared lysate” mddszerrel készitett

< < DNS preparatumokat A/wNI és Xhol enzimekkel hasitottuk.

< A 2-3. és 7-8. mintak a transzpozondonor mellett a pJKI1324

. - — PMSZ85  Tp-az termel§ plazmidot is tartalmazzak. A 3. és 8.

46491 w 4 - * u — PMSZ88  cqatornakba kb. 20-szor tobb DNS-t juttattunk, minta 2. és 7.

._ csatorndkba. Az 1. és 6. mintdk a Tp-az termeld pJKI324

® ™ - helyett a pJKI88 plazmidot tartalmazzék, amelybd] hidnyzik

- - lf%f;:";;‘ a Tp-4z gén. Az 5. és 10. mintak a pMSZ85, illetve pMSZ88

 plazmidok in vitro transzpozicids reakcioibol szarmaznak

2840 (Isd. 4.6.3. fejezet). A 4. és 9. csatornak a pMSZ85C és

pMSZ88C cirkularis transzpozonokat, mig a 11. és 12.

2577 W csatornak a Tp-az termeld plKI324, illetve pJKI&8

paas — - pJTKlg;i plazmidokat tartalmazzak. Mw: Pstl-hasitott A DNS. A fehér

] TP nyilhegy a cirkularis transzpozonok, mig a fekete nyilhegy a
2140— “nyolcasok” képzddését mutatja.

— -
5080— w

4.5.3. A RIR-LIR képzés vizsgalatan vitro transzpozicids rendszerben

Mivel a 8-as megoldédasat a gazda replikacidés paireenzimei katalizajak (Duval-
Valentin et al, 2004), ezért egy sejtmentes transzpoziciés rendskalmasabb lehet a 8-as
képzés tanulmanyozasara, s bizonyithatja a tramazpaktiv szerepét a reakciéban. A standard
reakcio korulmények kozott (Id. 3.12. fejezet) azamm nem tudtunk kildnbséget kimutatni a 26
bp IR, illetve a hosszabb 38 végeket hordozo6 konstrukciok 8-as képzésébert (. abra 5.
és 10. minta), igy az inkubaciossjdvalamint a transzpozaz koncentracio valtoztamasHett
vizsgaltuk az intermedier kialakulasanak kinetikajz el kisérletben 1 oran at ndvekv
mennyisé§ transzpozazzal (0-2@l prepardtumbdl), majd ezt kovein adott mennyisdég
transzpozazzal (20l a tisztitott prepardtumbdl), de eliédeig (0-1 h) inkubaltuk a pMSZ85 és
pMSZ88 plazmidokat. A transzpozicids reakcio |eddiat koveten a DNS-eketAlwNl
enzimmel hasitottuk, és a 8-as format sybrgreefestétt agar6z gélen valasztottuk el (4.21.
abra). A transzpozaz koncentraciojanak emeléséviedk@ét plazmidb6l egyre tobb 8-as
keletkezett, de a telitési mennyiséget a pMSZ8&asaacsonyabb transzpozaz koncentracional
ertik el, mint a 26 bp IR végeket tartalmazé pMSA88(4.21. A abra). A konstrukciok kozotti

kilonbség még jeletsebb volt, ha az inkubaciossidiiggvényében vizsgaltuk 8-as képesét

62



(4.21. B &bra). Amig a pMSZ8in vitro reakcidiban mar 5 perc elteltével maximalis

mennyiségben volt jelen az intermedier, a 26 bprdéBeket tartalmazé pMSZ88 jelenlétében

csak a 45. percben érte el a telitési szintet. Blindegafsiti kordbbi feltevésiinket, miszerint a

szubtermindlis 180 végek magat a 8-as képzést segitik, s egyben ytmnhogy a

transzpozaznak valamilyen maédon fel kell ismerziéRavégeket hatarold szekvenciakat.

A B
pMSZ85 | pMSZ88 pMSZ85 | pMSZ88
Tisztitott transzpozaz (ul) Inkubacids ido (min)
0 4 8 12 16 20MW 0 4 8 12 16 20 bp 0 5 10 15 20 30 45 60MW 0O 5 10 15 20 30 45 60
> >
> >
Sessew__ ow - TOSSBEew_ -
=PPPPIe. - =PPPPPeew
20
> 20
€ . 2
] -
ER o
2 21
- E 2
S g S 2
o < E
1 >}
0 4 8 12 16 20 0 5 10 15 20 30 45 60
transzpozaz (pl) inkubacios idé (min)
—&— pMSZ85 ---W--- pMSZ88
—A—pMSZ85 ---m--- pMSZ88

4.21. abra Az IR végeket hatarold IS30 szekvenciak hatasa az in vitro “nyolcas képzésre*.

A sybrgreen-nel festett gél a pMSZ85 és pMSZ88 transzpozondonor plazmidok in vitro transzpozicids reakcidit
mutatja. (A) A donor plazmidokat 1 6rdn at inkubaltuk a tisztitott IS30 transzpozaz preparatum kiilonb6z6
mennyiségeivel, (B) illetve kiilonb6z6 ideig inkubéltuk azonos mennyiségli (20 pl) transzpozazzal. A tisztitott
Tp-4z mennyiségét, és az inkubéaciés id6 hosszat kiilon jeleztik. A transzpozdz kezelést kdvetden a
deproteinizalt mintdkat A/wNI enzimmel hasitottuk. A 8-formara nyilhegy mutat. Mw: PsfI-hasitott A DNS. A
gélek alatti diagramok a “nyolcas-forma” mennyiségi viszonyait mutatjak (A) a transzpozaz koncentracio (B) és
az inkubacios id6 fliggvényében. A mennyiségi értékeket az Image Quant program felhasznalasaval hataroztuk
meg a 8-format tartalmazoé savok és a hattér intenzitasanak hanyadosaként. Az adatok 3 parhuzamos mérésbol

szarmaznak.

4.5.4. A transzpozaz kdidésének vizsgélata a szubterminalis szekvenciakhoz

Az in vitro transzpozicios kisérletek eredményei felvetetr@kak a lehdiségét, hogy a

szubtermindlis 180 végek direkt, szekvencia-specifikus kapcsolatipmd& a transzpozazzal.

Ennek vizsgalatara gélretardacios kisérleteket atégk a 26 bp-os IR, és az IR szekvenciak
nélkili 1S30 végek (lz7-173 27-173 bp bal éss.1105 1115-1195 bp jobb vég) felhasznalasaval.
Az in vitro kotési kisérleteket a wt B8 transzpozéz, valamint 134 aminosav hosszu N-
termindlis darabjaval végeztik (3.11. fejezet). N®fehérje komplexeket nativ poliakrilamid
gélen valasztottuk el a szabad végekbmig a csupasz LIR és RIR végeket a wt és akason
transzpozaz is kototte, az IR nélkili szekvenciéliddonb6z reakcid kortilmények ellenére
sem tudtuk kimutatni szekvencia-specifikus kotds2Z. abra).
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_UR+ [ _R1R+ _L’7-|7_3|_ [ R_m:.lr 4.22. abra A szubterminalis IS30 szekvenciak szerepe a transzpozaz kotésben.

A gélretardacios kisérlet az IS30 transzpozdz N-termindlisanak (1-133 aa)
. felhasznalasaval végeztiik. A LIR és RIR jelolt mintak (1-4.) a 26 bp-os IR végeket,

4 | azL,, ,,€s R, s,0s DNS-ek az IS3027-173 és 1115-1195 bp-os régiodit tartalmazzak.

“ A + és - jelek a transzpozaz jelenlétét, illetve hianyat jelzik. A fehér nyilhegyek a
q ! b e < szabad oligokat, a fekete nyilhegyek a DNS-fehérje komplexeket mutatjak.
o g (W)

Meg kell azonban jegyezni, hogy a telje80Sranszpozaz magat az IR szekvenciakat is csak
nagyon gyengén kototte, s igy nem biztos, hogylazpbb kbélcsonhatas kimutatasara egyaltalan
alkalmas lehet. @ az is elképzelhét hogy a szubterminalis szekvenciakhoz eleve cklikra
lehet kotést kimutatni, ha az IR végek mar fedvenak a transzpozaz altal. A transzpozaz N-
termindlisa azonban felteléétg nem I[ép kdlcsOnhatdsba a szubterminalis szeldddal,
hiszen a korabbi footprint kisérletekben sem tudté&konka transzpozaz kotését kimutatni az IR

végeken kivili szekvenciakhoz (Stadéeral, 1990).

4.5.5. Az IR végeket hatérol6 régio delécios anaise

Azért, hogy meghatdrozzuk, milyen hosszu régié segés az I szekvenciabol a
hatékony RIR-LIR képzéshez, olyan transzpozonok@btfunk eld, melyek kilénbd& hosszu
darabokat tartalmaznak a végékhA transzpozonok egyik csoportja az3Bbal vegebl (LE),
mig a masik fele a jobb végéb(RE) hordozott eltér hosszu szakaszokat, mikozben a
transzpozon masik végét a wt 257R, illetve 464Lekdgatéaroltédk (4.23. abra). Az38végeket
minden esetben a Chyén vélasztotta el, ahogy a pMSZ88 és pMSZ85 final. Minden
konstrukcioval kétin vivo transzpozicios kisérletet végeztink. Intramolekul&isérletben
vizsgaltuk a Cii gén vesztését, azaz a cirkularis transzpozonokskiégét (Id. 4.19. A abr@
reakcio, 3.6. fejezet), mig intermolekuléris reretben a transzpozonok integracidjat a GOHS
szekvenciaba (Id. 4.19. A abfa + @ reakcio, 3.7. fejezet). Az 8B szekvencidk hosszanak
novelésével mindkét reakcio gyakorisaga emelkedéi23. abra). Mivel a transzpozon
inszerciék gyakorisaga alig volt kisebb a Trirkularis transzpozonok &brdulasanak
gyakorisagatol, ezért azt mondhatjuk, hogy a kdar intermedierek 60-80 %-0s gyakorisaggal
integralodtak a HS szekvencidba, ahogy azt a pMSZ8ktve pMSZ88C konstrukcioknal is
tapasztaltuk (Id. 4.19. C abra). Eblmaddéddéan mindkét reakcié valojaban az RIR-LIR l&pz
meértékeét tukrézi. Az 130 bal végét tekintve megallapithatjuk, hogy a szakie roviditése
fokozatosan cstkkentette a cirkularis intermedialakulasanak gyakorisagéat (4.23. A ébra). A
68 és 77 bp hosszu végek kozott 4-5-szorés, miy &35 bp-0s végek dsszehasonlitdsaban 2-
3-szoros gyakorisag kulonbség volt kimutathatd. abdbA az 58L és 45L végek kozott is
erzekelhei volt egy kb. 2-szeres kiulonbség, ami azonban aasak atfedése miatt nem

tekinthet szignifikans eltérésnek. A jobb vég esetén viszsak a 26 bp-os RIR és 49R végek
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0dsszehasonlitdsaban tudtunk gyakorisag kulonbdégeitatni (4.23. B abra), ami arra utal,
hogy az IS0 jobb végében csak egyetlen, mig a bal végberhfdileg tobb aktivator elem is
talalhato.

A B

transzpozondonor transzpozondonor

" m . m
(<] p257] >464]
c1rkularls 10 | c1rkularls
transzpozon trans7pwon
- . L.  —— - L.

bp 464 173 122 99 77 | 68 58 45 35@ K{}E bp 257 66 49 K»}m

g
.|
e
\

gyakorisag *10°
S
7
i

transzpozicios

Otranszpozon cirkularizacié
Etranszpozon integracié a GOHS szekvenciba

4.23. abra AzIS30 végek delécios analizise.

Az oszlopdiagramok (A) a fokozatosan roviditett bal (B) valamint a fokozatosan roviditett jobb IS30 végeket hordozé cirkularis
transzpozonok képzddésének, illetve integracidjanak gyakorisdgat szemléltetik. A fehér oszlopok a Cm® cirkularis intermedierek
képzodésének, mig a sziirke oszlopok a transzpozonok integracidjanak gyakorisagat mutatjak a GOHS szekvenciaba. Az adatok 5
parhuzamos mérésbdl szarmaznak. Az IS30 végek pontos hosszat a grafikon x tengelyén dbrazoltuk.

4.5.6. A szubterminalis szekvenciak pontmutaciés zégalata

Az aktivator elemek pontos azonositasa érdekébgandtonstrukcidkat is édllitottunk,
melyek pontmutéciokat tartalmaznak az30Svégekben. Osszesen 44 kilonbdranszpozon
készult, amely kozil 19 a jobb végben, 25 pediglavbgben tartalmazott két-két szomszédos
transzverziot (4.24. A, D é&bra). A béaziscserékeR 66s 1221 végek hordoztdk, mig a
transzpozon masik oldalat a wt 464L, illetve a 1068)ek hataroltak. A transzpozonok IR
végeit a Cii gén valasztotta el, ahogy a pMSZ88 vagy pMSZ85stakcioknal. A mutaciok
hatasat intramolekularis transzpozicios rendszevisgaltuk, amelyhez a Tp-az teréas a
transzpozondonor plazmidokat TG2 sejtekbe transdtiuk. A transzpozaz indukciot koven
minden mutansbol DNS-t izolaltunk, amit restrikchissitassal vizsgaltunkba + Ncd hasitas
kovetkeztében a RIR-LIR kapcsolatot hordozé cirkaldranszpozonokbdl 1140 (a jobb vég
mutacioi esetén), illetve 833 bp-os (a bal vég wigtaesetén) DNS darabok keletkeznek,
melyek mennyisége a transzpozicios reakcid gyakgdisjellemzi (4.24. B abra). A jobb vég
mutacioi kozil az 1181-1186 bp régidban talalhaaidcserék kozel 75 %-kal, mig az 1179-
1180. és 1187-1188. poziciok mutacioi 50 %-kal kedkettek a korré zart intermedier
képzdéseét (4. 25. C abra). Mindez azt jelzi, hogjolab végben az 1179-1188. poziciokban
taldlhato 5’-GAGATAATTG-3' szekvencia segitethetteirkularis intermedierek képdését.

Az IS30 bal végében létrehozott baziscseréknek kevéshéelahts hatasuk, mint a jobb
vég mutacioinak. A 36-39, 66-69 és a 74-77 bp-gsdkemutacioi 30-60 %-kal csokkentették,
mig a 70-73. poziciok baziscseréi valamelyest nékeh korrézart transzpozonok kégeset

(4.24. E abra). A 28-29. és az 56-57. pozicidk szEaréi kb. 20 %-os gyakorisdgcsokkenést
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okoztak, amely azonban a szérasok atfedése miait tekinthet szignifikans eltérésnek. A
mutécios és a delécids analizis eredményei viszgymast efsitik, hiszen az enhancer elemek
mindkét kisérlet sorozatban &wrban a 35-45 és 68-77 bp-os régiokba térkiejiek.

