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Bevezetés

A munkacsoportunkban zajlé kutatasok az Escherichia coli baktérium genomjanak
precizen megtervezett, nagyléptékli atalakitasara iranyulnak. Mara szamos kiilonb6z6 E.
coli torzs teljes genomialis DNS-szekvenciaja ismert, ezek Osszehasonlitdsa azt mutatja,
hogy a baktérium kromoszéméja egy kozds génhalmazbol (un. ,,mag” genombol) és
szigetszeriien beékelddd, horizontélis transzferrel szerzett ,,jarulékos” genombol all.
Hipotézisiink szerint ez utobbi, altalaban specialis koriilményekhez vald adaptalddast
szolgélo torzsspecifikus gének stabil laboratoriumi koriilmények kozott nélkiilozhetdk,
eltavolitasukkal ,,aramvonalasitani”, metabolikusan egyszeriibbé és hatékonyabba lehet
tenni a sejteket.

Munkank soran megallapitottuk, hogy az un. ,jarulékos” genomi elemek
(profagok, inszercids elemek) eltavolitdsaval a baktérium laboratériumi koriilmények
kozott genetikailag stabilabban viselkedik. A genetikai varidciot generdld molekularis
mechanizmusok valtozé koriilmények kozott az alkalmazkodoképesség alapjait jelentik a
baktérium szédmadra, ezek teszik lehetdvé a populacid hosszii tavu talélését. Stabil,
laboratériumi koriilmények kdzott azonban a sejt szdmara nem létsziikséglet a nagyfoku
valtozatossag. Mi tobb, az uUjonnan létrejovo, evolvalt tulajdonsagok kifejezetten
hatranyosak lehetnek, ha egy preciz molekularis és szintetikus bioldgiai eljarassal a sejtbe
»szerelt” genetikai konstrukcidé muikodésérol, stabilitdsarol van sz6. A csoportunkban
zajloé korabbi kutatasok soran a vadtipust K-12 MG1655 laboratoriumi E. coli torzs
Osszes mobilis genetikai elemét sikeriilt eltavolitani, 1étrehozva az MDS42 torzset (a
szlldi vad tipusu K-12 MG1655 torzshoz képest 42 deléciot hordozé Multiple-Deletion
Series torzs). A mobilis genetikai elemek kiiktatdsa a sejtben torténd mutaciogeneralo
folyamatok egyik tipusat, az IS-elemek okozta inszercidos eseményeket teljesen
megsziintette. Az ilyen folyamatoknal azonban joval gyakoribbak a pontmutécios
események. A pontmutaciok létrejotte teljes mértékben nem sziintethetd meg, azonban
barmilyen mértékii csokkentése igen hasznos lehet a sejt kiilonféle felhasznaldsai soran.
Kérdés azonban, hogy a sejt nem szenved-e ndvekedési hatranyt, ha az evoluciosan
kialakult, a DNS-hibajavitdsban is résztvevé pontmuticid-generdld mechanizmusokat

kiiktatjuk.



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.

Célkitizések

Munkank alapvetd célja egy csokkentett mutacids rataja, nagyfoka genetikai stabilitassal
rendelkezé Escherichia coli torzs eldallitasa. A gazdasejt genetikai valtozékonysagat
noveld kiilonbdzé mechanizmusok kiiktatasaval egy laboratoriumi és ipari célokra
egyarant hasznosithatdé torzset kivantunk eldallitani. A gyakorlati cél mellett a
sejtmiikodés egyes, mutacidgeneralassal Osszefiiggd kérdéseit is tanulmanyozni
szandékoztunk.

Az E. coli SOS-rendszere altal indukalt, nagy szintézishibaval miik6do, un. minor

DNS-polimerazok génjeinek kiejtésével konkréten a kdvetkezdket kivantuk vizsgélni:

e Milyen mértékben vesznek részt az indukalhaté DNS-polimerazok az E. coli
spontan mutacios ratdjanak kialakitasdban?
e Kiilonféle stresszkoriilmények alatt fokozodik-e a mutdcids rata, és hogyan

befolyasolja ezt az indukalhato DNS-polimerazok jelenléte?



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

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

e Hogyan valtozik a sejtek talélési képessége a minor DNS-polimerdz gének
kiejtése kovetkeztében?

o Segit-e novekedést gatld fehérjék expressziojanak fenntartdsdban az indukalhatd

DNS-polimerazok hianya?

Alkalmazott modszerek

e Rekombinans-DNS  moddszerek  genommodositashoz  hasznalt  plazmidok
eldallitasara

e Baktériumsejtek transzformalasa

o Sejtkultarak novekedésének mérése

e Mutacids rata mérések

e Mutécios spektrum meghatarozas

e Fehérje tultermeltetése baktériumban

e DNS-szekvencia analizis

e Statisztikai tesztek

Eredmények

Az MDS42 torzsbdl a harom, indukalhaté DNS-polimeraz génjét (polB, dinB, umuDC)
egyenként, majd minden lehetséges kombinacioban kiejtettiik. A polimeraz gének
egyenkénti delécidja minden esetben a spontan mutdcids rata legalabb 20 %-os
csokkenéséhez vezetett. A kiilonb6z6 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 indukalhat6 DNS-polimerdzt nélkiil6z6 MDS42pdu toérzzsel



foglalkoztunk. A késébbi felhasznaldsok miatt fontos volt meggydzddni arrdl, hogy az
indukalhat6 DNS-polimeraz mentes torzsek alapvetd ¢Eletképességi tulajdonsagai
szignifikdnsan nem romlanak. Az MDS42pdu térzs novekedési rataja és hosszutava
stacioner fazisban valo talélése szignifikansan nem kiilonbozott az MDS42 sziil6i
torzsétol.

