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Bevezetés

A munkacsoportunkban zajló kutatások az Escherichia coli baktérium genomjának 

precízen megtervezett, nagyléptékű átalakítására irányulnak. Mára számos különböző E. 

coli törzs teljes genomiális DNS-szekvenciája ismert, ezek összehasonlítása azt mutatja, 

hogy a baktérium kromoszómája egy közös génhalmazból (ún. „mag” genomból) és 

szigetszerűen beékelődő, horizontális transzferrel szerzett „járulékos” genomból áll. 

Hipotézisünk szerint ez utóbbi, általában speciális körülményekhez való adaptálódást 

szolgáló törzsspecifikus gének stabil laboratóriumi körülmények között nélkülözhetők, 

eltávolításukkal „áramvonalasítani”, metabolikusan egyszerűbbé és hatékonyabbá lehet 

tenni a sejteket.

Munkánk során megállapítottuk, hogy az ún. „járulékos” genomi elemek 

(profágok, inszerciós elemek) eltávolításával a baktérium laboratóriumi körülmények 

között genetikailag stabilabban viselkedik. A genetikai variációt generáló molekuláris 

mechanizmusok változó körülmények között az alkalmazkodóképesség alapjait jelentik a 

baktérium számára, ezek teszik lehetővé a populáció hosszú távú túlélését. Stabil, 

laboratóriumi körülmények között azonban a sejt számára nem létszükséglet a nagyfokú 

változatosság. Mi több, az újonnan létrejövő, evolvált tulajdonságok kifejezetten 

hátrányosak lehetnek, ha egy precíz molekuláris és szintetikus biológiai eljárással a sejtbe 

„szerelt” genetikai konstrukció működéséről, stabilitásáról van szó. A csoportunkban 

zajló korábbi kutatások során a vadtípusú K-12 MG1655 laboratóriumi E. coli törzs 

összes mobilis genetikai elemét sikerült eltávolítani, létrehozva az MDS42 törzset (a 

szülői vad típusú K-12 MG1655 törzshöz képest 42 deléciót hordozó Multiple-Deletion 

Series törzs). A mobilis genetikai elemek kiiktatása a sejtben történő mutációgeneráló 

folyamatok egyik típusát, az IS-elemek okozta inszerciós eseményeket teljesen 

megszüntette. Az ilyen folyamatoknál azonban jóval gyakoribbak a pontmutációs 

események. A pontmutációk létrejötte teljes mértékben nem szüntethető meg, azonban 

bármilyen mértékű csökkentése igen hasznos lehet a sejt különféle felhasználásai során. 

Kérdés azonban, hogy a sejt nem szenved-e növekedési hátrányt, ha az evolúciósan 

kialakult, a DNS-hibajavításban is résztvevő pontmutáció-generáló mechanizmusokat 

kiiktatjuk.



Az E. coli pontmutációs rátájának csökkentésére alapvető stratégiánk a sejt SOS-

válasza során indukálódó, hatékony mutációgeneráló mechanizmusainak kiiktatása volt. 

Stresszkörülmények között (mint például a sejtben fenntartott toxikus klón esetén) a sejt 

DNS-e sérüléseket szenvedhet, ez közvetlenül beindítja a sejt SOS-válaszát, melynek 

során közel 40 gén aktiválódik, felszabadulva a LexA represszor fehérje gátlása alól. Az 

E. coli SOS-válasza során indukált gének közül három is DNS-polimeráz enzimet kódol 

(Pol II, Pol IV, Pol V); ezek képesek a DNS-sérülések helyén kialakult különböző 

replikációs akadályokat és elakadt replikációs villákat megkerülni. A Pol IV és Pol V 

enzimek DNS-szintézisben mutatott hibaszázaléka 2-3 nagyságrenddel nagyobb, mint az 

általános polimeráz Pol III enzimé, míg a Pol II bizonyos fajta stresszindukált 

mutagenezises folyamatokban kulcsfontosságú szerepet játszik. Az indukált mutagenezis 

folyamatában mind a három SOS-indukált DNS-polimeráz szerepe bizonyított, 

elsődleges szerepük vélhetően a túlélés elősegítése és genetikai változékonyság 

generálása stresszkörülmények alatt.

Célkitűzések

Munkánk alapvető célja egy csökkentett mutációs rátájú, nagyfokú genetikai stabilitással 

rendelkező Escherichia coli törzs előállítása. A gazdasejt genetikai változékonyságát 

növelő különböző mechanizmusok kiiktatásával egy laboratóriumi és ipari célokra 

egyaránt hasznosítható törzset kívántunk előállítani. A gyakorlati cél mellett a 

sejtműködés egyes, mutációgenerálással összefüggő kérdéseit is tanulmányozni 

szándékoztunk. 

