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1. Bevezetés

Doktori munkédmat a Magyar Tudomanyos Akadémia Szegedi Bioldgiai Kutatokdzpont
Biokémiai Intézet Genommérndki Csoportjaban végeztem. Csoportunk munkajanak
fokuszaban az Escherichia coli baktérium genomjanak célzott, nagyléptékii atalakitasa
all. Célunk egy leegyszerisitett modellszervezet és egyben javitott biotechnoldgiai
eszkoz 1étrehozasa.

A kiilonboz6 E. coli torzsek szekvenalt genomjainak dsszehasonlitasa azt mutatja,
hogy a baktérium kromoszoémaja egy kozos génkészletbdl (n. ,,mag” genombol) és
szigetszerien beékel6dd, horizontélis transzferrel szerzett ,jarulékos” génekbdl all.
Hipotézisiink szerint ez utobbi, altalaban specialis koriilményekhez vald adaptalddast
szolgalo torzs-specifikus gének stabil laboratoriumi koriilmények kozott nélkiilozhetok,
eltavolitasukkal ,,aramvonalasitani”, metabolikusan egyszeriibbé és hatékonyabba lehet
tenni a sejteket.

Munkénk soran megallapitottuk, hogy az un. ,jarulékos” genomi elemek
(profagok, inszercios elemek) eltavolitasaval a baktérium laboratériumi koriilmények
kozott genetikailag stabilabban viselkedik. A genetikai varidciot generdld molekularis
mechanizmusok valtozo koriilmények kozott az evolvalasi képesség alapjait jelentik a
baktérium szédmadra, ezek teszik lehetové a populacid hosszi tavu talélését. Stabil,
laboratoriumi koriilmények kozott azonban a sejt szamara nem 1étsziikséglet a nagyfoka
véltozatossag. Mi tobb, az ujonnan létrejovo, evolvalt tulajdonsagok kifejezetten
hatranyosak lehetnek, ha egy preciz molekularis és szintetikus bioldgiai eljarassal a sejtbe
»szerelt” genetikai konstrukcid miikodésérdl, stabilitasarol van szo.

Doktori értekezésem azt a munkat mutatja be, mely soran a genetikailag lehetd
legstabilabb E. coli torzset probaltuk létrehozni. Korabbi munkainkban bemutattuk a
mobilis genetikai elemek hianyanak szerepét a genetikai stabilizalasban. A jelen munka a
korabban elért stabilizacidt tovabb fokozza az un. nagy hibaszazaléki DNS-polimeraz
enzimek kiejtésével. A 1étrehozott stabilizalt torzs egyik f6 gyakorlati elonyét bemutatjuk
egy toxikus fehérje taltermelési kisérlet segitségével. Az éltalunk 1étrehozott genetikailag
stabilizalt E. coli torzs segitségével lehetové valik a novekedést gatld biomolekulak

stabilabb termelése. A gyakorlati haszon mellett a kisérletek elméleti jelentoséggel is



birnak a DNS-kéarosodasra indukéalodd, Gn. minor DNS-polimerazok élettani szerepét
illetéen. Az adatok arra utalnak, hogy ezeknek az enzimeknek nem a hibajavitas az

els6dleges szerepe, hanem a genetikai valtozatossag generalasa.



2. Szakirodalmi attekintés

2. 1. Az Escherichia coli baktérium

Az Escherichia coli az Enterobacteriaceae csaladba tartoz6, Gram-negativ, nem sporazo,
fakultativ anaerob baktérium [1]. Sejtjei tipikusan palcika alakuak, atlagosan 2 pm
hossztiak és 0,5 pm atmérdjiiek. Altalaban endoterm organizmusok alsé béltraktusdban
¢lnek, az emberi normal bélflorat hozzavetdlegesen 0,1 %-ban az E. coli alkotja [2]. Az
E. coli hasznos lehet a gazdaszervezet szamara, képes a K, vitamin produkalasara [3],
valamint képes megakadalyozni patogén torzsek kolonizacidjat a bélben [4]. Létezik
azonban szamos patogén valtozata is az E. coli-nak, ezeket a sejtfelszinen talalhato
antigének alapjan négy kiilonbozd szerotipusba lehet sorolni: H-, K-, O- és R [5]. A
baktérium a szervezetekbdl kikeriilve a valtozatos kiilsé koriilmények kozott is képes
tulélni, ezaltal képes széles korben elterjedni. A fajt el6szor 1885-ben irta le Theodor
Escherich német orvos [6], azdta mar a prokaridta élovilag legrészletesebben leirt,
legjobban ismert fajava valt.

A ma széles korben elterjedt vadtipust laboratoriumi térzsnek szamito E. coli K-
12-t 1922-ben izolaltak egy diftérids beteg székletmintajabol [7]. Ennek kozvetlen
leszarmazottja a K-12 MG1655 torzs, mely a legtobb laboratoriumban hasznalt torzs dse.
Nem véletlen, hogy az E. coli K-12 MG1655 volt az egyik legelsé organizmus, melynek
genomjat megszekvenaltak [8]. Ma mar tobb mint 150 kiilonboz6 E. coli torzs teljes
szekvenciaja talalhatdé meg a GenBank adatbazisban. A kiilonb6z6 térzsek genomjainak
Osszehasonlitasaval megallapithatd, hogy a kiillonb6z0 genomok mozaik szerkezetet
mutatnak [9, 10]. A fajra jellemzd, erésen konzervalt ,vaz” gének sorat (un. ,,mag”
genom) valtozatos géntartalmu, az adott tdorzsre specifikus genomi-szigetek (Un.
,jarulékos” genom) szakitjak meg [11]. Megéllapithatd, hogy a mag genom altaldban az
alapvetd anyagcsere-folyamatokban résztvevd géneket tartalmazza, mig a jarulékos
genom tobbnyire mobilis genetikai elemeket, virulencia faktorokat hordoz, illetve olyan
géneket, melyek a torzsre specifikus kiillonleges ¢letkoriilményekhez val6 alkalmazkodast
teszik lehetévé [12, 13]. A kiilonb6z6 E. coli genomok 6sszehasonlitasa rendkiviil nagy

diverzitast jelez. Minden genomnak hozzavetdlegesen csupan 20 %-a talalhaté meg az



Osszes tobbi E. coli térzsben, a maradék 80 % a torzsek kozott variabilis [14]. Az E. coli
fajon beliil el6forduld, de nem minden torzsben (esetenként csak egyben) jelenlévod gének
Osszessége (az un. ,,padn” genom) a mai ismeretek alapjdn megkdzeliti a 14000 gént.
Ezzel szemben a mag genom mérete 53 kiilonb6zo E. coli térzsre nézve minddssze 1472
gén. Tovabbi torzsek Osszehasonlitdsaval ez az érték vélhetden tovabb fog csdkkenni
[15].

Az E. coli részletes tanulmanyozasa foként annak koszonhetd, hogy az 1970-es
években elindult rekombindns DNS technoldgidk elsddlegesen ezt a gazdaorganizmust
hasznaljak a mindennapi laboratoriumi feladatok ellatasara. Elsdsorban konnyti, gyors és
olcso tenyészthetdsége miatt lett kozkedvelt a kutatok korében. Szdmos molekuléris
biologiai jelenséget, mint példaul a bakteridlis konjugacionak a folyamatat [16] vagy a
gének szabalyozasanak alapvetd tulajdonsagait [17] az E. coli-ban irtak le eldszor.
Amellett, hogy jol ismert modellorganizmus, az E. coli alkalmas biotechnolégiai, ipari
feladatok ellatdsara is, példdul rekombindns fehérjék, kiilonb6z6 metabolitok,

gybgyszeralapanyagok, biotizemanyagok termelésére.

2. 2. Az E. coli mint szintetikus biologiai eszkoz

A dinamikusan valtozo kornyezeti tényezOk mellett a baktériumpopulaciok taléléséhez
nélkiilozhetetlenek a belsd genetikai valtozékonysagot létrehozo folyamatok. A
populéciok kiilonb6z6 kornyezetekhez vald adaptalodasanak képessége nagyrészt a
mutacios rata folyamatos finomhangolasanak koszonhetd [18]. Azonban ami természetes
kornyezetekben eldnyds tulajdonsag, viszonylagosan stabil, kontroldlt kortilmények
kozott - mint amilyenek a laboratoriumi vagy ipari felhaszndlasok soran alkalmazottak -
nem feltétlen kivdnatosak. Mi tobb, az ujonnan létrejott, evolvalt tulajdonsagok egy
gondosan, precizen megtervezett részekbdl allo biologiai rendszerben nemkivanatos
genotipusos  és  fenotipusos elvaltozasokhoz vezethet [19]. Tovabba, egy
klonkonyvtarban, vagy termeld baktériumsejtben bekdvetkezett spontan genetikai
elvaltozas a kivant munka szempontjabol jelentds problémat okozhat [20-22]. Ebbdl
kifolyolag egy fokozott genetikai stabilitasti baktériumsejt - akar tultermelésre, akar
klonoz6 gazdaként, akar egy un. szintetikus biologiai ,,vdz’ként hasznalva - nagy

jelentdségii lehet [23-25].



Azon feliil, hogy egy univerzalis klonozasi gazdasejt, az Escherichia coli
baktérium a leggyakrabban hasznalt organizmus fehérjék, metabolitok és masodlagos
metabolitok kutatasi €s ipari célu termelésére [26-32]. Hogy ezeknek az Un. ,,igaslo”
torzseknek a termelését fokozzdk, genommérndki eljarasokat felhasznalva szamos
nagyszabast valtoztatast végeztek kiilonbozé E. coli torzseken [33-37]. Ezek a munkak
mind kovetik azt az alapvetd stratégiat, hogy a metabolikus utvonalakat modositjak az
adott biotermék szintjének nodvelése irdnyaban, ezzel egy iddben pedig a nemkivant
melléktermékek szintjét probaljak csokkenteni. Ebben a szellemben laboratériumunkban
egy csokkentett-genomu E. coli toérzset, az in. MDS42-t hoztunk létre (a sziil6i vad
tipusu K-12 MG1655 torzshoz képest 42 deléciot hordozo multiple-deletion series torzs).
A legtdbb laboratoriumi koriilmények kozott nélkiilozhetd gén, valamint az dsszes ismert
mobilis genetikai elem és szamos kriptikus virulencia gén precizen el lett tavolitva a
genombol. A keletkezett, genetikailag stabilizalt torzs szamos eldnyds tulajdonsaggal
rendelkezik [38]. A multi-delécids hattér eldnyeit ipari célu felhasznalasokban egy
modifikalt MDS42 torzs fokozott L-treonin termelésével sikeriilt kimutatni [39]. Egy
masik munkaban kimutattdk, hogy instabil genetikai konstrukcidk fenntartasdban eldnyt
jelent az IS elem mentes MDS42 hasznalata: lehetévé tette egy toxikus gén stabil

klonozasat [40].

2. 3. Az E. coli mutacios mechanizmusai

crer

szerepiik van. A mutdciok okozta variacidkra feltétlen sziikség van az adaptéacio
folyamatdban, viszont egy adott mutacid sokkal nagyobb valoszinliséggel artalmas az
organizmus szdmadra, mint hogy valamilyen elonyh6z vezetne [41]. Ebbdl kifolyolag az
organizmusok Osszetett, valtozatos és tobb szinti molekuldris mechanizmussal
rendelkeznek a muticiés események szabalyozasara [42]. Erdekes modon a kiilonbozd
baktériumok teljes genomra vonatkoztatott mutacios ratdja egy meglehetdsen allando
érték koriil mozog, hozzavetdlegesen 0,0033 mutacio/genom/DNS replikacio [43]. Ez az
un. Drake-torvény azt jelenti, hogy az egy bazisparra vonatkoztatott mutdcids rata

forditottan aranyos a genom méretével. Ez a megfigyelés arra utal, hogy a baktériumok



spontan mutéacids ratajat egy altaldnos, a karos mutacidk hatdsanak és a hibajavitasi
mechanizmusok metabolikus koltségeinek egyenstlyabol addédd hatds hatarozza meg
[44].

A megemelkedett mutaciés ratdval rendelkezd egyedek (in. mutatorok) nagyobb
gyakorisaggal képeznek karos mutaciokat, igy fitnesz értékiik is varhatéoan alacsonyabb
lesz. Ennek ellenére a mutatorok eléforduldasa a természetes baktériumpopulacidkban
mégis szamottevd [45-47], ami arra utal, hogy bizonyos koriilmények kozott mégis
szelekcids eldnyt jelent a mutator fenotipus [48]. A mutétor fenotipusok altalaban a DNS

replikaciojat végrehajto, illetve a DNS hibajavitasaban résztvevo enzimeket kodolo gének

crer

crer

hibajavitasara: a DNS-polimerdz enzim sajat hibaellenérzé funkcidja exonukleaz
aktivitasa révén [50] a metilirdnyitott hibas parosodas kijavitds (methyl-directed
mismatch repair) [51], a nukleotid kivagésos hibajavitas (nucleotide excision repair) [52],
a bazis kivagésos hibajavitas (base excision repair) [53], a nagyon révid szakasz kijavitas
(very short patch repair) [54], illetve a homoldg rekombinacio altal irdnyitott hibajavitas
[55]. A természetben izolalt mutator torzsek fenotipusat dontd tobbségben a
metilirdnyitott hibajavitas egyik kulcsenzimét kodolé génben taldlhatdé mutdcié okozza
[56].

A mutator torzsek gyakori eléfordulasa mutatja, hogy adott koriilmények kozott
elény0s lehet a baktériumok szdmara a megemelkedett mutacids rata [57]. A mutator
fenotipusok mellett a baktériumokban kialakultak jobban szabalyozhatdé modjai a
mutacids rata megemelésének, ezek az Un. stresszindukalt mutagenezises folyamatok
[58]. Ezekben a folyamatokban bizonyos kiils0 stresszhatdsokra (pl. éhezés, DNS
karosodas, hémérsékletvaltozas, antibiotikummal vagy kémiai mutagénnel valo kezelés)
kozponti szabalyozd elemek valtozasokat idéznek eld a génexpresszidban és a sejt
metabolizmusban. A ma ismert stresszindukalt mutagenezis utvonalak E. coli-ban a
kovetkezOk: a RecA rekombindz és LexA represszor fehérjék altal iranyitott SOS-valasz
[59, 60], az RpoS (c°°) alternativ szigma faktor altal iranyitott 4ltalinos stresszvélasz

[61], az RpoH (6>%) alternativ szigma faktor altal irdnyitott hdsokk valasz [62], a



guanozin-tetra-foszfat (ppGpp) szignal molekula altal szabalyozott stringens valasz [63],
illetve a polifoszfat kozvetitette tdpanyaghiany valasz [64].

A felsorolt mutagenezis utvonalak a mutacidkat kiilonb6z6 modokon idézhetik
eld. A leggyakoribb mddja ennek az un. nagy hibaszazaléktit DNS-polimeraz enzimek
aktivalasa [65] (lasd 2. 6. fejezet). Az indukalt nagy hibaszazaléki DNS-polimeraz
enzimek hatdsara pontmutaciok vagy leolvasasi keret eltolodast (frame-shift) okozo,
rovid deléciok keletkeznek. Ezek az enzimek a kdrosodott DNS-en dtmenetileg atveszik a
Pol III altalanos DNS-polimeraz helyét, és képesek a DNS replikaciot akadalyozo torések
athidalasara. Ugyanakkor ezek az enzimek a DNS replikaciojat nagyobb hibaszazalékkal
végzik, mint az altaldnos polimeraz (Pol III) enzim. Jelenleg is vita targya, hogy ezeknek
az indukalhaté DNS-polimerazoknak a kisebb fidelitdsa egy evolvalt tulajdonsag, mely
stressz hatdsdra nagyobb valtozatossagot hoz 1étre [66], vagy a DNS hibajavitasnak egy
masodlagos, velejar6 hatasa [67]. A nagy hibaszazaléki DNS-polimeraz enzimek
indukalasan kiviill a stresszindukalt mutagenezises folyamatok a metilirdnyitott
hibajavitds enzimeinek gatldsaval is kifejthetik hatdsukat [68]. Emlitésre méltd, hogy
bizonyos stresszhatasokra az E. coli IS elemei is képesek a genomon beliili
helyvéltoztatasra, ezaltal ndvelve a genetikai variaciot [69].

Szamos modszer létezik a baktériumok mutacidinak detektalasara, mutacios
ratdjuk mérésére [70]. Idedlis esetben ezek a moddszerek barmilyen tipust mutéicio
detektalasara alkalmasak, a sejt novekedésére nézve semleges hatdsuak, nem sziikséges
hozzajuk egy specialis genetikai hattér, egy egyszerli genotipus-fenotipus kapcsolaton
alapulnak, tovabba konnyen és reprodukalhatéoan szdmolhatdéak. Laboratoriumunkban
elészeretettel hasznaljuk a D-cikloszerin rezisztencidn alapuldé mutacidés rata mérési
modszert [71] (4. 5. fejezet), mely a felsorolt elvardsoknak mind eleget tesz. A
kiértékelés soran fluktuacios analizist alkalmazva [72] pontos képet kapunk az adott térzs

adott koriilmények kozott mért mutacids ratajarol.

2. 4. Az E. coli IS elemei okozta klonozasi nehézségek

Szamos adat van arra, hogy bizonyos géneket - funkcidképes allapotukban - kiilondsen

nehéz bakteridlis plazmidokba klonozni, tovabba sok esetben helytelen, rendellenes

10



klonok keletkeznek [73-76]. Normal esetben a gazdasejt altaldnos mutacids rataja annyira
alacsony (~107 mutcid/gén/generacio) [44], hogy a klonozott DNS fragmentumokban
keletkezett spontan valtozas nagyon ritka, igy az észlelt klonozési hibakért egyediil nem
felelhet. Viszont ha a klonozott DNS fragmentum valamilyen médon megzavarja a sejt
normal fiziologias allapotat, €s csokkenti a novekedést, akkor a kloén ritka mutansai
pozitiv szelekcid ald eshetnek, €s gyorsan domindnssa valhatnak a kulturaban. Ezt a
jelenséget korabban laboratéoriumunkban is tapasztaltdk, amikor a nyul haemorrhagias
virus VP60 fehérje génjét probaltak klonozni [38]. A kolera toxin egyik komponensével
fuzionaltatott VP60 a sejt szamara toxikusnak bizonyult. A normal E. coli klénozo
torzsekbdl kizarolagosan csak IS elem transzpozicioja altal inaktivalt rekombinans
terméket sikertilt izolalni. Ezzel szemben a mobilis elemektdl mentesitett MDS42 gazda
sejtet hasznalva a rekombinans génkonstrukciot sikertilt sértetlen allapotban klénozni.

