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Bevezetés

A genomredukcid, vagyis az 6si génkészlet csokkenése egy természetes evollcios
folyamat. Jellemz6en endoszimbionta és intracelluldris parazita baktériumok
mutatjak ezt a jelenséget, de szabadon él6 tengeri mikroorganizmusok kozott is
el6fordulnak redukalt genomu szervezetek. A genomcsokkenéshez neutralis és
adaptiv folyamatok is hozzajarulhatnak. Kisméretl populdcidkban a genetikai
sodrédas lehet a meghatarozo tényez6, a tengervizekben nagy tomegben jelen
lévé mikrobakban viszont szerepe lehet a szelekcidnak, amely valdszinlileg
kozvetlenlil a genom csokkentésére hat. A jelenség mogott a replikacios
koltségminimalizalds vagy a DNS mennyiségének csokkenésével jard felszin-
térfogat arany novekedése allhat, ami a tdpanyagok hatékonyabb
transzportjahoz jarulhat hozza. Mindemellett bizonyos génszakaszok elvesztése
bizonyos koriilmények kozott ndvekedési el6nyhoz juttathatja a baktériumot.
Tovabba fitneszel6nyt jelenthet a csokkent fehérjeszintézis-igénybdl eredd
energetikai nyereség.

A természetben megfigyelhetd6 folyamatok mintaul szolgalnak a
mesterséges, laboratoriumi korlilmények kozott torténd genomredukcids
torekvések szamara. A csoportunk uttor6 munkajat kovet6en szamos
genomcsokkentéssel foglalkozd tanulmany sziletett E. coli, de mas
mikroorganizmusok felhasznaldsaval is. A genomcsdkkentéssel foglalkozé
projekteket alapkutatdsi és biotechnoldgiai célok motivaljak. Alapfeltevésiik,
hogy laboratériumi és ipari kortiilmények mellett sziikségtelenek azok a gének,
amelyek csak bizonyos, a természetben el6fordulé koriilmények kozotti tulélést
szolgaljak. gy eltavolitdsuk csokkent komplexitdsi, magasabb genetikai
stabilitasu és gazdasagosabb mikodésl sejtek létrejottét eredményezheti. Az

emlitett el6nyok kozil a gazdasagosabb novekedésre nem taldlunk meggy6z6



irodalmi példat, s6t, esetenként a redukcids folyamatot kovet6 fitneszcsokkenés
figyelhet6 meg. Ennek hatterében valdszinlleg az all, hogy az eddigi munkak
foként célzott redukcids megkozelitést alkalmaztak, amelynek sordn a
génfunkcidk és kolcsonhatasok korlatozott ismeretére tamaszkodva jel6lték ki az
eltdvolitandd genomi szakaszokat. Ezenfellil célzott mddszerekkel csak kisszamu
delécié-kombinacid hozhato létre, tehat a lehetséges redukcids Utvonalak szdma

is limitalt.

Célkittizések

Munkank alapvet6 célja a leheté legnagyobb fitnesszel rendelkezd, redukalt

genomu E. coli torzsek elBallitasa.

Ehhez kapcsoldddan a kovetkezd kérdésekre szeretnénk valaszt kapni:

e Vannak-e olyan delécidk, melyek adott korllmények kozott novelik a
fitneszt, illetve elGsegitik a hatékonyabb tdpanyag-felhaszndlast, azaz
gyorsabb novekedést és nagyobb biomassza termelést okoznak?

e Haigen, konkrétan melyek ezek a deléciék?

o Létrejonnek-e parhuzamos, kulénb6z6 redukcidés utvonalak? Van-e
jelent6sége a delécidk sorrendiségének?

o Szelektalédnak-e a genomredukcid kézben kompenzaléd mutdciok?

Mindezen kérdések megvalaszolasdhoz célul tlztik egy olyan moddszer
kidolgozasat, mely véletlenszerlien general delécidkat, és szelekcids |épéseket

tartalmaz a legjobb fitnesz( sejtek kivalogatasara.