B 2,0
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] X 155
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4.24. abra Az IR végeket hatarol6 IS30 szekvencidk mutacios analizise. A jobb (A), valamint a bal (D) vég vizsgalatahoz hasznalt
transzpozondonor plazmidok sematikus dbrazoldsa. A 66R vég az 1157-1194 bp-os régidban, mig a 122L vég a 28-77 bp-os
régiodban tartalmaz két szomszédos transzverzidt. A mutaciokat csillaggal jeleztiik, a baziscserék pontos szekvencigjat a
grafikonok x tengelyén abrazoltuk. Az X a Xbal, az Nc az Ncol hasitohelyeket jeloli a plazmidokon. (B) Transzpozaz indukciot
kovetden DNS-tizolaltunk a mutans plazmidokat hordozé TG2 sejtekbdl, amit Xbal + Ncol enzimekkel hasitottuk. A transzpozon
donorbdl szarmazd DNS darabokra fehér, a Tp-az termel6 plazmidbdl szarmazd DNS-re sziirke nyilhegy mutat. A csillag az 1140
bp hossza, RIR-LIR kapcsolatot hordozo DNS darabot jelzi. A molekulatomeg marker mellett (MW: PstI-hasitott A DNS) a wt és a
GA, 5.5~ TC cserét tartalmazo konstrukciok transzpozicios reakcioi lathatok. Az oszlopdiagramok a cirkuléris transzpozonok
relativ eléfordulasi gyakorisagat mutatjak a mutans jobb (C) és bal (E) IS30 végek jelenlétében. Az adatok a sybrgreen-nel festett
gél mennyiségi kiértékelésébdl szarmaznak. A RIR-LIR kapcsolatot tartalmazé DNS fragment mennyiségét minden esetben a
transzpozon 3540 bp-os fragmentjének mennyiségéhez hasonlitottuk. Minden konstrukcioval 3 fliggetlen mérést végeztiink,
melyek atlagat és szorasat a wt konstrukcio atlagahoz viszonyitva abrazoltuk. A sziirke téglalapok azokat a bazisokat mutatjak,
melyek cseréje szignifikans gyakorisag csokkenést okozott.

4.5.7. A RIR-LIR képzést segit motivum azonositasa az 130 jobb végében

Annak igazolasara, hogy az 5-GAGATAATTG-3’ szekeen aktivatorként rmikodik a
jobb 130 végben, két Uj transzpozondonor konstrukciot kéiahk. A pMSZ589-ben olyan
tavolsagba helyeztik az enhancer szekvenciat &&gRl, ahogy a wt elemben is talalhat6, mig
a pMSZ619 4 bp-ral tavolabb tartalmazza azt. Azvakir és a RIR vég kozotti szakaszt nem
IS30 eredeiit szekvenciaval toltottik ki (4.25. A abra). A trapezonok masik végét a 464L veg
hatarolta, ahogy a pMSZ85 konstrukcidban is. Mingiézmiddal kéin vivo mérést végeztink.
Intramolekularis kisérletben vizsgaltuk a Bmén delécidjat (4.19. A a4br@ reakcid, 3.6.
fejezet), mig intermolekularis rendszerben a trposanok integraciéjat a GOHS szekvenciaba
(Id. 4.19. A abra® + @ reakcio, 3.7. fejezet). Valojaban mindkét méréRIR-LIR képzés
gyakorisagat tukrozi, hiszen a szubterminalis seekidak hianya a GOHS integraciot nem
befolyasolta (Id. 4.19. C abra). A pMSZ589 a 49Rjetéhordozd konstrukciohoz hasonldan
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viszonylag magas gyakorisagokat eredményezett raindkérésben (4.25. B abra), ami
bizonyitja, hogy az 5-GAGATAATTG-3' szekvencia wdlan transzpozicids aktivatorként
funkcionalt. Ezzel ellentétben a pMSZ619 esetérb tibnt egy nagysagrenddel alacsonyabb
gyakorisagokat mértiink (3,5-8 x3)) ahogy a 26 bp-os RIR vég jelenlétében is (7,31@%).
Mindez arra utal, hogy az aktivator szekvencianakRavéghez viszonyitott pozicidja lényeges,
azaz kizarélag abban az esetben segiti az IR iéamdsolodasat, ha a wt elemnek megéelel

7 bp tavolsagban talalhat6 a RIR ldelgegébl. Amennyiben ez a 10 bp-os szekvencia akar maga
a transzpozaz, vagy egyéb gazdafehérjesHdlye, mindenképp elmondhaté roéla, hogy
kommunikalnia kell a transzpozazzal, hiszen csdlaalaz esetben funkcionalis, ha a RIR §égt

megfeleb tavolsagban helyezkedik el.
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4.25. abra Az 5' GAGATAATTG motivum hatdsa az IS30-alapt
transzpozonok képzddésére. (A) A pMSZ589 és pMSZ619 transzpozon
donor plazmidok sematikus strukturdja. A transzpozonok a feltételezett
aktivator elemet 7, illetve 11 bp-ra tartalmazzak a RIR belsé végétdl. Az
IS30 szekvenciat nagy, a RIR véget kiemelt betiitipussal, az egyéb
szekvenciakat kis betiikkel jeldltiikk. (B) Az oszlopdiagram a cirkularis

crer

mutatja. Az adatok 6 parhuzamos mérésbdl szarmaznak.

4.5.8. Aktivator elemek meghatarozésa az B bal végében

A végek mutéaciés analizise alapjan ugy gondoljukyramyIS30 bal végének szervédése
|ényegesen bonyolultabb, mint a jobb végé. Pontondk&al tébb olyan szekvencia részletet
(28-29., 36-39., 66-69., 74-77. és 56-57. pozicadbRhs azonositottunk, amelynek hatasa volt a
RIR-LIR képzésre, de az egyes mutaciok énmaguklemeédbé csokkentették a transzpozicio

gyakorisagat, mint a jobb vég esetén tapasztalthk4(6.6. fejezet). Ha ehhez hozzavesszik a
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delécids transzpozonokkal meghatarozott adatokkbrazt mondhatjuk, hogy a 35-45 és 68-77
bp-os régidkban egyértelran kell legyen, de nem kizart, hogy a 45-58. pGkisan is létezik
olyan szekvencia, ami @egiti az IR végek kapcsolddasat (Id. 4.23. A abkapotencidlis
aktivator elemek hatasanak vizsgalatara hasonl&kozetjtest hasznaltunk, mint a jobb végben
talalhaté 10 bp-os motivum aktivitdsanak bizonyitasA kivalasztott szekvencia motivumokat
olyan tavolsagban helyeztik a LIR szekvencia mdaméogy a wt elemben taladlhats. A
transzpozonok aktivitasat intermolekularis rendseer tesztelttk a GOHS szekvenciat
tartalmazo target plazmid jelenlétében (Id. 4.1%ka® + @ reakcid, 3.7 fejezet). Az egyes
konstrukciok felépitését és a hozzajuk tartozo szpozicios gyakorisdgokat a 4.26. abra
tartalmazza.
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4.26. abra Aktivator elemek azonositasa az IS30 bal végében. A transzpozondonor plazmidok (c1-c4) a pMSZ85 mintéjara
késziiltek. A transzpozonok egyik végét a wt 257R, a masikat kiilonbdz6 szekvencia darabok hataroltak a bal végbdl. Vastag
vonallal az IS30-bol szarmazo, szaggatott vonallal a nem IS30 eredetii DNS szakaszokat jeloltiik. A vonalakra irt szam az IS30
pozicidkat mutatja. A LIR szekvenciat keret, a transzpozaz kothely inverz ismétlodését folytonos, a 8 bp-os direkt
ismétlddésii szekvenciat szaggatott nyil jelzi. Azokat a bazisokat, melyek cseréje kimutathat6 hatassal volt a RIR-LIR képzés
gyakorisagara csillaggal (1d. 4.25. E abra), a feltételezett aktivator elemeket sziirke téglalappal jeloltiik. Az egyes szekvencia
boxok iranyat rovid nyilak jelzik. Az oszlopdiagram a transzpozonok integracios gyakorisagat mutatjaa GOHS szekvenciaba.
Az adatok 5 parhuzamos mérésbél szarmaznak.

Els6 kdzelitésben a 36-39 és a 66-77 bp-os szekvesaidlepét vizsgaltuk (c1 konstrukcio),
hiszen ezek mutacioi egyértdlen gatoltak a cirkularis intermedierek kégesét (Id. 4.24. E
abra). A cl konstrukcié azonban ugyanolyan gyakgdal integralddott a target szekvenciaba,
mint a 27L vagy a 35L végeket tartalmazo transzpokp ami alapjan tovabbi aktivator
elemeket feltételeziink a végben. Mivel a 28-29.igpokban |étrehozott baziscserék kb. 25 %-
kal csOkkentették a transzpozicios gyakorisagot4la4. abra), ezért meghosszabbitottuk az IR
véget 43 bp-ra, amit a 66-77 bp-os aktivator sze&mdwal egészitettiink ki. A c2 transzpozon
igy tagabb szekvencia kdrnyezetben hordozza adwak tiné 36-39 bp-os régiot, valamint
tartalmazott egy direkt ismétédi motivumot is a 23-30. és a 71-78. pozicidkban. A
transzpozon integraciés gyakorisdga azonban nemadtaalmeg a 45L véget hordozo
konstrukcioét, amely alapjan ugyinhet, hogy a 66-77 bp-os régid6 nem szikséges a
transzpoziciés hatéekonysag noveléséhez. Ugyanadkoa latszolagos ellentmondas azonnal

megs#inik, ha tébb olyan enhancer szekvenciat tételezéin végben, melyek csak egymassal
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egyuttmikddve fejtik ki hatasukat. A c3 konstrukcioval a-3®. poziciokban éforduld
szekvencia hatasat vizsgaltuk, mivel az IR végekiaddlhato transzpozéaz Kitely forditott
irAnyban megisméitiik ebben a régidéban. A LIR szekvencia kiterjesz&s bp-ra azonban csak
kb. kétszeres novekedést eredményezett a trangzpotagracios gyakorisagaban a 43L vagy
45L végeket tartalmazo konstrukciohoz hasonlitvaveMaz 56-57. poziciokban létrehozott
baziscserék is befolyasoltdk valamelyest a trarmmpoaktivitasat (Id. 4.24. &bra), ezért a
kovetked |épésben 58 bp-ra hosszabbitottuk a transzpozénvdmét. A c4 integraciés
gyakorisaga elérte, illetve valamelyest meg is dtalaa wt transzpozont jelle@zanaximalis
gyakorisagi értéket (1#0,4x10%, ami arra utal, hogy az 58L vég a 66-77 bp-osiérég
jelenlétében mar tartalmazza az 6sszes olyan szel&teami a hatékony transzpozicio feltétele.
A 66-77 bp-os régié hianyaban viszont harmadarakkesi a transzpoziciés gyakorisag
(3,1+0,7x10%, ami bizonyitja, hogy 66-77. pozici6kban talathazekvencia csak akkor
funkcionalis, ha a LIR-hez kdzelebbi aktivator emmar mind jelen vannak a végben.
Mindezek alapjan az mondhatjuk, hogy a bal végkgalébb 4 enhancer szekvencia talalhaté a
27-43, a 44-51, az 51-58 és a 66-77 bp-os régigkhalyek szigorian egymasra épulve fejtik ki
hatasukat. Az 130 bal végének részletes szekvencia vizsgalata tévébbutatott arra is, hogy a
transzpozon aktivitasat befolyasoldé pontmutaciokéteél nélkil egy 4 bp-os, AAAC
konszenzussal jellemezBeszekvencia motivumban helyzkednek el, s ez igmi&lIminden
egyes régidban, melynek hozzéadasaval a LIR véwszapazicids aktivitasa ndvekedett. igy
valoszirisithet, hogy a bal végben talalt enhancer szekvencialibinlkegyfajta térszerkezetet

bizositanak a DNS-nek, mint egyedi &d¢lyként funkcionalnak.

4.6. Az 130 végek orientaciés hatasa

4.6.1. Az IR szekvenciak befolyasa az 88 végek kapcsolodasara

Eddigi transzpozicios kisérleteink mindegyikébert tmpasztaltuk, hogy a RIR-LIR
kapcsolatot tartalmazé cirkularis intermedier oly@myban épul be az 38 végek mellé, hogy a
targetként szolgalo IR szekvenciahoz mindig ellest&égével csatlakozik (Olastzal, 1997a).
Ez a szigoru orientacios hatas két elem dimerigdlocan is megnyilvanul. Azok az 38 alapu
Osszetett transzpozonok, melyek inverz ismétléshelalmazzak a két elemet nem képesek
inszerciora, mivel nem képdik beblik transzpoziciésan aktiv RIR-RIR vagy LIR-LIR
kapcsolddast tartalmaz6 dimer (Stadler and Arb889). Mindebll arra kdvetkeztethetlink,
hogy az IS0 elem képes sajat végei kozott valamilyen modonomigeget tenni. A
megkulonboztetés egyik oka az IR szekvencidk kb&thp-os eltérés lehet (4.27. A. abra),
melynek vizsgalatara egyforma IR végeket tartalmeadszpozonokat allitottunkéel
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A

1. 10. 20.

LIR 5’ TGTAGATTCAATTGGTCAACGCAACA 4.27. abra Az IR végek eltérd bazisainak szerepe a
Trrrriiiiii: i otiiii: transzpozicioban. (A) Az IS30 LIR és RIR szekvencidinak

RIR 5’ TGTAGATTCAATCTGTCAATGCAACA Osszehasonlitasa. (B) Az oszlopdiagram az azonos IR
végeket hordoz6 konstrukciok transzpozicios gyakorisagat

B mutatja. Az adatok minden esetben 5 parhuzamos mérésbol

- szarmaznak.
y 1000 +

w &

S

o ¥ 100

I~

=] ‘g

é- 'E 10 1

=

£E

Al pMSZ88 pMSZ506 pMSZ105

RIR-LIR LIR-LIR RIR-RIR

Otranszpozon cirkularizacié
Otranszpozon integracio a GOHS szekvencidba
M cirkularis intermedier integracidja a GOHS szekvenciiaba

A pMSZ105 kizarélag a 26 bp-os RIR, mig a pMSZ506IR végeket tartalmazza az 38
elemtdl. Mindkét transzpozondonorral harom vivo transzpoziciés kisérletet veégeztink.
Intramolekularis kisérletben vizsgaltuk a Cmén vesztését, azaz a cirkularis transzpozonok
képadését (3.6. fejezet), mig intermolekularis rendszer (3.7. fejezet) a transzpozonok,
valamint a korré zart intermedierek integraciojét @.19. A &abra). Szignifikdns kiuloénbséget
egyik kisérletben sem tudtunk kimutatni a haromskirkcio kozoétt (4.27. B abra). Az azonos
IR végekidl felépitett transzpozonokbol ugyanolyan gyakorggdgkepsdott a RIR-RIR
(4,4+2,8x10%) vagy a LIR-LIR (9,2+4,9x16) kapcsolatot hordozé kérré zart intermedier, raint
pMSZ88-b4l a RIR-LIR kapcsoloédast tartalimazé mesibg (3,8+2,2x10). A GOHS
integracioban szintén nem tudtunk kulonbséget da@tek A transzpozonok és a korrézart
intermedierek azonos gyakorisaggal integraldédtddlSaszekvencidba. Mindez arra utal, hogy az
IS30 transzpozicidéjaban megfigyelt orientaciés hatamdgaban nem magyardzhaz6 az IR
végekben kimutathaté szekvencia kilonbséggel. daztaljak azok a kisérletek is, amelyekben
olyan transzpozonok, illetve 38 végek target aktivitasat vizsgaltak, ahol a kétsi#ekvenciat
felcserélték, azaz a RIR véget a bal, a LIR-t pedigbb vég szekvencia kérnyezetébe helyeztek.
A mutaciok ellenére mindkét vég megtartotta a wanszpozonra jellenéz orientacios
preferenciat. A LIR szekvenciat hordoz6 jobb védlénenindig bal, mig a RIR szekvenciét
tartalmazo bal vég mellé jobb végével épll be amgks egyetlen esetben sem kélpitt jobb-
jobb, vagy bal-bal kapcsolatot tartalmazé transpog intermedier (Olasz, 1994). Mindezek
alapjan ugy gondoljuk, hogy a végek megkllonbogtetz IR szekvencidkon kivili régiokban
kell torténjen.