Az IS elemek klonozasi eljarasokban kifejtett hatranyos hatdsara ramutatott egy
korabbi kollaboracios munkank, mely a gyakran hasznalt E. coli DH10B klénoz6 torzs
genomjanak szekvenalasaval és egyéb jellemzésével foglalkozott [77]. A vizsgélat soran
kollaboracids partnereink a szarvasmarha genomszekvenalds melléktermékeként a
munkaban koztes klonozéd gazdanak hasznalt DH10B torzs teljes genomi szekvencidjat
allitottak Gssze a ,,szennyez6é” E. coli szekvenciadarabokbdl. A szarvasmarha
szekvenalasi projekt sordn kozel 4 millio leolvasast végeztek egy DH10B gazda
vektorban fenntartott szarvasmarha BAC konyvtaron. Meglepd moddon, a kiilonbozo
BAC konstrukciok oly mértékben tartalmaztak nem kivanatos, baktérium eredetii DNS-t,
hogy a klonozd gazdasejt teljes genomjat Ossze lehetett allitani a szarvasmarha
konyvtarbol. Részletesebb vizsgalataink kimutattak, hogy az altalanosan hasznalt klonozo
DHI10B torzs kiilondsen hajlamos a klénozasi miitermékek létrehozéasara. Az IS elemek
klonozasi alkalmazasokban kifejtett hatranyos hatdsat mar kordbban is leirtak [78],
meglepé mddon a direkt ilyen célokra hasznalt DH10B torzsben a jelenség kiilondsen
jelentds. Ramutattunk, hogy a DHI0B torzs spontdn mutédcios ratdja tobb mint egy
nagysagrenddel nagyobb, mint a vad tipusu K-12 MG1655 torzsé, és ez javarészt a

fokozott IS aktivacionak koszonhetd (1. abra).
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1. abra. Az MGI1655 ¢és DHI0B torzsek spontan mutdcidos spektrumanak
Osszehasonlitdsa. A mutédcios ratdkat a cikloszerin rezisztencian alapuld fluktudciods
analizissel hatdroztuk meg. Az MGI1655 torzsben a mutaciok 24 %-a koszonhetd

inszercids eseménynek, mig a DH10B torzs esetén ez az értek 95 %.

2. 5. Az E. coli pontmutaciéos mechanizmusai okozta klonozasi
nehézségek

A DHI10B-vel foglalkoz6 vizsgalatunk ramutatott, hogy mennyire szamottevd lehet a
kiilonb6zo E. coli torzsek instabilitasabol eredd hibalehetdség klonozasi munkak soran. A
mobilis genetikai elemektdl mentesitett MDS42 torzs létrehozasaval a problémak egy
részét sikeresen kikiiszoboltiik, hiszen a mutaciok Ilétrejéttének egy alapvetd, néha
dominéns [79] tipusat, az IS elem inszercidt sikeriilt elimindlni. Sok esetben azonban a
toxikus klonokat pontmutaciok vagy deléciok inaktivaljak. Korabban, a hepatitis C virus
génjeinek E. coli-ba valdé klonozasakor azt tapasztaltak, hogy a pontmutansok
(frameshift- ill. nonszensz-mutansok) szelekcioja miatt kizarolagosan csak hibas, nem
expresszalodo klonokat tudtak izoldlni [76]. A mutans kloénok olyan szelekcids elonyt
¢lvezhetnek, hogy ezt szandékosan is lehet hasznalni pontmutansok izoldlasara, ahogyan

ezt tették mutans human immunodeficiencia virus protedz fehérje [80], vagy a Pvull DNS
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metiltranszferdz enzim esetében [81]. Szemben az IS elemek altal generdlt inszercids
mutagenezissel, a pontmuticiokat képtelenség teljesen kiiktatni. A mutdcids rata
csokkentése azonban javithat a sejt klonozdsi gazdaként, vagy szintetikus bioldgiai

eszkozként valo alkalmazhatosagan.

2. 6. Stratégia a pontmutacios események mértékének csokkentésére

Az E. coli pontmutacios ratajanak csokkentésére az alapvetd stratégiank a sejt SOS-
valaszanak részeként indukal6do, hatékony mutaciogenerald mechanizmusok kiiktatasa
volt. Stresszkoriilmények kozott (mint példaul a sejtben termel6do toxikus fehérje esetén)
a sejt DNS-e sériiléseket szenvedhet, ez kozvetleniil beinditja a sejt SOS-valaszat,
melynek sordn kozel 40 gén aktivalddik, felszabadulva a LexA represszor fehérje gatlasa
alol [59, 82-84]. Az E. coli SOS-valasza soran indukalt gének koziil harom is DNS-
polimeraz enzimet kodol (Pol II, Pol IV, Pol V); ezek képesek a DNS-sériilések helyén
kialakult kiilonb6z6 replikéacios akadalyokat és elakadt replikacids villakat megkeriilni
[85-88]. Az indukélt mutagenezis folyamataban mind a hidrom SOS-indukalt DNS-
polimeraz szerepe bizonyitott [89]. A Pol IV ¢és Pol V enzimek DNS-szintézisben
mutatott hibaszazaléka 2-3 nagysagrenddel nagyobb, mint az altaldnos polimeraz Pol II1
enzimé [65]. A harmadik indukal6dé polimeraz, a Pol II - bar sértetlen DNS templatokon
magas pontossagot mutat - bizonyos stresszindukalt mutagenezises folyamatokban
szintén kulcsfontossagu szerepet jatszik [89-91]. Az SOS-rendszer altal szabalyozott
DNS-polimerdz enzimek a sejt szdmara nélkiilozheték [92], elsddleges szerepiik
vélhetben a talélés eldsegitése ¢és  genetikai  valtozékonysdg  generalasa
stresszkoriilmények alatt [93]. A polimerazok DNS hibajavitasi miikodése mellett a
javitasnak alternativ modjai is vannak, elsdsorban a rekombinaci6 altali korrekcid, amely
nagyobb pontossaggal képes a megakadt replikacids villak kijavitasara [94].

Az E. coli baktériumban a pontmutaciok létrejottében elsddleges szerepet toltenek
be az SOS-rendszer altal indukalt, nagy hibaszazalékkal miik6dé DNS-polimeraz
enzimek. Egy korabbi munkdban az SOS-rendszer szabalyozéasa alatt 4ll6 gének
folyamatos gatlasat tudtdk eldidézni a LexA kozponti szabalyoz6 fehérje pontmutacid

altali inaktivalasaval [95]. Egy ilyen LexA varidns muticios rata csokkentd hatdsarol
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kimutattak, hogy képes volt megakadalyozni az E. coli sejtekben az antibiotikum-
rezisztenciat eredményezd, topoizomeraz génekben torténd pontmutaciok kialakulésat
[96]. Az SOS-valaszt szabalyozd LexA fehérje inaktivalasaval tehat csokkenteni lehet az
altalanos pontmutacios ratat. Ez a megoldds azonban nem kielégitd. Egyrészt a minor
DNS-polimerazok eléidézhetnek pontmutaciokat stresszmentes (SOS-valasz nélkiili)
koriilmények kozott is, masrészt az SOS-valaszon kiviil mas stresszindukalt regulacids
utvonalak is aktivalhatjak oket [58] (2. dabra). Munkénk elején azt feltételeztiik, hogy
nagyobb mértékli és stabilabb pontmutédcios rata csokkenést eredményez, ha a Pol II
(polB), Pol IV (dinB), valamint a Pol V (umuDC) DNS-polimeraz enzimeket — génjeik
az alternativ, hibamentesen javitd rekombindciés mechanizmusok miikodoképesek

maradnak.
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Stringens valasz
Polifoszfat-kdzvetitett
tapanyag-hiany véalasz

» | Altalanos stressz valasz
PolyP, Ppk, Ppx RpoS

Oregedd koloniak

mutagenezise \

SOS valasz - polB, dinB, umuDC

RecA,LexA

Antibiotikum-indukalt
mutagenezis HG6-sokk valasz

kinolonok, B-laktamok GroE

2. abra. A nagy hibaszdzaléktl szintézist folytatd6 DNS-polimerdzok kiilonb6zo
utvonalakon aktivalédnak. A részletesen leirt SOS-valaszon kiviil mas stresszvalasz
utvonalak is képesek aktivalni a polimeraz géneket. A kiilonféle Gitvonalak bekeretezve
lathatok, mig az adott utvonal f6 szabalyozo faktorai a bekeretezett szovegek alatt vannak

feltiintetve.
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3. Célkituzeések

Munkénk alapvetd célja egy csokkentett mutacids rataji, nagyfokt genetikai stabilitassal
rendelkezé Escherichia coli torzs cléallitasa. A gazdasejt genetikai valtozékonysagat
noveld kiillonb6z6 mechanizmusok kiiktatdsdval egy laboratoriumi és ipari célokra
egyarant hasznosithatd torzset kivantunk eldallitani. A gyakorlati cél mellett a
sejtmiikodés egyes, mutaciogeneralassal Osszefliggd kérdéseit is tanulmanyozni
szdndékoztunk.

Az E. coli SOS-rendszere altal indukalt, nagy szintézishibaval miik6d6, in. minor

DNS-polimerazok génjeinek kiejtésével konkréten a kdvetkezdket kivantuk vizsgalni:

e Milyen mértékben vesznek részt az indukalhaté DNS-polimerazok az E. coli
spontan mutacios ratajanak kialakitasaban?

e Kiilonféle stresszkoriilmények alatt fokozodik-e a mutdcids rata, és hogyan
befolyésolja ezt az indukéalhat6 DNS-polimerazok jelenléte?

e Mi az egyes minor DNS-polimerazok hozzdjaruldsi ardnya a mutacios
folyamatokhoz?

e Az SOS-rendszer kiiktatasaval ugyanazt a hatast érjiik-e el, mint az indukalhat6
DNS-polimerazok génjeinek direkt kiejtésével?

e Hogyan valtozik a sejtek tulélési képessége a minor DNS-polimeraz gének
kiejtése kovetkeztében?

o Segit-e ndvekedést gatld fehérjék expressziodjanak fenntartasdban az indukalhaté

DNS-polimerazok hidnya?
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4. Anyagok és modszerek

4. 1. Genommaodositasi modszerek

A kiilonb6z6 genommodositasokat (géndelécio, illetve allélmoddositas) a laborunkban
kordbban kifejlesztett eljaras alapjan végeztik [97]. A modszer alapvetden harom
1épésbdl tevodik Ossze: (1) egy adott genomi ldkuszra specifus szekvenciat tartalmazo
mesterséges DNS in vitro szintézise és plazmidba épitése, (2) a plazmid beépitése a
genom kivalasztott 16kuszdba a DNS konstrukci6 €s a genom homoldg rekombinacidja
révén, (3) végiil a beépitett szakasszal részben atfedé genomdarab kivagéasa szintén a
rekombinacié felhasznalasdval. Mindez egy ,hegmentes”, idegen szekvencia
visszamaradasa nélkiili genommodositast eredményez.

A rekombinacios 1épéseknél a sejt sajat genomjan kddolt RecA fehérje jatssza a
donté szerepet. Szintén alapveté vondsa a moddszernek, hogy a mesterséges DNS
konstrukciot egy un. ,,0ngyilkos” plazmidon készitjiikk el. A RecA-fiiggd, ,,0ngyilkos”
plazmidon alapulé genommanipulacios eljaras fobb l1épései a 3. abran lathatok. Eldszor
in vitro rekombinans DNS technikakkal egy ~500-1000 bp hosszti mutans allélt
szintetizalunk, amelyet egy plazmid vektorba klonozunk [98-100]. Az ,,0ngyilkos”
plazmidokra jellemz0, hogy replikéacids rendszeriik a koriilmények valtoztatasaval (pl. a
hémérséklet emelésével) ledllithatd, igy a nem replikdlodo plazmid az osztddo sejtekbdl
gyorsan eliminalodik. A leggyakrabban hasznalt ilyen plazmidok a pSC101 replikon egy
héérzékeny mutansat hasznaljak [101-103]. Ezek a plazmidok 30 °C-on képesek
replikalodni, de 37-42 °C-on mar nem. A hémérséklet novelésével a plazmidok altal
kodolt antibiotikum-rezisztenciara szelektalva kisziirhetjiik azokat a sejteket, melyekben
a plazmid — a benne kloénozott homolog szakasz segitségével — a kromoszoémaba
rekombinalodott. Ezt a rekombinécids 1épést a sejt sajat genomjan kodolt RecA enzime
iranyitja.

Az antibiotikum-rezisztens, szelektalt sejtekben a genomba ¢€piilt plazmid DNS-
darabot mindkét oldalrdl azonos szekvencia hatarolja (az egyik a plazmid eredetli mutans
homolog szakasz, a masik a kromoszomalis eredeti vadtipusu homoldg szakasz). A
duplikalt szakasz révén torténd spontdn homoldg rekombinacié a plazmid kivagddasat

eredményezi. Ez kétféle modon torténhet: vagy visszadll az eredeti vadtipusu szakasz,
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vagy a plazmidrol szarmazé mutans szakasz marad meg a sejtben. Szekvenciaspecifikus
PCR segitségével megkiilonboztethetd a kétféle termék, igy kivalogathatok a modositott
genomu sejtek. A plazmid kivagodasat eredményezd spontan homoldg rekombinécio
ritka eseménynek szamit, ezért sziikség van egy rekombinéciot serkentd tényezdre, amely
eliminalja a rendszeriinkbdl azon sejteket, amelyekben megmaradt a plazmid.

Ez a serkentd tényezd az un. I-Scel meganukledz enzim. Az I-Scel enzim egy
szekvencia-specifikus  endonukledz, amely a Saccharomyces cerevisiae egy
mitokondridlis introndn van kodolva, és amelynek segitségével az intron mobilizalhato
[104]. Az endonukledz a specifikus felismerési helyén egy un. dupla szala hasitast (DSB)
hoz létre. Mivel a felismerdszekvencia hosszu (18 bp), az enzim specificitidsa igen nagy,
igy a genommanipuldcios eljarasokban jol alkalmazhat6 eszkoz [105].

A modszer sajatossaga, hogy az ,,0ngyilkos” plazmidok tartalmazzak az I-Scel 18
bp hosszusag felismerési szekvencidjat. Az ,,0ngyilkos” plazmid genomba valo
integralddasat kovetden egy masodik plazmidot juttatunk a rendszerbe, amely az I-Scel
meganukledz génjét tartalmazza. A gén expresszidja indukélhatdé egy derepresszald
anyaggal, amely a gén promoterének represszoran fejti ki hatasat (pl. a pSTKST plazmid
esetében a Tet represszor inaktivalasa klor-tetraciklin (cTc) hozzaadasaval). A termelt
enzim felismeri az integralédott plazmidon 1év0 szubsztrathelyet, ahol dupla szala
genomtoreést idéz eld. A felismerdszekvencia — nagy mérete miatt — az E. coli genomon
egyszer sem fordul eld, igy kizarolag az integralt szakaszon torténik a DSB. A DSB
szabad DNS végeket eredményez, ez stimulalja a torés rekombinacion keresztiil torténd
kijavitdsat. A rekombinacidé nagy valdsziniiséggel a vadtipusi és a mutans homolog
szakaszok kozott torténik, igy a plazmid szakasz kivagodik, és vagy az eredeti, vagy a
mutans allél marad meg a genomon. Amellett, hogy az I-Scel vagas szabad DNS végeket
teremtve noveli a rekombinacio gyakorisagat, DSB létrehozasaval szelektal a plazmid

szekvenciak elvesztésére is.
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vad-tipusu célgén

I-Scel felismerési
szekvencia

1 (1) Rekombinalodott plazmidok szelekcidja

(42 °C, Ab)
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3. abra. A RecA-fiiggo, ,,0ngyilkos” plazmidon alapuld, I-Scel meganukleazt felhasznalo
modszer altalanos vazlata. A plazmidon hdéérzékeny replikdcios origd (ts ori),
antibiotikum rezisztencia gén (Ab) ¢és I-Scel vagohely talalhaté. A genomba
rekombinalodott plazmidokat hordozo sejteket nem-permissziv. hdmérsékleten,
antibiotikum alkalmazasaval szelektaljuk. A segédszekvencidk kirekombindlodasat az I-

Scel enzim alkalmazésa segiti eld.

4. 2. Felhasznalt torzsek, plazmidok, taptalajok és oligonukleotid
primerek

A kisérletekhez hasznalt torzsek tobbsége a csoportunkban korabban létrehozott E. coli
MDS42 vonal [38] modositasaval jott 1étre (MDS = multiple-deletion series). Az MDS42

a vadtipusu K-12 MG1655 torzs csokkentett genomméretii valtozata [8], melyben
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Osszesen 42 kiilonbozo delécio taldlhatdo. Az MDS42 alapt torzseken kiviil a munka
soran két, a molekularis bioldgiai eljarasokban gyakran haszndlt térzset hasznaltunk
Osszehasonlitdsként, a jol transzformalhato DH10B [106] és a fehérjetiltermeléshez
leggyakrabban hasznalt BL21(DE3) [107] torzset.

