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1. A MUNKA EL ŐZMÉNYEI, KIT ŰZÖTT CÉLOK 
 

A genomban önálló áthelyeződésre képes DNS darabok, azaz a mobilis genetikai 

elemek leírása Barbara McClintock nevéhez fűződik, aki észrevette, hogy bizonyos kukorica 

vonalak hibridjeinek szegregációja a mendeli hasadási arányoktól teljesen eltérően alakul. A 

bakteriális genetikában csak két évtizeddel később írtak le hasonló elemeket, úgynevezett 

inszerciós szekvenciákat (IS), vagy transzpozonokat (Tn), melyek elsősorban mutagén 

hatásukkal, illetve az antibiotikum rezisztencia gének gyors terjedésével hívták fel magukra 

a figyelmet. Az első felfedezések óta napjainkig csak a baktériumokban közel 1500 

különböző IS elemet és transzpozont tartanak számon.  Figyelembe véve az eukarióták 

hasonló elemeit, a retrotranszpozonokat, retrovírusokat és egyéb aktív transzpozícióra már 

nem képes repetitív elemeket, kijelenthetjük, hogy az élővilág egy általánosan elterjedt 

jelenségéről van szó, melynek kutatása nemcsak önmagáért, de az evolúcióban betöltött 

sokrétű szerepe miatt is indokoltnak látszik. 

A mobilis elemek áthelyeződése, azaz a transzpozíció, előnnyel és hátránnyal 

egyaránt járhat a gazdaszervezetre nézve. Előny lehet az úgynevezett csendes gének 

expressziójának bekapcsolása, de ennél valószínűbb, hogy az IS elemek mozgása olyan 

genomátrendeződéseket indukál, amely már genetikai teher lehet a gazdaszervezetre nézve. 

Számos bakteriális transzpozon ugyanakkor olyan többlet funkciót is kódol (pl. antibiotikum 

rezisztenciák, virulencia faktorok), melyek elterjedése hozzájárul a közös bakteriális 

génkészlet kialakulásához. Az IS elemek és transzpozonok fontos szerepet játszanak a gének 

horizontális elterjedésében is, mivel a gazda sejt genetikai állományának részleteit képesek 

olyan replikonokba is beépíteni, amelyek alkalmasak a genetikai információ átvitelére 

filogenetikailag közeli vagy távoli fajok egyedei között (pl. vírusok, plazmidok). A 

genomátrendeződések révén a mobilis elemek a modern biotechnológia számára is sokrétű 

eszközrendszert biztosítanak, hiszen felhasználhatók mutációk létrehozására, genetikai 

térképezésre, gének azonosítására, génbeviteli rendszerek kifejlesztésére. 

A pro- és eukarióta élőlényekből izolált IS elemek száma bár napról-napra nő, mégis 

kevésnek mondható az a transzpozíciós rendszer, melyekről kísérleti adatokkal 

alátámasztott, részletes ismeretekkel rendelkeznénk. Az értekezésben ismertetett vizsgálatok 

általános célja ezért az volt, hogy a mobilis elemről szerzett információkat kibővítsük, és 

eddig nem vizsgált kérdésekre is választ keressünk. Kísérleteinket az Escherichia coli 

baktériumban honos IS30 elemmel végeztük, amely a korábbi vizsgálatok alapján egy 

„szokványos” inszerciós szekvenciának tekinthető, s így transzpozíciójának részletes 

vizsgálata hozzájárulhat az IS elemekről rendelkezésre álló ismeretek szélesítéséhez. 
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Az IS30 1221 bp hosszú, végeit 26 bp-nyi fordítottan ismétlődő szekvenciák (IR) 

határolják, amely tartalmazza a transzpozáz kötőhelyét, s megszabja a transzpozíciós hasítás 

helyét. Az IS30 által generált átrendeződések (inszerció, deléció, inverzió, valamint 

transzpozíciós fúzió) egy konzervatív modellel magyarázhatók, melyben központi szerepet 

az IR-IR kapcsolatot hordozó transzpozíciós intermedierek, azaz az IS30-kör, valamint a 

dimer IS30 elemet hordozó DNS struktúrák játszanak. Az intermedier struktúráknak a target 

DNS-sel való reakciója vezet a valódi transzpozíciós termékek kialakulásához. Az IS30 

transzpozíciója során két, jellegében eltérő célszekvencia típusba képes inszertálódni. 