4.6.2. A szubterminalis szekvenciak szerepe az amtacios hatas kialakitasaban
Annak tanulmanyozasara, hogy milyen szekvencidarbarak meg az ellentétes IR végek
kapcsolodasat, intermolekularis transzpozicios ridsket végeztink, amelyben kilénboz
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hosszu 180 végek target aktivitasat vizsgaltuk, tekintettehahogy mely esetekben fordubel
téves jobb-jobb vagy bal-bal kapcsolddas. A traozap expresszidjat a dimer 3@ elemet
tartalmazé pAW1039 donor biztositotta, mig a tde@et felkinalt IS0 végeket pEMBL19-
alapu plazmidok hordoztak (4.28. A abra). Amennyibdranszpozaz indukalja az integraciot az
IS30 vegek mellé, olyan fuziés replikonok képinek, amelyek R408 transzdukciéval
elvédlaszthatok a sziil plazmidoktdl (3.9. fejezet). Az inszerciok pontbslyét, és irAnyat

restrikcids enzimek felhasznalasaval vizsgaltuR&4B abra).

A
- N Yo 4.28. abra A kiilonboz6 hosszi IS30 végek target aktivitasa
OPISAOH i @colElori tekintettel az IR-IR kapcsolddasra. (A) Az intermolekularis
Staree] kisérletben hasznalt plazmidok és transzpozicios termékeik

sematikus 4brdzolasa. Az Ap" génnel jellemezheté target
plazmidok (vastag vonal) kiillonb6zé hossza 1S30 végeket
tartalmaznak, melyet minden konstrukcidban a POHS

________________ P sz ST = szekvencie} fele hatdrol (csikozott négyzet). A Km" markerryel
é’plb/l:(l:l olEl o QPISAUH <ol or rendelkez6 pAW1039 donor plazmid (szagatott vonal) két,
ST — Kot T ellentétes végeivel kapcsoloddo IS30 elemet hordoz. A

transzpozdz expresszidjat az IR végek kapcsoltatasaval
létrehozott p,,. promoter biztositja. A replikdci6 iranyat
nyilhegyek jelzik. A transzpozicio két tipusu fuzids termék
B képzédéséhez vezet, melyekben vagy a szabalyos RIR-LIR,
target mintak LIR-RIR LIR-LIR LIR-RIR vagy azonos végek kapcsolodasa fordul elé. (B) A tablazat a
szabalyos, illetve a téves IR-IR kapcsolodast tartalmazo fuzios
termékek eloszlasat mutatja az kiilonbozo targetek estetén. A

régi6  szama

33 33 = mintaszam a fliggetlen transzpozicios kisérletbdl szarmazod
13 12 1 fazios termék mennyiségét mutatja.

=)NE 7 5 2

=)SH 8 2 6

=5 6 6

27 27 -

a5 20 20 -

21 21 -

| 37 35 2

Egy bizonyos hossz utdn sem a jobb, sem a 80 V&gek jelenlétében nem taléltunk hibas
irAny(a beépllést, azaz RIR-RIR vagy LIR-LIR kapdsi@dist, ami arra utal, hogy mindkét vég
szerepet jatszik a beépullések irAanyanak meghat#ioaa. A két vég azonban kilonbdzoétt abbol
a szempontbdl, hogy a jobb végnél csak a csupaRzjéténlétében fordult &lhibas iranyu
beépllés (2/37), mig a bal végnél 58 bp sem veljexld az azonos végek kapcsolddasanak
megakadalyozésara. Ha a helyes/hibéds orientacidioimt integraciok aranyat vizsgaljuk, az is
feltin, hogy minél roévidebb volt a bal vég, annal gyakab izolaltuk a hibas LIR-LIR
kapcsolatot. Végul a szubterminalis régiok hianyégha IR mellé kizarélag bal végével épult be
a transzpozon. A kétféle integracio egymashoz wgitott aranyat azonban mindenképp
fenntartasokkal kell kezeljuk, mivel az inszercibéinyat a target és donor molekulan zajlé
replikacié vagy transzkripcié iranya is befolyasth. Erre utalnak azok a korabbi
megfigyelések is, miszerint az 38 beépulések iranya megfordul, ha a RIR-LIR, vagi&
szekvenciak iranyat valtoztatjuk a donor, illeteeget plazmidokon (Kiss, 1999). Valdsilieg
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ez lehet a magyaradzata annak is, hogy a tokéletesganmetrikus GOHS vagy POHS
szekvenciakba sem 1:1 aranyban forddl &lkét beépulési irdny. Azok az irAnya integraciok
mindig gyakrabban izolalhatok, melyek olyan fuzmazmidok képédését eredményezik, ahol
a két replikacios origordl indulé DNS szintézis m@e iranyba mutat. Bar a kisérleteinkben
hasznalt target plazmidok a vektor szekvenciah@esEmind azonos iranyban tartalmaztak az
IS30 végeket, a replikacidk iranyultsaga miatt a jolelg gorozatnal kivétel nélkiul a helyes, mig
a bal vég jelenlétében a hibas beépiléseknek ktohlezEblhl addddan a jobb végnél
mindbssze azt allithatjuk, hogy a 26 bp RIR jelenléem elegerid az orientacidés gatlas
kialakitAsahoz, mig a bal vég esetén ennél porbasetghatarozasokat is tehettink. Mivel a 35L
és 58L végeket hasonlitva megfordult a helyes ésashiiranyl beépllések egymashoz
viszonyitott aranya, ezért azt mondhatjuk, hogy5a58 bp-os régidban kell legyen olyan
szekvencia, amely gatolja az azonos vegek kapcdsfbdUgyanakkor azt is allithatjuk, hogy az
58. poziciot koveten is kell tartalmaznia a végnek modulator szekiaduat, hiszen a 464L vég

esetén mar egyetlen hibas irdnyd beépulést segtinak.

4.6.3. Az orientacioés hatas megnyilvanulasa a cirlkdris transzpozonok keletkezésében

Azért, hogy pontosabban meghatarozzuk, hol taldkharz 180 végekben az orientacios
hatas kialakitdsaért feted DNS szakaszok, olyan transzpozonokat allitottaldk amelyeket
azonos identitdsu, de ekdéhosszu végek hatdrolnak. A konstrukciok egyik ostg az 1SS0
jobb végébl (RE), mig a masik fele a bal vaiil{LE) hordozott kiilonbd& hosszu szakaszokat
(4.29. A, illetve C abréak). A transzpozonok masiklatdt a 464L illetve a 257R végek
hataroltdk. Az IR végeket minden esetben a“Qgén véalasztotta el, ahogy a pMSZ85 és
pMSZ88 plazmidokndl. A cirkularis transzpozonok k&gesét intramolekularis transzpozicios
kisérletben vizsgaltuk (3.6. fejezet). A transzpo@ukciot koveten DNS-t izolaltunk a donor
plazmidokat tartalmazo TG2 sejtéltpmajd pUCfor és pUCrev primerek jelenlétében gadtuk
a LE-464L illetve a RE-257R kapcsolodast tartalmeizkularis intermedierek éfordulasat. A
PCR termékek mennyisége a végek hosszanak novelédsi&ozatosan csokkent. A jobb vég
esetén az 56R-257R (4.29. B abra), mig a bal végB8&t464L csatlakozasokat tudtuk
utolsoként kimutatni (4.29. D abra). Az intermedlemennyiségi meghatarozasahoz azonban
mas megkozelitést kellett valasztanunk, mivel &BMal hosszabb palindromakrdl kimutattuk,
hogy 6nmagukban is géatoljak a PCR amplifikaciét.idtermedierek kégiésének gyakorisagat
a transzpozondonor mennyiségéhez viszonyitva letdéroneg (3.6. fejezet). A DNS populacio
transzformalasat kovén a cirkularis transzpozonokBwul hasitassal valogattuk ki a Cm
klénok kozul. Mivel a transzpozonok IR végeit mindeonstrukcioban GC bazisok hataroltak,
ezeért szabalyos transzpozicié esetén az IR-IR k#gtbsin is GC bazisoknak kell szerepelni, ami
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egy Pvdl hasitéhelyet alakit ki a transzpozicios intermedaen (4.29. A, C abra). A végek
hosszanak novelésével a RIR-RIR és a LIR-LIR kégyékorisaga is fokozatosan csokkent (Id.
430. B, D abra). A RIR vég Iényegében LIR szekvaként niikodott, hiszen jelenlétében 0,78
% gyakorisaggal fordult éla RIR-257R kapcsolédast hordozo intermedier, al®giR-257R,
vagy akar a RIR-464L kapcsolédasu cirkularis trapgpnok. Amig a 49R és a 464L végek
jelenlétében kozel tizszeresére emelkedett a LIR-K8pzés gyakorisaga (10-40 %), a 49R-
257R csatlakozast hordozo6 transzpozdoetiulasa jelertisen csdkkent (0,16 %). A 106R vagy

257R végek jelenlétében mar egyaltalan nem tudiniiélni hibas kapcsolddasu intermediert.

A B
N SEIA hossza PCR termékek (%) RE-257R (%)| RE-464L (%)
ﬁg\c GeTaT < + 0,91 0,78 2,4+0,6
itmnszpozéz + 0,94 0,16 24,1 16,5
" 0,54 0,05
NK 0,22 ~1x10° 23,8+ 8,4
ACAGETGT > > >
C D
LE Cm’
m hossza PCR termékek (%) LE-464L (%) | LE-257R (%)
i ]+ 2,13 0,58 1,3+0,5
ACAGE  GeTGT + 1,31 0,56 1,5+0,5
ltranszpozziz + 2,05 1,99 4,014
+ 1,03 0,91 7,0+1,8
m NK 0,25 ~1x10° 8,9+3,8
<64} NK 0,44 - 34,0 £ 20,8
ACAGETET NK 0,62 - 48,8 + 30,0
NK 0,71 = 29,1 +£15.9

4.29. abra Cirkularis transzpozonok képzddése az azonos oldali, de eltérd hossz IS30
végeket tartalmazo transzpozondonor plazmidokbodl. (A) A 257R, illetve a kiilonb6z6
hosszi jobb (RE), (C) valamint a 464L és a kiilonb6z6 hosszu bal végekbdl (LE) felépitett
plazmidok és transzpozicids termékeik sematikus dbrazoldsa. A valtozé hossza 1S30
véget pontokkal jeldltikk, melyek pontos hosszat az éabrak melletti tablazatok
tartalmazzdk. Az IR szekvencidkat nagy, az ezeket hatarold bazisokat kis betiikkel
jeloltiik. A Pvull hasitohelyet sziirke kiemelés jelzi. A nyilak a pUCfor (i) és pUCrev (ii)
primerek csatolasi helyét és iranyat mutatjak. (B, D) A tablazatok a hibas IR kapcsolodast
hordoz6 cirkularis transzpozonok képzddésének gyakorisagat mutatjdk. A PCR
reakciokat pUCfor és pUCrev primerek felhasznalasaval végeztik. NK-val a nem
kimutathato IR-IR kapcsolatot jeloltiik.

A bal vég sorozatnal 45L-464L és a 45L-257R kapm$dt tartalmazd transzpozonok
képdése megegyezett (2 %, illetvel44 %), mig az 58 vagy 68 bp-0s végek jelenlétéhan
kisebb gyakorisaggal fordultakéeh hibas kapcsolédasu intermedierek, mint a wt eiekf.
Mindebkbl azt a kdvetkeztetést vonhatjuk le, hogy a jobbbeh a RIR szekvenciat, mig a bal
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végben a 45. poziciot kowven talalhatok azok a modifikald elemek, amelyek akegéalyozzak
azonos IS0 végek kapcsolodasat. Bar a gatld szekvencidak ézubaterminalis régidkban
azonositott aktivator elemek elhelyezkedése hamakliinik, az 180 végek megkuldnboztetése
mégsem magyarazhatd pusztan az egyik aktivator elanyaval, hiszen egy adott hossz utan
(66 illetve 68 bp) a cirkularis intermediert eggddin nem tudtuk kimutatni az azonos végeket

tartalmazé transzpozonokbol.

4.6.4. Azonos végeket tartalmazo transzpozonok irgeacioja

Bar a 68 bp-nal hosszabb azonos végeket hordoaszppazonokbdl nem tudtuk kimutatni
sem a RIR-RIR, sem a LIR-LIR kapcsolatot hordozéutéris intermediert, szamos olyan €m
delécios termékeket izolaltunk, melyek kégese azok intramolekularis integraciéjaval
magyarazhaté (Id. 4.29. C, D abra). Annak eldomé&siéogy az azonos végeket tartalmazoé
transzpozonok valoban képesek-e integraciora, nmalekularis transzpozicios kisérleteket
végeztink (Id. 4.19. A abra, 3.7. fejezet). A tpmzondonor plazmidokat a GOHS szekvenciat
tartalmazé pZNA133 target és a pJKI324 Tp-4z tesrpézmidokkal egyitt MA1703 sejtekbe
juttattuk, s a transzpozaz indukciét kdet vizsgaltuk a fuzios plazmidok6ébrdulasanak

gyakorisagat (4.30. abra).
A

=~
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1000 -

100 - 100

transzpozicios
gyakorisag *10 *

—

(=}
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(=]

transzpozicios
gyakorisag *10 *

4 1 4+ -l } } + ]

k 49 56 66 106 257 bp I} 35 45 58 68 77 173 464 bp
W (pirgcoy )0 (oo u =
4.30. abra Az azonos oldali, de eltéré hosszu IS30 végeket tartalmazé transzpozonok integracioja a GOHS targetbe.
(A) Az oszlopdiagram a kiilonb6z6 hossza jobb IS30 végeket valamint a 257R (fekete oszlopok) vagy a 464L (fehér
oszlopok) végeket hordozo transzpozondonorok integraciés gyakorisagat mutatja a GOHS szekvencidba. (B) Az
oszlopdiagram fekete oszlopai a 464L véget és a fokozatosan hosszabb bal IS30 végeket, mig a fehér oszlopok 257R ésa

kiilonb6z6 hosszu bal végeket tartalmazo plazmidok integracids gyakorisagat mutatjak. Az IS30 végek valtozo hosszat
a grafikonok x tengelyén abrazoltuk. Az adatok minden esetben 5 parhuzamos mérésbol szarmaznak.

A transzpozonok integraci6ja azémb kisérletben meghatarozott €nueléciés termékek
képadésével mutatott hasonlésagot, s igy azok a trazsnmok is integralédtak a GOHS
szekvenciaba, melyekb kordbban nem sikerdlt izolalnunk a hibas IR-IRpé&soldédast
tartalmazo intermediert. A jobb végeket tartalmaminszpozonok integraciéja az 56 bp-nal
hosszabb szekvencidk esetén kb. egy nagysagrerstikdent (4.30. A abra), mig a bal végeket
tartalmazo transzpozonoknal minddssze a 45L é8lazfekvencidkat hasonlitva tudtunk kb. 5-
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sz0rds kulonbséget kimutatni (4.30. B abra). Mirdébaz koévetkezik, hogy a 68 bp-nal
hosszabb végeket tartalmazo6 transzpozonokbdl istkezlhetett RIR-RIR illetve LIR-LIR
kapcsolodasu cirkularis intermedier, melyek inietve intramolekularis integraciéja a fluzios
plazmidok, illetve Cm deléciés termékek képdéséhez vezetett. A végek hosszaval
0sszefliggésbe hozhaté gyakorisag csokkenés ps@ig finkciora utal, amely megakadalyozta
az azonos vegek kapcsol6dasat. A jobb végben aa Bl végben pedig a 45. poziciét kédvet
szekvenciak gétoltak €lsorban a tranzpozonok integraciojat. Mivel a 66 RR®s a 68L-464L
cirkularis transzpozonok ugyanolyan gyakorisaggtdgralédtak a GOHS szekvencidba, mint a
RIR-LIR kapcsolddast tartalmazok (nem publikaltasagredmény), igy a fentebb emlitett

szekvenciak inkabb az intermedier kégest vagy annak fennmaradasat akadalyozhattak.

