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1. AMUNKA EL OZMENYEI, KIT UzOTT CELOK

A genomban 06nall6 athelyédésre képes DNS darabok, azaz a mobilis genetikai
elemek leirdsa Barbara McClintock nevéhigddlik, aki észrevette, hogy bizonyos kukorica
vonalak hibridjeinek szegregacidja a mendeli hasizal@nyoktodl teljesen eli@n alakul. A
bakteridlis genetikdban csak két évtizeddelkbsirtak le hasonlé elemeket, Ggynevezett
inszercios szekvenciakat (IS), vagy transzpozondka), melyek el§sorban mutagén
hatasukkal, illetve az antibiotikum rezisztenciagjé gyors terjedésével hivtak fel magukra
a figyelmet. Az el§ felfedezések 6ta napjainkig csak a baktériumokkémel 1500
kilonbdsd 1S elemet és transzpozont tartanak szamon. oy véve az eukaridtak
hasonlé elemeit, a retrotranszpozonokat, retrovkaisés egyéb aktiv transzpoziciéra mar
nem képes repetitiv elemeket, kijelenthetjik, hegy ébvilag egy altalanosan elterjedt
jelenségéil van sz6, melynek kutatdsa nemcsak dnmagéért,zdevalicioban betdltott
sokréti szerepe miatt is indokoltnak latszik.

A mobilis elemek athelyéziése, azaz a transzpozicioprelyel és hatrannyal
egyarant jarhat a gazdaszervezetre nézvényElehet az Ugynevezett csendes gének
expresszidjanak bekapcsolasa, de ennél val@iszjrhogy az IS elemek mozgasa olyan
genomatrenddiriéseket indukal, amely méar genetikai teher lehgazalaszervezetre nézve.
Szamos bakterialis transzpozon ugyanakkor olyabléblunkciot is kodol (pl. antibiotikum
rezisztenciak, virulencia faktorok), melyek elteigse hozzajarul a kdzos bakterialis
génkészlet kialakulasahoz. Az IS elemek és trarmsrmik fontos szerepet jatszanak a gének
horizontdlis elterjedésében is, mivel a gazdagaijietikai allomanyanak részleteit képesek
olyan replikonokba is beépiteni, amelyek alkalmasalgenetikai informacio atvitelére
filogenetikailag kozeli vagy tavoli fajok egyedeibzétt (pl. virusok, plazmidok). A
genomatrendeémések révén a mobilis elemek a modern biotechralégamara is sokiét
eszkdzrendszert biztositanak, hiszen felhaszn&hatataciok létrehozasara, genetikai
térképezésre, gének azonositasara, génbevitebzerek kifejlesztésére.

A pro- és eukaritta élényekldl izolalt IS elemek szama bar naprol-napéa mégis
kevésnek mondhaté az a transzpoziciés rendszeryekndl kisérleti adatokkal
alatamasztott, részletes ismeretekkel rendelkezrenkrtekezésben ismertetett vizsgalatok
altalanos célja ezért az volt, hogy a mobilis elidrszerzett informacidkat kivitsik, és
eddig nem vizsgalt kérdésekre is valaszt keressHigerleteinket azEscherichia coli
baktériumban honos elemmel végeztik, amely a kordbbi vizsgalatok jatapegy
,SZokvanyos” inszercids szekvencianak tekinthes igy transzpozicidjanak részletes

vizsgélata hozzajarulhat az IS elentg@kendelkezésre allé ismeretek szélesitéséhez.
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Az I1S30 1221 bp hosszl, végeit 26 bp-nyi forditottan iséuét szekvenciak (IR)
hataroljak, amely tartalmazza a transzpoza#Heiyét, s megszabja a transzpozicios hasitas
helyét. Az IS0 &ltal generalt atrendédések (inszercid, delécid, inverzio, valamint
transzpozicios fuzid) egy konzervativ modellel nagyhatok, melyben kdzponti szerepet
az IR-IR kapcsolatot hordoz6 transzpozicios intelierek, azaz az BR-kor, valamint a
dimer 130 elemet hordoz6 DNS strukturak jatszanak. Az ingtier strukturaknak a target
DNS-sel valé reakcidja vezet a valddi transzposideérmékek kialakulasahoz. Az 3®
transzpozicidja soran két, jellegében élt@elszekvencia tipusba képes inszertalodni.
Egyrészt nagy gyakorisadggal intrgralodik agyneviehet spot (HS) tipusu szekvenciakba,
amelyek egy 24 bp-os palindrom konszenzussal jeliebk, valamint kimutathat6, hogy
az elem IR végei 6nmaguk is célszekvenciaként ahmdds. Kutatdbmunkank egyik irdnya a
target valasztds molekularis hatterének felderitést, azaz meghatarozni azokat
transzpozdz doméneket, amely biztositja &) ktss célszekvencia valasztasat, s melynek
ismeretében a transzpozéz specificiths modositasbtérbe kerulhet. Ehhez kapcsolddva
egy olyan IS0-alapu transzpozicids rendszer létrehozasat isl aéhilik ki mellyel
bizonyitani kivantuk, hogy a&. coli eredef transzpozéz aktiv lehet eukariéta sejtekben, és
adott esetben célszekvencia valasztasa specifikuegmaltoztathato.