Az MDS42-T7, valamint az MDS42pdu-T7 olyan T7 polimerazt expresszalo
torzsek, melyek tartalmaznak egy izopropil-B-D-I1-tiogalaktopiranoziddal (IPTG)
indukalhato, lac operator/T7 polimeraz kazettat az eredeti torzs yahA-yaiL genomi

Az egyenkénti ,hegmentes”, vagyis bevitt, exogén DNS-szekvenciat nem
tartalmazé deléciokat (polB, dinB, umuDC, mcrBC), illetve allélmodositast (lexA) az
el6zd részben targyalt ,,6ngyilkos” plazmid alapu médszerrel végeztiik el. A modszerhez
két plazmid hasznélata sziikséges, a hdérzékeny replikacids origdt tartalmazod pST76-A,
¢s az I-Scel meganukledz enzimet indukalhatoan termeld pSTKST [108]. A recA gén
delécioja egy hasonld moddszerrel késziilt, annyi kiilonbséggel, hogy a hdérzékeny
pST76-A plazmid helyett egy sacB kontraszelektalhatd gént [109] tartalmazo6 plazmidot,
a pSG2857-t (Scarab Genomics, Madison, Wisconsin, USA) haszndltuk. Az egyéni
deléciok kombinaldsdhoz P1 fag-transzdukcids eljarast hasznaltunk [110], mely soran a
jelolt, integralt ongyilkos plazmidot tartalmazo koztes allapota sejtbol transzdukaltuk az
egyes genomszakaszokat a célsejtbe, majd az I-Scel endonukledz segitségével értiik el a
plazmid kirekombindlodasat. Az egyes deléciok genomi koordinatdi az 1. tablazatban
talalhatok. Az 6sszes delécidt, illetve allélmoddositast ellendriztiik PCR segitségével, majd
a kérdéses DNS szakasz szekvencidjanak meghatarozasaval.

A fehérje tultermelési  kisérletekhez  kiilonb6zé  plazmidkonstrukcidkat
hasznaltunk. A pSG-ORF238 egy pSG1144 plazmidon alapuld (Scarab Genomics,
Madison, Wisconsin, USA), IPTG-vel indukélhat6 plazmid, mely képes taltermelni a kis
méretli, ORF238 elnevezésii hidrofob toxikus fehérjét [40]. A pET-GFP egy IPTG-vel
indukalhato, pET-alapi plazmid, mely tartalmazza a zold fluoreszcens fehérje (gfp)
génjét [111, 112]. A pSin32 plazmid egy pET3-His plazmidon [113] alapul6 konstrukcio,
mely tartalmaz egy indukalhatd, N-termindlisan His jelolészekvenciat hordoz6 DNS-

metiltranszferaz gént (sinIM) [114]. A munkahoz felhasznalt valamennyi plazmidot
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kizar6lag IS-mentes (MDS42) gazdatérzsbdl, hagyomdényos alkali-lizis moddszerével

tisztitottuk [115].

Torzs Delécié koordinatak
MDS42recA 2820783-2821861
MDS42polB 63505-65764
MDS42dinB 250904-251966
MDS42umuDC 1230261-1231298
BL21(DE3)mcrBC 4408095-4515388

1. tablazat. A ,hegmentes” deléciok genomi koordinatdi. Az MDS42 alapu torzsek

adatai a K-12 MG1655 vadtipust genomra vonatkozo6 koordinatak.

A kisérletek soran altalanos gazdag taptalajt, folyékony ¢és szilard Luria-Bertani
(LB) mediumot hasznaltunk [115]. Mutacios rata méréseknél, a cycA fluktuacids proba
alkalmazéasakor MS minimal taptalajt hasznaltunk [79]. A ndvekedési méréseket MOPS
minimdl médiumban végeztiik (Scarab Genomics, Madison, Wisconsin, USA). A munka
soran felhasznalt antibiotikumokat a kovetkezd végkoncentracioban alkalmaztuk: 100
pg/ml ampicillin (Ap), 25 pg/ml kanamycin (Kan), 25 pg/ml kloramfenikol (Cm), 100
pg/ml rifampicin (Rp) és 4 pg/ml D-cikloszerin (Cyc). A D-cikloszerin torzsoldata (4
mg/ml) mindig frissen, hasznalat eldtt késziilt.

A munka sordn hasznalt oligonukleotidok szekvencidja és rovid leirdsa a 2.

tablazatban talalhato.
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Oligonukleotid neve

polB-A
polB-BR
polB-BF
polB-C
polB-D
polB-E
dinB-A
dinB-BR
dinB-BF
dinB-C
dinB-D
dinB-E
umuDC-A
umuDC-BR
umuDC-BF
umuDC-C
umuDC-D
umuDC-E
lexA-A
lexA-BR
lexA-BF
lexA-C
lexA-D
lexA-E
recA-D
recA-E
BMD30-A
BMD30-BR
BMD-30BF
BMD30-C
BMD30-D
BMD30-E
cycA-D
cycA-E
AK54-D

AKS55-E
Sce2
T7

Szekvencia (5'-3")

ccgaattcagtatccaggcgagt
caggcaggtgtggcggagggaatact
tccgecacacctgectgegecacget
ccggatccattggeggceattgt
tgctgaacaccagtttget
aaccggtgaagtggttga
ccggtaccgggceataccgatgega
cagaatatacattgctcacctctcaacact
gaggtgagcaatgtatattctggtgtoca
ccggatccgecgttaacgceatcaa
gtgttcgactcgcetegat
gagtcgtcgtagagtgcat
ggaattcggatgagegtegtegeca
ttgagcgcaacaacagcagcegatgacaa
getgetgttgttgcgetcaatgaacctt
gctgeagatcgcettacctgattgte
aatgctccatctgeggtt
gctctatccttcgecegtt
gttatggtcgcattttggata
gatatctttcatcgCcatcccgctgacgegea
ggatgGcegatgaaagatatcggea
ccggatcccagcaacggaacggt
cggtgctgattgccatta
gggctatcaagatgacca
cggctagcgacgggatgttgattc
gtgctgattatgcegtgt
ccgaattcagtccgcacgcaactt
ctcgcecttaatttacatacttttggtgc
tatgtaaattaaggcgagattattaaa
ccggatccacatggcegcegttacaa
tgataccgccgeacaaca
actggtgtgtctcgcaag
ctgatgccggtaggttct
gcgccatccageatgata
atgataatgaatgacatca

ctcgagttagaccaactctccaaa
attaccctgttatcccta
taatacgactcactataggg
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2. tablazat. A munka soran felhasznalt oligonukleotidok szekvencidi. Az A, C, BF ¢s BR
jelolésti primereket olyan homoldég genomszakaszok szintetizaldsara hasznaltuk, melyek
lehetévé teszik az Ongyilkos plazmidok genomba vald beépiilését [108]. A D és E
jelolésti primerek kozvetlen a homolog régiok mellé hibridizalnak, igy a segitségiikkel -
PCR technika alkalmazasaval ill. szekvenaldssal - ellendrizni tudtuk a deléciokat és
allélkicserélodéseket. A lexA primerekben taldlhatd nagybetikk a génbe beépitett

pontmutaciot jeldlik.

4. 3. Kompetens sejt készités és transzformacio

Elektroporalashoz a kompetens sejteket standard protokoll alapjan készitettiink [115].
100 ml, megfelel6 antibiotikumot tartalmaz6d LB-tdpoldatba 1 ml starter kultarat
oltottunk, majd a tenyészetet ODs9y=0,6-0,7 értékig novesztettiik, ezt kovetden 20 percig
allni hagytuk jégen. A sejtszuszpenzidt haromszor centrifugaltuk le (3 x 10 perc, 4000
rpm), eltavolitottuk a feliiliszot és hideg, kétszeresen desztillalt vizben szuszpendélva a
sejteket. Ezek utan 4 ml 20%-os glicerinben szuszpendaltuk a sejteket, majd 0jbol
centrifugéltunk (10 perc, 5000 rpm). Végiil a feliilusz6t ledntve, 0,2 ml 20%-os
glicerinben szuszpendaltuk a sejteket, majd 40 pl-enként Eppendorf csévekbe osztottuk
szét a szuszpenziot. Az igy elkészitett sejtek azonnal hasznalhatok elektroporaldsra, vagy
—80 °C-on tarolhatok.

A plazmid DNS hozzdadasa utan a sejtek elektrosokkoldsa az Electroporator II
(Invitrogen, Carlsbad, Kalifornia, USA) miszer segitségével, 1,8 kV maximalis
fesziiltség és 150 Q maximalis ellenallas alkalmazasa mellett tortént. A sejteket ezek utan
I ml LB tépoldatban szuszpendaltuk, majd egy oran keresztiil folyadékrazdban
inkubaltuk a megfeleld homérsékleten. Végezetiil az adott kultira egy részét megfeleld

antibiotikumot tartalmazo6 agar lemezre szélesztettiik.
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4. 4. Sejtkulturak novekedésének mérése

Az egyes torzsek ndvekedési sebességét folyékony tapoldatban, 100 lyukd Honeycomb 2
mikrotiter lemezekben (Oy Growth Curves Ab, Helsinki, Finnorszag) vizsgaltuk. A
torzsek novekedési gorbéit az egyes mintdk 540 nm-en mért optikai denzitasdnak
kovetésével hataroztuk meg a Bioscreen C Automated Microbiology Growth Analysis
System (Oy Growth Curves Ab, Helsinki, Finnorszag) automatizalt miiszer segitségével.
A vizsgélt torzsekbdl 14 koloniat szuszpendaltunk 200 pl tapfolyadékban, majd a
parhuzamos mintdkat 37 °C-on telitésig novesztettiik. A felnott kultarakbol 2 pl-t
oltottunk at 198 ul friss tapfolyadékba, majd ujbdl telitettségig novesztettiik 37 °C-on,
folyamatos razatas mellett. Az egyes torzsek 14 parhuzamos mintdibol szamolt atlag
0.D.sq9 értékét abrazoltuk az adott idOpontokban (5 percenként tortént O.D.sqo érték
meghatarozads a novesztés soran). A ndvekedési gorbékbdl szamolt duplazodasi idoket
egy kordbban leirt algoritmus alapjan hataroztuk meg [116].

Az MDS42-T7 ¢s MDS42pdu-T7 torzsek esetén Sinl metiltranszferaz fehérje
tultermelése mellett is vizsgaltuk a novekedési tulajdonsagokat. A mérések soran
torzsenként 50, pSin32 plazmidot hordozé koldniat szuszpendaltunk 200-200 pl 50 pg/ml
ampicillint tartalmzo6 LB tapoldatban, majd 37 °C-on telitésig ndvesztettiik dket. A telitett
mintakbol 2 pl-t atoltottunk 198 ul friss, ampicillint tartalmaz6 LB tapfolyadékba, majd
0.D.s40 = 0,2 értékig novesztettiink. Ekkor 1 mM végkoncentracioji IPTG-vel indukaltuk
a mintdkat, majd folytattuk a novesztést folyamatos rdzatas mellett. A Sinl fehérje
toxikus hatdsa okozta novekedési gatlas mértékét ugy hataroztuk meg, hogy
megallapitottuk, a kultardk mikor érik el az O.D.sq0 = 0,7 kiiszobértéket. A ndvekedés
gatlds hosszat az 50 fliggetlen minta atlagdban adtuk meg.

Az egyes torzsek hossza tavu talélésének vizsgalatanal 5 ml-es LB tapoldatba 5 pl
friss starter kultirdkat oltottunk le. Az ¢l6 sejtszdmot a 37 °C-on nove kulturak

higitasaibol hataroztuk meg.

4. 5. Mutacios rata mérések

A kilonbozoé torzsek mutacios ratajat D-cikloszerin rezisztens [117, 118] sejtek

megjelenésének gyakorisaga alapjan, fluktuacios analizis segitségével hataroztuk meg
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[71]. A mérések soran torzsenként 20 kiilonbozd, 0,2 % gliikkdzzal kiegészitett, 1-1 ml
MS minimal tapfolyadékot tartalmazéd csébe hozzavetSlegesen 10* sejtet oltottunk 4t
frissen felndtt starter kulturabol. A kultardkat korai stacioner fazisig novesztettiik fel,
majd minden csébdl 50 ul sejtkultirat szélesztettiink 0,04 mM D-cikloszerint tartalmazo
MS taplemezre. A lemezeken felndvo telepszdmbdl a mutacid per csé szamot (m) Ma-
Sandri-Sarkar maximum-likelihood (MSS-MLL) eljarassal [119] hataroztuk meg. Az
50ul-re vonatkoz6 m szambol a teljes 1 ml-es kultarara vonatkoztathaté m szamot
Stewart munkaja alapjan szamoltuk ki [120] . Kizarolag azokat a kisérleteket vettiik
figyelembe, ahol az Osszehasonlitani kivant kultardk teljes sejtszamainak eltérése
elhanyagolhato volt (<3%, p>0.6 nem parositott, kétmintas t-teszttel). A csdvenkénti
teljes sejtszamot a torzsenként 20 kultirabdl véletlenszerlien kivalasztott 3 kultira
higitasainak nem szelektiv agar lemezre vald szélesztésével hataroztuk meg. A mutécios
ratat (mutdcio/gén/generacid) a mutacid per csé (m) és az atlag teljes sejtszam per cso
hanyadosabodl szamoltuk. Abban az esetben, mikor a mitomycin-C antibiotikum mutéacids
ratara gyakorolt hatasat vizsgaltuk, a kultardk novesztése soran 0,1 pg/ml mitomycin-C-
vel egészitettiikk ki a tapfolyadékot tartalmazd csdveket. Amikor a fehérje tultermelés
mutacios ratara gyakorolt hatasat vizsgéltuk, az adott taltermeld plazmidot tartalmazo
sejteket O.D.s40 = 0,2 értéknél 1 mM IPTG-vel indukaltuk. Ezekben az esetekben az MS
tapfolyadék tartalmazta az adott plazmidra specifikus szelekcidos antibiotikumot is.
Minden cycA alapu mutacios rata mérést minimum haromszor végeztiink el.

A cycA mutacios mérések megerdsitése érdekében rifampicin rezisztencian
alapuldé mutacios rata méréseket is végeztink. A mérések sordn a rifampicin
antibiotikummal szembeni rezisztenciat kialakitd6 rpoB sejteket [121] szelektaltuk és
szdmoltuk. A mérések sordn torzsenként 20, 1 ml LB tapfolyadékot tartalmazd csébe
hozzavetélegesen 10” sejtet oltottunk 4t frissen felnétt starter kulturabol. A sejtkulturakat
korai stacioner fazisig ndvesztettiik, majd megfeleld higitasokat szélesztettiink nem-
szelektiv LB agar lemezre, illetve 100 pg/ml rifampicint tartalmazé LB agar lemezre. A
kolonidkat 24, illetve a rifampicint tartalmazd lemezek esetében 48 ora 37 °C-os
inkubalas utan szamoltuk. A szamolt kolonidk alapjan kovetkeztettink a mutacios
frekvenciara: az értéket a teljes €16 sejtszamhoz viszonyitott rifampicin rezisztens sejtek

szamabol kaptuk meg.
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4. 6. Mutaciok tipusainak meghatarozasa

A D-cikloszerin rezisztenciaért felelds cyCA gén mutéacids spektruménak meghatarozasat
PCR technika segitségével végeztiik [71]. A teljes CycA gént tartalmazod 1877 bazisparos
genomi szakaszt amplifikaltuk cikloszerin-rezisztens sejtekbdl a cycA-D/cycA-E primer
par segitségével. Reprezentativ mintaként 4-5 koloniat elemeztiink minden parhuzamos
lemezrél, igy kisérletenként 96 mintat vizsgaltunk. Az amplifikalt DNS-szakaszokat
agardz gél-elektroforézissel elvalasztottuk, méretét a vadtipusi fragmentével vetettiik
Ossze. A vadtipustval azonos méretli fragment egy vagy néhany nukleotid valtozasat
jelzi, a csokkent méret vagy a fragment hidnya deléciét mutat, a megnovekedett méret

pedig IS elem beépiilésére utal.

4.7. A sinlM gén mutacidinak detektalasa

A pSin32 plazmid hordozza a Salmonella enterica serovar Infantis-bol szarmazé, Sinl
metiltranszferazt kodolo sinlM gént, mely a pET3-His plazmid Xhol restrikcios helyére
van klonozva [113, 114]. A plazmidot MDS42-T7, MDS42pdu-T7 és BL21(DE3)mcrBC
torzsekbe elektroporaltuk. Egy ora, 37 °C-on torténd, 1 ml LB tapfolyadékban végzett
inkubalast kovetéen 100 pl-t atoltottunk ampicillinnel kiegészitett 100 ml LB
tapfolyadékba, majd tovabb inkubdltuk 37 °C-on a sejteket. A maradék 900 nl-bdl
standard eljards szerint plazmid DNS-t izolaltunk [115]. Hét 6ra inkubalast koveten a
kultirdk hozzavetdlegesen O.D.s40=0,2 értéket értek el, ekkor a kultirdkat ImM
mintakat vettiink, ezekbdl ismét plazmid DNS-t izolaltunk (8-6ras mintak). A mintavételt
¢s plazmidtisztitast ezt kovetéen 2 oOranként, 18 oOrdig megismételtiik. Végil a
transzformaciot kovetd 24. és 36. oOrdkban is készitettiink plazmid mintdkat, igy
torzsenként 9 plazmid mintat kaptunk. A tisztitott pSin32 plazmid mintdkat ezek utan
MDS42 (McrBC) és MG1655 (McrBC') torzsekbe transzformaltuk, majd ampicillint
tartalmaz6é agar lemezekre szélesztettiik. A transzformalt MG1655 ¢s MDS42 telepek

aranya megadja a mutélt plazmidok aranyat. (Az ardny megallapitasanal figyelembe
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vettiilk a két torzs esetleges — a pST76-A kontroll plazmid segitségével megallapitott —

transzformalhatosagi kiillonbségét.)
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5. Eredmények

5. 1. Az indukalhat6 DNS-polimerazok kiejtése csokkenti a spontan
mutacios ratat

Az MDS42 torzsbdl a harom, nagy hibaszazalékua DNS-polimeraz génjének (polB, dinB,
egyesitettiik is 6ket. Osszehasonlitas céljabol eldallitottunk az SOS-tvonal beinditisara
képtelen LexA és RecA mutansokat is. A tOrzsek spontdn mutacids ratajat a teljes
mutaciés spektrum kimutatdsara alkalmas, D-cikloszerin-rezisztencian alapul6
modszerrel mértiilk meg [71].