4.6.5. A hibas IR-IR kapcsolddasn vitro vizsgalata

Annak igazolasara, hogy a 68 bp-nal hosszabb vgeklétében is képrdik RIR-RIR,
illetve LIR-LIR kapcsolédasu intermedien vitro transzpozicios kisérleteket végeztiink a 464L
+ 58L, a 464L + 122L, a 257R + 56R és a kétszeR2&&geket tartalmazé transzpozondonor
plazmidok felhasznalasaval (Id. 3.11. fejezet). rAnszpozaz kezelt mintdak mindegyikében
megjelent egy Uj DNS darab, amely méretben megfaleAlwNI altal felnyitott 8-formanak
(4.31. abra).

58L-464L | 1221.-464L | 56R-257R |567R-257R 4.31. abra A LIR-LIR ¢és a RIR-RIR kapcsolat in vitro
MW + -1+ -1+ - + - kimutatdsa. Az azonos 1S30 végeket tartalmazo
transzpozondonor plazmidokat 1 6ran 4t inkubéltuk a tisztitott
IS30 transzpozazzal, majd a fehérjementesitett mintakat
AIwNI enzimmel hasitottuk, és 1 %-os agardéz gélen

@ @~ s ook
5080
4649
4505
L S

A DNS fragmenteket izolaltuk, s a LIR-LIR, illetvee RIR-RIR csatlakozédst PCR reakcidkban

8-as
forma

C

pUCfor és pUCrev primerek felhasznalasaval, ésverelassal vizsgaltuk. Az 38 végek
kapcsolddasat csak a 464L + 58L és a 257R + 56Rkeédartalmazo transzpozonok esetén
sikerult igazolnunk. A 122L-464L vagy a 257R-257&pksolodast nem tudtuk sem amplifikalni,
sem szekvenalni, melynek feltebley az lehet az oka, hogy a hosszu palindromak
kihurkolédtak a DNS-8l, megakadalyozva ezzel a polimeraikdését.

4.6.6. Palindrom szekvenciak hatasa a cirkularis inszpozonok stabilitdsara

Mivel az egyszéalas IR-IR kapcsolat azonos végek kbkimutathato, fuggetlentl azok
hosszatdl, igy felmertlt annak lebseége, hogy a hosszu palindromék egysaera cirkularis
transzpozonok fennmaradasat hatraltatjdk, s nemz6Wéplket gatoljak. Ahhoz, hogy
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megvizsgaljuk a palindrom szekvenciak hatasat ternmedierek stabilitasara,ééllitottunk egy
olyan transzpozondonor konstrukciot, amely a LIRksenciat egy 64 bp hossz( inverz
ismétbdédi régidban tartalmazza, de minden mas tekintetbemaaz a 26 bp LIR végeket
hordoz6 pMSZ506 donorral (4.32. A abra).

A
4.32. abra A palindromak hatdsa a cirkuldris transzpozonok

i PMSZ96 Tp-iz M m képzdédésére, illetve fennmaradasara. (A) A pMSZ96 ¢és
cm' g e 2 transzpoziciés termékeik sematikus abrazolasa. Fekete

MK R 2 SEKEDI; . , . S p e 40 5
i 64 bp GHp” i 64bp Eﬁ)p“ 64 bp négyzettel egy 38 bp hosszu inverz ismétlodésti szekvenciat
jeloltiink. A nyilak a pUCfor (i) és pUCrev (ii) primerek
B csatolasi helyét és iranyat mutatjak. (B) A tablazat a LIR-LIR
kapcsolodast hordozdé intermedierek képzddésének
Cm® gyakorisagat tartalmazza. A PCR-t pUCfor és pUCrev
Donor |PCR  termékek (%) LIR-LIR primerek felhasznalasaval végeztiik. A Cm® termékekeket
replica-plating felhasznalasaval valogattuk ki a donor
ppl\f/ISSZZ59066 1\-1'_K (1]’3; i g’:g 509//6600 plazmidok koziil (1d. 3.6. fejezet), mig a LIR-LIR kapcsolat

i > jelenlétét Pvull hasitassal vizsgaltuk.

A cirkularis transzpozonok kéfdését intramolekularis transzpozicios kisérletbesgaltuk
(3.6. fejezet). A transzpozondonor plazmidot tamaé TG2 sejteldd izolalt DNS
populaciéban PCR-ral, illetve a DNS transzformal&§&eten replica-plating felhasznalasaval
vizsgéltuk az LIR-LIR kapcsolatot tartaimazé €mlazmidok ebfordulasat. Bar a 64 bp-os
inverz ismétbdést hordozé donor plazmidbdl is viszonylag gyaképzidtek CnT termékek, a
LIR-LIR kapcsolatot tartalmazé intermediert csalpMSZ506 konstrukciobdl tudtuk izolalni
(4.32. B 4&bra). Az izolalt Crhtermékek mindegyike a donor plazmid egy deléci6s
szarmazékanak felelt meg. A deléciok végpontjat skékvenalt DNS-ben a transzpozon
belsejébe térképeztik, melyet minden esetben askéRvencia hatarolt. Mindez arra utal, hogy
a cirkularis intermedier a hosszu palindromak jeétgben is kialakulhatott, csak a plazmid
instabilitasa miatt nem lehetett kimutatni. Mivehriszpozaz jelenlétében lebstg volt az
intermedier tovabbi transzpoziciés reakcidjararteméltuk izolalni a sok Crhdelécios terméket,

illetve a GOHS-integranst, de magat a cirkulaasiszpozont soha.

4.7. Génkonverzio az 130 elem transzpoziciéjaban

4.7.1. Génkonverzié az IR-targeting soran

Amig a HS targeting soran szinte soha nem forddltéves targetduplikacio, az IR végek
mellé iranyuld inszerciobk gyakran olyan flazios tékek kialakulasat eredmeényezték,
melyekben 2 bp hosszu, de szekvencidlisan hibagolikimutathatd. A TD mellett sok esetben
az integralodo elem szekvencigja is megvaltozotheAnyiben a target 89 vég mutaciokat
tartalmazott, a nukleotid eltérések gyakorta megijelk a donor 10 szekvenciaban is (Olasz

al., 1997). A jelenség legegys#bben génkonverziéval magyarazhatd, de ahhoz hogy a
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konverzids termékek képdését molekularis szinten is megismerjik, még saanamszpozicios
terméket kellett analizalnunk. Az integrdnsok imdahoz a dimer B elemet tartalmazo
pAW1039 donort haszndltuk. A transzpozaz expregdzad donor plazmid biztositotta, mig a

mutaciokat hordozo target38 végeket pEMBL19-alapu plazmidok tartalmaztak (483abra).

A pPAW1039 target 4.33. abra Integraci6 a mutans IS30 végek mellé.
g> & ) (@) (A) Az intermolekularis kisérletben hasznalt plazmidok és
N =< transzpozicios termékeik sematikus abrazolasa. A pAW1039
donort vékony, a target replikont vastag vonallal jeloltik. A
l targetként funkcionald IS30 végeket sziirke téglalap, a

mutaciokat csillag jelzi (B, C) A fuzids termékek szekvencidi.

( x ¥ > A szam a mutdnsok nevében a mutaciok pozicidjara utal. A
4D LIR,, .., esetén a 26 bp IR szekvencia tartalmazta a

I ’ baziscseréket, mig a tobbi esetben hosszabb bal (LE) vagy jobb

mintak

target | csatlakozasl csatlakozas IT| 1TV AH4 (RE) végek hordoztak a mutaciokat. Romai szamokkal a fizios
B ¥ ¥ termékek kiilonb6zo csoportjait jeloltik. A Fért az adott
(5| o5 45|30 terméktipus eléfordulasi gyakorisagat szemlélteti.

LE,

| b el | e )

RE,

ok

ey ed> 4= 315 (1)

LIR,,..., I 5
> e 1/5 (Ib)
> 4= 1/5 (II)
- gerﬁ chb 29/39 (I)
e

ok
LB | &> <=5 639 )

ok

o> &S] [ 439 an

e e 1018 @)
gcﬁLl o AECL 4/18 (11)
Ko | e 118 V)

P e |18 v)
B e 118 VD)
ep e ] 118 (VID)
C 5 55— —<59| vm
LE, 5= 4| o
5= 43| w2
S T 4T 1| 13
5| 55— —<571] s
LE,, 5 45| s
-S> ~— 4| 135
_ﬁ 5 }ﬁ 45/74
LE, 5= —459| wm
S 4| s

A fuziés termékeket R408 transzdukcioval valasatottl a szifli plazmidoktol (3.9. fejezet), s

struktarajukat restrikcios térképezéssel illetveksenalassal vizsgaltuk.
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Az els) kisérletekben a mutaciokat a target plazmidokdBeiben helyeztik el. Az L&z 1., az
RE;.s az 1-5., mig a LIR.1420 @ LE314206S a REz140targetek a 13-14. valamint a 20. IR
poziciokban tartalmaztak baziscseréket (4.33. B)alkmig a LIR3.1420Csak a 26 bp-os IR
szekvenciat hordozta, a tébbi target hosszaBb V&geket tartalmazott. Az integraciot ke

a flzios termékek 78-100 %-aban a mutans allél ehegj a donor 180 végekben is, figgetlentil
a mutaciok helyél és tipuséatél. 71 faziés plazmidbdl minddssze étlen tértént konverzio
nélkdli integracio (Il termék). A legtobb esetbemataciok egyszéen megjelentek a fuzios
csupan egyetlen esetben fordult VI termék), ahol a 13-14. IR poziciékban talathat
baziscserék atkeriltek a donor végbe, mig a 20cidomutacidjat tovabbra is csak a target IR
tartalmazta. A fuziés plazmidok egy részében a EChibasan ké@mott, hiszen az IR-IR
kapcsoldédasaban talalhatd bazisok a donor plazmsi#maztak (11, 1V, V, VI termékek).
Mivel a csupasz LIR vég (LIR.14 29 jelenlétében is izolaltunk konverzids termékelezert azt
mondhatjuk, hogy a 26 bp hosszu nem tokéletes hagizoklég volt a konverzio kialakuldsahoz.
A RE;s target esetén izolalt integrdnsok pedig azt makathogy a génkonverzié akkor is
eléfordult, ha az IR szekvenciak elején egyaltalan nestt azonossag. Az LEés az REs
targetek jelenlétében egyetlen olyan fuzidés termée@m tudtunk azonositani, amely ne
tartalmazott volna konverziét, andib arra kovetkeztetésre juthatunk, hogy a konverzio
kezdbpontja az 1IS0végek 1. pozicidja lehet.

A génkonverzio tavolsagfiiggésének vizsgalataranotgaget plazmidokat allitottunk el
melyek az 59. és/vagy a 17530Bpozicidkban tartalmaztak mutaciokat (4.33. C alkivayel a
béziscserék eg¥bal hasitohelyet alakitottak ki az38 végekben, igy a konverzidsébrdulaséat
szekvenalas nélkil, restrikcios hasitassal tudiekd@izni. Az IR mutdnsokkal ellentétben csak
az integransok 20-50 %-aban fordulé &bnverzid. Az Lk target jelenlétében a transzpozicios
termékek 47 %-a, mig az L targetnél 17 %-a tartalmazta a mutaciot a dongekien is. Az
Lso 17stargetnél az 59. pozicibban gyakrabban tudtunk/éaiot kimutatni, mint az 59. és 175.
poziciokban egyszerre, s olyan fuzios terméket gpeatjyaltalan nem izolaltunk, ahol a
konverzié egyedul a 175. pozicidban fordult volh& &indez arra utal, hogy a konverzionak
hatarozott iranya van, melynek kiindulépontja ategnacios hely, s €iit tavolodva csdkken

eléfordulasanak valésziisége.

4.7.2. A donor és target szekvenciak felemas szeeep konverzidban

Kisérleteinkben egyfajta aszimmetria volt kimutafhamivel mindig az integralodé elem
szekvenciaja konvertalddott a target szerint és s@wm forditva. Annak bizonyitasara, hogy az
aszimmetrikussagot nem a target szekvenciabarmtott baziscserek okozzak, megforditottuk

78



a mutaciok elhelyezkedését. A donor plazmid LIRtve RIR végeibe juttattuk a baziscseréket,
mig targetként wt 180 szekvenciat hasznaltuk (4.34. abra). Mivel a legeiek a RIR végben
kialakitottak, a LIR végben pedig @fttettek egy Hincll hasitohelyet, igy a konverzid

eléfordulasat szekvenalas nélkul, restrikcidos hasitédkervriztik.

donor |target |csatlakozasl csatlakozasII|konverzié ';'Z';‘:;‘;‘ 4.34. abra A donor és target szekvenciak szerepe a
- konverzios termékek képzddésében.
| B < NO | 20120 Akonverzios markert csillaggal jeloltik. A «» wt jelolés
j**z | b ] | spwt | 1214 azt mutgtja, hogy a mutécié.t, horc!ozé IR szek’vencia
- = = konvertalodott a wt IS30 alapjan, mig wt» * esetén a wt
1420 [ 3 T | wtbs | 114 IR konvertalddott a mutans szekvencia szerint.
ok
[ “» ] | No 1/14
3 | _ ] | =Wt | 1920
It ok
K > €1 | No | 120
Lisiia =
| b “<» | No | 1313

Génkonverziot csak abban az esetben tudtunk kimutaé a target szekvenciaval azonos vég
tartalmazta a mutaciét. Amennyiben a80®al vége szerepelt targetként, csak a LIR mutacioj
esetén tudtunk konverziét kimutatni, mig ha a jubg volt a target, akkor csak a RIR mutacioja
esetén fordult él génkonverzid. Az esetek tulnyomo tobbségében ardedg konvertalodott a

wt target szekvencia alapjan. Mindodssze egyetlgmrolfuziés terméket izolaltunk, ahol a

mutaciok atkerlltek a target szekvenciaba is, azaonor konvertalodott a target szekvencia
alapjan. Mindez arra utal, hogy a génkonverzi6 msrtrikusan jatszodik le, azaz a target
szekvenciaban talalhat6 allélok gyakrabban maseldda integralédd donor szekvenciadba, mint

forditva.