Mivel transzpozicés célszekvenciaként aB8d%ajat végei is szerepelhetnek, igy
vizsgéalataval foglalkoztunk, mellyel nemcsak a zékvencia valasztas, de a transzpozicié
részletes molekularis mechanizmusanak megismerZggbeerettiink volna kdzelebb jutni.

Az IR végek mellé iranyul6 inszercidk gyakorta véele szekvencialisan hibas TD-t
tartalmazo termékek képdéséhez. Amennyiben a targetként funkcional@01Ség
mutécidkat is hordozott a nukleotid eltérések tdlenmegjelentek az integralédd elem
szekvenciajaban is. A jelenséget legegy#aeen génkonverzidval tudtuk magyarazni,
melynek részletes vizsgalata szintén hozzajarulzat30 transzpozicidéjanak alaposabb

megismeréséhez.

A kisérleti célok kdzott, tehat a kdvetket fobb szempontok szerepeltek:

- Az 1S30 célszekvencia valasztdsanak tanulmanyozasa, atdaefvenciak felismerését
biztosit6 fehérje domének azonositasa, Uj speéifidirekombinazok &hllitasa.

- A prokariota eredét 1S30 elem aktivithsanak és targetspecificitasanak lztg

zebrahalbanO§anio rerio).



- Ir&nyitott inszerciok generalasa olyan kimérarelk felhasznalasaval, melyben aB0S
transzpozazt kilonb82DNS-kot fehérjékkel kapcsoljuk dssze.

- Az IR végek szerepe a transzpoziciéban. A traomap kdtésben és a katalitikus
reakciéban fontos bazisok, illetve poziciék azotéssi.

- A transzpozicié hatékonysagét befolyasold6 DN$rele keresése az 38 szekvenciaban.

IR végek kapcsolddasat megakadéalyoz6 genetikabfaktazonositasa.

- A génkonverziot tartalmazé transzpozicios terrkékmlakulasanak vizsgalata, s egy
olyan molekularis modell kialakitdsa, amely képes edlem transzpoziciéjanak eddig

megismert jellem&t magyarazni.

2. ANYAG ES MODSZER

A kisérleti eredmények eléréséhez a klasszikusodskularis genetika és biokémia alabbi
mddszereit alkalmaztam:

- Klasszikus mikrobiolégiai médszerek: transzforasalelektroporalas, konjugéacid,
transzdukcio, ThG-alapu transzpozon mutagenezeis

- 1-2 sejtes zebrahal embridk mikroinjektalasa

- In vitro mRNS szintézis az Ambion mMessage mMachine Wiafgtnalasaval

- Plazmid és genomi (total) DNS izolalas baktérikbd (E. coli és S. typhimuriunés
zebrahal embriokbdl

- plazmid és genomialis DNS-ek restrikcios és PG&liaise

- DNS darabok klénozasa

- Fehérje termeltetés expresszids vektor felhadzaahl

- Agar6z és poliakrilamid gélelektroforézis

- Southern és Western hibridizacié

-Gélretardacids vizsgalatok

- In vitro mutagenezis megaprimeres- illetve OE-PCR alkalséaz.

- DNS szekvenalas az ABI Prism 3100 Genetic Analyaeplied Biosystem) segitségével
- Szekvencia adatok feldolgozasa szamitogépesasali a Wisconsin GCG, MultAlin,
PSIPRED, WebLogo és a DNA programok felhasznaldsava

- Transzpozicios fizié vizsgéalata, és a transzjp@etermékek izolasa R408
transzdukcioval

-A korré zart transzpozicios intermedierek detélgalintramolekularis transzpozicids

kisérletekben



- Az 1S30integraci6 vizsgalata intra- és interolekulariséletekben.