Korabbi megallapitdsunk szerint a vadtipusut MG1655 és az MDS42 mutécids
ratdja kozotti kiilonbségért az IS elemek hidnya felelés [38]. A polimeraz gének
egyenkénti delécioja a spontdn mutacids rata tovabbi, legalabb 20 %-os csdkkenéséhez
vezetett (4. abra). A kiillonbozé delécidkat kombindlva a mutacids rata még tovabb
csokkent, a legalacsonyabb értékeket az MDS42polBdinB (MDS42pd) és a tripla delécios
MDS42polBdinBumuDC (MDS42pdu) térzseknél kaptuk. A sziil6i MDS42-hez képest
ezek a torzsek kozel 50 %-os spontan muticios rata csokkenést mutattak (a 8,2 * 10

mutacid/gén/generacio rata 4,34 *10'8, illetve 4,45 * 107 értékre csokkent).
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4. abra. Indukélhato DNS-polimerazoktél mentes, illetve a sziildi torzsek spontan
mutacids ratdja. Az értékeket a D-cikloszerin rezisztencian alapulé modszerrel mértiik
[71]. Az egy deléciot tartalmazd torzseknél fel van tiintetve az adott gén neve, az
MDS42pd az MDS42polBdinB, az MDS42pu az MDS42polBumuDC, az MDS42du az
MDS42dinBumuDC, és végiil az MDS42pdu az MDS42polBdinBumuDC térzset jeloli. A
hibavonalak négy fliggetlen mérés atlaganak 95 %-os konfidencia-intervallumat jelolik.
Varianciaanalizissel p < 0,005 szinti szignifikanciat hataroztunk meg. Minden torzzsel
paros t-probat végeztiink az MDS42 torzzsel 6sszehasonlitva, ** p < 0,01, mig *** p <

0,001 szignifikanciaszintet jeldl.

Ahhoz, hogy megbizonyosodjunk, hogy a mnagy hibaszazaléka DNS-
polimerazoknak a hidnya nem okoz ndvekedésbeli hatranyt, megmértik a kiilonbozo
polimerdzmentes torzsek novekedési ratdjat MOPS minimal tapfolyadékban. Minden
egyes torzsbol 14 fiiggetlen telepbdl novesztettiink parhuzamos folyadék kulturat (5.
abra). Egyik DNS-polimerazhianyos sejt sem mutatott szignifikans névekedési defektust.

A tovabbi vizsgalatokhoz a tripla delécios MDS42pdu torzset hasznaltuk.
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5. abra. Polimerazdelécios és kontroll torzsek dupldzodasi ideje. A méréseket 37 °C-on,
MOPS minimal tapfolyadékban végeztiik. A hibavonalak 14 fiiggetlen mérés atlaganak
95 %-os konfidencia-intervallumat jelolik. Varianciaanalizissel p < 0,005 szintli
szignifikanciat hataroztunk meg. Minden torzzsel paros t-probat végeztiink az MDS42

torzzsel 6sszehasonlitva, a kiilonbség egyik esetben sem volt szignifikans.

Hogy a torzsek altalanos életképességérdl teljesebb képet kapjunk, megvizsgaltuk
az MDS42 és MDS42pdu torzsek talélési képességeit tartos stacioner fazisban (6. abra).
Hét nap alatt nem talaltunk szignifikans kiilonbséget a két torzs tulélési rataja kozott. A
stacioner fazisban vald talélés akkor sem kiilonbozott a torzsek kozott, ha a sejteket egy
mérsékelten toxikus hatasti fehérje stresszhatasanak tettiik ki (6. abra). (A Sinl

metiltranszferdz expressziordl €s a pSin32 plazmidrol 1asd késobb részletesen.)
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6. abra. Kiilonb6z0 torzsek talélése tartds stacioner fazisban. A  torzseket
folyadékkultirakban ndvesztettiik, és naponta meghataroztuk az éldsejtszdmot. Az elsd
leoltast kovetden a pSin32 plazmidot hordozo torzseket O.D.sqo = 0,2 értéknél 1 mM
IPTG-vel indukaltuk (CFU: colony forming units).

5. 2. Az SOS-valasz szabalyozo fehérjéinek inaktivalasa nem csokkenti a
spontan mutacios ratat

A spontdn  mutacids rata csokkentésének alternativ moddja lehet az SOS-vélasz
kikapcsoldsa a szabalyozé fehérjék inaktivalasa révén. Eldallitottunk két mutanst, az
MDS42recA és MDS421exA(S119A) torzseket. A RecA fehérje a kiilonféle stresszhatasra
kialakulé egyes szali DNS molekulakhoz kapcsolddva, koproteaz aktivitdsa révén
eldsegiti a LexA represszor autoproteolizisét [123-125], beinditva az SOS-vélaszt. A
LexA represszor S119A mutédcidja megakadalyozza a fehérje autoproteolizisét, igy az
SOS-valasz nem indukalhato, a LexA-represszalt SOS génekrdl az atirodas folyamatosan
gatolva lesz [95]. A két SOS-gatolt torzs ndvekedési rataja nem kiilonbozik 1ényegesen

az MDS42 kiindulasi torzsétdl (5. abra). A két SOS-gatolt térzs muticids ratajat
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megmértiik a D-cikloszerin rezisztencian alapul6d fluktudcios analizissel: egyik térzs sem

mutatott szignifikans csokkenést az MDS42 torzshoz képest (8. abra sarga oszlopok).

5. 3. Az MDS42pdu torzs stresszkoriilmények kozott is jelentos
genetikai stabilitast mutat

A nagy hibaszazaléki DNS-polimerazok transzkripcidja stresszhatasra indukalodik, igy
feltételezhetd volt, hogy stresszkoriilmények kozott a sziildi és a polimerdzmentes torzsek
mutacidés ratdjanak kiilonbsége fokozodik. A torzsek mutdcids ratdit kilonféle
stresszhatasok mellett vizsgaltuk: antibiotikum (mitomycin-C), nem toxikus GFP
taltermelése [111, 112], toxikus fehérje (ORF238) tultermelése [40].

A mitomycin-C DNS-keresztkotéseket, kettds szalu toréseket létrehozd agens
[126]. A genom sériilése direkt modon aktivalja a sejt SOS-vélaszat, ez a nagy
hibaszazaléki DNS-polimerdz gének fokozott atirdéddsdhoz vezet. A mitomycin-C
mutacids ratajat. A fehérjetltermelés, mint stresszhatas [127, 128] kovetkezményeinek
vizsgalatdhoz a nem toxikus GFP génjét, illetve a kisméretli, leucingazdag, hidrofob
ORF238 toxikus fehérje génjét egy T7 promotert tartalmazd, indukalhaté plazmidba
klonoztuk. Az indukalhat6 expresszidhoz a vizsgalt torzseknek egy, a T7 RNS-polimerazt
kodolo valtozatat is eldallitottuk. A T7 RNS-polimerdz génjének jelenléte nem okozott

szignifikans fitneszbeli kiilonbséget az MDS42 torzshoz képest (7. abra).

32



duplazédasi idé (perc)
2 NWHAOTO N
clolololololoNeNo]

| | | | | | | |
I
*

2 o“ib va o{\« ‘?:<\ &
N & o @ o
4 N & W S
» & &
@ q>®
3
O%
K\

7. abra. A fehérje tultermeld torzsek duplazodéasi ideje. A méréseket mikrotiter
lemezekben, MOPS minimal tapfolyadékban, 37 °C-on végeztiik. A hibavonalak 14
figgetlen  mérés  atlagdnak 95  %-os  konfidencia-intervallumat  jelolik.
Varianciaanalizissel p < 0,001 szintii szignifikanciat hatdroztunk meg. Minden tdrzzsel
paros t-probat végeztiink az MDS42 torzzsel 6sszehasonlitva; * p < 0,05, mig ** p < 0,01

szignifikancia szintet jeldl.

A mutécios rata méréseket az MDS42pdu ¢€s a sziiloi MDS42 torzseken kiviil a
fehérje taltermeléshez leggyakrabban hasznalt BL21(DE3), a vadtipusut MG1655 ¢€s a két
kiilonb6z6 SOS-inaktivalt MDS42 varians, az MDS42recA és MDS42lexA(S119A)
torzseken végeztiink (8. abra).

A kisérlet szerint a kiilonb6zd stresszhatdsok altalaban ndvelték a torzsek
mutacios ratajat (kivétel az MDS42recA és MDS42pdu). A toxikus ORF238 fehérje
tultermelésének volt a leglatvanyosabb a hatdsa: egyes torzseknél tobb mint 6tszordsére
novekedett a mutdciés rata. A mitomycin-C szubinhibiciés koncentracidban valo
alkalmazasa 2-3-szoros mutéacids rata novekedéshez vezetett (a BL21(DE3) és a
MDS42recA torzsek képtelenek voltak az adott koriilmények kozott ndvekedni). A GFP
tultermelés hatasa mérsékeltebb volt, altalaban 1,5-2-szeres ndvekedést okozott.

Az MDS42recA és az MDS42pdu muticios rataja egyik stresszhatdsra sem
mutatott szignifikdns novekedést. Erdekes modon az MDS42lexA(S119A) nem kovette
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Mutacios rata

ezt a viselkedést, a torzs mindhdrom stresszhatisra megndvekedett mutacios rataval
valaszolt. A vizsgalt torzsek koziil genetikailag legstabilabb az MDS42pdu: a
legalacsonyabb spontan mutacids ratat mutatta, és ez a kiilonféle stresszhatdsokra sem

nétt meg szignifikansan.
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8. abra. Kiilonféle torzsek mutacios rataja normal, illetve stresszkoriilmények kozott.
Haromféle stresszhatast alkalmaztunk: GFP tultermelése a pET-GFP plazmidrol, a
toxikus ORF238 peptid taltermelése a pSG-ORF238 plazmidrol, valamint a mitomycin-C
D rezisztencidn alapuld fluktudcios teszttel végeztiik, a hibavonalak hirom fiiggetlen
mérés atlagdnak 95 %-os konfidencia-intervallumat jelolik. A BL21(DE3) ¢és
MDS42recA torzsek 0,1 pg/ml mitomycin-C  jelenlétében nem néttek  fel.
Varianciaanalizissel p < 0,0001 szintli szignifikanciat hataroztunk meg. Minden torzzsel
paros t-probat végeztiink a megfeleld6 MDS42pdu torzzsel 6sszehasonlitva, * p < 0,05, **

p <0,01, mig *** p < 0,001 szignifikancia szintet jelol.
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Mutacios rata
(mutacio/gén/generacio)

Szembet(ind, hogy a legelterjedtebben hasznalt BL21(DE3) torzs mutacios ratdja
hozzavetdlegesen két nagysagrenddel magasabb, mint az MDS42pdu térzsé. A kiilonbség
okanak vizsgalatdhoz meghataroztuk a BL21(DE3), MG1655, MDS42 és MDS42pdu
torzsek mutécios spektrumat cikloszerin-D rezisztens mutans sejtek cycA génjének PCR
analizisével (9. abra). A vadtipusi MG1655 térzsben a mutaciok 74 %-a pontmutécio,
24 %-a IS elem inszercid, 2 %-a delécid. A BL21(DE3) torzsben a cycA mutaciok 77 %-
at IS elem inszercid6 okozta. Tovabba, annak ellenére, hogy a BL21(DE3) térzsben
aranyaiban sokkal kevesebb volt a pontmutécio, abszolut értékben a pontmutéacios rata
t5bb mint kétszerese (2,28*107 mutacid/gén/generacié) az MG1655 torzsben mért

értéknek (9,2*10™ mutacid/gén/generacio).

1.0E-06 1 =
9.0E-07 - @ IS elem inszercidk
8.0E-07 - O Pont-mutaciok
7.0E-07 - B Deléciok

6.0E-07 -
5.0E-07 -
4.0E-07 -
3.0E-07 -
2.0E-07 -

1.0E-07 - ’:|
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9. abra. A vizsgalt E. coli torzsek spontan mutacios spektruma. Az oszlopok a PCR
analizissel vizsgalt cyCA mutansok fajtankénti (IS inszercid, pontmutacio, delécio)
eloszlasat mutatjak. A deléciok aranya (mely tul alacsony, hogy latszédjon) MG1655-ben
1,6 %, MDS42-ben 2,4 % ¢és MDS42pdu-ban 4,3 %. A BL21(DE3) vizsgalt cycA

mutansai kozott delécidt nem talaltunk.
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A cycA fluktuacids analizissel mért mutacios rata kiilonbségeket egy masik
mutacids rata mérési modszerrel is kimutattuk: az MDS42 és MDS42pdu torzsek
mutacids ratajat rifampicin rezisztencian alapuld modszerrel is megmértiik. A rifampicin
rezisztencian alapuld modszer az esszencialis rpoB gén mutacidit detektalja [121]. A
kapott értékek egybevagnak a cycA fluktuaciés mérésekkel (10. abra). Az MDS42pdu
torzs spontdn mutdcios ratdja hozzéavetdlegesen kétszer alacsonyabb volt, mint az
MDS42-¢. A toxikus ORF238 peptid tultermelése, illetve a mitomycin-C antibiotikum
jelenléte az MDS42 mutécids ratajat szignifikansan megndvelte, mig az MDS42pdu torzs

valasza sokkal mérsékeltebb volt.
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10. abra. MDS42 ¢és MDSpdu térzsek mutécidos ratdja normal, illetve kiilonféle
stresszkoriilmények kozott, rifampicin rezisztencian alapuldé modszerrel mérve. A
hibavonalak harom fliggetlen mérés atlaganak 95 %-os konfidencia-intervallumat jelolik.
Varianciaanalizissel p < 0,0001 szintli szignifikanciat hataroztunk meg. Minden torzzsel
paros t-probat végeztiink a megfeleld MDS42pdu torzzsel 6sszehasonlitva, * p < 0,05

szignifikancia szintet jeldl.
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5. 4. Az MDS42pdu torzs fokozott stabilitast biztosit egy toxikus fehérjét
expresszalo plazmid klonnak.

A genetikailag stabilizalt baktérium gazdasejt gyakorlati elényeinek demonstralasara egy
plazmid alapt mutaciodetektalasi eljarast alkalmaztunk. A pSin32 plazmid a Salmonella
enterica serovar Infantis Sinl metiltranszferaz enzimét kodolo sinIM gént indukalhato
formaban hordozza. Az M.Sinl enzim a GG(A/T)CC DNS-szekvenciak belsd citozinjat
metilalja az 5-6s pozicidban. Az igy modositott DNS az R™C szekvenciakat felismerd
McrBC endonukledz enzim szamdara hasitasi szekvenciat jelent. Az M.Sinl enzimet
expresszald plazmid képtelen fennmaradni egy mcrBC+ torzsben, mivel az E. coli
kromoszomajan bdven elég Sinl hely taldlhatdo (2874 darab), hogy azok egy része
metilalodjon, majd az McrBC altal a kromoszoma fel is hasitodjon. A jelenség alkalmat
ad arra, hogy a sinIM gén funkcioképes és mutans valtozatait egyszer(i szelekcioval
elkiilonitsiik. A pSin32 plazmidot az MDS42 (McrBC-), illetve az MG1655 (McrBC+)
torzsbe juttatjuk. El6bbi az Osszes (funkcioképes sinlM és mutans sinlM gént hordozo
plazmidoktdl szarmazd) transzformans szamat adja meg, utdbbi a mutins
(funkcioképtelen sinIM  gént hordozd plazmidoktdl szarmazo) gént hordozo
transzformansokét.

A pSin32 plazmidot transzformaltuk a BL21(DE3)mcrBC, az MDS42-T7, illetve
az MDS42pdu-T7 torzsekbe. Amig az MDS42-T7 és MDS42pdu-T7 torzsek eleve
McrBC- torzsek, addig a BL21(DE3) torzsbdl ki kellett ejteni az mcrBC gént, hogy az
képes legyen fenntartani a plazmidot. Erdekes modon az IPTG-vel indukalt M.Sinl
termelésnek mérsékelt ndvekedésgatld hatasa volt még McrBC- térzsekben is (11. abra).
Amig ez a mérsékelt toxicitds az MDS42-T7 mutécids ratajat megnovelte, addig ez a
hatds az MDS42pdu torzs esetén joval gyengébb volt (12. dbra). Mindez aldtdmasztja a
korabbi eredményeket: az MDS42pdu alacsony mutacios rataja stresszhatdsra sem mutat

szignifikans novekedést.
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11. abra. Az M.Sinl termelés toxikus hatasa. A pSin32 plazmidot hordozo MDS42-T7
(McrBC-) novekedési gorbéje IPTG-indukcid mellett és nélkiill. Az adatok 25-25

fiiggetlen kultara atlagolt O. D.s49 értékei (5 percenkénti mérés Bioscreen C automata

segitségével).
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12. abra. Nem indukalt és indukalt, M.Sinl fehérjét termeld sejtek mutacios ratdja. A
méréseket CycA fluktuacids teszttel végeztiik. A hibavonalak hirom fliggetlen mérés
atlaganak 95 %-os konfidencia-intervallumat jel6lik. Varianciaanalizissel p < 0,01 szintli
szignifikanciat hatdroztunk meg. A nem indukalt mintdk kozotti paros t-proba p = 0,077
szignifikancia szintet eredményezett, ugyanez az ért€k az indukalt mintak kozott p =

0,067 volt.