4.7.3. Homolog szekvenciék jelefisége a konverzio kialakuldsaban

Az el6z6 kisérletekben ramutattunk arra, hogy az integsab#ynek mindig csak azon az
oldalan tapasztalhaté konverzid, amely a donor\e&kaval homoldgiat mutat. Ahhoz, hogy
megallapitsuk, hogy a konverzié az integraciostieiyindig csak egy iranyban figyeltéeteg,
vagy két irhnyban is kimutathatd, létrehoztunk eglyan target plazmidot, ami két
dsszekapcsolddott 88 véget tartalmaz, s igy a konverzidé az integrabiély mindkét oldalan
megtdorténhet. A transzpozondonorként a wt pAW108%od hasznaltuk, mig a mutacidkat az
0sszekapcsolddott 38 végeket hordozo target plazmid tartalmazta (4aB%a). A mutacio a bal
végben egyPst hasitdhelyet, mig a jobb végben dgvul helyet alakitott ki. A hasitéhelyek
kialakulasa miatt a konverziésbrdulasat restrikcids hasitassal vizsgaltuk. Migemutaciok
elég messze helyezkedtek el aB80%lem vegetil, ezért a fuzids termékek 73 %-aban nem
tudtunk konverziot kimutatni. 118 termék kozul misdze 24 esetben fordulted Pst marker

konverzidja, és 7 esetbePvul-€, ami bizonyitotta, hogy a konverzié az integéd hely
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mindkét oldalan lejatszodott. Nem tudtunk azonbgyetden olyan fuzios terméket sem izolalni,
amely mind a négy végben hordozott volna mutacédhi arra utal, hogy a konverzid
egyidejileg csak egy iranyban fordulsel

mintak

donor target | csatlakozasl csatlakozasll | o ¢ o 4.35. abra A génkonverzi6 irdnyanak vizsgalata.
= P ¥ AzIS30bal vége a 80. pozicidban, migajobb vége a
© [ ]| [© € ] |88 85. pozicidoban tartalmaz egy-egy baziscserét. A
T!Z t !2* 24/118 mutaciokat az eddigiekhez hasonldéan csillaggal
x ¥ x jeloltik. A tortek a transzpoziciés termékek
< <€ 7/118 eléfordulasi gyakorisagat szemléltetik.
"
S < ] | s

4.7.4. Génkonverzi6 intramolekularis transzpozici@lkalmaval

Mivel az IR-IR kapcsolatot tartalmazé cirkularianszpozonok képeése sok tekintetben
hasonlit az IR végek mellé iranyuld inszercidk &kallasahoz, ezért megvizsgaltuk, hogy a
cirkularis intermedierek kialakulasakor képnek-e konverzios termékek. A 13-14. és 20. IR
poziciok mutacioit kulonbdz kombinacidkban beépitettiik egy olyan dsszetettsiaozonba,

melynek végeit a Chhgén valasztotta el (4.36. abra).

transzpozon (IS30), ';‘L‘;‘:I‘l’;‘ 4.36. abra Génkonverzio el6fordulasa a cirkularis
5 " transzpozonok képzddésében.
2 = L _d4>D © 4/ 1616 Az Bsszetett transzpozonok IR végeit a Cm" gén valasztotta el
b &> 4D <© 4| 1717 (sziirke téglalap), amely a cirkularis transzpozonok
I D d4d—»D _ _© 4| 1919 képzddésekor deléciot szenved. A konverzids markerként
T d>5 < 4| 1313 szolgald IR mutaciokat csillaggal jeloltiik.

A Cm° cirkularis transzpozonokat replica-plating felhaAsaval valasztottuk el a
transzpozondonor plazmidoktdl, majd restrikdi@sitassal vizsgaltuk a konverziéferdulasat.
Mivel a baziscserék a RIR végben kialakitottak, IR égben pedig eltiintettek edyincll
hasitohelyet, igy restrikcidshasitassal a mutaciok hianyat illetve jelenlététnrig@n
megallapithattuk. A négy kulonb&ztranszpozonbdl 6sszesen 65 cirkularis intermediert
izolaltunk, melyek kozul azonban egy sem tartalntakonverziét. Mindez megésitette
korabbi eredményeinket, miszerint a homologia nétkietetlen feltétele a konverzioképzésnek.

Homologia jelenlétében azonban nem csak molekuldkdtk, de intramolekularis
rendszerben is lehiég van génkonverzié kialakuldsara. A pMSZ7 dorazmidbdl az 1S0
kivagdédasat kovéen kizardlag olyan delécids plazmidokat sikerilblamunk, melyek
képadése génkonverziéra utal (4.37. abra). Mivel a dzpozicids reakcidban a mutaciot
hordozo RIR vég szerepelt targetként, ezért a nakagyszefien atkertltek a donor végbe is,
ami a csonka véget hordozo delécios termékek ddgsehez vezetett®feakcio). PCR
reakciokkal ugyanakkor igazoltuk azt is, hogy génlarzidé akkor is éfordulhat, ha maga a
transzpoziciés athelyédés nem kovetkezett b@(eakcio).
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4.37. abra Konverzio az IS30 kivagodasi reakciojaban. A pMSZ7
plazmidol képz6do konverzids termékek sematikus struktaraja. A
IS30 elem jobb végében a mutaciot révid haromszog szemlélteti.
Az IS30 szekvenciat nagy, az IR végeket hatarold bazisokat kis
betiikkel, a mutans poziciokat doélt betiitipussal jeloltik. A Pvull
(Pv) és az EcoRI (E) hasitohelyeket alahuzas jelzi. ApUCrev (a), az
IS30nco (b) és az 1S30seq261(c) primerek csatolasi helyét és
iranyat rovid nyilak jelzik. Az IS30 kivagodasa esetén ((D reakcid)
kizardlag olyan delécios plazmidokat izolaltunk, melyek a mutans
RIR véget tartalmazzak. (Q) esetben a kivagodasi reakcié nem
tortént meg, de a donor RIR vég konvertalodott a mutaciot hordozo
target szekvencia szerint. A konverzios termékek kimutatasahoz az
pUCrev és IS30nco primereket hasznaltuk. A PCR termékeket
Pvull-vel hasitottuk, amely a konverziéot hordozoé IR-IR
kapcsolodast nem hasitja. A hasitatlan PCR terméket izolaltuk, és
[S30se261 primer felhasznalasaval szekvenaltuk.
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5. KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK

5.1. Az 130 célszekvencia valasztasat befolyasolo fehérje doned

Az I1S30 csaladba tartozd elemek transzpozazainak szekvebts$szehasonlitasa egy
konzervalt hélix-turn-hélix motivumra hivta fel figiminket, amely kozvetlen a fehérjék elején,
a 115-150. aa regidban helyezkedik el. Négy elen{i&Blo4, ISCg2 1S1513 1S30) a
konzervalt HTH eltt azonban egy addicionalis HTH is talalhatd, mklyszont szekvencialisan
kilénboznek egymastél (Id. 7.2. fuggelék). Pont deléciés mutans transzpozézok
felhasznaldsaval bizonyitottuk, hogy az 30S elején azonositott HTH motivumok a
célszekvenciadk felismeréséhez szikségesek. A rdkamszpozazokbdl hianyz6 HTH1 a
természetes target helyek, azaz a HS szekvendidééséhez, mig a HTH2 az3lBvégek
mellé és a HS szekvenciakba irAnyuld inszerciokb®szikséges. Kimutattuk, hogy a két HTH
motivumot elvélaszté hélix mutécidja (E66P), barndkiet target esetén csokkentette az
integracios gyakorisagot, hatasa koézel sem volaroljelends, mint a HTH2 mutéacibdinak.
Bandshift kisérletekkel igazoltuk, hogy a HTH2 & dzekvencidk megkotésében vesz részt, s
igy mutacioi az IR kotésen keresztil akadalyozkadtdranszpozonok integraciéjat. Az E66P
muténs k& aktivitasa arra utal, hogy a kozbdéilhélix kdzvetlen nem vett részt az IR
szekvenciak felismerésében, de jelenléte hozzajarultranszpozdz és az IR végek
kolcsbnhatasahoz. A DNS-kotfehérjék kozott azonban nem szamit ritkasagnalgy ha
klasszikus HTH motivumot egy masik hélix is mégelamely a szekvencia-specifikus kétésben
ugyan nem vesz részt, de struktirgjanal fogva meghmd szerepe van a DNS-fehérje komplex
kialakitAsaban. Kilénodsen igaz ezAaintegraz csalad (Grishin, 2000), egyes bakterialis
transzkipcios regulatorok, mint a LysR csalad (Mkeset al, 2003), vagy a homeodomének
(Wintjens and Rooman, 1996) fehérjéire. Az30SH-HTH2 szekvenciaja leginkdbb a
Sinorhizobium melilotl012 torzsédl izolalt FixJ (Barnettet al, 2001) H-HTH motivuméhoz
hasonlithatd (Nageet al, 2004), amely a sigma faktorhoz hasonléan -35mpter elemeket
ismer fel (Kahn and Ditta, 1991; Birek al, 2002). Az eredmény érdekessége, hogy 39 IR
promoéter szekvencidkat (Dalrymple, 1987), ami egyb@nszkripcidés szabalyozasra is utal.
Mindezek alapjan ugy gondoljuk, hogy a H-HTH2 neakcaz IR végek megkdtéséért fékel
ami a transzpozicios reakcié kritériuma, hanem&ygabkhatja a transzpozaz expressziojat is.

Amig a HTH2 mutacidéi megszintették az enzim traosipds aktivitdsat, a HTH1
eltavolitAsa nem befolyasolta sem az IR koétést, agmR végek mellé torténbeépllések
gyakorisdgat, ami arra utal, hogy a transzpozaiv akiaradt a katalitikus reakciokban. A
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delHTH1 felhasznalasaval izolalt integracios helya@kott viszont egyetlen modszerrel sem
tudtunk azonossagot kimutatni, ami arra utal, hagnzim target valasztasa randomma valt. A
transzpozaz célszekvencia valasztasat azonban akraddTH1 motivum deléciéjaval, hanem
IS30 transzpozaz a faghadl izolalt Q1-3 szekvencia kbzelébe iranyitotta az inszercjakég a
Glil cink-finger motivumaval faziondlt enzim a Glikothely kornyezetében generalt
inszerciokat. Ugyanakkor mind a plazmid-, mind aagai integrdnsok kozott viszonylag kis
gyakorisaggal fordultak &liranyitott transzpoziciora utalé beépulések, amalgszirtileg azzal
magyarazhaté, hogy a transzpozaz HS-felismerégeeldys volt a represszor DNS-KoOt

aktivitasanal.

5.2. Az IR végek funkcionalis felosztasa

Az IR mutécidkat hordozé transzpozonok kégsének és integracidéjanak gyakorisaga
arra utal, hogy az B terminalis végeiben a 14-15. és 18-19. poziciokbakdlhato
nukleotidokon kivil minden egyes béazisnak jelenszerepe lehet a transzpozicido valamely

|épésében (5.1. abra).

LIR T |GT AG AT TC AA TT GG|TC AA|CG CA AC A
RIR T |GT AG AT TC AA TC TG|TC AA|TG CA AC A
cons. 60% . GY . RAT TS WA A. ..|TA A.|TG CA AC A
RIR-LIR képzés o —
integracio —

donor aktivitas/hasitas ]
Tp-az kotés —

5.1.abra AzIS30 elem IR bazisainak konzervaltsaga és funkcidja a transzpozicidban.

A konszenzus szekvenciat (cons. 60%) 32 IS30 csaladtag IR szekvencidinak
Osszehasonlitasa alapjan készitettiik. Sziirkével a 90%-ban konzervalt bazisokat, kerettel a
konzervalt szekvencidkat jeloltiik. Két pont a tokéletes egyezést, egy pont az alternativ
bazisok valamelyikével valé egyezést jelzi. Fekete téglalapokkal azokat a szekvenciakat
jeloltiik, amelyek az egyes transzpozicids 1épésekben jelentds szerepet tdltenek be.
Sziirkével azokat a bazisokat jeloltiik, melyek baziscseréi csak akkor csokkentették a RIR-
LIR képzés gyakorisagat, ha azok mindkét végben jelen voltak.

A béziscserék egy része a transzpozaz kotést @3-aIR kapcsolat képidését, mig egy masik
jelenbsen csokkentették a transzpozicios hatékonysadistere konzervaltnak mutatkoztak az
IS30 csaladba tartozo elemek IR szekvenciainak dssaerhi@saban is (7.3. fliggeléek). Az3&
csaladtagok 25-30 bp-os IR végeiben 5 poziciét 96s%s 11 poziciét 60 %-0s homoldgia
jellemzett, és mindéssze 6 pozicidban (1., 4., 8.3-19.) lehet 60 %-nal kisebb azonossagot
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megallapitani. Nem is meglépez a nagyfokiu hasonlésag, hiszen maguk a trandzpkz
strukturdlisan mindenképp, mig helyenként aminossnten is afsen konzervaltak (Id. 7.2.
flggelék). Keresztreakciot azonban mégsem sikériititatnunk az 180 transzpozaz és egy
kozeli rokona, az IS655IR végei kézott, holott 26 bp-on belll 17 pozi@aakmegegyezik a két
elem szekvencigja (nem publikalt sajat eredményndiek arra utal, hogy a transzposzéma aktiv
térszerkezete, ami egy adott IS elemet jellemenden esetben a transzpozaz enzim és az IR
végek sokrét kdlcsdnhatasan kell alapuljon, s igy az IR szekidnkisebb modositasa is teljes
funkciovesztést eredményezhet. Mivel az egyes zmomcios |épésekhez mindig tobb
funkcionalis domén (kotés+hasitas+szaltranszférfysges, igy valosileg csak kozel 100 %-
0s IR azonosség esetén alakulhat ki keresztreakkidonb6s elemek és transzpozazaik k6zott.
(16-26 bp) azonositottuk. A kiftely mutacioi a transzpozaz koétésen kivil az IR<#Rcsolat
képzdéseét is gatoltak, de nem csodkkentették a kortrzarszpozonok integraciojat. Mindezek
alapjan azt feltételezzik, hogy a RIR-LIR kapcsiulatartalmazé intermediert egy masik
kotohelyen (5-12 bp régid) keresztil kell felismernid¢ranszpozaznak. A termindlis IR régio
mutacioi azonban nem gatoltak a transzpozaz N-téiisanak kotését, igy a komotivumnak
vagy a transzpozaz koézépeszén (100-200. aa) vagy annak végén kell elhkégnie (Id. 7.1.
fuggelék). Ennek bizonyitaséra tovabbi kisérletaketeziink a transzpozéz kulonbBdzosszu
darabjainak felhasznalasaval. A transzpozonok ddgshez, illetve integraciojdhoz a
szubterminalis (20-26 bp), valamint a feltételezretininalis (5-12 bp) &6 régidkon kiviul a 16-
17. poziciékban talalhatd TC bazisok jelenléte a8kséges, amely azéeb szekvenciakhoz
hasonldan ésen konzervalt az B csaladon belll. A 16-18. IR pozicidék bazisai valbtéleg a
transzpozaz kotés stabilizdlasaban jatszhatnalepszerA transzpozaz ezen rovid szekvencian
keresztil kerllhet az IR végek kdilseszédl a termindlis szekvenciak irdnyaba, ahol maga a
katalitikus reakcié végbemegy. Ezt igazolja azhegy a 16-17., illetve a 18-19. poziciok
mutécidja gatolta, illetve cstkkentette a transagokzitését a szubtermindlis régidkhoz. Primer
extenzios kisérletekkel bizonyitottuk azt is, h@gfranszpoziciés hasitadsban a 2-3. poziciokban
talalhatdé 5° GT bazisok jatsszanak meghatarozoepetr Az IR végek 2-3. pozicidiban
létrehozott baziscserék a cirkularis intermedik@gzdését és integracidjat is gatoltak, mivel a
transzpozaz nem tudta hasitani az IR szekvenci&ké@@it. Amig az IS csaladtagok (Polar and
Chandler, 1995; Lewis and Grindley, 1997; Selkéteal, 1999) és a HIV (Vinket al, 1991)
esetén a hasitasért a terminalis 5 TG/CA bazisbkiik felelossé, az 130-nal a 3. pozicidban
talalhatd 5’ T/A szerepe meghatarozébb lehet, hiszeerminalis mutaciék nem, a 2-3. poziciok

béziscseréi viszont megakadalyoztak a mutans végalsat. A 3. pozicidé kiemelkédzerepét
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az is alatamaszthatja, hogy aB30saladtagok IR végeiben ezen a helyen kizarolamigin

bézisok talalhatdék, mig az 1. pozicidban talaltetdis egyaltalan nem konzervalt.