Egyrészt nagy gyakorisággal intrgrálódik úgynevezett hot spot (HS) típusú szekvenciákba, 

amelyek egy 24 bp-os palindrom konszenzussal jellemezhetők, valamint kimutatható, hogy 

az elem IR végei önmaguk is célszekvenciaként szolgálnak. Kutatómunkánk egyik iránya a 

target választás molekuláris hátterének felderítése volt, azaz meghatározni azokat 

transzpozáz doméneket, amely biztosítja az IS30 kettős célszekvencia választását, s melynek 

ismeretében a transzpozáz specificitás módosítása is előtérbe kerülhet. Ehhez kapcsolódva 

egy olyan IS30-alapú transzpozíciós rendszer létrehozását is célul tűztük ki mellyel 

bizonyítani kívántuk, hogy az E. coli eredetű transzpozáz aktív lehet eukarióta sejtekben, és 

adott esetben célszekvencia választása specifikusan megváltoztatható. 

Mivel transzpozícós célszekvenciaként az IS30 saját végei is szerepelhetnek, így 

munkánk következő részében az IR szekvenciák és az ezeket határoló szubterminális régiók 

vizsgálatával foglalkoztunk, mellyel nemcsak a célszekvencia választás, de a transzpozíció 

részletes molekuláris mechanizmusának megismeréséhez is szerettünk volna közelebb jutni. 

Az IR végek mellé irányuló inszerciók gyakorta vezettek szekvenciálisan hibás TD-t 

tartalmazó termékek képződéséhez. Amennyiben a targetként funkcionáló IS30 vég 

mutációkat is hordozott a nukleotid eltérések többnyire megjelentek az integrálódó elem 

szekvenciájában is. A jelenséget legegyszerűbben génkonverzióval tudtuk magyarázni, 

melynek részletes vizsgálata szintén hozzájárulhat az IS30 transzpozíciójának alaposabb 

megismeréséhez. 

 

A kísérleti célok között, tehát a következő főbb szempontok szerepeltek: 

- Az IS30 célszekvencia választásának tanulmányozása, a targetszekvenciák felismerését 

biztosító fehérje domének azonosítása, új specificitású rekombinázok előállítása. 

- A prokarióta eredetű IS30 elem aktivitásának és targetspecificitásának vizsgálata 

zebrahalban (Danio rerio). 
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- Irányított inszerciók generálása olyan kiméra elemek felhasználásával, melyben az IS30 

transzpozázt különböző DNS-kötő fehérjékkel kapcsoljuk össze. 

- Az IR végek szerepe a transzpozícióban. A transzpozáz kötésben és a katalitikus 

reakcióban fontos bázisok, illetve pozíciók azonosítása. 

- A transzpozíció hatékonyságát befolyásoló DNS-elemek keresése az IS30 szekvenciában. 

- Az IS30 transzpozíciójában megfigyelhető orientációs hatás tanulmányozása. Az azonos 

IR végek kapcsolódását megakadályozó genetikai faktorok azonosítása. 

- A génkonverziót tartalmazó transzpozíciós termékek kialakulásának vizsgálata, s egy 

olyan molekuláris modell kialakítása, amely képes az elem transzpozíciójának eddig 

megismert jellemzőit magyarázni. 

 

2. ANYAG ÉS MÓDSZER 
 
A kísérleti eredmények eléréséhez a klasszikus és molekuláris genetika és biokémia alábbi 

módszereit alkalmaztam: 

- Klasszikus mikrobiológiai módszerek: transzformálás, elektroporálás, konjugáció, 

transzdukció, Tn10-alapú transzpozon mutagenezeis 

- 1-2 sejtes zebrahal embriók mikroinjektálása 

- In vitro mRNS szintézis az Ambion mMessage mMachine kit felhasználásával 

- Plazmid és genomi (totál) DNS izolálás baktériumokból (E. coli és S. typhimurium) és 

zebrahal embriókból 

- plazmid és genomiális DNS-ek restrikciós és PCR analízise 

- DNS darabok klónozása 

- Fehérje termeltetés expressziós vektor felhasználásával 

- Agaróz és poliakrilamid gélelektroforézis 

- Southern és Western hibridizáció 

-Gélretardációs vizsgálatok 

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

- DNS szekvenálás az ABI Prism 3100 Genetic Analyzer (Applied Biosystem) segítségével 

- Szekvencia adatok feldolgozása számítógépes analízissel: a Wisconsin GCG, MultAlin, 

PSIPRED, WebLogo és a DNA programok felhasználásával  

- Transzpozíciós fúzió vizsgálata, és a transzpozíciós termékek izolása R408 

transzdukcióval 

-A körré zárt transzpozíciós intermedierek detektálása intramolekuláris transzpozíciós 

kísérletekben 
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- Az IS30 integráció vizsgálata intra- és interolekuláris kísérletekben. 