Az IPTG indukciot kovetden meghatarozott idokozonként plazmid mintakat
vettiink a gazdasejtekbdl. Az M.Sinl-inaktivalé mutéaciot szenvedett (metilalatlan)
plazmidok aranyat ugy allapitottuk meg, hogy a mintdkat mind MG1655 (McrBC+),
mind MDS42 (McrBC-) torzsbe transzformaltuk. A kétféle akceptor sejt esetleges
elektroporalhatosagi kiilonbségét ugy korrigaltuk, hogy parhuzamosan egy kontroll
plazmidot is transzformaltunk. A mutans sinl gént hordozo plazmidok aranya a
BL21(DE3) torzsben meredek emelkedést mutat, ugyanakkor az MDS42pdu-ban

gyakorlatilag véaltozatlan maradt a vizsgalt 36 o6ras intervallumban (13. abra).
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13. abra. A mutédns pSin32 plazmidok felhalmozoddésa kiilonféle gazdasejtekben. A Sinl
metiltranszferazt a pSin32 plazmidrol expresszaltattuk. Meghatarozott 1d6kozonként
plazmid mintdkat vettiink az indukalt kultirakbdl, majd a mintdkban meghataroztuk a
mutalt plazmidok aranyat. A hibavonalak harom fliggetlen mérés atlagdnak 95 %-os
konfidencia-intervallumat jeldlik. Varianciaanalizissel p < 0,005 szintli szignifikanciat
hataroztunk meg. Minden MDS42pdu-T7 mintahoz viszonyitva paros t-probat végeztiink
a megfeleld6 MDS42-T7 ¢és BL21(DE3)mcrBC mintakkal. A 10 6ras mintaktol kezdve az
0sszes MDS42pdu-T7 minta szignifikdnsan kiilonbozott a megfelelé MDS42-T7 (p <
0,01) és BL21(DE3)mcrBC mintakhoz képest (p < 0,005).

Meglepé modon a kiinduldsi (0 6rds) plazmid minta (mely eredetileg MDS42
torzsben volt fenntartva) 96,7 %-a nem transzformalta az MG1655 torzset. Ez arra utal,
hogy még egy T7 RNS-polimerazt nem kodolo torzsben is térténik némi atirodas a sinlM
génrdl, mely Sinl expresszidohoz, igy a Sinl helyek metilaciéjahoz vezet. Az eredeti
plazmidminta Sinl helyeinek metilalt allapotat az Avall endonukleaz (Sinl isoschizomer)

enzimmel szembeni védettsége bizonyitja (14. abra).
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14. abra. Az eredeti (kiindulési) pSin32 plazmid és egy MG1655 gazdat transzformald
minta emésztése Avall restrikcios endonukledz enzimmel. Az eredeti plazmid esetén az
Avall (Sinl isoschizomer) nem képes hasitani a 8 Sinl helyet tartalmazo6 plazmidot - ez a
felismerési helyek metilalt allapotara, funkcioképes M.Sinl jelenlétére utal. A mutans
plazmidot az Avall hasitja — ez a Sinl helyek metildlatlan allapotara, funkcioképtelen

M.Sinl enzimre utal.

A kiilonboz6 torzsek klonstabilitdsban mutatott kiilonbsége az IPTG-indukalt Sinl
expressziot kovetden valt kimutathatova. A transzformalést kdvetd 36. déraban (28 oraval
az IPTG indukcio utan), a BL21(DE3)mcrBC torzsbdl izolalt pSin32 plazmidok 51,7 %-a

hordozott olyan mutaciét, mely megakadalyozta a funkcioképes Sinl enzim termelddését.
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Ez az arany szignifikansan alacsonyabb volt az MDS42-T7-bdl izolalt mintaban (25,8
%). Az MDS42pdu-T7 torzsben a mutaciot szenvedett plazmidok ardnya még kisebb volt
(8,2 %) (13. abra).

Hogy az MG1655 torzset transzformald plazmidok valoban mutans SinIM gént
hordoznak (metildlatlanok), egy plazmid Avall endonukle4dz (FastDigest, Fermentas,
Vilniusz, Litvania) enzimmel tortént emésztésével is bizonyitottuk (14. abra). Tovabbi

bizonyitékot szolgaltatott 8 kiillonb6zd (pSin32-vel transzformalt MG1655 kolonidbol

crer

crer

alakult ki. A hét frameshift mutdci6 koziil hat esetben a gén elsé 125 bazisparjan beliil

alakult ki az 0 stop kodon.
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Szekvenalt

plasmid Fehérjében torténo
mintaszama DNS szekvencia mutacio valtozas

leolvasasi keret eltolodés stop kodon a 94-es

1 (-1) a 81-es pozicidban pozicioban
leolvasasi keret eltolodés stop kodon a 74-es

2 (+1) a 68-as pozicioban pozicidban
leolvasasi keret eltolodés stop kodon a 94-es

3 (-1) a 82-es pozicidoban pozicioban

A-C transzverzio a 766-0s N255T misszensz

4 pozicidban mutacio
leolvasasi keret eltolodés stop kodon a 74-es
5 (+1) a 69-es pozicioban pozicioban
leolvasasi keret eltolodés stop kodon a 755-0s
6 (+1) a 748-as pozicidban pozicidban
leolvasasi keret eltolodés stop kodon a 94-es
7 (-1) a 80-as poziciéban pozicioban
leolvasasi keret eltolodés stop kodon a 125-0s
8 (+1) a 94-es pozicidban pozicidban

3. tablazat. Kiilonb6z6 pSin32 mintakban azonositott M.Sinl funkciévesztéses mutaciok.
Osszesen nyolc olyan pSin32 plazmid mintat szekvenaltattunk, mely képes volt MG1655
torzset (McrBC+) transzformalni. Hét mintdban egy olyan leolvasasi keret eltolodasos
mutaciot talaltunk, mely Gj stop kodont hoz Iétre a sinIM génen beliill. A maradék
mintdban egy N—T aminosav cserét okozd6 A—C transzverzidt detektaltunk. A
feltiintetett nukleotid poziciokat az 1413 bp hosszisagti sinIM kodold régid elso

nukleotidjdhoz viszonyitottuk.
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A BL21(DE3)mcrBC ¢és MDS42-T7 torzsekben a mutdns plazmidok
felhalmozodasanak kézenfekvd magyardazata az Sinl metiltranszferazt expresszaléd
plazmid stresszindukalt mutagenezist és ndvekedésgatlast okozo kettds hatdsa. Az enzim
termelddése egyszerre novelte a muticios ratat, és csokkentette a novekedési iitemét.
Ezekben a lassan novekvd kultirakban idével M.Sinl-inaktivald mutaciok keletkeztek,
melyek - visszanyerve korabbi novekedési ratdjukat - gyorsan talnétték a kultira tobbi
sejtjét. Az alacsony mutdcios ratdju MDS42pdu-T7 térzsben az M.Sinl-inaktivalo
mutaciok kialakuldsahoz atlagosan tobb idére volt sziikség. A pSin32 plazmidot hordozé
MDS42-T7 ¢és MDS42pdu-T7 torzsek 50-50 fiiggetlen koldnidjanak ndvekedési
paraméterei aldtdmasztjadk ezt a megallapitast. A célszerlien valasztott O.D.sqso = 0,7
érteket az MDS42pdu-T7 torzs szignifikdnsan hosszabb 1d6 alatt érte el, mint az MDS42-
T7 (727,8, illetve 571,8 perc; p < 0,005, kétmintés t-proba).
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6. Az eredmények megvitatasa

A szintetikus biologia egyik alapvetd kihivdsa a mesterséges genetikai konstrukciokat
nem tervezett modon megvaltoztatd, az ¢l6 organizmusokra jellemzd belso
valtozékonysag és genetikai instabilitas [129]. Ahogy egyre 0sszetettebb €s bonyolultabb
szintetikus rendszereket hoznak létre, egyre nagyobb akadalyt jelent a rendszerekben
ujonnan létrejovo tulajdonsagok megjelenése €s szelektalodasa. Ebbdl a megfontolasbol a
gazdaszervezet vagy szintetikus biologiai vaz genetikai stabilitdsanak javitasa egy

indokolt célkitiizés.

6. 1. Az indukalhato DNS-polimerazok hianyanak hatasa a spontan
mutacios ratara

Csoportunk korabban bemutatta a mobilis genetikai elemek elimindlasabol szarmazo
genomstabilizacié néhany elényds tulajdonsdgat bizonyos klonozasi alkalmazasokban
[38, 40]. Céljaink kozott szerepelt, hogy ezt a stabilizacids hatast fokozzuk. A mutacios
rata csokkentésének lehetséges modja lehetne a dnak (Pol III alegységet kodolo) gén egy
un. antimutator alléljanak bevitele. Kordbbi munkdk 5-30-szoros mutacids rata
csOkkenést jeleztek antimutator torzsekben [130]. Késdbb kimutattak, hogy ezekben a
DnaE antimutéatorokban a sejt altaldnos (Pol III) DNS-polimeraz enzime hatékonyabban
zéarja ki a nagy hibaszdzaléki DNS-polimerazokat a DNS szintézis helyeirdl a kettds
szalu genomtoréshez kapcesolt, stressz-indukalt mutagenezis soran [131]. Ez azt sugallja,
hogy az indukalhat6 DNS-polimerazok eliminalasa reprodukalnd az antimutator hatast.
Egy masik megkdzelitése a genomstabilizalasnak az SOS-valasz teljes kiiktatasa.
Ezt az alternativat is megvizsgaltuk kisérleteink soran, létrehoztuk az MDS42recA ¢és
MDS421exA(S119A) torzseket, azonban a spontan mutacios rata legfeljebb kismértékii
csokkenést mutatott. Ennek a megkdzelitésnek egy tovabbi hatranya, hogy a RecA enzim
sejtfiziologiaban betoltott kdzponti szerepe miatt [132] nem kivant pleiotrép hatasok is
kialakulhatnak a RecA-hidnyos sejtben. Erre példa lehet, hogy az MDS42recA torzs
megnovekedett érzékenységet mutat a mitomycin-C antibiotikummal szemben,

feltehet6leg az elégtelen hibajavitasi aktivitas miatt. Az MDS42lexA(S119A) torzs, amely
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a LexA represszor fehérjének egy nem hasithat6d valtozatat hordozza, szignifikinsan nem
csokkentette a mutacios ratat a vizsgalt koriilmények kozott. A recA és lexA mutaciok
elhanyagolhat6 hatasat az indukalhato6 DNS-polimeraz enzimek viszonylagos SOS-
fliggetlenségével lehet magyardzni: egyrészt az enzimek stresszmentes sejtekben is jelen
vannak, masrészt a szintjiket nem kizardlagosan az SOS-valasz, hanem szadmos
stresszhatas is fokozhatja (2. abra) [58].

Az emlitett megkdzelitések elvetése, illetve kiprobalasa utan a sejt indukalhatd
stratégianknak. Az indukalhat6 DNS-polimerdz enzimek mutacids ratdra gyakorolt
hatasat tobb munkacsoport is kutatta mar kiilonb6zé E. coli torzsekben, kiilonbozo
mutacids rata mérési modszerekkel. Eredményeinket aldtdmasztja egy korabbi munka,
ahol kimutattak, hogy a dinB gén delécidja szignifikansan csokkenti a frameshift és
szubsztiticios muticiokat egy Lac™ reverzids, valamint egy rifampicin rezisztencia
tesztben [133]. Egy masik tanulmanyban a Pol V delécidja novekedésfiiggd Arg'
revertansok szadmanak csokkenéséhez vezetett [134]. Egy késébbi munkéaban kimutattak,
hogy ciprofloxacin jelenlétében a posztexpoziciés mutansok szama latvanyosan csokkent,
amikor mindharom indukalhaté polimerazt kiejtettek [96].

Kisérleteink soran a D-cikloszerin rezisztencian alapuld fluktuacios analizissel
[71], melyet néhany esetben rifampicin rezisztencian alapuld méréssel tdmasztottunk ala,
részletesen szamszertsitettilk az indukélhat6 DNS-polimerazok egyenkénti €s egylittes
hatdsat a mutacios ratara normdl (stresszmentes) allapotban, valamint kiilonféle
stresszkoriilmények kozott. Kimutattuk, hogy stresszmentes koriilmények kozott mind a
harom indukélhatdé DNS-polimerdz egyenkénti kiejtése szignifikdnsan csokkenti a
spontan mutacios ratat. A ApolB és AdinB deléciok kombinalasaval a hatas additiv volt -
ez a két polimeraz egymastol fliggetlen mitkodésére utal. Ezzel szemben, amikor a
AumuDC deléciot kombinaltuk barmelyik masik polimeraz delécidoval, nem
tapasztaltunk tovabbi csokkenést a mutacids ratdban. Ez az eredmény az umuDC és a
masik két DNS-polimeraz gén, illetve azok produktumainak kdlcsonhatésara utal. Ezt a
jelenséget korabban is tapasztaltak mar AdinB és AumuDC esetén, azonban a feltételezett

kolcsonhatés részleteiben még nem ismert [135].
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6. 2. Stresszkoriilmények mutacios ratara gyakorolt hatasa

A legnagyobb mértékii mutacios ratabeli kiillonbség az MDS42 és MDS42pdu térzsek
kozott kiillonbozd stresszkoriilmények kozott volt kimutathatd. Az SOS-valaszt beinditd
mitomycin-C szubinhibicios koncentracioja, a nem toxikus GFP fehérje, illetve az erésen
toxikus ORF238 hidrofob fehérje tultermelése mind szignifikdnsan novelte az MDS42
torzs mutacios ratajat. Hasonlo koriilmények kozott az MDS42pdu torzs mutacios rataja
stabil volt, szignifikansan nem valtozott. Figyelemre mélto, hogy az dsszes vizsgalt torzs
koziil a leggyakrabban hasznalt fehérjetultermeld torzs, a BL21(DE3) spontdn mutécids
ratdja volt a legmagasabb, rdadasul a kiilonb6zd stresszhatdsokra is ennek a torzsnek
emelkedett a legnagyobb mértékben a mutagenitdsa. A toxikus ORF238 fehérje
tultermelésekor a BL21(DE3) és MDS42pdu torzsek mutécios ratdja kdzott majdnem két
nagysagrendbeli kiilonbség volt. A BL21(DE3) torzs emelkedett mutécios rataja foként a

fokozott mértékii IS elem inszercidonak tulajdonithato.

6. 3. Az indukalhaté DNS-polimerazok hianyanak hatasa a fehérje
tultermelésre

Az MDS42pdu torzs gyakorlati alkalmazasi eldnyét sikeriilt kimutatnunk egy
fehérjetermelési kisérletben. Ennek soran a Sinl metiltranszferaz enzimet egy indukalhat6
plazmid konstrukciorol expresszaltattuk. Az M.Sinl enzim felismerdhelyén 5-
metilcitozinokat alakit ki a DNS-ben, igy hasitohelyeket hoz 1étre az McrBC endonukledz
szamara, emiatt az McrBC" sejtek életképtelenek lesznek. McrBC™ sejtekben a metilacio
nem letalis, azonban ilyenkor is a novekedés gatlasat tapasztaltuk. Amikor kiilonféle
McrBC  torzsekben expresszaltattuk a metiltranszferazt, azt tapasztaltuk, hogy a
plazmidon hordozott sinIM gén haromszor kisebb frekvenciaval szenvedett
funkciovesztéses mutaciot, mint az MDS42 térzsben, és 6tszor kisebb frekvenciaval, mint
a BL21(DE3)mcrBC torzsben. Figyelemre méltd, hogy a BL21(DE3) térzsben minddssze
16 ora expressziot kovetden a plazmidokon kodolt sinIM gének kozel fele
funkcidvesztéses mutaciot hordozott.

Az M.Sinl enzimet expresszald kulturakban kialakulé mutalt klonok meglepden

magas aranyat kizadrélagosan nem magyarazza a stresszindukalt mutagenezis folyamata.
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A gazdasejt mutacios rata értéke (nagysagrendben 10 mutécié/gén/generacid) nem elég
magas, hogy ilyen dramai hatasa legyen. A tapasztalt jelenség sokkal inkabb a toxikus
gént hordozd plazmid novekedésgatld hatasanak koszonhetd. Az események sorrendje
vélhetden a kovetkezd: amikor a toxikus gén expresszidjat indukaljuk, a sejt novekedés
lelassul. Ezzel egy id6ben, a stressz hatasdra a mutacios rata megemelkedik. Mihelyst
keletkezik egy olyan mutans a plazmid populacidban, amely nem képes a toxikus fehérjét
termelni, a gazdasejt képes lesz folytatni a normdl novekedést, és igy a kultraban
dominansséa valik. Az alacsony muticios rataju MDS42pdu-ban az inaktivalé mutdnsok
megjelenése hosszabb idot vesz igénybe, igy a sejtek tovabb képesek produkalni a

funkcioképes toxikus fehérjét.

6. 4. Az MDS42pdu torzs elonyeinek szamszeriisitése

Az MDS42pdu torzs eldnyét a sziiléi MDS42 vagy a BL21(DE3) térzzsel szemben nehéz
pontosan szamszeriisiteni, mivel egyrészt a mutagenezis folyamata sztochasztikus,
masrészt a taltermelés fitnesz koltségérél nehéz pontos adatokat nyerni. Mindenesetre a
toxikus ORF238 termelése soran mért adatok segitségével egy megkozelitd becslést lehet
adni az elényrdl. El6szor feltételezziik, hogy a novekedés elején a populdcidoban nincsen
inaktivalt mutans. Ebben a korai fazisban, ha a populacié exponencialis fazisba keriil,
csak 1d0 kérdése, hogy 1étrejdjjon egy inaktivald mutans. Ez az iddpont az in. mutacios
készlettdl fiigg - ez a populacid méretének €s mutacids ratijanak szorzata. Habar ez az
érték biztosan alacsonyabb az MDS42pdu torzs esetén barmennyi generaciot kdvetden, a
mutagenezis sztochasztikus mivolta miatt biztosan csak annyit allithatunk, hogy a
torzsnek 25-szor kisebb esélye van elszenvedni az elsd inaktivald muticiot, mint a
BL21(DE3) torzsnek. Adataink alapjan az MDS42pdu-nak 4,64-el tobb generaciora van
sziiksége (logy25) a novekedés soran, mint a BL21(DE3)-nak, hogy egy ilyen mutéacid
bekovetkezzen. Természetesen ezek az értékek fluktudcionak vannak kitéve. Az elso
inaktivaldo mutans kialakulasat kovetéen a kultira egy kovetkezd fazisba 1ép, amikor a
mutansok ardnya a populacion beliil linedrisan névekedni kezd. Ennek a ndvekedésnek a
meredeksége ardnyos a mutdcids rataval, amely még mindig 25-szér kisebb az

MDS42pdu esetében. Az inducer (IPTG) hozzaadéasaval termelddni kezd a fehérje és
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megkezdddik az wutols6 fazis, amikor az inaktivalt mutansok szubpopulacioja
exponencialisan terjed. Ha feltételezziik, hogy a fehérjetultermelés mindkét térzs esetén
ugyanolyan fitnesz koltséggel jar, akkor nyilvanvald, hogy a mutdns sejtek kisebb aranya
az MDS42pdu kultiraban a ndvesztés végéig megmarad, illetve maga a helyes
fehérjeexpresszio is késobb all le.