Az E. coli SOS-rendszere által indukált, nagy szintézishibával működő, ún. minor 

DNS-polimerázok génjeinek kiejtésével konkréten a következőket kívántuk vizsgálni: 

 Milyen mértékben vesznek részt az indukálható DNS-polimerázok az E. coli

spontán mutációs rátájának kialakításában?

 Különféle stresszkörülmények alatt fokozódik-e a mutációs ráta, és hogyan 

befolyásolja ezt az indukálható DNS-polimerázok jelenléte?



 Mi az egyes minor DNS-polimerázok hozzájárulási aránya a mutációs 

folyamatokhoz?

 Az SOS rendszer kiiktatásával ugyanazt a hatást érjük-e el, mint az indukálható 

DNS-polimerázok génjeinek direkt kiejtésével?

 Hogyan változik a sejtek túlélési képessége a minor DNS-polimeráz gének 

kiejtése következtében?

 Segít-e növekedést gátló fehérjék expressziójának fenntartásában az indukálható 

DNS-polimerázok hiánya?   

Alkalmazott módszerek

 Rekombináns-DNS módszerek genommódosításhoz használt plazmidok 

előállítására

 Baktériumsejtek transzformálása 

 Sejtkultárák növekedésének mérése

 Mutációs ráta mérések

 Mutációs spektrum meghatározás

 Fehérje túltermeltetése baktériumban

 DNS-szekvencia analízis

 Statisztikai tesztek

Eredmények

Az MDS42 törzsből a három, indukálható DNS-polimeráz génjét (polB, dinB, umuDC) 

egyenként, majd minden lehetséges kombinációban kiejtettük. A polimeráz gének 

egyenkénti deléciója minden esetben a spontán mutációs ráta legalább 20 %-os 

csökkenéséhez vezetett. A különböző deléciókat kombinálva a spontán mutációs ráta még 

tovább csökkent, a tripla deléciós MDS42polBdinBumuDC (MDS42pdu) törzs esetén a 

szülői MDS42-hez képest közel 50 %-os csökkenést mutatott. További vizsgálatainkban 

elsősorban a mindhárom indukálható DNS-polimerázt nélkülöző MDS42pdu törzzsel 



foglalkoztunk. A későbbi felhasználások miatt fontos volt meggyőződni arról, hogy az 

indukálható DNS-polimeráz mentes törzsek alapvető életképességi tulajdonságai 

szignifikánsan nem romlanak. Az MDS42pdu törzs növekedési rátája és hosszútávú 

stacioner fázisban való túlélése szignifikánsan nem különbözött az MDS42 szülői 

törzsétől. 

A nagy hibaszázalékú DNS-polimerázok transzkripciója stresszhatásra 

indukálódik, így feltételezhető volt, hogy stresszkörülmények között a szülői és a 

polimerázmentes törzsek mutációs rátájának különbsége fokozódik. A törzsek mutációs 

rátáit különféle stresszhatások mellett vizsgáltuk: DNS-keresztkötéseket létrehozó 

antibiotikummal (mitomycin-C) való kezelés, a sejt számára nem toxikus GFP 

túltermelése, illetve a sejt számára nagymértékben toxikus fehérje (ORF238) 

túltermelése. A vadtípusú és az indukálható polimerázoktól mentes törzsek mutációs 

rátája közötti különbségek a stresszhatásokra látványosan fokozódtak. Az 

összehasonlításként használt laboratóriumi, vadtípusú E. coli törzsek, illetve az MDS42 

törzs mutációs rátája a különböző stresszhatásokra szignifikánsan megnőtt. Hasonló 

körülmények között az MDS42pdu törzs mutációs rátája stabil volt, szignifikánsan nem 

változott. Figyelemre méltó, hogy az összes vizsgált törzs közül a leggyakrabban használt 

fehérjetúltermelő törzs, a BL21(DE3) spontán mutációs rátája volt a legmagasabb, 

ráadásul a különböző stresszhatásokra is ennek a törzsnek emelkedett a legnagyobb 

mértékben a mutagenitása. A toxikus ORF238 fehérje túltermelésekor a BL21(DE3) és 

MDS42pdu törzsek mutációs rátája között majdnem két nagyságrendbeli különbség volt. 

Vizsgálatainkból kiderült, hogy a BL21(DE3) törzs emelkedett mutációs rátája főként a 

fokozott mértékű IS-elem inszerciónak tulajdonítható. 