- Transzpozíciós célszekvenciák izolálása a pOX38Km konjugagábilis plazmid 

felhasználásával 

- In vitro transzpozíció tisztított IS30 transzpozáz felhasználásával 

- Primer extenziós kísérlet az IS30 transzpozáz katalizálta hasítás kimutatására 

 

3. EREDMÉNYEK 
 

Az IS30 családba tartozó transzpozázok számítógépes összehasonlításával egy 

konzervált hélix-turn-hélix struktúrát (H-HTH2) azonosítottunk a fehérjék N-terminális 

részén, amelyet IS30 esetén egy másik HTH motívum is megelőz. Deléciós- és pontmutáns 

transzpozázok felhasználásával bizonyítottuk, hogy az IS30 transzpozáz elején található 

HTH1 a HS felismeréséhez, míg a H-HTH2 az IR szekvenciák megkötéséhez, s ezáltal IS30 

végek mellé és a HS szekvenciákba irányuló inszerciókhoz is szükséges. A HTH1 

eltávolítása kizárólag a transzpozáz HS-specificitást szüntetette meg, de az IR végek 

targetként való felismerését nem. A delHTH1 transzpozáz target választása véletlenszerűvé 

vált, és a wt transzpozáztól eltérően célszekvenciák 3 bp-os duplikálódást okozta. Mindez 

bizonyította, hogy pont és deléciós mutáns transzpozázok felhasználásával a transzpozáz 

HS-specificitása megváltoztatható. 

Azért, hogy irányítsuk IS30 generálta inszerciókat a transzpozázt különböző DNS-

kötő fehérjékkel fúzionáltattuk. A cI represszorhoz kapcsolt IS30 transzpozáz a λ fágból 

származó OR1-3 operátor 400 bp-os környezetében okozott inszerciókat a pEMBL19-alapú 

plazmidokon. A S. typhimurinum genomba épített operátor is vonzotta a fúziós transzpozáz 

katalizálta inszerciókat, bár ezek előfordulási gyakorisága jóval kisebb volt, mint a genom 

más helyére történő beépülések gyakorisága. A prokarióta eredetű IS30 transzpozáz 

targetspecificitását zebrahal embriókban is módosítottuk. A transzpozáz erdeti 

targetspecificitását a Gli1 transzkripciós szabályozó fehérje DNS-kötő motívumának 

fúziójával sikerült megváltoztatnunk. A fúziós enzim a plazmidokba épített Gli1 kötőhely 

közelébe irányította az inszerciókat. Mindezek alapján azt mondhatjuk, hogy DNS-kötő 

fehérjék fúziójával az IS30 transzpozáznak új specificitás adható, amely alapja lehet 

irányított transzpozíciós rendszerek felépítésének, s ezzel a funkcionális genomika és 

alkalmazott biotechnológia hasznos eszközévé válhat. 

Megvizsgáltuk a terminális IR és a határoló szubterminális szekvenciák hatását az 

IS30 transzpozíciójára. Bandshift kísérletekkel bizonyítottuk, hogy az IR végek belső 



 5

régiója (16-26 bp) tartalmazza az IS30 transzpozáz kötőhelyét, amely elengedhetetlen a 

transzpozíció első lépéséhez, azaz az elem IR végeinek összekapcsolásához. Igazoltuk, hogy 

az integrációs reakcióhoz elegendő az IR szekvenciák terminális része (1-20. bp), és a 

transzpozáz elsődleges kötőhelyének jeleléte nem szükséges a RIR-LIR kapcsolatot 

tartalmazó cirkuláris intermedierek integrációjához. Létrehoztunk egy sejtmentes 

transzpozíciós rendszert, mellyel kimutattuk, hogy a tisztított transzpozáz egyetlen 

száltranszfert hajt végre az elem két IR vége között. Az IS elemet hordozó donor 

replikonból így egy nyolcas alakú struktúra képződik, melyben az elem egyik szála 

kovalensen zárt, míg a másik szálon a vektor szekvenciához kapcsolódik. In vitro 

transzpozíciós rendszer felhasználásával bizonyítottuk, hogy az IR szekvenciák 2-3. 

pozícióiban található 5’ GT nukleotidok feltétlenül szükségesek a száltranszfert megelőző 

DNS-hasításhoz. 