5.3. A szubterminalis szekvenciak hatasa az 38 transzpoziciéjara

A 26 bp-os IR és a hosszabb3@Gvégeket tartalmazd transzpozonok aktivitasanak
0dsszehasonlitdsa soran kidertlt, hogy az IR végkkeni 1S30 szekvenciak jelenléte kdzel két
nagysagrenddel ndvelte a transzpozicidé hatékonys&déanszpozicios Iépések egymast kévet
vizsgélata bizonyitotta, hogy az IR végeket hatasitubterminalis szekvencidk &srban a
cirkularis transzpozonok kéfdését, valamint az IR végek mellé iranyuld inszikai
segitették. Mivel IR-IR kapcsolatot tartalmazo uoiéeis transzpozonok képdese mindig két
lépésben valdsul meg, ezért a szubtermindlis speide aktivalhatjak magét a transzpozaz
katalizalta lIépést, azaz az egyszalas IR-IR kapt¢8tas képzés) kialakulasat, valamint annak
transzpozaztol fuggetlen megolddédasat. A szubtétisiszekvencidk hianyaban a 8-as formaju
intermediert azonban nem tudtirkvivo kimutatni, ami inkdbb annak csokkentett kég@sére,
mint gyors tovabbalakulaséra utal. Azvitro transzpozicios kisérletek eredményei szintén azt
mutatjak, hogy a szubtermindlis szekvenciak inkabbR-IR képzést segithetik, hiszen a 26 bp
IR végeket tartalmaz6é minimal transzpozon esetéebki Utemben emelkedett a 8-as forma
képzdése, mint a 173L és 257R végek jelenlétében.

Az 1S30 végek deléciés és pontmutacios vizsgalataval @likésbb olyan szekvenciat is
taldlnunk, melyek hianya gatolta a transzpozicddjobb végben azonban kizéarolag az 1179-
1188. poziciok mutacioi csokkentették az IR-IR l&pzgyyakorisagat. Amennyiben az itt
talalhatdé 5-GAGATAATTG-3' szekvenciat visszahelygékz a RIR mogé, a transzpozon
visszanyerte wt aktivitasat. A 10 bp-os szekvendgzont csak abban az esetben ndvelte a
transzpozicié hatékonyséagat, ha pontosan 7 bpiyezkedett el a RIR belsvégéél, ami az

V4

bonyolultabb képet mutatott, mint a jobb végé. A-7Z7 bp-os régidban hat AAAC
konszenzussal jellemezheaktivator elemet is azonositottunk, melynek hodasaval a LIR
vég transzpozicios aktivitAsa novekedett. Az akbivé&zekvencidk azonban csak egymasra
épulve fejtették ki hatasukat. Az utolsd, azaz R &gt legtavolabb talalhat6 AAAC motivum
csak akkor segitette az IR-IR képzést, ha éizeclévbket mar tartalmazta a vég.

Bar a transzpozaz kotését nem sikerult kimutatraerk a jobb, sem a bal szubterminalis
régidkhoz, azn vitro transzpoziciés kisérletek eredményei arra utalhagy a transzpozéznak
kolcsonhatasba kell keriilnie az IR végeket hatésakkvenciakkal is. A szubterminalis régiok

jelenlétében ugyanolyan transzpozaz koncentracidagly ugyanannyi iél alatt tobb 8-as
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képxdott, mint annak hianyaban. Mindezek alapjan ugwdgtjuk, hogy a szubterminalis
szekvenciak a transzposzoma komplex stabilizal&sjeszhatnak szerepet. Amig a jobb
végben azonositott 10 bp-os aktivator szekvendda alaga a transzpozaz vagy egyéb fehérjéek
kotohelye is lehet, a bal végben talalt AAAC motivumolkabb egyfajta térszerkezetet
biztosithatnak a végnek, mint egyedi &ielykent funkcionalnak. Az elképzelt modellt aB0S
végek haromdimenzios DNS szerkezete is tamogafBadbra).

IS30R

transzpozéz koté domént, mig vilagos sziirkével az aktivator elemeket jeldltiik.

Amig a jobb IS0 szekvencidban nem tudtunk gorbiletet kimutatridahvég efsen hajlott
struktarat vesz fel. Az aktivatorkent azonositotAAMC szekvenciak aB-formaju hélix
ugyanazon felszinén helyezkednek el, ami vald¢éegnannyira meghajlitia a véget, hogy az
koruldlelheti az IR szekvencidhoz kotétt transzpdzBz egyfajta magyarézat lehet a szinaptikus
komplex stabilizalasara, ami a wt transzpozonokmiegkedett aktivitdsat okozza.

A transzpozicié hatékonysaganak noveléséhez asbpb® végekben talalhatd aktivator
szekvenciakra egyarant szikség van, s igy az éleEniS0 végek kapcsolédasa jeléaen
gyakoribb, mint az azonosaké. Mindébhz kévetkezik, hogy a szubterminalis szekvenaiakb
talalhat6 aktivator elemek hianya szerepet jatsahatrientacios hatas kialakitasaban is. A0IS
végek mellé tobbnyire ellentétes végével épllt lgy enasik elem, illetve az inverz
transzpozonok integracidja is lényegesen kisebkayishggal jatszodik le, mint amelyek azonos
irAnyba tartalmazzak a két elemet. A 68 bp-nal ralds azonos végeket tartalmazo
transzpozonokbdl azonban egyaltalan nem lehet kitmiud cirkularis intermediert, kéfidésére
csak a transzpozonok integracioja utal. Tehat defejvagy a lab-lab kapcsolédasu cirkularis
transzpozonok kégrését vagy fennmaradasat a szubterminalis szeldleritanya mellett
tovabbi tényedk is gatolhattdk. Delécids transzpozonok felhasw#lal bizonyitottuk, hogy a
60 bp kornyékeén talalhatok azok a szekvenciak mahd€gben, melyek megakadalyozzak az
format azonban a 68 bp-nal hosszabb azonos végetamazo6 transzpozonokbdl is kimutattuk,
ezért az inhibitor szekvenciak inkabb a 8-as fotraaszpozaztdl fliggetlen megoldédasat vagy a

cirkularis transzpozonok replikacidjat befolyasdtal, mint annak kégiését. Mivel a 100-120
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bp-os palindromak a plazmid replikacié alatt kulorb delécios termékek képdéseét
eredményezik (Weston-Haffer and Berg, 1991), efdrerilt annak lehésége, hogy az
azonos vegeket tartalmazo cirkuléris intermedideglimaradéaséat egys#en a hosszu inverz
ismétbdések jelenléte akadalyozta. Az intermedier intggja viszont lehdiséget nyudjt a
palindrom szekvenciak kikliszoboléseére, igy a 6d@lphosszabb azonos végeket tartalmazo
transzpozonok esetén csak a transzpoziciés védiekete tudtuk izoldlni, s magéat az
intermediert soha. Ugyanakkor nem zarhatjuk ki seah, hogy a hosszu palindromék a 8-as

megoldddasat is akadalyoztak. Ennek vizsgalatéabtn kisérleteket tervezink.

ey

A mutans 180 végek mellé iranyul6 inszercidk gyakran olyan észiermékek képinését
eredményezték, amelyekben génkonverziét lehetetutdtni az IR szekvencidk kozoétt. A HS-
targeting soran viszont tobb szaz esk#lgyetlen egyszer sem izolaltunk konverzios terekék
ami arra utal, hogy a donor és target szekvendiaktk kimutathatd szekvenciaegyezes feltétele
lehet a konverzié kialakuldsanak. Kimutattuk, h@gyem tokéletesen azonos IR szekvenciak
mar dnmagukban is elegehdhomoldgiat biztositanak a konverzids termékekakialasahoz,
valamint bizonyitottuk, hogy a konverzio kiindulgintja maga az integraciés hely. Kulondoz
mutaciok felhasznalasaval igazoltuk, hogy a kone&epzés forditottan aranyos a tavolsaggal,
azaz minél messzebb helyeztik a mutaciét az IRkvég@ozicidjatol, annal ritkabban tudtuk
kimutatni konverzidjukat. A konverziés termékek lszncia analizise arra is ramutatott, hogy
tobbnyire a donor I8 szekvencia konvertalodott a target DNS szeringzaa mutaciok
egyszefien atmasolodtak a target3@véghdl a donor szekvenciaba is. A konverzionak mindig
hatarozott iranya volt, tehat egyszerre tobb makaverzigjat is megfigyeltiik, ha azok az
integracios hely azonos oldalan helyezkedtek etoBjos esetekben a donor plazmidban is
konverziét lehet kimutatni, transzpozicids termélkekkezése nélkil. Ezeket a megfigyeléseket,
valamint az 180 transzpozicios mechanizmuséat alapul véve megatdotegy molekularis
modellt, amely részleteiben magyarazza a génkorgetermékek kepidését (5.3. abra).

Az el |épésben az @ transzpozaz hasitja a donor IR-IR kapcsolatot,lyaegy 3' OH
csoportot eredményez a transzpozon egyik végénb(a).4A felszabadul6 -OH csoport
kapcsolodik a target BB véghez, kialakitva egy egyszalas DNS hidat ass niblekulak ko6zott
(b 4bra). A donor és a target szekvenciak kozatukathato homoldgia lehitéget nydjt a DNS
hid elmozdulasara, ami a konverziés termékek &dpzet eredményezi. Ha a DNS hid nem
mozdul el, bekdvetkezik a masodik transzpoziciGdasvitel, ahogy azt a HS szekvenciakba

tortérd inszerciok esetén is tapasztalhatjuk (Kiss andI2999). A Holliday hid elmozdulasat
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feltehetleg a target DNS 3’ végérinduld repair szintézis indukalja (c abra). A DN&ntezis,
valamint a donor DNS 5’ végének degradaciogsediti a mutans szal atkertlését a donor
molekuldba, mikézben a target végben is konzervaljenutaciokat (d). A repair enzimek
miikodése valosziileg gatolja a masodik transzpozicids hasitast, mélkovetkeztében a DNS

helyreallitasat, azaz a szabad lancveégek ligaigsmtzdafaktorok katalizalhatjak.
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5.3. abra Molekularis modell a konverzios termékek képzodésére. Az elsé 1épésben a transzpozaz hasitja az IR-IR
kapcsolatot, felszabaditva egy 3' OH csoportot a transzpozon egyik végén (a). A szabad 3' OH csoport tamadja a target IS30

véget, s igy kialakul egy egyszalas 6sszekottettés a donor és target molekulak kozt (b). Az IS30 végek homologidja lehetséget
teremt a DNS hid elmozdulasara, amit valészintileg a target DNS szabad 3' végérdl indulo repair szintézis indukal (c). A
szabad lancvégek ligalasa kialakit egy teljes Holliday keresztet (d), amit a gazda enzimek 2 féle hasitassal oldhatnak meg (e).

A Holliday kereszt@ iranyu hasitasa olyan fuzios molekulak kialakulasdhoz vezet, melyek szabad lancvégeket tartalmaznak

a DNS egyik szalan (f). A 3' végekrdl meginduld repair szintézis g, h és i termékek képzddését eredményezi a DNS szintézis
hosszatdl, illetve a ligalas idejétdl fliggden. A h és i molekulakbol a mismatch szekvenciak jelenléte miatt a DNS repair, vagy a
plazmid replikacié 2 kiilonbdzd transzpozicios terméket is kialakit. A @ hasitds esetén transzpoziciés termékek nem
képzddnek, de a donor szekvenciaban konverzio figyelhetd meg (j). A hasitas helyét rovid nyilak, a konverzids markert csillag
mutatja. A repair szintézist szaggatott, a DNS degradaciot athtuzott vonallal jeleztiik. Az Gjonnan szintetizalt DNS szakaszt
vastag vonal jelzi.

A repair enzimek hasonld indukciéjat a homoldég mkmacids, illetve az SOS repair
rendszerek rikodésében irtak le korabban (Kowalczykowskial, 1994; Phanet al, 2001).
Mivel az egyszalas DNS hid spontan elmozduladsat egyetlen nukleotid kilénbség is
megakadalyozza (Panyutin and Hsieh, 1993, 1994t ez IS0 inszerciok kovetkeztében
izolalt konverzios termékek kéfdése pusztdn az IR-ek szekvencia eltérése miadktis,
enzimatikus folyamatot feltételez. A Holliday kezesvandorlasat nagy valosiseggel a
homoldg rekombinacids rendszerékismert helikazok (recG), illetve a RuvAB enzimekig
annak megoldédasat a RuvABC enzim komplex katdlatéd (West, 1992; 1997), ahogy azok
szerepét az BBL1 transzpozicidjdban kisérletesen is igazoltak (leicdl, 2004; Turlanet al,

2004).
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A Holliday kereszt hasitasara, s igy a megoldodasralméletiieg két egyenértigk
lehetiség van (e). Az egyik iranyl hasitasn@l Iépés az e abran) rekombinans termékek, jelen
esetben fuzids replikonok kéfiinek, mig a masik iranyu hasitas esetéri§pés az e abran) az
eredeti molekulakat kaphatjuk vissza. A Hollidaydszt® iranyl hasitasa &zor egy olyan
molekula kialakulasahoz vezet, amelyben szabadvéyek vannak az egyik DNS szalon (f
abra). A mutaciok, illetve a hasitas hedfetiggéen a molekula szekvencia eltéréseket
tartalmazhat az B végekben, melyet a 3’ vé&grinduld DNS szintézis helyreallit, s konverzids
termékek képadéséhez vezethet. Ha a repair szintézis tulhaladRaR kapcsolaton, s a
lancvégek ligalasa csak ezt kdsat jatszodik le (g abra), olyan transzpozicids éek
képadnek, melyekben a mutacié megjelenik a don@0I&gben is (Id. | termék 4.33. B abra).
Amennyiben a ligalds az IR-IR kapcsolatban taléhepiacer szekvenciakod jatszodik le, a
mutacio ugyan atmasolodik a donoB(Bszekvenciaban, de a spacer bazisokddtealakulnak
a DNS két szalaban (h abra). A mismatch repaetvid a DNS replikacié ebben az esetben két
kilonb6d transzpozicids termeék kialakulasat eredményeziedyik Iényegében megegyezik az
el6zéekben ismertetett | termékkel, mig a méasik annyikétbonbozik 6le, hogy az IR-IR
kapcsolatban talalhaté spacer bazisok a donor smeldbdl szarmaznak, azaz hibas TD-t
tartalmaz (Id. 4.33. B abra IV és VI termekek). Hdigalas kdzvetlen a hasitast ket
megtorténik, a fuzids plazmid szekvenciaeltéréstgtartalmazni a spacer szekvenciaban és a
mutécié helyén is (i abra). A plazmid replikacigjagy a mismatch repair ebben az esetben
olyan transzpozicios termékeket is kialakithat,yeldben a mutacio egyssen atkeril a target
veglsl a donor IS0 végbe (Id. 4.33. B abra Il termék). Az | termékoaban mindharom
megoldddéasi aton kialakulhat, igy elméletileg ndgyovaldszidiséggel varjuk éfordulasat,
ahogy azt a kisérletes adatok igazoltak is (Id3.4BB abra). A modell magyarazza azoknak a
fuzids termékeknek a kéfdését is, melyek hibas TD-t tartalmaznak az IR-Hpdsolatban.
Ebben az esetben a Holliday kereszt elmozdulasa joeml a konverziés markerig, viszont
mismatch-eket generdl a spacer szekvenciaban. Aidblpl kereszt hasitasat koveh a
plazmidok replikacidja illetve a repair szintéziyan fuziés termékek kialakulasdhoz vezet,
melyek csak a TD-ban kulonbdznek egymastol (Id34B8abra 1l és V termekek). A modell jol
magyarazza a konverzios termékek Kggsében megfigyelt aszimmetrikussagot, miszerint
tobbnyire az integralédé elem szekvencidja konl@til a target szerint és soha nem forditva.
Tovabb4 igazolja a konverzié irdnyultsdgat és wAgiliggesét, hiszen minél tavolabb
helyezkedik el a mutacio az IR véftannal kisebb a valdsZisége, hogy a repair szintézis eljut
odaig.