- Transzpozicios célszekvenciak izolalasa a pOX3&k&nmugagabilis plazmid
felhasznalasaval

- In vitro transzpozicié tisztitott B transzpozaz felhasznalasaval

- Primer extenzios kisérlet az3@transzpozaz katalizalta hasitas kimutatasara

3. EREDMENYEK

Az IS30 csaladba tartozd transzpozazok szamitdégépes assrditdsaval egy
konzervalt hélix-turn-hélix struktdrat (H-HTH2) amwsitottunk a fehérjék N-terminalis
részén, amelyet BB esetén egy masik HTH motivum is mégelDelécids- és pontmutans
transzpozézok felhasznalasaval bizonyitottuk, hagylS30 transzpozaz elején talalhatd
HTH1 a HS felismeréséhez, mig a H-HTH2 az IR sze&wék megkotéséhez, s ezaltaBlS
végek mellé és a HS szekvencidkba iranyuld insiknoz is szilkséges. A HTH1
eltavolitdsa kizardlag a transzpozaz HS-specifititszlintetette meg, de az IR végek
targetként valo felismerését nem. A delHTHL1 trangAz target valasztasa véletlenfizér
valt, és a wt transzpozaztél etién célszekvenciak 3 bp-os duplikalédast okozta.detm
bizonyitotta, hogy pont és delécids mutans trareszpuk felhasznalasaval a transzpozaz
HS-specificitdsa megvaltoztathato.

Azért, hogy irdnyitsuk 130 generdlta inszercidkat a transzpozazt kiloabDXS-
kots fehérjékkel fazionaltattuk. A cl represszorhoz ésqgt 130 transzpozaz a fagbol
szarmaz6 QL-3 operator 400 bp-os kdrnyezetében okozott ingdeat a pEMBL19-alapu
plazmidokon. AS. typhimurinungenomba épitett operator is vonzotta a flzidssmaozaz
katalizalta inszercidkat, bar ezeléfeirdulasi gyakorisaga joval kisebb volt, mint a gan
mas helyére tortén beépillések gyakorisaga. A prokaridta enede830 transzpozaz
targetspecificitdsat zebrahal embridkban is modusk. A transzpozdz erdeti
targetspecificitasat a Glil transzkripciés szababyoehérje DNS-kdt motivumanak
kozelébe iranyitotta az inszercidkat. Mindezek jdlapazt mondhatjuk, hogy DNS-Kbt
fehérjék fazidjaval az 130 transzpozaznak Uj specificitas adhaté, amely aldphet
irdnyitott transzpoziciés rendszerek felépitésérelezzel a funkcionalis genomika és

alkalmazott biotechnoldgia hasznos eszkdzévé valhat

Megvizsgéltuk a termindlis IR és a hatarolé szuhiedlis szekvenciak hatasat az

IS30 transzpozici6jara. Bandshift kisérletekkel bizootyilk, hogy az IR végek béls



régidja (16-26 bp) tartalmazza az3(Btranszpozaz kéhelyét, amely elengedhetetlen a
transzpozicio etslépéséhez, azaz az elem IR végeinek dsszekapiisoiadgazoltuk, hogy
az integraciés reakciéhoz elegéndz IR szekvencidk termindlis része (1-20. bp)aés
transzpozaz elslleges kdthelyének jeleléte nem szikséges a RIR-LIR kapasplat
tartalmaz6 cirkularis intermedierek integraciéjahotétrehoztunk egy sejtmentes
transzpozicios rendszert, mellyel kimutattuk, hogy tisztitott transzpozaz egyetlen
széltranszfert hajt végre az elem két IR vége Kkozéiz IS elemet hordozé donor
replikonbdl igy egy nyolcas alaku struktira kégik, melyben az elem egyik szala
kovalensen zart, mig a masik szalon a vektor szek&bkoz kapcsolédik. nl vitro
transzpozicids rendszer felhasznalasaval bizomykiothogy az IR szekvencidk 2-3.
pozicidiban talalhaté 5° GT nukleotidok feltétlerdtiikségesek a szaltranszfert mézfel
DNS-hasitashoz.

