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Bevezetés

Az evoluciés folyamatok vizsgélatdra é€s a genotipus fenotipusra gyakorolt hatasanak
tanulmanyozasara a nagy ateresztéképességi genommérndkseég paratlan lehetéséget kinal.
Az orokité anyag nagyszamu, tervezett valtozatat, mutacidjat l1étrehozva és hatasat hasonlé
atereszt6képesseggel vizsgalva a komplex, tobb mutaciot igénylé evoluciés folyamatok is
laboratoriumi id6élépték alatt vizsgalhatéova valnak. Mindezen lehetéségek ellenére a
genommeérnodkség eszkdztara sulyos hidnyossagoktol szenved, mely egyes bioldgiai kérdések
megvalaszolasat hatraltatja. Ennek oka, hogy az elérhetd mdodszerek java minddsszesen
néhany laboratériumi modellszervezetre (példaul a széles kérben alkalmazott Escherichia coli
K-12 bélbaktériumra) optimalizalt, vagy kiterjedt genommddositast, DNS szintézist, és
id6éigényes klénozasi |épéseket igényel — ezaltal praktikussagukat és ateresztéképességiiket
csokkentve. Tovabba az elérhet6 modszerek java nem kivant, hattér-mutaciok
felhalmozédasahoz vezet, mely egyes esetekben akar a célzott genommaéddositas hatast is
elfedheti.

Kutatasunk ennek kovetkeztében a genommérndki modszerek hatranyainak
lekUzdésére iranyult. Ennek eléréséhez, munkank soran a jelenleg elérhet6 legnagyobb
atereszt6képességli genommérndki modszert, az egyes szalid DNS-rekombinacién alapuld
multiplex génmérnodkség (MAGE) maddszerét fejlesztettilk tovabb szamos baktérium fajban
torténd alkalmazasra. Ezen tul pedig a nem kivant hattérmutaciok megjelenését is
nagysagrendekkel cstkkentettiik, a moédszer preciz alkalmazéasa érdekében. Ezen Uj eljarés,
melyet pPORTMAGE-nek neveztink el, preciz és kdnnyen alkalmazhat6 eszkozt kinal szamos
bélbaktérium genomjanak gyors és célzott mddositasara. Ezt kdvetéen a pORTMAGE
modszerét alapul véve olyan eljarast fejlesztettiink ki mely elséként teszi lehetévé kiterjedt
genomi szakaszok atfogd, célzott in vivo mutagenezisét — és ezaltal az evoluciés folyamatok

korabbiakndl gyorsabb tanulmanyozésat.



Célkitiizéseink

Célunk a bakterialis genommeérndkség eszkoztaranak tovabbfejlesztése a precizitas,
megnovelt atereszt6képesség és kibdvitett gazdaspecifitas érdekében. Ennek elérése
érdekében els6 1épésiinkként egy, széles gazdaspecifitasu, plazmid-alapud, egyes szali DNS-
rekombinacion alapulé génmérnoki eljarast dolgoztunk ki, mely szamos, egészségligyi és
biotechnol6giai szempontbdl fontos baktériumban is hatékonyan alkalmazhat6. Ezt kdvetéen
ezen eljarasra épitve, egy olyan extrém nagy ateresztéképességli genommérndki eljaras
kidolgozasaba fogtunk, mely képes mutaciék milliardjainak parhuzamos létrehozasara és
vizsgélatdra a bakteridlis kromoszoman. Végezetll pedig, ezen gyorsitott-evollciés
eljarasokat felhasznalva, az antibiotikum rezisztenciafolyamatok tanulmanyozaséba fogtunk
és elvégeztik ezen evolucios folyamatok dsszehasonlitasat kdzeli rokon bakteridlis torzsek

esetén.
Ezen célok elérése érdekében kutatasunk a kovetkezo lépésekbdl allt:

. Els6ként egy, az Escherichia coli metilacio-figgéd DNS hibajavitasi
rendszerének olyan mutéacidjat karakterizaltuk, melynek jelenléte dominans negativ

hatast valt ki a sejtek DNS hibajavitasi folyamataiban.

. Ezt kovetéen, ezen domindns muténs felhasznalasaval, olyan széles
gazdaspecifitasu, plazmid alapl rendszert dolgoztunk ki az egyes szali DNS-
rekombinacion alapulé génmérndkség folyamatara, mely magas hatasfoku

genommadositast valésit meg a DNS hibajavitas preciz szabalyzasan keresztul.