Abban az esetben, amikor az inducert (IPTG) hamarabb adjuk a kultirdkhoz, mint
miel6tt a kultardkban megjelennének az inaktivalé mutansok, az MDS42pdu torzs elénye
még jelentdsebb lesz. Ebben az esetben mind a fehérjetiltermelés okozta stresszhatas,
mind a folyamatos sejtszamgyarapodas noveli a mutacids készletet, amig meg nem
jelenik az elsd, termelésben gatolt sejt. Ekkor a populacioban a nemtermeld sejtek
exponencialis médon terjedni kezdenek. Mivel - adataink alapjan - a toxikus ORF238
fehérje tultermelésekor az MDS42pdu a BL21(DE3)-hoz képest 59-szer alacsonyabb
mutacios ratat mutat, az els6 inaktivalé mutacié megjelenése varhatdéan 5,88 generacioval
késobb (log,59) kovetkezik be. Ahogyan az elsé esetben, ekkor is hosszabb ideig
termelddik a helyes fehérje az expresszio, illetve a novekedés ledllasaig.

A bemutatott példa alapjan az MDS42pdu sejtek korai, az elsd inaktivald mutécio
elotti indukaléasa jelenti a legnagyobb elonyt a helyes fehérje taltermelése szempontjabol.
Ez annak koszonhetd, hogy a két torzs fehérjetultermelés altal eldidézett mutacids
ratabeli kiilonbsége nagyobb, mint a két torzs spontdn mutacios rataja kozotti kiilonbség.
Mivel azonban az ipari fermentorokban az indukcié idején meglehetdsen magas mar a
sejtszam, ezért ez a fajta indukcid nagy valoszinliséggel ipari méretekben technikailag
kivitelezhetetlen. Hangsulyozand6 tovabba, hogy ez a leegyszerisitett modell tobb
tényez6t nem vesz figyelembe. Ilyen példaul az indukdlatlan promoéter un. szivargasa,
amely egy enyhébb stresszindukalt mutagenezist okozhat, ezéltal plusz elényben
részesitve az MDS42pdu-t még az indukcio eldtt. Masfeldl nem egyértelmii, hogy egy
specifikus terméknek a taltermelése ugyanolyan fitnesz koltséget jelent minden torzs
szamara. Ebbdl kifolydlag, habar nagy valdszinliséggel szignifikdnsan novelhetd a helyes
fehérjetermelés mértéke az MDS42pdu segitségével, az elény mértéke a konkrét

term¢ektol fliggden valtozo lehet.
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6. 5. Gyakorlati kovetkeztetések

Az ¢l6 gazdasejtben fenntartott szintetikus genetikai konstrukciok mutécidja és
inaktivacidja egy olyan, gyakran mell6zott probléma, mely sulyos problémakat okozhat
kiilonféle szintetikus bioldgiai, molekularis bioldgiai vagy biotechnologiai feladatok
elvégzése soran. Egy génproduktum, amely toxikus vagy metabolikus terhet jelent a
gazdasejt szamdra, olyan evollcios erét idéz eld, amely a ndvekedésgatld hatas alol
felszabaditd6 mutansok szelekcidjara iranyul. Egy megnovelt genetikai stabilitast
gazdasejt (szintetikus bioldgiai vaz = chassis) elonyds lehet az ilyen konstrukciok stabil
fenntartasaban. Azaltal, hogy a nagy hibaszazaléki DNS-polimerdzokat kiejtettilk a
mobilis genetikai elemektdl mentes MDS42 torzsbol, egy klonozésos feladatokban eleve
eldny0s torzs stabilitdsat sikeriilt tovabb javitani. Az igy 1étrejovo MDS42pdu torzsnek
szignifikansan stabilizalo hatasa volt egy toxikus fehérjét expresszalo klonra. Ez a nagy
fidelitast, kisebb genetikai variabilitdst engedd torzs széleskorli felhasznalast nyerhet a

terapias DNS-termeléstdl a hosszl tavi, folyamatos fermentacios eljarasokig.

50



Koszonetnyilvanitas

Szeretném megkoszonni témavezetomnek, Dr. Poésfai Gyorgynek a problémakor
felvetését, tobb évre visszanytld szakmai irdnyitasat és tanitdsat, szamtalan Otletét és
hasznos tandcsait, a kézirat megirasaban nyujtott segitségét, valamint a nyugodt és stabil
munkakdrnyezet megteremtését.

Halas koszonettel tartozom a Genommérnoki Csoport Osszes jelenlegi €és volt
tagjanak: Dr. Balik6 Gabriella, Dr. Cseh Botond, Draskovits Gabor, Dr. Fehér Tamas, Dr.
Gy6rfy Zsuzsanna, Karcagi Il1diké, Nyerges Akos, Szalkanovics Gaborné, Timar Edit,
Tuboly Csaba, Dr. Umenhoffer Kinga, Vagvolgyi Anna, Vernyik Viktor. A csoport
barmely tagjahoz mindig fordulhattam kérdéssel, kéréssel. Mindig szamithattam ra, hogy
kiveszik a lemezeimet ha elutaztam. Kiilon koszonom Dr. Fehér Tamdasnak a szdmtalan
kérdésemre adott valaszt, nagyon sokat tanultam téle.

Koszonettel tartozom Dr. Kiss Antalnak a pSin32 plazmiddal kapcsolatos
kisérletek soran nyujtott segitségéért, hasznos tanacsaiért.

Ko6szondm Dr. Frederick R. Blattnernek és Dr. John W. Campbellnek a munkam
sordn nyujtott segitséget.

Végiil koszonom csaladomnak a példamutatéast és timogatast.

51



Szakirodalmi hivatkozasok:

10.

1.

12.

13.

14.

Neidhardt FC EiC, R. Curtiss III, J. L. Ingraham, E. C. C. Lin, K. B. Low, B.
Magasanik, W. S. Reznikoff, M. Riley, M. Schaechter, and H. E. Umbarger
(eds.): Escherichia coli and Salmonella typhimurium: Cellular and Molecular
Biology Washington, D.C.: American Society for Microbiology; 1996.

Eckburg PB, Bik EM, Bernstein CN, Purdom E, Dethlefsen L, Sargent M, Gill
SR, Nelson KE, Relman DA: Diversity of the human intestinal microbial flora.
Science 2005, 308(5728):1635-1638.

Bentley R, Meganathan R: Biosynthesis of vitamin K (menaquinone) in
bacteria. Microbiol Rev 1982, 46(3):241-280.

Hudault S, Guignot J, Servin AL: Escherichia coli strains colonising the
gastrointestinal tract protect germfree mice against Salmonella typhimurium
infection. Gut 2001, 49(1):47-55.

Orskov I, Orskov F, Jann B, Jann K: Serology, chemistry, and genetics of O
and K antigens of Escherichia coli. Bacteriol Rev 1977, 41(3):667-710.
Escherich T: The intestinal bacteria of the neonate and breast-fed infant.
1884. Rev Infect Dis 1988, 10(6):1220-1225.

Bachmann BJ: Pedigrees of some mutant strains of Escherichia coli K-12.
Bacteriol Rev 1972, 36(4):525-557.

Blattner FR, Plunkett G, 3rd, Bloch CA, Perna NT, Burland V, Riley M, Collado-
Vides J, Glasner JD, Rode CK, Mayhew GF et al: The complete genome
sequence of Escherichia coli K-12. Science 1997, 277(5331):1453-1462.

Perna NT, Plunkett G, 3rd, Burland V, Mau B, Glasner JD, Rose DJ, Mayhew
GF, Evans PS, Gregor J, Kirkpatrick HA et al: Genome sequence of
enterohaemorrhagic Escherichia coli O157:H7. Nature 2001, 409(6819):529-
533.

Welch RA, Burland V, Plunkett G, 3rd, Redford P, Roesch P, Rasko D, Buckles
EL, Liou SR, Boutin A, Hackett J et al: Extensive mosaic structure revealed by
the complete genome sequence of uropathogenic Escherichia coli. Proc Natl
Acad Sci U S A 2002, 99(26):17020-17024.

Rasko DA, Rosovitz MJ, Myers GS, Mongodin EF, Fricke WF, Gajer P, Crabtree
J, Sebaihia M, Thomson NR, Chaudhuri R et al: The pangenome structure of
Escherichia coli: comparative genomic analysis of E. coli commensal and
pathogenic isolates. J Bacteriol 2008, 190(20):6881-6893.

Juhas M, van der Meer JR, Gaillard M, Harding RM, Hood DW, Crook DW:
Genomic islands: tools of bacterial horizontal gene transfer and evolution.
FEMS Microbiol Rev 2009, 33(2):376-393.

Touchon M, Hoede C, Tenaillon O, Barbe V, Baeriswyl S, Bidet P, Bingen E,
Bonacorsi S, Bouchier C, Bouvet O et al: Organised genome dynamics in the
Escherichia coli species results in highly diverse adaptive paths. PLoS Genet
2009, 5(1):e1000344.

Lukjancenko O, Wassenaar TM, Ussery DW: Comparison of 61 sequenced
Escherichia coli genomes. Microb Ecol 2010, 60(4):708-720.

52



15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

Willenbrock H, Hallin PF, Wassenaar TM, Ussery DW: Characterization of
probiotic Escherichia coli isolates with a novel pan-genome microarray.
Genome Biol 2007, 8(12):R267.

Lederberg J, Tatum EL: Gene recombination in Escherichia coli. Nature 1946,
158(4016):558.

Jacob F, Monod J: Genetic regulatory mechanisms in the synthesis of proteins.
J Mol Biol 1961, 3:318-356.

Denamur E, Matic I: Evolution of mutation rates in bacteria. Mol Microbiol
2006, 60(4):820-827.

Endy D: Foundations for engineering biology. Nature 2005, 438(7067):449-
453.

Prather KL, Edmonds MC, Herod JW: Identification and characterization of
IS1 transposition in plasmid amplification mutants of E. coli clones
producing DNA vaccines. Appl Microbiol Biotechnol 2006, 73(4):815-826.
Binns M: Contamination of DNA database sequence entries with Escherichia
coli insertion sequences. Nucleic Acids Res 1993, 21(3):779.

Astua-Monge G, Lyznik A, Jones V, Mackenzie SA, Vallejos CE: Evidence for a
prokaryotic insertion-sequence contamination in eukaryotic sequences
registered in different databases. Theor Appl Genet 2002, 104(1):48-53.

Chou CP: Engineering cell physiology to enhance recombinant protein
production in Escherichia coli. Appl Microbiol Biotechnol 2007, 76(3):521-532.
Gao H, Zhuo Y, Ashforth E, Zhang L: Engineering of a genome-reduced host:
practical application of synthetic biology in the overproduction of desired
secondary metabolites. Protein Cell 2010, 1(7):621-626.

Andrianantoandro E, Basu S, Karig DK, Weiss R: Synthetic biology: new
engineering rules for an emerging discipline. Mol Syst Biol 2006, 2:2006 0028.
Arbabi-Ghahroudi M, Tanha J, MacKenzie R: Prokaryotic expression of
antibodies. Cancer Metastasis Rev 2005, 24(4):501-519.

Baneyx F: Recombinant protein expression in Escherichia coli. Curr Opin
Biotechnol 1999, 10(5):411-421.

Jana S, Deb JK: Strategies for efficient production of heterologous proteins in
Escherichia coli. Appl Microbiol Biotechnol 2005, 67(3):289-298.

Jarboe LR, Zhang X, Wang X, Moore JC, Shanmugam KT, Ingram LO:
Metabolic engineering for production of biorenewable fuels and chemicals:
contributions of synthetic biology. J Biomed Biotechnol 2010, 2010:761042.
Meagher RB, Tait RC, Betlach M, Boyer HW: Protein expression in E. coli
minicells by recombinant plasmids. Cell 1977, 10(3):521-536.

Sorensen HP, Mortensen KK: Advanced genetic strategies for recombinant
protein expression in Escherichia coli. J Biotechnol 2005, 115(2):113-128.
Terpe K: Overview of bacterial expression systems for heterologous protein
production: from molecular and biochemical fundamentals to commercial
systems. Appl Microbiol Biotechnol 2006, 72(2):211-222.

Cebolla A, Royo JL, De Lorenzo V, Santero E: Improvement of recombinant
protein yield by a combination of transcriptional amplification and
stabilization of gene expression. Appl Environ Microbiol 2002, 68(10):5034-
5041.

53



34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

45.

46.

47.

48.

49.

50.

Chevalet L, Robert A, Gueneau F, Bonnefoy JY, Nguyen T: Recombinant
protein production driven by the tryptophan promoter is tightly controlled
in ICONE 200, a new genetically engineered E. coli mutant. Biotechnol Bioeng
2000, 69(4):351-358.

Ferrer-Miralles N, Domingo-Espin J, Corchero JL, Vazquez E, Villaverde A:
Microbial factories for recombinant pharmaceuticals. Microb Cell Fact 2009,
8:17.

Chou CH, Bennett GN, San KY: Genetic manipulation of stationary-phase
genes to enhance recombinant protein production in Escherichia coli.
Biotechnol Bioeng 1996, 50(6):636-642.

Mizoguchi H, Mori H, Fujio T: Escherichia coli minimum genome factory.
Biotechnol Appl Biochem 2007, 46(Pt 3):157-167.

Posfai G, Plunkett G, 3rd, Feher T, Frisch D, Keil GM, Umenhoffer K,
Kolisnychenko V, Stahl B, Sharma SS, de Arruda M et al: Emergent properties
of reduced-genome Escherichia coli. Science 2006, 312(5776):1044-1046.

Lee JH, Sung BH, Kim MS, Blattner FR, Yoon BH, Kim JH, Kim SC: Metabolic
engineering of a reduced-genome strain of Escherichia coli for L-threonine
production. Microb Cell Fact 2009, 8:2.

Umenhoffer K, Feher T, Baliko G, Ayaydin F, Posfai J, Blattner FR, Posfai G:
Reduced evolvability of Escherichia coli MDS42, an IS-less cellular chassis
for molecular and synthetic biology applications. Microb Cell Fact 2010, 9:38.
Sniegowski P: Evolution: constantly avoiding mutation. Curr Biol 2001,
11(22):R929-931.

Aravind L, Walker DR, Koonin EV: Conserved domains in DNA repair
proteins and evolution of repair systems. Nucleic Acids Res 1999, 27(5):1223-
1242.

Drake JW: A constant rate of spontaneous mutation in DNA-based microbes.
Proc Natl Acad Sci U S A 1991, 88(16):7160-7164.

Drake JW, Charlesworth B, Charlesworth D, Crow JF: Rates of spontaneous
mutation. Genetics 1998, 148(4):1667-1686.

Matic I, Radman M, Taddei F, Picard B, Doit C, Bingen E, Denamur E, Elion J:
Highly variable mutation rates in commensal and pathogenic Escherichia
coli. Science 1997, 277(5333):1833-1834.

LeClerc JE, Li B, Payne WL, Cebula TA: High mutation frequencies among
Escherichia coli and Salmonella pathogens. Science 1996, 274(5290):1208-
1211.

Oliver A, Canton R, Campo P, Baquero F, Blazquez J: High frequency of
hypermutable Pseudomonas aeruginosa in cystic fibrosis lung infection.
Science 2000, 288(5469):1251-1254.

Taddei F, Radman M, Maynard-Smith J, Toupance B, Gouyon PH, Godelle B:
Role of mutator alleles in adaptive evolution. Nature 1997, 387(6634):700-702.
Cox EC, Horner DL: DNA sequence and coding properties of mutD(dnaQ) a
dominant Escherichia coli mutator gene. J Mol Biol 1986, 190(1):113-117.
Kornberg T, Gefter ML: Deoxyribonucleic acid synthesis in cell-free extracts.
IV. Purification and catalytic properties of deoxyribonucleic acid polymerase
I11. J Biol Chem 1972, 247(17):5369-5375.

54



51.

52.

53.

54.

55.

56.

57.

38.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

Hsieh P: Molecular mechanisms of DNA mismatch repair. Mutat Res 2001,
486(2):71-87.

Van Houten B, Croteau DL, DellaVecchia MJ, Wang H, Kisker C: 'Close-fitting
sleeves': DNA damage recognition by the UvrABC nuclease system. Mutat
Res 2005, 577(1-2):92-117.

Tsai-Wu JJ, Liu HF, Lu AL: Escherichia coli MutY protein has both N-
glycosylase and apurinic/apyrimidinic endonuclease activities on A.C and
A.G mispairs. Proc Natl Acad Sci U S A 1992, 89(18):8779-8783.

Bhagwat AS, Lieb M: Cooperation and competition in mismatch repair: very
short-patch repair and methyl-directed mismatch repair in Escherichia coli.
Mol Microbiol 2002, 44(6):1421-1428.

Nowosielska A: Bacterial DNA repair genes and their eukaryotic
homologues: 5. The role of recombination in DNA repair and genome
stability. Acta Biochim Pol 2007, 54(3):483-494.

Schofield MJ, Hsieh P: DNA mismatch repair: molecular mechanisms and
biological function. Annu Rev Microbiol 2003, 57:579-608.

Giraud A, Matic I, Tenaillon O, Clara A, Radman M, Fons M, Taddei F: Costs
and benefits of high mutation rates: adaptive evolution of bacteria in the
mouse gut. Science 2001, 291(5513):2606-2608.

Foster PL: Stress-induced mutagenesis in bacteria. Crit Rev Biochem Mol Biol
2007, 42(5):373-397.

Radman M: SOS repair hypothesis: phenomenology of an inducible DNA
repair which is accompanied by mutagenesis. Basic Life Sci 1975, 5A:355-367.
Janion C: Inducible SOS response system of DNA repair and mutagenesis in
Escherichia coli. Int J Biol Sci 2008, 4(6):338-344.