Kimutattuk, hogy az IR végek kornyezetében olyareksencia motivumok
talalhatok, melyek ébkegitik az IR végek kapcsolddasat. A végek deléenalizise
igazolta, hogy a LIR véget kdviEn 51 bp, a RIR véget meg@eben pedig 24 bp hosszi
szekvencidk szikségesek a transzpozon wt aktiib@séPontmutansok felhasznalasaval
aktivator szekvenciakat azonositottunk mindkét eégbBizonyitottuk, hogy a RIR vég
aktivitasat az 5’-GAGATAATTG-3’ szekvencia jelerdéhdveli. A 27-77 bp-os bal végben
tébb AAAC konszenzussal jellemezBetktivator elemet is azonositottunk, melynek
hozzdadasaval a LIR vég transzpoziciés aktivitdszekedett. Bar a transzpozaz direkt
kotését nem tudtuk kimutatni az aktivator szekvékitdz, kisérleteink transzpozazfilgg
folyamatra utalnak, mivel a szubterminalis szeki&hgelenléte disegitette az IR végek
kozotti szaltranszfert, azaz a nyolcas strukimnatro kialakulasat.

Az 1S30 végek delécids analizise arra is ravilagitott,yhag enhancer szekvenciak
jelenléte lehet az dldleges oka az elem transzpoziciéjaban megfigyélloetentacios
hatasnak, amely szerint két3@kdpia mindig kulénbog végével csatlakozik transzpoziciés
reakcidkban (,fej-lab” csatlakozas). Kimutattuk, gyo a szubterminalis szekvenciak
hianyaban az azonos IR-ek kapcsolédasa is bekdiketlkamit a 68 bp-nal hosszabb végek
jelenlétében egyetlen mddszerrel sem tudtunk kitmutalgyanezen transzpozonok
integraciodja viszont feltételezi az azonos végghkckalodasat, melyén vitro kisérletekben
a nyolcas-forma kimutatasaval is meggtettiink. Mindezek alapjan Ggy gondoljuk, hogy
az azonos 130 végek csatlakozasa a masik végben talalhaté adtiedemek hianya miatt

jelentssen, de nem teljesen gatolt. Kimutattuk, hogy aanag végek csatlakozasaval



kialakul6 palindrom szekvenciak akadalyozzak a iplaz replikaciot, s ezaltal tovabb
In vivo transzpozicids kisérleteinkben gyakran tapasktahiagy 180 végek mellé

irAnyuld inszerciok génkonverziét eredményeztekelgnHS-targeting esetén soha nem
fordul eb. Bizonyitottuk, hogy a konverzidhoz szikségézemonor és target szekvenciak
kozotti homologia. Kimutattuk, hogy a konverzidndulasi pontja az integracios helyként
szolgéld IS elem vége, s @ttavolodva csdkken éfordulasanak valésziisége. Tobbnyire

a donor szekvencia konvertalodik a target DNS sgegs nem forditva. A konverzié mindig
csak egy iranyban volt kimutathatd még akkor isaHaomoldgia ezt a masik iranyban is
megengedte volna. Kisérleti eredményeinkre tamabkzkenegalkottunk egy molekularis
modellt, amely a konverzios termékek kégpesét egy Holliday struktira vandorlasaval és
megoldédasaval magyarazza. A Holliday kereszt é@@zét maga a transzpozaz, mig annak
vandorlasat és megoldddasat feltételezéseink s$zarimaktérium DNS-repair apparatusa

hajtja végre.

4. KOVETKEZTETESEK ES UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

- Bizonyitottuk, hogy az 130 transzpozaz elején talalhaté HTH1 a HS felismdm@zsémig a
H-HTH2 az IR szekvencidk megkotéséhez, s ezalt@o ISégek mellé és a HS
szekvenciakba iranyulo inszerciokhoz sziikséges.

- ldegen DNS-kdt domének flzionalasaval modositottuk a transzpéiazspecificitasat
mind az eredeti gazdaban, mind zebrahalban.

- Azonositottuk a transzpozaz &belyét az IR végekben, s bizonyitottuk, hogy ennek
jelenléte a transzpozicié 8l$épéséhez, azaz a transzpoziciés intermediereké#épéhez
szilkséges.

- Az IR végek 2-3. pozicidiban taldlhaté 5' GT tsmirdl igazoltuk, hogy jelenlétik
nélkllozhetetlen a transzpozicids hasitashoz.

- Kimutattuk, hogy az IR végek kornyezetében olygaekvencia motivumok talalhatok,
melyek ebsegitik az IR szekvenciak kapcsolédasat.

- Bizonyitottuk, hogy az I3 transzpoziciéjaban medgfigyellbetorientaciés hatas
Osszefliggésbe hozhaté a szubterminalis szekvereiatddalhatd aktivator szekvenciak
elhelyezkedésével.

- Meghataroztuk a konverzioét tartalmazé transzposgictermékek képmésének
eléfeltételeit, és megalkottunk egy molekularis madelimely magyardzza a konverziés

termékek kialakulasat.
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