Alkalmazott modszerek

Modositott transzpozon készitése molekuldris klonozasi technikak

felhasznaldsaval, transzposzdmak elGallitasa

e Random genomi delécios ciklusok végrehajtasa

e Célzott genomi deléciok elGallitasa , 0ngyilkos” plazmid alapi mddszer
segitségével

e Genomi pontmutacié létrehozasa homoldég rekombindacion alapuld
allélkicseréléssel

e Teljes genom szekvenalds

o NoOvekedési paraméterek meghatarozasa

e Kompeticids kisérletek relativ fitnesz meghatarozashoz

e Baktériumsejtek mozgdasképességének vizsgalata

e Biomassza hozam meghatarozasa

o A deletdlodott genomi régidk bioinformatikai elemzése

Eredmények

o Kifejlesztettiink egy szelekcion alapulg, iterativrandom genomredukcios
madszert (RANDEL) E. coli-ban.
A kidolgozott eljards segitségével véletlenszer( delécidok generalhatdk nagy E.
coli sejtpopuldcidokban, ahol az el6nyos delécid-kombinaciék automatikusan
szelektalddnak. A mddszer lehetévé teszi szamos el6nyds genomredukcids palya
felderitését a génfunkciok és kdlcsonhatasok el6zetes ismerete nélkdl.
A modszerink egy szelekciés marker random inszercidjan és stimulalt
elvesztésén alapul, ami a sejt sajat hibajavitd mechanizmusainak

kozrem(kodésével delécid képz6déséhez vezet idegen szekvenciak



visszamaradasa nélkil. A ciklikus folyamat elsé |épése egy mddositott Tn5
transzpozon random inszercidja, amely egy antibiotikum rezisztencia gént, egy
ellenszelekciés markert és az E. coli genomban nem el6forduld I-Scel nukleaz
felismerd helyeket tartalmaz. A masodik I1épés soran kett6s szalu DNS-toréseket
generalunk az I-Scel enzim indukcidjaval. A tulél6 sejtekben a DNS-torés mikro-
és makrohomolégiak mentén javitddik, ami az inszertalt markerek elvesztésével
és delécio képzddésével jar. A Herpes simplex virus timidin-kinaz és a dP nev(
nukleozid analég alkotta hsvTK-dP ellenszelekcids rendszer biztositja, hogy a
ciklus végén olyan sejteket kapjunk, amelyekben delécié alakult ki. A mddszer
minden |épése kontrolldlhatd, nagy sejtpopulacién hasznalhatd, és egy ciklus
soran sejtenként altaldban egy Uj deléciét eredményez. A folyamat sordn
novekedési peridodusok biztositjak a legfittebb variansok szelekcidjat.

e Az eljaras E. coli-ban torténé alkalmazasaval és a redukalt genomok

elemzésével igazoltuk a modszer hasznalhatosagat.

Az Uj moddszer teszteléséhez 5 egymadst koveté random delécids ciklust
hajtottunk végre vad tipusu E. coli MG1655 sejteken, gazdag taptalajban. A
kapott delécidk atlagos hossza 24 kbp volt. A leginkdbb redukalt torzs 5 ciklus
utan 6 deléciot tartalmazott, ami 2,5%-os genomcsdkkenést jelent. A kapott
genomok szekvenaldsa soran fény dertlt arra, hogy a deléciok csupan néhany
genomi régiora korlatozédnak. Minddssze 12 kiilonb6z6 deléciot figyeltiink meg
60 szekvenalt genomban. Bizonyos esetekben eltéré szamu delécidt kaptunk,
mint amennyit a delécids ciklusok alapjan vartunk. Néhany delécid tobb torzsben
is szerepelt, kulondsen felllreprezentdltak voltak a flagellaris apparatus
elvesztésével jard deléciok. Szintén gyakori volt a horizontalis géntranszferrel
szerzett kriptikus profagok delécidja. Létrejottiik mechanizmusat tekintve a

delécidk valtozatos méretli genomi ismétl6édések mentén alakultak ki: gén-



pszeudogén parok, inszercids szekvencidk homoldg régidi, un. REP elemek vagy
mikrohomoldgidk kozott.

e Megmutattuk, hogy bizonyos elonyos delécids valtozatok
szelektalodhatnak, ugyanakkor egymastol fliggetleniil is kialakulhatnak.
Emellett ramutattunk arra is, hogy a genomredukcio soran a deléciok
mellett kompenzalg, fitnesznével6 pontmutacid is fixalodhat.