. Olyan koltséghatékony kémiai DNS oligonukleotid-szintézis eljarast dolgoztunk
ki, mely szabalyozhat6 modon képes véletlenszer(i mutaciok elhelyezésére az egyes
szali DNS-rekombinacion alapuld génmérntkség folyamata soran felhasznélt

oligonukleotidok teljes hosszan.

. Ezen oligonukleotidokat alapul véve, olyan genommérnoki eljarast dolgoztunk
ki mely képes random mutaciék egyenletes beépitésére a bakteridlis kromoszéma
altalunk kijelolt célrégiodin, mindezt karos hattérmutaciok beépitése nélkil és egyszerre

tobb faj esetén is.

. Az antibiotikum rezisztencia mogott meghlz6dé mutaciés folyamatok

rezisztencia-hatasat kozeli rokon mikroorganizmusok k6z6tt 6sszehasonlitottuk.

. Olyan evollciés folyamatokat azonositottunk, mely bakterilis antibiotikum
rezisztencia kialakulasahoz vezethet jelenleg klinikai fejlesztés alatt allé antibiotikumok

ellen.
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Eredményeink

l. Széles gazdaspecifitasu, preciz genommeérnoki eljaras kidolgozasa

Elsédleges célunk elérése érdekében, azaz, hogy a kéros héattér-mutaciok szamanak
minimalizalasa mellett egy széles gazdaspecifitasi genommérnoki modszert fejlessziink ki,
egy altalanosan alkalmazhatd, plazmid alapi genommadositasi eljarast dolgoztunk ki. Ennek
megvalésitasat az Escherichia coli metilacio-figgd DNS hibajavitasat végzé egyik fehérje, a
MutL dominans mutator mutansa tette lehetévé. A MutL a metilacié altal iranyitott hibas
bazisparosodas kijavitas (,methyl-directed mismatch repair’, MMR) utvonalanak tagja, mely a
MutHLS komplex részeként a MutH endonukleaz DNS-hib&dhoz valé vonzasaban vesz részt.
Vizsgélataink soran megfigyeltiik, hogy Escherichia coli MutL fehérjéjének a E32—K mutaciét
hordoz6 valtozata a sejt mutator allapotat indukélja, azaz a MutHLS komplex mikodését
meggatolja, vad tipusu valtozatanak jelenléte esetén is. Ezen dominans hatast biztosito allél
lehetbvé tette a bakteridlis metilacid altal iranyitott hibas bazisparosodas kijavitas
szabalyozasat a genom moédositasa nélkil, mindésszesen egyetlen, plazmid alapu
fehérjetermelési rendszer sejtbe juttatasaval. Mindezt kihasznalva, a genommaodositast és
DNS hibajavitds szabalyozasat egylttesen megvalositd, plazmid alapd genommaodositasi
rendszert hoztunk létre, melyet pPORTMAGE-nek neveztiink el.

A pORTMAGE egyszerre képes szabalyozottan a bakterialis genommadositashoz
szukséges rekombinacios fehérjék és a dominans MutL E32—K varians termelésére, melyet
hémérséklet-szabalyozhaté mddon a A bakteriofagbdl szarmazé cl857 represszor — pL
prométer-alapt fehérjetermelési rendszer révén valdsit meg. A pORTMAGE rendszere
szamos hasonldésagot mutat MAGE korabbi médszerével, igy a korabbi mdodositott MAGE-
modszere soran is atalakitas nélkil alkalmazhat6. Azonban mig a MAGE tradicionalis
modszere csupan limitalt szamu bakterialis térzsre volt alkalmazhaté melyekben elézetesen
a DNS hibajavitas metilacio-fuggé utvonalat el kellett tavolitani, addig a pORTMAGE
alkalmazasa egyetlen plazmid sejtbe juttatasaval azonnal lehetévé tette a hatékony
genommadositast. A pPORTMAGE alaplt genommaodositas soran a rekombinaciot katalizalo
fehérjék és a dominans MutL allél termelése egyetlen révid hésokk segitségével indukalhato,
mely egyuttal a sejtek MutHLS rendszerének inaktivalasahoz is vezet. Ezaltal a
genommaodositast végzé DNS oligonukleotidok beépilésének idejére a sejtek metilacio altal
irdnyitott hibas bazisparosodas Kkijavitasi rendszere kikapcsolt allapotban marad, igy
egyforman hatékony mutacidbeépitést tesz lehetévé legyen szé barmilyen genomi modositas
tipusrol. Ezen felll azonban a dominans mutator MutL allél szabalyozhat6 termelése tovabbi
elényt is kinalt. Segitségével a sejtek mutator allapota a genommaédositas teljes folyamata