Hengge-Aronis R: Signal transduction and regulatory mechanisms involved
in control of the sigma(S) (RpoS) subunit of RNA polymerase. Microbiol Mol
Biol Rev 2002, 66(3):373-395, table of contents.

Rosen R, Ron EZ: Proteome analysis in the study of the bacterial heat-shock
response. Mass Spectrom Rev 2002, 21(4):244-265.

Magnusson LU, Farewell A, Nystrom T: ppGpp: a global regulator in
Escherichia coli. Trends Microbiol 2005, 13(5):236-242.

Kornberg A, Rao NN, Ault-Riche D: Inorganic polyphosphate: a molecule of
many functions. Annu Rev Biochem 1999, 68:89-125.

Tippin B, Pham P, Goodman MF: Error-prone replication for better or worse.
Trends Microbiol 2004, 12(6):288-295.

Shee C, Gibson JL, Darrow MC, Gonzalez C, Rosenberg SM: Impact of a stress-
inducible switch to mutagenic repair of DNA breaks on mutation in
Escherichia coli. Proc Natl Acad Sci U S A 2011, 108(33):13659-13664.
Andersson DI, Koskiniemi S, Hughes D: Biological roles of translesion
synthesis DNA polymerases in eubacteria. Mol Microbiol 2010, 77(3):540-548.
Tsui HC, Feng G, Winkler ME: Negative regulation of mutS and mutH repair
gene expression by the Hfq and RpoS global regulators of Escherichia coli K-
12. J Bacteriol 1997, 179(23):7476-7487.

Naas T, Blot M, Fitch WM, Arber W: Insertion sequence-related genetic
variation in resting Escherichia coli K-12. Genetics 1994, 136(3):721-730.

55



70.

71.

72.

73.

74.

75.

76.

77.

78.

79.

80.

81.

82.

3.

LaRossa RA: Mutant selections linking physiology, inhibitors, and genotypes.
In: Escherichia coli and Salmonella typhimurium: Cellular and Molecular
Biology. Edited by Neidhardt FCEiC, R. Curtiss III, J. L. Ingraham, E. C. C. Lin,
K. B. Low, B. Magasanik, W. S. Reznikoff, M. Riley, M. Schaechter, and H. E.
Umbarger (eds), vol. 2. Washington, D.C.: American Society for Microbilogy;
1996: 2527-2587.

Feher T, Cseh B, Umenhoffer K, Karcagi I, Posfai G: Characterization of cycA
mutants of Escherichia coli. An assay for measuring in vivo mutation rates.
Mutat Res 2006, 595(1-2):184-190.

Luria SE, Delbruck M: Mutations of Bacteria from Virus Sensitivity to Virus
Resistance. Genetics 1943, 28(6):491-511.

Rood JI, Sneddon MK, Morrison JF: Instability in tyrR strains of plasmids
carrying the tyrosine operon: isolation and characterization of plasmid
derivatives with insertions or deletions. J Bacteriol 1980, 144(2):552-559.
Kumar PK, Maschke HE, Friehs K, Schugerl K: Strategies for improving
plasmid stability in genetically modified bacteria in bioreactors. Trends
Biotechnol 1991, 9(8):279-284.

Amster O, Salomon D, Zamir A: A cloned immunoglobulin cDNA fragment
enhances transposition of IS elements into recombinant plasmids. Nucleic
Acids Res 1982, 10(15):4525-4542.

Forns X, Bukh J, Purcell RH, Emerson SU: How Escherichia coli can bias the
results of molecular cloning: preferential selection of defective genomes of
hepatitis C virus during the cloning procedure. Proc Natl Acad Sci U S A
1997, 94(25):13909-13914.

Durfee T, Nelson R, Baldwin S, Plunkett G, 3rd, Burland V, Mau B, Petrosino JF,
Qin X, Muzny DM, Ayele M et al: The complete genome sequence of
Escherichia coli DH10B: insights into the biology of a laboratory workhorse.
J Bacteriol 2008, 190(7):2597-2606.

Kovarik A, Matzke MA, Matzke AJ, Koulakova B: Transpesition of IS10 from
the host Escherichia coli genome to a plasmid may lead to cloning artefacts.
Mol Genet Genomics 2001, 266(2):216-222.

Hall BG: Activation of the bgl operon by adaptive mutation. Mol Biol Evol
1998, 15(1):1-5.

Baum EZ, Bebernitz GA, Gluzman Y: Isolation of mutants of human
immunodeficiency virus protease based on the toxicity of the enzyme in
Escherichia coli. Proc Natl Acad Sci U S A 1990, 87(14):5573-5577.

Blumenthal RM, Cotterman MM: Isolation of mutants in a DNA
methyltransferase through mcrB-mediated restriction. Gene 1988, 74(1):271-
273.

Quillardet P, Rouffaud MA, Bouige P: DNA array analysis of gene expression
in response to UV irradiation in Escherichia coli. Res Microbiol 2003,
154(8):559-572.

Fernandez De Henestrosa AR, Ogi T, Aoyagi S, Chafin D, Hayes JJ, Ohmori H,
Woodgate R: Identification of additional genes belonging to the LexA regulon
in Escherichia coli. Mol Microbiol 2000, 35(6):1560-1572.

56



&4.

85.

86.

87.

88.

89.

90.

91.

92.

93.

94.

95.

96.

97.

Wade JT, Reppas NB, Church GM, Struhl K: Genomic analysis of LexA
binding reveals the permissive nature of the Escherichia coli genome and
identifies unconventional target sites. Genes Dev 2005, 19(21):2619-2630.
Reuven NB, Arad G, Maor-Shoshani A, Livneh Z: The mutagenesis protein
UmuC is a DNA polymerase activated by UmuD', RecA, and SSB and is
specialized for translesion replication. J Biol Chem 1999, 274(45):31763-
31766.

Bonner CA, Randall SK, Rayssiguier C, Radman M, Eritja R, Kaplan BE,
McEntee K, Goodman MF: Purification and characterization of an inducible
Escherichia coli DNA polymerase capable of insertion and bypass at abasic
lesions in DNA. J Biol Chem 1988, 263(35):18946-18952.

Tang M, Pham P, Shen X, Taylor JS, O'Donnell M, Woodgate R, Goodman MF:
Roles of E. coli DNA polymerases IV and V in lesion-targeted and untargeted
SOS mutagenesis. Nature 2000, 404(6781):1014-1018.

Wagner J, Gruz P, Kim SR, Yamada M, Matsui K, Fuchs RP, Nohmi T: The
dinB gene encodes a novel E. coli DNA polymerase, DNA pol IV, involved in
mutagenesis. Mol Cell 1999, 4(2):281-286.

Napolitano R, Janel-Bintz R, Wagner J, Fuchs RP: All three SOS-inducible
DNA polymerases (Pol II, Pol IV and Pol V) are involved in induced
mutagenesis. EMBO J 2000, 19(22):6259-6265.

Frisch RL, Su Y, Thornton PC, Gibson JL, Rosenberg SM, Hastings PJ: Separate
DNA Pol II- and Pol 1V-dependent pathways of stress-induced mutation
during double-strand-break repair in Escherichia coli are controlled by
RpoS. J Bacteriol 2010, 192(18):4694-4700.

Wagner J, Etienne H, Janel-Bintz R, Fuchs RP: Genetics of mutagenesis in E.
coli: various combinations of translesion polymerases (Pol II, IV and V) deal
with lesion/sequence context diversity. DNA Repair (Amst) 2002, 1(2):159-167.
Gerdes SY, Scholle MD, Campbell JW, Balazsi G, Ravasz E, Daugherty MD,
Somera AL, Kyrpides NC, Anderson I, Gelfand MS et al: Experimental
determination and system level analysis of essential genes in Escherichia coli
MG1655. J Bacteriol 2003, 185(19):5673-5684.

Yeiser B, Pepper ED, Goodman MF, Finkel SE: SOS-induced DNA
polymerases enhance long-term survival and evolutionary fitness. Proc Natl
Acad Sci U S A 2002, 99(13):8737-8741.

Berdichevsky A, Izhar L, Livneh Z: Error-free recombinational repair
predominates over mutagenic translesion replication in E. coli. Mol Cell 2002,
10(4):917-924.

Lin LL, Little JW: Isolation and characterization of noncleavable (Ind-)
mutants of the LexA repressor of Escherichia coli K-12. J Bacteriol 1988,
170(5):2163-2173.

Cirz RT, Chin JK, Andes DR, de Crecy-Lagard V, Craig WA, Romesberg FE:
Inhibition of mutation and combating the evolution of antibiotic resistance.
PLoS Biol 2005, 3(6):e176.

Posfai G, Kolisnychenko V, Bereczki Z, Blattner FR: Markerless gene
replacement in Escherichia coli stimulated by a double-strand break in the
chromosome. Nucleic Acids Res 1999, 27(22):4409-4415.

57



98.

99.

100.

101.

102.

103.

104.

105.

106.

107.

108.

109.

110.

111.

112.

113.

114.

Hamilton CM, Aldea M, Washburn BK, Babitzke P, Kushner SR: New method
for generating deletions and gene replacements in Escherichia coli. J
Bacteriol 1989, 171(9):4617-4622.

Blomfield IC, Vaughn V, Rest RF, Eisenstein BI: Allelic exchange in
Escherichia coli using the Bacillus subtilis sacB gene and a temperature-
sensitive pSC101 replicon. Mol Microbiol 1991, 5(6):1447-1457.

Link AJ, Phillips D, Church GM: Methods for generating precise deletions and
insertions in the genome of wild-type Escherichia coli: application to open
reading frame characterization. J Bacteriol 1997, 179(20):6228-6237.

Frey J, Chandler M, Caro L: The effects of an Escherichia coli dnaAts
mutation on the replication of the plasmids colE1 pSC101, R100.1 and RTF-
TC. Mol Gen Genet 1979, 174(2):117-126.

Hasunuma K, Sekiguchi M: Replication of plasmid pSC101 in Escherichia coli
K12: requirement for dnaA function. Mol Gen Genet 1977, 154(3):225-230.
Hasunuma K, Sekiguchi M: Effect of dna mutations on the replication of
plasmid pSC101 in Escherichia coli K-12. J Bacteriol 1979, 137(3):1095-1099.
Monteilhet C, Perrin A, Thierry A, Colleaux L, Dujon B: Purification and
characterization of the in vitro activity of I-Sce I, a novel and highly specific
endonuclease encoded by a group I intron. Nucleic Acids Res 1990,
18(6):1407-1413.

Dujon B: Group I introns as mobile genetic elements: facts and mechanistic
speculations--a review. Gene 1989, 82(1):91-114.

Grant SG, Jessee J, Bloom FR, Hanahan D: Differential plasmid rescue from
transgenic mouse DNAs into Escherichia coli methylation-restriction
mutants. Proc Natl Acad Sci U S A 1990, 87(12):4645-4649.

Studier FW, Moffatt BA: Use of bacteriophage T7 RNA polymerase to direct
selective high-level expression of cloned genes. J Mol Biol 1986, 189(1):113-
130.

Feher T, Karcagi I, Gyorfy Z, Umenhoffer K, Csorgo B, Posfai G: Scarless
engineering of the Escherichia coli genome. Methods Mol Biol 2008, 416:251-
259.

Gay P, Le Coq D, Steinmetz M, Berkelman T, Kado CI: Positive selection
procedure for entrapment of insertion sequence elements in gram-negative
bacteria. J Bacteriol 1985, 164(2):918-921.

Miller JH: Experiments in Molecular Genetics. Cold Spring Harbor, NY: Cold
Spring Harbor Laboratory Press; 1972.

Deschamps JR, Miller CE, Ward KB: Rapid purification of recombinant green
fluorescent protein using the hydrophobic properties of an HPLC size-
exclusion column. Protein Expr Purif 1995, 6(4):555-558.

Shimomura O, Johnson FH, Saiga Y: Extraction, purification and properties of
aequorin, a bioluminescent protein from the luminous hydromedusan,
Aequorea. J Cell Comp Physiol 1962, 59:223-239.

Chen BP, Hai T: Expression vectors for affinity purification and radiolabeling
of proteins using Escherichia coli as host. Gene 1994, 139(1):73-75.

Timar E, Venetianer P, Kiss A: In vivo DNA protection by relaxed-specificity
Sinl DNA methyltransferase variants. J Bacteriol 2008, 190(24):8003-8008.

58



115.

116.

117.

118.

119.

120.

121.

122.

123.

124.

125.

126.

127.

128.

129.

130.

131.

Sambrook J, Fritch, E.F., Maniatis, T.: Molecular Cloning. A laboratory
manual. Cold Spring Harbor, NY: Cold Spring Harbor Laboratory Press; 1987.
Warringer J, Ericson E, Fernandez L, Nerman O, Blomberg A: High-resolution
yeast phenomics resolves different physiological features in the saline
response. Proc Natl Acad Sci U S A 2003, 100(26):15724-15729.

Wargel RJ, Hadur CA, Neuhaus FC: Mechanism of D-cycloserine action:
transport mutants for D-alanine, D-cycloserine, and glycine. J Bacteriol 1971,
105(3):1028-1035.

Holmes RP, Russell RR: Mutations affecting amino sugar metabolism in
Escherichia coli K-12. J Bacteriol 1972, 111(1):290-291.

Sarkar S, Ma WT, Sandri GH: On fluctuation analysis: a new, simple and
efficient method for computing the expected number of mutants. Genetica
1992, 85(2):173-179.

Stewart FM, Gordon DM, Levin BR: Fluctuation analysis: the probability
distribution of the number of mutants under different conditions. Genetics
1990, 124(1):175-185.

Jin DJ, Gross CA: Mapping and sequencing of mutations in the Escherichia
coli rpoB gene that lead to rifampicin resistance. J Mol Biol 1988, 202(1):45-
58.

Posfai G, Koob MD, Kirkpatrick HA, Blattner FR: Versatile insertion plasmids
for targeted genome manipulations in bacteria: isolation, deletion, and rescue
of the pathogenicity island LEE of the Escherichia coli O157:H7 genome. J
Bacteriol 1997, 179(13):4426-4428.

Little JW, Edmiston SH, Pacelli LZ, Mount DW: Cleavage of the Escherichia
coli lexA protein by the recA protease. Proc Natl Acad Sci U S A 1980,
77(6):3225-3229.

Horii T, Ogawa T, Nakatani T, Hase T, Matsubara H, Ogawa H: Regulation of
SOS functions: purification of E. coli LexA protein and determination of its
specific site cleaved by the RecA protein. Cell 1981, 27(3 Pt 2):515-522.

Little JW, Mount DW: The SOS regulatory system of Escherichia coli. Cell
1982, 29(1):11-22.

Tomasz M, Palom Y: The mitomycin bioreductive antitumor agents: cross-
linking and alkylation of DNA as the molecular basis of their activity.
Pharmacol Ther 1997, 76(1-3):73-87.

Hoffmann F, Rinas U: Stress induced by recombinant protein production in
Escherichia coli. Adv Biochem Eng Biotechnol 2004, 89:73-92.

Gasser B, Saloheimo M, Rinas U, Dragosits M, Rodriguez-Carmona E, Baumann
K, Giuliani M, Parrilli E, Branduardi P, Lang C et al: Protein folding and
conformational stress in microbial cells producing recombinant proteins: a
host comparative overview. Microb Cell Fact 2008, 7:11.

Kwok R: Five hard truths for synthetic biology. Nature 2010, 463(7279):288-
290.

Fijalkowska 1J, Dunn RL, Schaaper RM: Mutants of Escherichia coli with
increased fidelity of DNA replication. Genetics 1993, 134(4):1023-1030.
Hastings PJ, Hersh MN, Thornton PC, Fonville NC, Slack A, Frisch RL, Ray MP,
Harris RS, Leal SM, Rosenberg SM: Competition of Escherichia coli DNA

59



132.

133.

134.

135.

polymerases I, II and III with DNA Pol IV in stressed cells. PLoS One 2010,
5(5):¢10862.

Lusetti SL, Cox MM: The bacterial RecA protein and the recombinational
DNA repair of stalled replication forks. Annu Rev Biochem 2002, 71:71-100.
Strauss BS, Roberts R, Francis L, Pouryazdanparast P: Role of the dinB gene
product in spontaneous mutation in Escherichia coli with an impaired
replicative polymerase. J Bacteriol 2000, 182(23):6742-6750.

Nowosielska A, Janion C, Grzesiuk E: Effect of deletion of SOS-induced
polymerases, pol 1L, IV, and V, on spontaneous mutagenesis in Escherichia
coli mutD5. Environ Mol Mutagen 2004, 43(4):226-234.

Yamada M, Nunoshiba T, Shimizu M, Gruz P, Kamiya H, Harashima H, Nohmi
T: Involvement of Y-family DNA polymerases in mutagenesis caused by
oxidized nucleotides in Escherichia coli. J Bacteriol 2006, 188(13):4992-4995.

60



Sajat publikaciok jegyzéke:

Csorgd B, Posfai G: Directed homologous recombination for genome
engineering in Escherichia coli. Acta Biol Hung 2007, 58 Suppl:1-10.

L.F.: 0.447

Fehér T, Karcagi I, Gydrfy Z, Umenhoffer K, Csorgd B, Posfai G: Scarless
engineering of the Escherichia coli genome. Methods Mol Biol 2008, 416:251-
259.

Durfee T, Nelson R, Baldwin S, Plunkett G, 3rd, Burland V, Mau B, Petrosino JF,
Qin X, Muzny DM, Ayele M, Gibbs RA, Csorgd B, Pésfai G, Weinstock GM,
Blattner FR: The complete genome sequence of Escherichia coli DH10B:
insights into the biology of a laboratory workhorse. J Bacteriol 2008,
190(7):2597-2606.

LLF.: 4.013

Csorgd B, Fehér T, Timar E, Blattner FR, Posfai G: Low-mutation-rate,
reduced-genome Escherichia coli: an improved host for faithful maintenance
of engineered genetic constructs. Microb Cell Fact 2012, 11:11.

LF.: 4.544

Fehér T, Bogos B, M¢éhi O, Fekete G, Csérgd B, Kovacs K, Posfai G, Papp B,
Hurst LD, Pal C: Competition between transposable elements and mutator
genes in bacteria. Mol Biol Evol 2012, Elfogadva.