Amennyiben a Holliday kereszt ®-sel jelolt mddon hasitodik, a mutans allél
transzpoziciés termékek kémése nélkil is atmasoldédhat a donor végbe (j abm&kjzben a
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target szekvenciaja valtozatlan marad (k abra).detmek alapjan azt allithatjuk, hogy a modell
magyarazza az B0 vagy mas transzpozonok, pl9lEL (Loot et al, 2004; Turlaret al, 2004),
Egyedul a VII termék kégimlésére nem ad kieleégitmagyarazatot a modell, amelyben a
konverzi6 forditott irAnyban jatszodott le, azamaet vég konvertalodott az integralodo elem
szekvenciaja alapjan (Id. 4.33. B &bra). Ez a ®izglazmid valdsziileg tobbszoros
transzpoziciés atrendédes kdvetkeztében alakulhatott ki (Kiss and Ol&988)9).

Mivel az IR végek mellé torténintegracio, illetve az IS dimerek kialakulasa gyalaz 1S
elemek korében (& 1S3, 1S21, 1S30, 1S150 1S911 és 19.86), igy génkonverziéra is van
lehetiség. A génkonverzié novelheti a variabilitast azpkgpulaciokban (mint pl. 1S1), s igy
evolucios ednyhoz juttathatja a transzpozonokat. Azok a csdSkelemek, melyek integraciéra
nem képesek, de célszekvenciai lehetnek az akgivakoak (pl. IS0, 1S1655 1S911 vagy
IS1397 csonka elemek), a mutaciok igphelyévé valhatnak, s bizonyos kérilmények kdzott

elszaporodhatnak az IS populéacidékban.
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6. OSSZEFOGLALAS

Az Escherichia colib6kzarmaz6 IS0 inszercios szekvencia tanulmanyozasa soran az elem
transzpoziciés mechanizmusanak molekuléris &zimtgismerését, célszekvencia valasztasanak
megértését, és ezek alapjan a specificitAis modasi@éloztuk meg. Kimutattuk, hogy a
prokariéta eredét IS30 transzpozaz képes katalizalni az elem kivagddasatntegraciojat
zebrahal embriékban. Idegen DNS-&6tomének fuzionalasaval sikerilt modositanunk a
transzpozaz eredeti targetspecificitdsat mind ededr gazdaszervezetben, mind zebrahalban. A
cl represszorhoz kapcsolt3@ transzpozaz a faghol szarmazo £1-3 operator szekvenciak
kornyezetében generdlt inszercikatig a Glil transzkripcios szabalyoz6 fehérje DN&k
motivumaval fuzionalt enzim a Glil kitely kozelébe irdnyitotta az inszercidkat zebradmalb
adhatd, amely alapja lehet iranyitott transzposicr@ndszerek felépitésének, s ezzel a

funkcionalis genomika és alkalmazott biotechnoldwiaznos eszkozévé valhat.

Térképeztilk a transzpozaz targetspecificitdsat atdgheé DNS-kdt motivumokat,
amelyek meghatarozzak az IR végek, illetve az018ot spotok (HS) felismerését. Az3S
csaladba tartozo transzpozazok szamitogepes ossnditdsaval egy konzervalt hélix-turn-hélix
struktarat (H-HTH2) azonositottunk a fehérjék Nat@ralis részén, amelyet 38 esetén egy
méasik HTH motivum is megé&t. Delécios- és pontmutansokkal bizonyitottuk, hagyokon
transzpozazokbol hianyz6 HTH1 a HS felismeréséinely a H-HTH2 az IR szekvenciak
megkotésehez, s ezaltal3Bvégek mellé és a HS szekvenciakba iranyuld ingadroz is
szikséges. lgazoltuk, hogy a HTH1 eltavolitasarkiag a HS-specificitast sziinteti meg, de az
IR végek targetként valo felismerését nem.

A transzpoziciét befolyasold régiokat azonositdttewr elem IR végeiben és azok
kornyezetében is. Bandshift kisérletekkel bizonyitg hogy az IR végek bélgégioja (16-26
bp) tartalmazza az BB transzpozaz kéhelyét, amely elengedhetetlen a transzpozicié els
lépéseéhez, azaz az elem IR végeinek Osszekapdsmtasde nincs szerepe a RIR-LIR
kapcsolatot tartalmazé cirkularis intermedierelegnfciéjaban. lgazoltuk, hogy az integracios
reakciohoz elegeridaz IR szekvenciak terminalis része (1-20. bp)rdk&iztunk egy sejtmentes
transzpoziciés rendszert, mellyel kimutattuk, hagysztitott transzpozaz egyetlen szaltranszfert
hajt végre az elem két IR vége kozott. Az IS elehmtiozd donor replikonbdl igy egy nyolcas
alaku struktara kegialik, melyben az elem egyik szala kovalensen zartuitro bizonyitottuk,
hogy az IR szekvenciak 2-3. pozicidiban talalhdt®®d nukleotidok feltétlenll sztikségesek a

szaltranszfert megé&t6 DNS-hasitashoz.
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Kimutattuk, hogy az IR végek kodrnyezetében olyaeksencia motivumok talalhatok,
melyek ebsegitik az IR végek kapcsoldédasat. A végek deléan@dizise igazolta, hogy a LIR
véget koveten 51 bp, a RIR véget me@eben pedig 24 bp hosszi szekvencidk szilkségesek a
transzpozon wt aktivithsahoz. Pontmutansok fell@sasaval aktivator szekvenciakat
azonositottunk mindkét végben. Bizonyitottuk, hogy RIR vég aktivitasat az 5'-
GAGATAATTG-3' szekvencia jelenléte noveli. A 27-7Bp-os bal végben tobb AAAC
konszenzussal jellemezbietktivator elemet is azonositottunk, melynek hodadaval a LIR
Vég transzpozicios aktivitasa ndvekedett. Bar msirpozaz direkt kotését nem tudtuk kimutatni
az aktivator szekvenciakhoz, kisérleteink transapfigg folyamatra utalnak, mivel a
szubtermindlis szekvencidk jelenlétedsagitette az IR végek kozotti szaltranszfert, aaaz
nyolcas struktUrin vitro kialakulasat.

Az 1S30 végek delécidés analizise arra is ravilagitott, yn@g enhancer szekvenciak
jelenléte lehet az eldleges oka az elem transzpoziciéjaban megfigy@lbeentacios hatasnak,
amely szerint két 130 kdpia mindig kulonbdz végével csatlakozik transzpozicids reakciokban
(,fej-lab” csatlakozas). Kimutattuk, hogy a szulbténalis szekvenciak hianyaban az azonos IR-
ek kapcsolodasa is bekovetkezik, amit a 68 bp-reEsiabb végek jelenlétében egyetlen
modszerrel sem tudtunk kimutatni. Ugyanezen traosaipok integracioja viszont feltételezi az
azonos végek kapcsolddasat, melyetvitro kisérletekben a nyolcas-forma kimutatasaval is
mege#bsitettink. Mindezek alapjan agy gondoljuk, hogyaaponos 130 végek csatlakozasa a
masik végben talalhaté aktivator elemek hianya tmjelentsen, de nem teljesen gatolt.
Kimutattuk, hogy az azonos végek csatlakozasavallakilé palindrom szekvenciak
akadalyozzék a plazmid replikaciot, s ezéltal tdvabokkentik az azonos végeket tartalmazé

In vivo transzpozicios kisérleteinkben gyakran tapasktalhogy 180 végek mellé
irAnyuld inszerciok génkonverziot eredményeztekelgntS-targeting esetén soha nem fordul
elé. Bizonyitottuk, hogy a konverziéhoz szikségézardonor és target szekvenciak kozotti
homoldgia. Kimutattuk, hogy a konverzio kiindulgmintja az integracids helyként szolgalo IS
elem vége, s dit tavolodva csokken éfordulasanak valosziisége. Tobbnyire a donor
szekvencia konvertalddik a target DNS szerint, &% fflorditva. A konverzio mindig csak egy
irAnyban volt kimutathat6 még akkor is, ha a hom@déezt a masik iranyban is megengedte
volna. Kisérleti eredményeinkre tAmaszkodva medaikk egy molekularis modellt, amely a
konverzids termékek képdéesét egy Holliday struktira vandorlasaval és ndEgidsaval
magyarazza. A Holliday kereszt képlsét maga a transzpozaz, mig annak vandorlasat és

megoldodasat feltételezéseink szerint a baktérilNgepair apparatusa hajtja végre.
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SUMMARY

The aim of our studies on tlescherichia colinsertion element [ was to understand
the molecular mechanism of its transposition angetasite selection (target specificity). It has
been shown that the prokaryotic transposase (Tpeasalyses both excision and integration of
the element in zebrafish embryos. Moreover thestasgecificity of the Tp-ase can be modified
by the fusion to heterologous DNA-binding domainghin pro- and eukaryotic organisms.
Joining the Tp-ase to the cl repressor of pRagauses transposition into the vicinity of the
Or1-3 operator sequenceskHn coli, while Tp-ase linked to the DNA-binding domain@lil
transcription regulator protein directs the ingers near to the Glil binding site located on a
tester plasmid in zebrafish. These results mayesas\a basis for the development of directed
transposition systems that might become usefustimolunctional genomics and applied

biotechnology.

We have determined the DNA-binding motif of3lETp-ase responsible for the hot spot
(HS) recognition. Secondary structure predictiohkS80 family members revealed the presence
of a conserved helix-turn-helix motif (H-HTH2) iheé N-terminal part of the proteins, which is
preceded by an additional HTH in the case &0ISt has been verified by point and deletion
mutants of IS0 Tp-ase that the unique HTH1 is responsible forHigerecognition, whiléhe
well conserved H-HTH2 is required for both the IReéing and HS-targeting. Deletion of HTH1
destroys the HS specificity, but does not affeettdrgeting of IRs.

We have also studied the effects of IRs and thdesmiinal 130 sequences on the
transposition events. The bandsift assays provedhie internal regions of IRs (positions 16-17.
and 20-26.) are necessary for binding the Tp-as®sd regions are indispensable for the
formation of IR-IR junction, but are not requireat the integration into HS sequences. Deletion
analyses of IR-IR junction show that the terminattf IRs (positions 1-20.) is enough for the
integration. We have demonstrated in a cell-fremdposition system that the purified Tp-ase
carries out a single DNA strand transfer betweea IRs of the element yielding a figure-of-
eight structure from the donor plasmid. Using ithevitro transposition assay we have proved
that the 5’-GT-3’ bases in the 2-3. positions @& tRs are required for cleavage at the tip of the
element, which is the first step in figure-of-eigioduction.

Deletion analyses of BB ends show that the presence of 51 bp region faligwhe LIR,
and 24 bp preceding the RIR is necessary for theaétivity of the element. Futhermore, we
prove that the 5-GAGATAATTG-3’ sequence motif segtad by 7 bp from the inner end of
RIR is required for the high activity of the righhd. According to the analysis of point and
deletion mutants we presume more than one enhater@ent in the left end between 27-77 bp
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positions, which are located in similar sequencdifs)ydor which a consensus AAAC can be
deduced. Since the presence of the subterminaleseqs increased the figure-of-eight
productionin vitro we suppose a transposase-dependent process eugh thie could not detect
direct binding of the protein to the enhancer seqas.

The deletion analyses of 38 ends suggest that these enhancer sequences areitne
cause of orientation effect in IR-targeting eventlsere the targeted end determines the direction
of the insertion. The target and the integratingOiSopies are always attached by their left and
right ends leading to a head-to-tail orientation.the absence of the subterminal enhancer
sequences we could isolate junctions of two leftwa right ends, while it was never detected
when the two left ends were longer than 68 bpherright ends were at least 51 bp. At the same
time the transposons with identical ends integiate the GOHS hot spot indicating the
incorrect junction formation. This was supported thg in vitro detection of figure-of-eight
structuresin vitro that were derived from transposons assembled idghtical ends. Thus we
suppose that the connection of identicad®nds is significantly inhibited by the lack of the
enhancer element(s) located in the other end. Mereihe incorrect junction provides 100-120
bp palindromic sequence that disturbs the repboasind survival of the plasmid harbouring it.
Thus the joining of long identical ends not onlyoxs at a reduced frequency, but causes serious
replication/stability defect.

Integrations next to an 89 end frequently lead to conversion products neeeuing in
HS-targeting. We have proved that homology betwiberdonor and target sequences is required
for conversion and the starting point of the predsshe site of integration. Generally the donor
sequence undergoes conversion according to thettBfgA, and the frequency of conversion
depends on the distance of mutations from the mdimtsertion. Conversion takes place only in
one direction even if homology is present on batles of the insertion and can occur without
formation of transposition products. Based on tidegta we have established a molecular model
for IR-targeting events that can explain the cosiger products by the formation, migration and
resolution of a Holliday-like cruciform structure.
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C-terminalis —»
6645666443256677402487657777436915752365
Conf: 110330003932330303233330920030030 5003000t

Pred: e —

AA! HTRKGERGTINIVNGTPIHERSRNIDNRRSLGHWEGDLVS
210 220 230 240

2682489998871667189986178898999999999999

oY 1 1 1 1 = 0 O

Prod:  p—p > >—

AA: GTKNSHIATLVDRKSRYTIILRLRGKDSVSVNQALTDKFL
250 260 270 280
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9824798736981221179999872966988377783
Conf: ]llIIIllIIIIlIIInlln-IIIIII 0103000000t

Pred ) e . ——>——

AA: SLPSELRKSLTWDRGMELARHLEFTVSTGVKVYFCDPQSP
290 300 310 320

21671330336899987504785201589999999
Conf: Jaall=aa323301310330203703223330333307 Ill[

Prod: = — - I
AA: WQRGTNENTNGLIRQYFPKKTCLAQYTQHELDLVAAQLNN
330 340 350 360

76257468887999984137789
Conf: 111230230003330033200000

Prod: D (R

AA: RPRKTLKFKTPKEIIERGVALTD
370 380

_ = a-helix Conf: ]- al l l[ = predikcié megbizhatosaga
- +

:> = B-lemez Pred: prediktalt masodlagos szerkezet

= coil AA: IS30 transzpozaz szekvenciaja

7.1. fiiggelék Az IS30 transzpozaz masodlagos szerkezete.
A predikciohoz a PSIPRED programot hasznaltuk
(http://bioinf.cs.ucl.ac.uk//psipred)



1 50 100
LS SaUL . e e s e e e MSYN
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0 o MBYK
LS UL e e e e MITHYR
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LIS 1 1 MBYT
LIS 7 1 1 MBK
LS 5 5 MSSS
LSS 2 e s e MBYQ
LIS T T, MKKYT
ISLxx5 ... . o LA PRSGGTSRNQ PEHG PLGQS NGRRI'YPDGR WDYKDRVPYV VWDRBNBRASM RSLEAALHPR
| SBl 04 MIRSHRNEDR GCEHRWIENG VEY TRATGRNEKP LVDWYR. . ST MDKPKTLHPR
1SCg2 ... M5 CVVPL. .. FA DEI KWGQGT
I'S1513 .. e . VDGFPSGVF DKHALVGRGR
I1S30 ... e NGT ITGE KPHERKRAVA
IS30H .. INGK( GSKI ITGGE  KHNERKRAVA
L SL088 . e s e ... MTKKNYQ
I SL086 .. e e e ... MTRTKYQ
L S804 e e e e MSYH
LIS T MBYT
LS MBYS
L ST 800 e e e e MGTRYQ
LIS R < . MITHYT
L OBl 07 e e . MQQYS
LS L0700 . e e e Mr
LIS ¢ LLS
I SL06B21 i Kei Nt o e e e MIYT
L SL0B2 . e e e MIYT
L S22 e s e MIYT
LSBT 70 o e e e e MI'YK
L Ol 0L e e s e MDSLH STMNQHVKCK
0 MDHSY SNTKPHQKCGK
LS LA 0 e s e MDYQN HNTESR. KNK
LS 15 5 1 MMST NYSTTNQSYK
LS 5 MAVST NYSTTNQSYK
L S 280 e e e MDYYTPKCK
LS LB30 . e e MXK
LS G0 L . e e
FSMROL . e e " 4 GFKS__IFIEI’K
FSMOOVL o e e . WK GFKS| I ET
LSS L e s e MYSHL
CONSENSUS . ottt e e e e y.