Kimutattuk, hogy az IR végek környezetében olyan szekvencia motívumok 

találhatók, melyek elősegítik az IR végek kapcsolódását. A végek deléciós analízise 

igazolta, hogy a LIR véget követően 51 bp, a RIR véget megelőzően pedig 24 bp hosszú 

szekvenciák szükségesek a transzpozon wt aktivitásához. Pontmutánsok felhasználásával 

aktivátor szekvenciákat azonosítottunk mindkét végben. Bizonyítottuk, hogy a RIR vég 

aktivitását az 5’-GAGATAATTG-3’ szekvencia jelenléte növeli. A 27-77 bp-os bal végben 

több AAAC konszenzussal jellemezhető aktivátor elemet is azonosítottunk, melynek 

hozzáadásával a LIR vég transzpozíciós aktivitása növekedett. Bár a transzpozáz direkt 

kötését nem tudtuk kimutatni az aktivátor szekvenciákhoz, kísérleteink transzpozázfüggő 

folyamatra utalnak, mivel a szubterminális szekvenciák jelenléte elősegítette az IR végek 

közötti száltranszfert, azaz a nyolcas struktúra in vitro kialakulását. 

Az IS30 végek deléciós analízise arra is rávilágított, hogy az enhancer szekvenciák 

jelenléte lehet az elsődleges oka az elem transzpozíciójában megfigyelhető orientációs 

hatásnak, amely szerint két IS30 kópia mindig különböző végével csatlakozik transzpozíciós 

reakciókban („fej-láb” csatlakozás). Kimutattuk, hogy a szubterminális szekvenciák 

hiányában az azonos IR-ek kapcsolódása is bekövetkezik, amit a 68 bp-nál hosszabb végek 

jelenlétében egyetlen módszerrel sem tudtunk kimutatni. Ugyanezen transzpozonok 

integrációja viszont feltételezi az azonos végek kapcsolódását, melyet in vitro kísérletekben 

a nyolcas-forma kimutatásával is megerősítettünk. Mindezek alapján úgy gondoljuk, hogy 

az azonos IS30 végek csatlakozása a másik végben található aktivátor elemek hiánya miatt 

jelentősen, de nem teljesen gátolt. Kimutattuk, hogy az azonos végek csatlakozásával 
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kialakuló palindrom szekvenciák akadályozzák a plazmid replikációt, s ezáltal tovább 

csökkentik az azonos végeket tartalmazó transzpozonok integrációját. 

In vivo transzpozíciós kísérleteinkben gyakran tapasztaltuk, hogy IS30 végek mellé 

irányuló inszerciók génkonverziót eredményeztek, amely HS-targeting esetén soha nem 

fordul elő. Bizonyítottuk, hogy a konverzióhoz szükségszerű a donor és target szekvenciák 

közötti homológia. Kimutattuk, hogy a konverzió kiindulási pontja az integrációs helyként 

szolgáló IS elem vége, s ettől távolodva csökken előfordulásának valószínűsége. Többnyire 

a donor szekvencia konvertálódik a target DNS szerint, és nem fordítva. A konverzió mindig 

csak egy irányban volt kimutatható még akkor is, ha a homológia ezt a másik irányban is 

megengedte volna. Kísérleti eredményeinkre támaszkodva megalkottunk egy molekuláris 

modellt, amely a konverziós termékek képződését egy Holliday struktúra vándorlásával és 

megoldódásával magyarázza. A Holliday kereszt képződését maga a transzpozáz, míg annak 

vándorlását és megoldódását feltételezéseink szerint a baktérium DNS-repair apparátusa 

hajtja végre. 

 

4. KÖVETKEZTETÉSEK ÉS ÚJ TUDOMÁNYOS EREDMÉNYEK 
 
- Bizonyítottuk, hogy az IS30 transzpozáz elején található HTH1 a HS felismeréséhez, míg a 

H-HTH2 az IR szekvenciák megkötéséhez, s ezáltal IS30 végek mellé és a HS 

szekvenciákba irányuló inszerciókhoz szükséges. 

- Idegen DNS-kötő domének fúzionálásával modosítottuk a transzpozáz HS-specificitását 

mind az eredeti gazdában, mind zebrahalban. 

- Azonosítottuk a transzpozáz kötőhelyét az IR végekben, s bizonyítottuk, hogy ennek 

jelenléte a transzpozíció első lépéséhez, azaz a transzpozíciós intermedierek képződéséhez 

szükséges. 

- Az IR végek 2-3. pozícióiban található 5’ GT bázisokról igazoltuk, hogy jelenlétük 

nélkülözhetetlen a transzpozíciós hasításhoz. 

- Kimutattuk, hogy az IR végek környezetében olyan szekvencia motívumok találhatók, 

melyek elősegítik az IR szekvenciák kapcsolódását. 

- Bizonyítottuk, hogy az IS30 transzpozíciójában megfigyelhető orientációs hatás 

összefüggésbe hozható a szubterminális szekvenciákban található aktivátor szekvenciák 

elhelyezkedésével. 

- Meghatároztuk a konverziót tartalmazó transzpozíciós termékek képződésének 

előfeltételeit, és megalkottunk egy molekuláris modellt, amely magyarázza a konverziós 

termékek kialakulását. 
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