soran rovid idéperiddusara valt korlatozhatéva, ezaltal csdkkentve a sejtosztédasok szamat



melyet a sejt hattérmutéciok felhalmozodasara érzékeny allapotban tolt. Kisérleteink ezen
elmélet helyességét igazoltak. Ismételt pPORTMAGE-genommaédositasi ciklusokat kdvetden a
sejtek teljes genomjat szekvenciaanalizisnek alavetve a médszer segitségével kapott sejt-
valtozatok nem mutattak hattérmutaciokat a bakteridlis genomon. Ezzel szemben azonban a
tradicionalis modszerrel modositott sejtek tobb mint 80 nemkivant mutéciot halmoztak fel.
Végezetll pedig, a MutHLS rendszer erds konzervaltsagat kihasznalva a dominans
MutL E32—K allél felhasznalasa a pORTMAGE altalanos alkalmazasat is lehetévé tette.
Ennek oka, hogy az Escherichia coli-bdl eredé6 MutL E32—K allél szamos bélbaktériumban
hasonld, dominans DNS hibajavitasra gyakorolt hatast mutatott, ezaltal pedig a pPORTMAGE
hatékony mikodését lehetévé tette az Escherichia, Salmonella, Citrobacter, Klebsiella
nemzettség szamos fajaban is, melyek jelentds biotechnoldgiai és klinikai mikrobiolégiai

szereppel birnak.

Ezen eredményeinket a Proceedings of the National Academy of Sciences of the United
States of America (PNAS) 2016. februar 16-ai kiadasaban mutattuk be
(https://doi.org/10.1073/pnas.1520040113).

Il. Nagy ateresztéképességii in vivo célzott mutagenezis eljaras kidolgozasa

Ezt kdvetden, hogy lehetdvé tegyuk a mutaciok hatasanak szisztematikus analizisét
kiterjedt genomi régidk esetén is, az egyes szali DNS-rekombinacion alapulé multiplex
génmérndkséget modszerét tovabb fejlesztve olyan eljarast dolgoztunk ki mely képes kiterjedt
genomi szakaszok egyenletes in vivo mutagenezisére. A jelenlegi in vivo mutagenezis
modszerek erre nem adnak lehetéséget. Ennek oka, hogy az elérhetd mddszerek mutacios
rataja vagy limitalt, vagy épp nem specifikus, ezaltal nemkivant hattér-mutaciokat generalnak.
Ezen tul egyes modszerek esetén pedig a szakasz, melyre mutacio vihetd be erdsen limitalt.
Ennek kovetkeztében pedig ezen mddszerek nem teszik lehetévé a szekvenciatér hatékony
feltérképezését, amely azonban elengedhetetlen lenne az evollciés folyamatok hatékony
vizsgalata érdekében. Ezen probléma megoldasa érdekében a pORTMAGE alapu oligo-
rekombinacio moédszerét olyan DNS szintézis eljarassal kapcsoltuk dssze, mely képes a
rekombinécioban felhasznalt DNS oligonukleotidok teljes hosszan random elhelyezkedés és
tipust mutaciokat Iétrehozni. Mindezt egy modositott foszforamidit-kémia alapt DNS szintézis
eljarassal sikerilt elérniink, mely képes volt a genommérntkség soran felhasznalt
oligonukleotidok telies hosszan a lehetséges nukleotid-szubsztiticiok egyenletes
létrehozéséra.

Ezen (j eljaras, melyet DIVERGE-nek (mely a 'directed evolution with random genomic

mutations’ megnevezésbdl képzett mozaikszd) neveztiink el, képes a pORTMAGE elényds
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tulajdonsigainak kihasznaldsa mellett (precizitds, gyorsasag, pontossdg, széles
gazdaspecifitds) nagyszamu mutécio és mutacio-kombinacié bakteridlis genomba épitésére.
Kutatasaink soran sikerrel igazoltuk, hogy a DIVERGE maddszere soran alkalmazott mutagén
oligonukleotidok nukleotid pontossaggal képesek genomi célpontjuk mutagenezisére, akar
egymilliészoros mutécios rata emelkedést elérve a sejtek természetes mutacids
folyamataihoz képest. A DIVERGE fejlesztése soran bizonyitottuk, hogy ezen mutagén
oligonukleotidok részlegesen atfedd alkalmazasaval és genomba épitésével teljes gének,
illetve azok szabalyazasaért felelés szekvenciak is egyidejlileg mutagenizalhaték. Mindezt
kihasznélva pedig sikeresen értlink el egyenletes mutacio-bevitelt tobb mint 9500 bazisparnyi,
négy teljes bakteridlis gént (gyrA, gyrB, parkE, parC) kédold genomi szekvencian. Ezt kdvetéen
pedig az egyenletes mutagenezis és igen magas mutacios rata segitségével sikerrel
demonstraltuk, hogy a DIVERGE médszere kivaléan alkalmas bakteridlis jellegek iranyitott
evollcibdjara, olyan esetekben is, mely korabbi laboratériumi evollcios stratégiak