A nagy hibaszazaléki DNS-polimerazok transzkripcidja  stresszhatdsra
indukalodik, igy feltételezhetd volt, hogy stresszkoriilmények kozott a sziiléi és a
polimerdzmentes torzsek mutacios ratdjanak kiilonbsége fokozodik. A térzsek mutacios
ratait kulonféle stresszhatasok mellett vizsgaltuk: DNS-keresztkotéseket 1étrehozo
antibiotikummal (mitomycin-C) valdé kezelés, a sejt szdmara nem toxikus GFP
tultermelése, illetve a sejt szdmara nagymértékben toxikus fehérje (ORF238)
tultermelése. A vadtipust és az indukalhaté polimerdzoktdl mentes torzsek mutécios
ratdja  kozotti  kiilonbségek a  stresszhatasokra latvanyosan fokozodtak. Az
Osszehasonlitasként hasznalt laboratoriumi, vadtipusu E. coli torzsek, illetve az MDS42
torzs mutéacios ratdja a kiilonbozd stresszhatdsokra szignifikdnsan megnétt. Hasonlo
koriilmények kozott az MDS42pdu torzs mutacios ratdja stabil volt, szignifikansan nem
valtozott. Figyelemre mélto, hogy az 0sszes vizsgalt torzs koziil a leggyakrabban hasznalt
fehérjetaltermeld torzs, a BL21(DE3) spontan mutacios rataja volt a legmagasabb,
rdadasul a kiillonb6z6 stresszhatdsokra is ennek a torzsnek emelkedett a legnagyobb
mértékben a mutagenitasa. A toxikus ORF238 fehérje tultermelésekor a BL21(DE3) és
MDS42pdu térzsek mutécios rataja kozott majdnem két nagysagrendbeli kiilonbség volt.
Vizsgalatainkbol kidertilt, hogy a BL21(DE3) torzs emelkedett mutacids rataja foként a
fokozott mértékii [S-elem inszercidonak tulajdonithato.

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 expresszaltatasa
novekedésgatlast okoz a gazdasejtben. Egyuttal az enzimet kodold génben inaktivalo
mutéaciok felszaporodasa figyelhetd meg. Amikor az MDS42pdu térzsben termeltettiik a
metiltranszferazt, azt tapasztaltuk, hogy a plazmidon hordozott sinIM gén haromszor
kisebb frekvenciaval szenvedett funkciovesztéses mutaciot, mint az MDS42 torzsben, és

oOtszor 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 ardnyat kizardlagosan nem magyarazza a stresszindukalt mutagenezis folyamata.
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
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 normal 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.

Az ¢l6 gazdasejtben fenntartott szintetikus genetikai konstrukciok mutacidja és
inaktivacidja egy olyan, gyakran figyelmen kiviil hagyott probléma, mely gatolhatja
kiilonféle komplex bioldgiai rendszerek 1étrehozéasat és fenntartasat. Egy génproduktum,
amely toxikus vagy metabolikus terhet jelent a gazdasejt szamaéra, olyan evolicids erdt
idéz eld, amely a novekedésgatld hatas alol felszabadité mutansok szelekcidjara iranyul.
Egy megnovelt genetikai stabilitdsi gazdasejt (szintetikus biologiai vdz = chassis)
elényos lehet az ilyen konstrukcidk stabil fenntartasaban. Azaltal, hogy az SOS-indukalt
nagy hibaszazaléktt DNS-polimerazokat kiejtettiik a mobilis genetikai elemektdl mentes
MDS42 torzsbol, egy klonozasos feladatokra eleve eldnyos torzs stabilitdsat sikeriilt
tovabb javitani. Az igy létrehozott MDS42pdu torzsben egy toxikus fehérjét
szignifikansan stabilabban lehetett expresszaltatni. Ez a nagy fidelitasu, kisebb genetikai
variabilitast engedd torzs széleskorli felhasznaldst nyerhet a terapias DNS-termeléstol a

hosszatavi, folyamatos fermentacios eljarasokig.

Eredmények roviden

e A csoportunkban korabban eléallitott redukalt genomu E. coli torzsnek

létrehoztunk olyan szdrmazékait, melyekbdl hianyzik a harom indukéalhaté DNS-



polimeraz (Pol II, Pol 1V, Pol V) koziil egynek, kettonek, vagy mindharomnak a
génje.

e Kimutattuk, hogy a harmas-deléciés (MDS42pdu) torzsnek a spontan €s stressz-
indukalt mutéacios gyakorisaga is alacsonyabb, mint a sziil6i tdrzsnek vagy annak
recA és lexA mutans valtozatainak.

e Kimutattuk, hogy a polimerdz-delécids torzs fokozott stabilitast biztosit egy
toxikus fehérjét kodold plazmidnak.

e Eredményinkkel bizonyitottuk, hogy az altalunk eldallitott MDS42pdu tdrzs jobb

klénozo gazda, mint az eddig hasznaltak.
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