LLF.: 5.510

61



Osszefoglalas

A munkacsoportunkban zajlé kutatasok az Escherichia coli baktérium genomjanak
precizen megtervezett, nagyléptékii atalakitasara irdnyulnak. Mdra szdmos kiilonboz6 E.
coli torzs teljes genomialis DNS-szekvenciaja ismert, ezek Osszehasonlitdsa azt mutatja,
hogy a baktérium kromoszomaja egy kozds génhalmazbol (Un. ,,mag” genombol) és
szigetszeriien beékelddd, horizontélis transzferrel szerzett ,jarulékos” genombol all.
Hipotézislink szerint ez utobbi, altalaban specialis koriilményekhez vald adaptaldodast
szolgéld torzsspecifikus gének stabil laboratoriumi koriilmények kozott nélkiilozhetok,
eltavolitasukkal ,,aramvonalasitani”, metabolikusan egyszeriibbé és hatékonyabba lehet
tenni a sejteket.

Munkénk sordn megallapitottuk, hogy az Un. ,jarulékos” genomi elemek
(profagok, inszercids elemek) eltavolitdsaval a baktérium laboratériumi koriilmények
kozott genetikailag stabilabban viselkedik. A genetikai varidciot generaldé molekularis
mechanizmusok valtozé koriilmények kozott az alkalmazkodoképesség alapjait jelentik a
baktérium szamdara, ezek teszik lehetdvé a populacido hosszi tadva tulélését. Stabil,
laboratériumi koriilmények kdzott azonban a sejt szdmara nem létsziikséglet a nagyfoku
valtozatossag. Mi tobb, az tUjonnan Iétrejovo, evolvalt tulajdonsagok kifejezetten
hatranyosak lehetnek, ha egy preciz molekuléris és szintetikus biologiai eljarassal a sejtbe
»szerelt” genetikai konstrukcio miikodésérdl, stabilitdsarol van sz6. A csoportunkban
zajlo korabbi kutatasok soran a vadtipusu K-12 MG1655 laboratériumi E. coli torzs
Osszes mobilis genetikai elemét sikeriilt eltavolitani, 1étrehozva az MDS42 torzset (a
sziil61 vad tipusu K-12 MG1655 torzshoz képest 42 deléciot hordozo Multiple-Deletion
Series torzs). A mobilis genetikai elemek kiiktatdsa a sejtben torténd mutaciogenerald
folyamatok egyik tipusat, az IS-elemek okozta inszercidés eseményeket teljesen
megsziintette. Az ilyen folyamatoknal azonban joval gyakoribbak a pontmutacids
események. A pontmutaciok létrejitte teljes mértékben nem sziintethetdé meg, azonban
barmilyen mértékli csokkentése igen hasznos lehet a sejt kiilonféle felhasznéalasai soran.
Kérdés azonban, hogy a sejt nem szenved-e ndvekedési hatranyt, ha az evolucidésan
kialakult, a DNS-hibajavitasban is résztvevd pontmutacid-generdldé mechanizmusokat

kiiktatjuk.
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Az E. coli pontmutacios ratajanak csokkentésére alapvetd stratégiank a sejt SOS-
valasza soran indukalodo, hatékony mutacidgeneraldé mechanizmusainak kiiktatasa volt.
Stresszkoriilmények kozott (mint példaul a sejtben fenntartott toxikus klon esetén) a sejt
DNS-e sériiléseket szenvedhet, ez kozvetleniil beinditja a sejt SOS-valaszat, melynek
soran kozel 40 gén aktivalodik, felszabadulva a LexA represszor fehérje gatlasa alol. Az
E. coli SOS-valasza soran indukalt gének koziil harom is DNS-polimeraz enzimet kodol
(Pol 1II, Pol 1V, Pol V); ezek képesek a DNS-sériilések helyén kialakult kiilonb6zo
replikacios akadalyokat és elakadt replikéacios villakat megkeriilni. A Pol IV és Pol V
enzimek DNS-szintézisben mutatott hibaszazaléka 2-3 nagysagrenddel nagyobb, mint az
altalanos polimeraz Pol III enzimé¢, mig a Pol II bizonyos fajta stresszindukalt
mutagenezises folyamatokban kulcsfontossagu szerepet jatszik. Az indukalt mutagenezis
folyamataban mind a harom SOS-indukdlt DNS-polimerdz szerepe bizonyitott,
elsddleges szerepiik vélhetéen a talélés eldsegitése és genetikai valtozékonysag
generalasa stresszkoriilmények alatt.

Az MDS42 torzsbol a harom, indukalhaté DNS-polimerdaz génjét (polB, dinB,
umuDC) egyenként, majd minden lehetséges kombinacidoban kiejtettiik. A polimeraz
gének egyenkénti delécidja minden esetben a spontdn mutacids rata legalabb 20 %-os
csokkenéséhez vezetett. A kiilonb6zo delécidokat kombinalva a spontan mutacios rata még
tovabb csokkent, a tripla delécios MDS42polBdinBumuDC (MDS42pdu) torzs esetén a
szlil6i MDS42-hez képest kozel 50 %-os csokkenést mutatott. Tovabbi vizsgalatainkban
elsésorban a mindharom indukalhatd6 DNS-polimerdzt nélkiil6z6 MDS42pdu toérzzsel
foglalkoztunk. A késébbi felhasznaldsok miatt fontos volt meggydzddni arrdl, hogy az
indukalhat6 DNS-polimerdz mentes torzsek alapvetd életképességi tulajdonsagai
szignifikdnsan nem romlanak. Az MDS42pdu térzs novekedési rataja és hosszutava
stacioner fazisban valo tulélése szignifikdnsan nem kiilonbozott az MDS42  sziil6i
torzsétol.

A nagy hibaszdzaléki DNS-polimerdzok transzkripcidja stresszhatdsra
indukalodik, igy feltételezhetd volt, hogy stresszkoriilmények kozott a sziiléi és a
polimerazmentes torzsek mutacids ratajanak kiilonbsége fokozddik. A térzsek mutacios
ratait kulonféle stresszhatasok mellett vizsgaltuk: DNS-keresztkotéseket 1étrehozo

antibiotikummal (mitomycin-C) valé kezelés, a sejt szdmara nem toxikus GFP
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taltermelése, illetve a sejt szdmara nagymértékben toxikus fehérje (ORF238)
taltermelése. A vadtipust és az indukalhatdé polimerazoktdl mentes torzsek mutacids
ratdja  kozotti  kiilonbségek a  stresszhatasokra latvanyosan fokozodtak. Az
Osszehasonlitasként hasznalt laboratoriumi, vadtipusu E. coli torzsek, illetve az MDS42
torzs mutdcios rataja a kiilonbozo stresszhatdsokra szignifikansan megnétt. Hasonlo
koriilmények kozott az MDS42pdu torzs mutacios ratdja stabil volt, szignifikansan nem
valtozott. Figyelemre méltd, hogy az 6sszes vizsgalt torzs koziil a leggyakrabban hasznalt
fehérjetaltermeld torzs, a BL21(DE3) spontdin muticids rataja volt a legmagasabb,
rdadasul a kiilonb6z6 stresszhatasokra is ennek a torzsnek emelkedett a legnagyobb
mértékben a mutagenitasa. A toxikus ORF238 fehérje tultermelésekor a BL21(DE3) ¢és
MDS42pdu torzsek mutacios ratdja kdzott majdnem két nagysagrendbeli kiilonbség volt.
Vizsgalatainkbdl kideriilt, hogy a BL21(DE3) torzs emelkedett mutdcios rataja foként a
fokozott mértékli IS-elem inszercidonak tulajdonithato.

Az MDS42pdu torzs gyakorlati alkalmazasi elonyét sikeriilt kimutatnunk egy
fehérjetermelési kisérletben. Ennek sordn a Sinl metiltranszferdz enzimet egy indukalhato
plazmid konstrukciorél —expresszaltattuk. Az M.Sinl enzim expresszaltatdsa
novekedésgatlast okoz a gazdasejtben. Egyuttal az enzimet kodold génben inaktivalo
mutaciok felszaporodasa figyelhetd meg. Amikor az MDS42pdu torzsben termeltettiik a
metiltranszferazt, azt tapasztaltuk, hogy a plazmidon hordozott SinIM gén haromszor
kisebb frekvenciaval szenvedett funkciovesztéses mutacidt, mint az MDS42 térzsben, és
Otszor kisebb frekvenciaval, mint a BL21(DE3)mcrBC torzsben. Figyelemre mélto, hogy
a BL21(DE3)mcrBC torzsben mindossze 16 ora expressziot kovetden a plazmidokon
kodolt sinlM gének kozel fele funkcidvesztéses mutaciot hordozott.

Az M.Sinl enzimet expresszald kultardkban kialakuldé mutélt klonok vératlanul
magas aranyat kizadrélagosan nem magyarazza a stresszindukalt mutagenezis folyamata.
A gazdasejt mutacios rata értéke (nagysagrendben 10 mutécié/gén/generacid) nem elég
magas, hogy ilyen dramai hatésa legyen. A tapasztalt jelenség sokkal inkabb a toxikus
gént hordozd plazmid novekedésgatld hatasanak koszonhetd. Az események sorrendje
lelassul. Ezzel egy id6ben, a stressz hatasdra a mutacios rata megemelkedik. Mihelyst

keletkezik egy olyan mutans a plazmid populécidban, amely nem képes a toxikus fehérjét

64



termelni, a gazdasejt képes lesz folytatni a normal novekedést, és igy a kultaraban
dominanssa valik. Az alacsony mutacios ratajd MDS42pdu-ban az inaktivalé mutansok
megjelenése hosszabb id6t vesz igénybe, igy a sejtek tovabb képesek produkalni a
funkcidképes toxikus fehérjét.

Az ¢l6 gazdasejtben fenntartott szintetikus genetikai konstrukciok mutacioja és
inaktivacidja egy olyan, gyakran figyelmen kiviil hagyott probléma, mely gatolhatja
kiilonféle komplex biologiai rendszerek 1étrehozasat és fenntartasat. Egy génproduktum,
amely toxikus vagy metabolikus terhet jelent a gazdasejt szdmara, olyan evolucids erdt
idéz eld, amely a novekedésgatlo hatas aldl felszabaditdé mutansok szelekcidjara iranyul.
Egy megnovelt genetikai stabilitdsu gazdasejt (szintetikus bioldgiai vaz = chassis)
elény0s lehet az ilyen konstrukciok stabil fenntartdsaban. Azaltal, hogy az SOS-indukalt
nagy hibaszazalékia DNS-polimerdzokat kiejtettiik a mobilis genetikai elemektdl mentes
MDS42 torzsbol, egy klonozasos feladatokra eleve elony0s torzs stabilitasat sikeriilt
tovabb javitani. Az igy létrehozott MDS42pdu torzsben egy toxikus fehérjét
szignifikdnsan stabilabban lehetett expresszaltatni. Ez a nagy fidelitast, kisebb genetikai
variabilitast enged6 torzs széleskorli felhasznalast nyerhet a terdpias DNS-termeléstdl a

hosszutavi, folyamatos fermentacios eljarasokig.
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Summary

The focus of our group for the past several years has been the precisely planned, gradual
reduction of the genome of the bacteria Escherichia coli. Today, the genomes of over one
hundred different strains of E. coli have been sequenced. Comparison of the genomes
revealed that the genome consists of a set of genes common to all of the strains (the so-
called “core” genome) and a set of strain-specific genomic islands acquired mainly by
horizontal gene transfer (the so-called “peripheral” genome). Our hypothesis was that the
elimination of this latter set of strain-specific genes, mainly needed for the niche-specific
adaptation of the different strains, was dispensable under stable, laboratory conditions. In
fact, the elimination of these peripheral genomic segments could “streamline” the cells in
regards to their metabolic simplicity and efficiency.

We have determined through our work that the elimination of these peripheral
genomic elements significantly stabilizes the genome of E. coli under laboratory
conditions. Molecular mechanisms generating genetic diversity are the foundations for
evolution under changing conditions, these provide the basis for the survival of the
bacterial population. However, under stable, laboratory conditions, the ability to generate
large genetic diversity is not a necessity. In fact, novel, evolved features arising in a
carefully designed and fabricated system of biological parts can lead to unwanted
genotypic and phenotypic alterations, and the spontaneous genetic modification of an
established production strain or a clone library is usually highly undesirable.
Consequently, whether used as a production strain, a cloning host, or as a synthetic
biological chassis, a bacterial cell with increased genetic stability is of great importance.
With this goal in mind, the reduced-genome E. coli strain MDS42 (Multiple-Deletion
Series strain carrying 42 deletions compared to the wild-type K-12 MG1655 parental
strain) was constructed in our laboratories. Most genes irrelevant for laboratory
applications, as well as all known mobile DNA sequences and cryptic virulence genes
were precisely deleted, resulting in a genetically stabilized strain that displays several
advantageous properties. By deleting all mobile genetic elements, the entire insertion
class of mutations could be eliminated from the cells. However, point mutations represent

a much more common source of genetic diversity in bacterial cells. Unlike insertional
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events, all point mutations within the cell cannot entirely be eliminated. Nonetheless, any
reduction in the rate of point mutations would still be advantageous for the various
applications of the cell.

Our strategy for reducing point mutation rate in E. coli involved disabling the
effective mutation generating enzymes of the SOS response. Under stressful conditions
(e.g., toxic clones harbored in the cell), DNA damage may occur, activating the SOS
response, inducing approximately 40 members of the SOS regulon. Three of the genes
induced during the SOS response of E. coli encode DNA polymerases (Pol 11, Pol IV, Pol
V) that are able to bypass replication barriers at damaged sites and stalled replication
forks. All three of the SOS-inducible polymerases have been implicated in induced
mutagenesis, with Pol IV and Pol V having error-rates approximately 2 to 3 orders of
magnitude higher than the high-fidelity replicative polymerase (Pol III). Pol II, while
showing high fidelity on undamaged templates, was shown to take part in certain types of
stress-induced mutagenesis. The SOS-regulated, pointmutation-generating polymerases
are dispensable; their primary role seems to be the generation of genetic diversity under
stressful conditions. However, it was unclear whether elimination of these polymerases,
components of the DNA repair mechanisms, results in growth defects, particularly under
stress.

The genes coding for the three inducible DNA polymerases (polB, dinB, umuDC)
were deleted from the genome of MDS42 in a scarless manner using a suicide plasmid-
based method. Gene deletions were made individually and also in all possible
combinations. The deletion of each error-prone polymerase gene by itself resulted in at
least a 20 % decrease in spontaneous mutation rate. When combining the different
deletions, the mutation rate decreased even further, the spontaneous mutation rate of the
triple deletion strain MDS42polBdinBumuDC (MDS42pdu) was approximately 50 %
lower than that of the parental MDS42 strain. It is important to note that the basic fitness
properties of the MDS42pdu strain, such as growth rate and survival during long-term
stationary phase were not significantly different from those of its parental MDS42 strain.

Due to the stress-induced nature of the error-prone DNA polymerases, it was
expected that the difference in mutation rates of the polymerase-free and the parent strain

would be even more pronounced under stressful conditions. A sub-inhibitory
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concentration of the SOS response-activating mitomycin-C, overproduction of either the
non-toxic GFP protein or of the highly toxic ORF238 hydrophobic protein all
significantly increased the mutation rate of MDS42. The values for MDS42pdu remained
stable under the same conditions. It is also noteworthy, that among the strains tested, the
commonly used production strain BL21(DE3) showed not just the highest spontaneous
mutation rate, but also the highest increase in mutation rates in response to the various
stresses. A difference of almost two orders of magnitude was observed between the
mutation rate of BL21(DE3) and MDS42pdu when overproducing the toxic ORF238
protein. This elevated rate of mutation in BL21(DE3) can be mostly attributed to an
increased rate of IS insertions.

A clear practical advantage of working with MDS42pdu was demonstrated in a
protein production experiment, where the Sinl methyltransferase was expressed from an
inducible plasmid construct. M.Sinl, producing 5-methylcytosines is toxic to cells that
carry the McrBC endonuclease. Even in cells lacking McrBC, we observed a negative
effect on cell fitness. When M.Sinl was produced, we found that the sinlIM gene, carried
on a plasmid, acquired loss-of-function mutations approximately three times less
frequently in MDS42pdu than in MDS42, and over five times less frequently than in
BL21(DE3)mcrBC. Remarkably, after only 16 hours of production in BL21(DE3)mcrBC,
almost half of all sinIM genes encoded on the plasmids had suffered a disabling mutation.

Clearly, the unexpectedly high ratio of mutated clones in the M.Sinl-expressing
culture cannot be explained solely by the stress-induced mutagenesis, the overall
mutation rate of which being too low in absolute values (in the order of 107
mutations/gene/generation) to cause such a dramatic effect. Rather, the phenomenon is in
large part due to the growth inhibitory effect of the plasmid carrying the toxic gene. The
chain of events could be the following: Upon induction of expression of the toxic gene,
growth rate of the cell is reduced. At the same time, mutation rate is increased by the
stress. Once a mutant, not producing the toxic protein, arises in the plasmid population,
the cell harboring it can resume normal growth and become dominant in the culture. In
low-mutation-rate MDS42pdu, appearance of such mutants is delayed, and the cells can

produce the functional toxic protein for an extended period of time.
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The mutation and inactivation of engineered genetic constructs within a host cell
is an overlooked problem that may have serious detrimental effects on the success of any
synthetic biological, molecular biological or biotechnological process. A gene product
imposing a metabolic burden or being toxic to the host drives an evolutionary force that
selects for any mutants that alleviate the growth-inhibiting effect. A host cell or chassis
with enhanced genetic stability is advantageous in the stable maintenance of these
constructs. By eliminating the inducible DNA polymerase enzymes from the reduced-
genome MDS42 strain lacking all genomic IS elements, we have further stabilized a
strain that already showed clear advantages in cloning applications. The resulting
MDS42pdu strain had a significant stabilizing effect on a toxic protein expression clone.
This high-fidelity strain, producing decreased genetic variation in the culture, might also
prove useful in applications ranging from the production of DNA therapeutics to long-

term continuous fermentation processes.
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