felhasznalasaval nem vagy csak igen hosszu id6 alatt valt volna megvalésithatova.

M. Antibiotikum rezisztencia-evolucié nagy ateresztéképességii

tanulmanyozéasa

Ennek egy praktikus példajaként DIVERGE segitségével sikeresen térképeztik fel a
bakteridlis antibiotikum rezisztencia kialakulasa mogott meghldzédé genomi mutacioés
folyamatokat, toébb antibiotikum csalad esetén is. A DIVERGE segitségével megvaldsitott
célzott mutagenezis laboratériumi korilmények kozott sokszoroséra gyorsitotta az
antibiotikum-célfehérje mutaciéi altal megjelené rezisztencia kialakulasat, ezaltal pedig
atfog6an vizsgalhattunk olyan antibiotikum rezisztencia folyamatok megjelenését is, melyek a
tradicionalis mikrobiologiai médszerekkel felfedezetlenek maradtak: nagyateresztéképességi
mutagenezis segitségével mindésszesen néhany nap idétartam alatt nagyszamu trimetoprim
és fluoroquinolon-antibiotikum ellenes mutaciot is sikerilt felfedniink, mely kozil szamos a
klinikai gyakorlatban is el6fordult. Tovabba kihaszndlva a pORTMAGE széles gazda-
specifitasat, ezen antibiotikum rezisztenciafolyamatok hatasat rokon bakterialis toérzsek k6zott
is 6sszehasonlitottuk. Az azonos korilmények kdzott 6sszehasonlitott rezisztencia folyamatok
tanulmanyozasabdl kiderult, hogy egyes mutaciok hatdsa az antibiotikum tolerancidra az
anyatérzs genotipusatdl fuggben jelentds eltéréseket mutathat, tovabba torzs-figgd
rezisztenciafolyamatokat is feltartunk.

Végezetll pedig, a DIVERGE egyik legfontosabb gyakorlati elényeként, sikerrel
igazoltuk, hogy egy, ismert célponttal rendelkezd, fejlesztés alatt all6 antibiotikum
(gepotidacin) feltételezett tamadaspontjait mutagenizalva az ellene megjelend

rezisztenciafolyamatok még a klinikai alkalmazasa elétt felfedhetsk. igy feltételezéseink
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szerint a DIVERGE alkalmazdsa mind az alapkutatasban — az evolluciés folyamatok
korabbiakndl atfogdbb vizsgalata révén - mind az alkalmazott kutatasban - a hatékonyabb

irAnyitott evolucios stratégiak lehetdve tétele altal - jelentds elénydkkel szolgal majd.

Ezen eredmények a Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States
of America (PNAS) 2018 junius 19-ei kiadasaban keriltek bemutatasra (115(25)E5726-
E5735, https://doi.org/10.1073/pnas.1801646115), tovabba egy, a mdbdszert lefedd
szabadalom is benyujtasra kerilt: Nyerges Akos Jozsef, Pal Csaba, Csorgo Balint, Kintses
Balint (2017) Mutagenizing Intracellular Nucleic Acids, PCT/EP2017/082574.

Publikaciok és szabadalmi bejelentések:

MTMT azonositdé szam: 10043320

Els6szerz6s nemzetkozi szakmai folyoiratban megjelent cikkek:

1*, Nyerges, A., Csorgé, B., Draskovits, G., Kintses, B., Szili, P., Ferenc, G., Révész, T.,
Ari, E., Nagy, |., Bélint, B., Vasarhelyi, B.M., Bihari, P., Szamel, M., Balogh, D., Papp, H.,
Kalapis, D., Papp, B., Pal, C., 2018. Directed evolution of multiple genomic loci allows the
prediction of antibiotic resistance. PNAS 115, E5726—-E5735.
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