Az eljarasban hasznalt hsvTK-dP ellenszelekcidés rendszer alkalmazasanak
mellékhatasként nagyszamu pontmutaciét figyeltink meg a szekvenalt
torzsekben. Kés6bb, a protokoll médositasaval a mutdacios ratat sikerilt a
hattér szintjére csokkentenink. A pontmutacidk eloszlasanak elemzése
megmutatta, hogy bizonyos el6nyds delécids vonalak szelektdlddhatnak,
ugyanakkor egymassal parhuzamosan is kialakulhatnak. Egyes pontmutaciok
elényt biztositd hatasara is taldltunk példakat (pl. fitneszcsokkenést
kompenzalé pontmutdcid a yehB géneben).

¢ Bizonyitottuk, hogy bizonyos genomi szegmensek eliminacidja valéban
képes megnovelni mind a kompetitiv fitneszt, mind a biomassza
hozamot, ugyanakkor az igazan elényos deléciok csak néhany genomi
régiora korlatozédnak.

A delécidk és pontmutdcidk fenotipikus hatasanak elkiilonitéséhez vad tipusdy,
hattérmutacioktdl mentes hattéren rekonstrudltuk az egyedi delécidkat, illetve
azok kombinacidit. A deléciok egy része nem befolydsolta a ndévekedési
paramétereket. Bizonyos deléciok — amelyek |ényegében harom kiilonbozé
tipust képviselnek (flagellaris apparatus, Rac profag, D12 delécié) — viszont a
novekedési rata emelkedését okoztdk. A legkifejezettebb hatdsa a flagellaris
régio kiesésének volt. Abban az esetben is magasabb novekedési ratat és optikai

denzitds novekményt (a biomassza hozam mérészdma) mértink, amikor a



flagellaris delécidt 5 masik delécidval kombinaltuk. A 6-delécids torzs elényét

kompeticids kisérletek és biomassza hozam mérések is megerdsitették.

Summary

Artificial genome reduction efforts are inspired by natural evolutionary
processes. Their basic assumption is that many genes are unnecessary under
laboratory or industrial conditions, because they are needed only for the survival
in their natural environment. Consequently, the removal of this genetic material
would result in cells with reduced complexity, higher genetic stability and better
utilization of nutrients. Of these goals, improved economy have not yet been
convincingly achieved. The possible reason might stem from limitations of the
targeted genome reduction approach, where the basis of individual deletion
target selection, gene functions and interactions, is often not well known, and
the number of possible reduction pathways is also limited.

The main goal of our work was to generate reduced genome E. coli strains
with the highest possible fitness. The main related question is whether there are
deletions, or combinations of deletions that increase fitness under certain
conditions. To answer the questions we aimed to develop a genome reduction
method that generates successive random deletions in E. coli cell populations,
where the beneficial deletion-combinations are automatically selected.

We developed the proposed random deletion scheme (RANDEL) based on
random insertion and stimulated loss of a modified transposon, which leads to
formation of a deletion due to intrinsic DNA repair mechanisms. In this process,
every step is controllable, can be used on large population of cells, and generally
results in one deletion per cycle per cell. The growth periods inherent in the

procedure allow the selection of the fittest variants. The process allows the



exploration of large number of advantageous genome streamlining trajectories
without prior knowledge of gene functions and interactions.

To test the new method, we performed five consecutive random deletion
cycles on wild-type E. coli MG1655 cells in rich medium. By generating single-
and multiple-deletion strains and reconstructing the deletions in the parental
genetic background, we showed that favourable deletions can be obtained and
accumulated by the procedure. The most reduced multiple-deletion strain
obtained in five deletion cycles (6 deletions, 2.5% genome reduction), showed
improved competitive fitness and biomass yield. The choice of the beneficial

deletions, however, are limited to a few genomic regions.
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