7.2. fiiggelékAz 1S30 csalad transzpozazainak szekvencia illesztéseigsdiagos térszerkezete.

A szekvencia illesztéshez a MultAlin (http://prodeslouse.inra.fr/multalin/multalin.html), mig a sadlagos szerkezet predikcidjahoz a
PSIPRED programokat hasznaltuk (http://bioinf.clsaecuk//psipred). A szekvencia illesztések alafy@®o-os konszenzust készitettlink. A
DDE aminosavakat aldhuzassal jeloltik. !: | vaggidinosavak; $: L vagy M aminosavak; %: F vagy Yrosavak; #: N, D, Q, E, B, Z
aminosavakillR o-hélixek; kék B-lemezek
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Consensus
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RHORTQ .o e e G0 YSA
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RN, AG o ot PQG YQ
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RNQ . .LPG EG ... vv e, .
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RNGAKIVDE DG ... ovoo e TEQ LRY
RNRGR. © .+« eoeeeeeee e
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...... GG....... .......KG YAY
...... TA........ .......RGG YCG
...... e ¢ =
...... OV........ .......RGGYS
..... DG ....... .......1GA YA
...... VG ... i B
Qs. ... .. Q. PGH YDA

RG_IEASNE NGSYRPYRPK RLKTGPWISG PFYS

RGSI TQ VK KUNG. . . . . .
GSI TQ VK KUNG. . . . ..

RRYY556

GLVRQQVR KGKF. . . ... ...EAVYSAONHAGINOENREKRSVRPI RR @ . . . . . . .
....F VWGYF...... ... EEDEBERSIIRIRERUKNH F<rL NGENEYBRE. . . . . .

.......... KR

CKLOGVDLKG KITIYVI SABKSFENEPETRNDESERL ENNPREENR. . . . ... . ......... .......

CKLOGVDLKG KTI YVISABKEFENEPETREDNSKREER\SKINR. . . . ... .......... .......

e g r SR . T N
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| SSaul
1 S658

I SLcl

| SPl ul7
1 SPI ul
| S1655
1 S4351
1S1112
| SAs2

1 S18

| SLxx5
| SBl 04
|1 SCg2

1 S1513
1 S30

| S30H

1 S1088
1 S1086
1 S1394
| SPst 1
| SPf12
| ST3091
1 S1382
| SBI 07
1 S1070
| SPp1

1 S1062l i kei nt
1 S1062
| S1252
1 S6770
I SLj ol
I SL7

1 S1470
1 S1139
1 S1161
1 S1239
1 S1630
1 SC1041
| SMagl
| SMoov 1
| SSc1
Consensus
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. PDNG DVHA
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F. SDDE SMRI S
K. PRK TLRI
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F. PDQP DLNVS
MKSPSFE DAYVG

3
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LEA DU
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WS
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Rl RKKFTKRP
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TRGRFNI GT.

TRRHREVQTD
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KNAGRGFI PG
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ASSLRSPI KE
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AARRHRFADP
QGRKPRFREP
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YKRKGKSDNR

VRP-RPAN
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301

| SSaul
|1 S658
I SLcl
| SPl ul17
1 SPI ul
| S1655
1 S4351
181112
| SAs2
1 S18

| SLxx5
| SBl 04
| SCg2
1 S1513
1 S30

| S30H
1 S1088
1 S1086
1 S1394
| SPst 1
| SPfl 2
| ST3091
1 S1382
| SBl o7
1 S1070
| SPpl

| S1062l i kei nt

1 S1062
| S1252
1 S6770
I SLj ol
I SL7

1 S1470
1 S1139
1 S1161
1 S1239
1 S1630
1 SC1041
| SMagl
| SMoov 1
| SSc1
Consensus

350

W . EADTI VS SRGKSKGCI A TFAERKSRYY YCVLMPD. . . LPKG AVKTI TV.

W . ELDTWS SRGKSKGCLA TFAERKTRMY LAVKMDN. . . YPLG VFKTSTV.

W . EIDIVMIG RTGHS. . I LL TWDRLSRLT LI KKWQ . . PKE FVHSI TP.

W . EGDIVHG LG . G . NLV TLVDRKSGYL SAYPVKR .. . AHTLTL

W . EGDTI | G KDKKS. . VLL TLVDRKTLYT || VKLDS. . . L. KQ KVKTI TF

W . EADTI VG KGOKS. . ALL TLVERVTRYT || CKLDS. .. H. KD RVHTI TM

ERFGD L. . EIDTII G KNHKG . Al L TI NDRATSRV W RKLSG. . . LI HTI TA.

Rl GD W . ELETI RA SHGKG . VW SMIERRSRLH LLAYSPD. . . AVHTLTA.

RERLGD W . EADTVLG KQGTG . ALV TLVERKSRLY LVKRVAN. . . QVHTI TF

L.GD F..EGDIVI G KHHKG . ALL TLVDRKSLYV HI VHLGS. . . . AYSVTF

PGH W . EGDLI I G GHRNS. . Al G TLVERSTRFV. MLI HLPI D. . LRRSI TW

W . EGDLI TG SRNKS. . Al G TLVERTTRFT | LLHLPDG. . LRNSLTW

W . EGDLVI G GENQAT. ALV TLVERTSRLT LI KRLGVN. . LRRSLTW

W . EGDLVI G KGGKS. . ALl TLVERTSRYT LLGHLPDE. . QLKTI TW

W . EGDLVSG TKNSH. ..l A TLVDRKSRYT I ILRLR G . LRKSLTW

W . EGDLVSG TKNSH. .. | A TLVDRKSRYT || LRLR G . LRRSLTW

W . EGDLI KG KANAS. . Al G TLVERTTRLV VLVKLPHP MRQTLTY

W . EGDLI KG AGNGS. . AVG VLVERVSRAV LLVKMPD. . . LRQTLTY

W . EGDLI KG KANAS. . AVA TLVERTSGYL | LAKM\D. . . VRKSMT'Y

W . EGDLI KG KANAS. . SVG TLVERTSGYL M.VKM\D. . . MRKSMTY

W . EGDLI KG KANAS. . SVG TLVERTSGYL | LVKM\D. . . MRKSMTY

W . EGDFI KG AFNGS. . Al G TLVERSSRFV LLVRMEG . . I LRTLTY

W . ESDLI MG ANNRS. . AVA TWERTSREC | LAKLDA. . . LLKTMTH.

F. . ESDTWG AAPSRR. CMN TQVERRSRRL FARLVDD. . . ARVDRTW .

F. . EVDIMJS GKRRGD. VLV Tl TERLSRQH SVRQVTG. . . K .SITV.

E. . ELDTWG PRGHSKAVLL TLI DRKSREL WAYRLKD. . . PVHSFTV.
LFTEGDTI VG LKHKS. . AVI TLVERLSKVI | TLKPCG. .. LFKSI TEFT

L. . EGDTI VG KKHKS. . AVI TLVERLSKVI | TLQPEG. . . LFKSMTF.

| .. EGDTI VG | HHKS. . AVI TLVERLSKI | | TLKPEG. . . LFKSI TF.

L. . EGDTI VG | HHKS. . AVI TLVERLSKVI | TI KPNG . . FFKSI TF.

W . ECDLVLG HKSKDDEVLL TLSERMSREF LI LRI PDK | FKTI TT.

W . ECDLVLG HKTKDDDVLL TLCERKTRQF FM Kl EDK | FKSI TT.

. W ElI DCVLG EKSNKDKVLL TLVERKTRYA || SEMSSHS VEKSI TA.
I NN. B8 W . EI DSVLG GKTI GEPSI L TLVERQTRYA VTKKLVEKKEARENVNCAVISECRIVISE YP. . . . . . KSITA. .

I NN. RSRFGD W . El DSVLG GKTI GEPSI L TLVERQTRYA VTKKLVEKKARENVNOAVISECRIVIKE YP. . . . . . KSITA.
ISR EAGH Y. UEIDTVI L TRAKNQCLL TLTDRKTRHQ LI RLI'PDKSARCAVNKARICENEKEYT. . . . . . VNSI TA. .
| NE. RKEFGH W . EI DLI | G KSKGTHCHLL SFTERVSRYG FLVKI PNK . VKSI TQ. .

KNTGH W . ERDLI KW KDNKS. . SI R TFI DLKI HGS VSSEHYLM . RAKTLTY.

LNDNDY . .. EMDTVI G LRSDN. . YCI LTLI NRKSRM FYCTLSRR . LDTLTI .

RLNDNDY . .. EMDTVI G LRSDN. . YCI LTLI NRKSRM FYCTLSRR .| DTLTI .

SNVGL ... EMDTWG KDHKS. . Al L VLVEQLSKKY FAI KLEN KA IT.
r...Gh w.ED!.g....s..... tlhv#r.sr.. oo . ... -1
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401

| SSaul FADPYSAIIBR
1 S658 FADPYASWR G
I SLcl WPDPYSPEQR GTNE
I SPlul7 FADPYSSWR G
I SPlul FAHPYSPWER
1 S1655 FCRPYHSWEK
1 S4351 FCKPYHSWER
1S1112 FADPYCPWR

| SAs2 FAHPYSSVE
1 S18 FADPYKSI QR
| SLxx5 FCDPASPIER
| SBl 04 FCDPHSPWOR
1 SCg2 FCDPHSPWR
1 S1513 FCEPHSPWOR
1 S30 FCDPQSPWR
| S30H FCDPQSPWR
1 S1088 FCDPYSPWR
1 S1086 FCDPHSPWOR
1 S1394 FCDPHSPWOR
| SPst1 FCDPHSPWOR
| SPf12 FCDPHSPWOR
| ST3091 FADPHSPWR
1 S1382 VADPHSPWR
| SBl 07 FADPYSSWR
1 S1070 FAHPYSPEER
| SPp1  YCHAYTPADR
| 10621 i kei nt  FADPGTPSQR
1 S1062 FADPGTPSQR
1 S1252 FADPGTPTQR
1 S6770 FADPGTPSQR
I SLj ol YAHPYTSCDK
I SL7  YAHPYTSCDK
1 S1470 FTHPYSSFEK
1 S1139 FAHAYSSYER
1 S1161 FAHAYSSYER
1 S1239 YAHPYASWER

1 S1630 KADPYASFQR G|

| SC1041 FCDPHSPWX GTCE
| SMagl HCHPYSSSEK

| SMoovl HCHPYSSSEK GSI H
1 SScl FCDAGSPQXX PLI EY
Consensus fadpyspw#r g.nH
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1 30 40

isl1062.21left .GTACG TA ACTAAA..........
isl062left ....CQ TA AATAAAAAA. .. ....
isl2521left ....CQ TA IAATAAATAAGCCATA.
is6770left ....CQ TA AATAAAAAGGCATTTA
isL7left ....CQ TA CTGTTCCGATC v « « « «
isL7right ....CG TA CTTACCATAAC.....
is1062.2right .TACTC TA AATCAT..........
isl1062right ....TH TA ATTCCTCTT.......
is1252right ....TT TA IAAATATCTTCATTCA.
is6770right .TA TA AAAATGCTTCTTGTAC

is11391left TTTGCC GA

ClCl

CCl

CCl

o

CCl

Cl

T[T

T[T

TG

e

CITIA .

is1139right TTTGCCCT CA AAGATGT.........
is1470left ....GCTT GA AAATAAAAA.......
is1470right ....TCTRH CA AGTCCTTAA. ......
is1630left ....GCTA GA CATTTTAGA.......
is1630right ....CCTA GT CCTAGAAAT.......
is1070left ....GGTA TA CTTGAATAA.......
is1070right ....GGAT] T'T CTTAAACTG.......
ispplright ....GGTA TA TTTGGACA........
ispplleft ....GGTA TA TGTTCGGA........
islleélleft ..... T[T 1A TATTGTAAAA......
isll6lright ....TTTOT TA AATTGTCAA.......
isMaglleft ....TATT TA PCAACTTAR . v v« x x
isMbovlleft ....TATT CA IACAAGTTAA. . .....
isMaglright ....TATA TA TTTTTTGAG.......
isMbovlright ....TATH TA TAATTTGAG.......
ispstlleft ....GGCG T CCAGACCT........
is1394left ....GGCG T CCCGACCAT.......
isl086left ....GGCG GA CCTTGCCAT.......
is1088left ....GGCG GA CCGAGAATT.......
is1382left ....GGCG CA CCCAGGTAA.......
is1382right ....GGCG CA GTCAGTTGA.......
ispstlright ....GGCG T CGGTCATT........
is1394right ....GGCG T CGGTTACTG.......
isl8left ..... GCA| CA CATTTGTAGT......
is1088right ....GGCG WA AAAACTCAAT......
is1086right ....GGCG GA CCCCTTGGT.......
isl655left ....GGCG GA TTCCCTAAC.......
islll2left ....GGCG G CCAACGGTT.......
islll2right ....GGCH GA CTTTTGAGG.......
isAs2left .CGGG TA CTCATGGATGA. . ...
isAs2right .CGCG GA CTCGCCTATGC. ....
is1655right .CTTG CA CTAGTGTAT.......
isBlo71left .Ccacq GA CCTTGTCTAA. .....
isBlo7right .cqcg GA CCCCCTGTTC......
isl5131left .CGQTG T CTTCGACCG.......
is1513right .GGCG T CGCTTGAAT.......
isCg2right ...GGCG T IACTACGATT.......
isCg2left .CGGCG T CGAGCAACC.......
isl8right .GGCG CA GTATAAAAA.......
isBlo4left .GGCG TC CCTGA. ..o vvnnn.
isBlod4right . GGCR T CCTGA. . ...vvunnn
is30left TGTA TC GTTATGTGA.......
is30right . TGTA TC CCCCTTTCA.......
is4351right .GCTG CA GAATTCTGA.......
is4351left .CTTG TA TTTTGGGTG.......
1sT309011eft wsueaofsfds « GA TCTCCGGTCG. .....
isT3091right .......[.[|. . GA CCACTGTTTA......
is658left TGACG TA C:cssvssss0asanns
is658right ..... ACG TA Coue e i
isLclleft ...... IAC] TC AATTTACAATT.....
isLclright ......[.. TC AATTGTCAAACTA. ..
isCl041lleft ...... .|« GA TAAACCACC.......
isC1l041right .......[|.|. . GA GTTTGAAAA.......
Consensus 60% gly| Jtahl.tgcaBCal. .. ... it

7.3. fiiggelék Az IS30 csalad IR végeinek konszenzus szekvenciaja.

A szekvencia illesztéshez a MultAlin (http://prodes.toulouse.inra.fr/multalin/multalin.html)
programot hasznaltuk. A kiemelés a 80%-ban konzervalt bazisokat,azY : C+T; az S: G+ C,
a W: A+ T, az R: G+A bazisok alternativ jelenlétét jelzi.
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