Az MDS42pdu törzs gyakorlati alkalmazási előnyét sikerült kimutatnunk egy 

fehérjetermelési kísérletben. Ennek során a SinI metiltranszferáz enzimet egy indukálható 

plazmid konstrukcióról expresszáltattuk. Az M.SinI enzim expresszáltatása 

növekedésgátlást okoz a gazdasejtben. Egyúttal az enzimet kódoló génben inaktiváló 

mutációk felszaporodása figyelhető meg. Amikor az MDS42pdu törzsben termeltettük a 

metiltranszferázt, azt tapasztaltuk, hogy a plazmidon hordozott sinIM gén háromszor 

kisebb frekvenciával szenvedett funkcióvesztéses mutációt, mint az MDS42 törzsben, és 

ötször kisebb frekvenciával, mint a BL21(DE3)mcrBC törzsben. Figyelemre méltó, hogy 



a BL21(DE3)mcrBC törzsben mindössze 16 óra expressziót követően a plazmidokon 

kódolt sinIM gének közel fele funkcióvesztéses mutációt hordozott. 

Az M.SinI enzimet expresszáló kultúrákban kialakuló mutált klónok váratlanul 

magas arányát kizárólagosan nem magyarázza a stresszindukált mutagenezis folyamata. 

A gazdasejt mutációs ráta értéke (nagyságrendben 10-6 mutáció/gén/generáció) nem elég 

magas, hogy ilyen drámai hatása legyen. A tapasztalt jelenség sokkal inkább a toxikus 

gént hordozó plazmid növekedésgátló hatásának köszönhető. Az események sorrendje

vélhetően a következő: amikor a toxikus gén expresszióját indukáljuk, a sejt növekedése

lelassul. Ezzel egy időben, a stressz hatására a mutációs ráta megemelkedik. Mihelyst 

keletkezik egy olyan mutáns a plazmid populációban, amely nem képes a toxikus fehérjét 

termelni, a gazdasejt képes lesz folytatni a normál növekedést, és így a kultúrában 

dominánssá válik. Az alacsony mutációs rátájú MDS42pdu-ban az inaktiváló mutánsok 

megjelenése hosszabb időt vesz igénybe, így a sejtek tovább képesek produkálni a 

funkcióképes toxikus fehérjét.

Az élő gazdasejtben fenntartott szintetikus genetikai konstrukciók mutációja és 

inaktivációja egy olyan, gyakran figyelmen kívül hagyott probléma, mely gátolhatja 

különféle komplex biológiai rendszerek létrehozását és fenntartását.  Egy génproduktum, 

amely toxikus vagy metabolikus terhet jelent a gazdasejt számára, olyan evolúciós erőt 

idéz elő, amely a növekedésgátló hatás alól felszabadító mutánsok szelekciójára irányul. 

Egy megnövelt genetikai stabilitású gazdasejt (szintetikus biológiai váz = chassis) 

előnyös lehet az ilyen konstrukciók stabil fenntartásában. Azáltal, hogy az SOS-indukált 

nagy hibaszázalékú DNS-polimerázokat kiejtettük a mobilis genetikai elemektől mentes 

MDS42 törzsből, egy klónozásos feladatokra eleve előnyös törzs stabilitását sikerült 

tovább javítani. Az így létrehozott MDS42pdu törzsben egy toxikus fehérjét 

szignifikánsan stabilabban lehetett expresszáltatni. Ez a nagy fidelitású, kisebb genetikai 

variabilitást engedő törzs széleskörű felhasználást nyerhet a terápiás DNS-termeléstől a 

hosszútávú, folyamatos fermentációs eljárásokig.

Eredmények röviden

 A csoportunkban korábban előállított redukált genomú E. coli törzsnek 

létrehoztunk olyan származékait, melyekből hiányzik a három indukálható DNS-



polimeráz (Pol II, Pol IV, Pol V) közül egynek, kettőnek, vagy mindháromnak a 

génje.

 Kimutattuk, hogy a hármas-deléciós (MDS42pdu) törzsnek a spontán és stressz-

indukált mutációs gyakorisága is alacsonyabb, mint a szülői törzsnek vagy annak 

recA és lexA mutáns változatainak.

 Kimutattuk, hogy a polimeráz-deléciós törzs fokozott stabilitást biztosít egy 

toxikus fehérjét kódoló plazmidnak. 

 Eredményinkkel bizonyítottuk, hogy az általunk előállított MDS42pdu törzs jobb 

klónozó gazda, mint az eddig használtak. 
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