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Bevezetés

Az elmult évtized egyik nagy molekularis biologiai
attorése  bizonyos fajok genetikai allomédnyanak teljes
feltérképezése volt. Az Escherichia coli K12-es és O157:H7-
es torzsei az elsd baktériumok kozt szerepeltek, melyek
genomjanak meghataroztak a bazissorendjét. Szekvencidjuk
Osszehasonlitdsa arra az érdekes megfigyelésre vezetett, hogy
genomjuk hozzadvetdleg 70-80%-a nagy mértékben konzervalt,
szinte azonos. Ezt a ,gerinc” szekvencidt szamos helyen
specifikus, csak az adott torzsben megtaldlhatdo szigetek
szakitjdk meg. Mas E. coli torzsek ¢és baktériumfajok
vizsgalata is hasonlo strukturaltsagot tart fel. Igy alakulhatott ki
az az elmélet, mely szerint a prokaridta genomok két részbdl
allnak: egy konzervalt gerincbdl, ¢és egy dinamikusan valtozo,
niche-specifikus funkciokat ellatd génkészletbdl. Ez utdbbiak
baktériumfajok kozotti cseréje, az un. laterdlis géntranszfer
evoluciods skalan igen gyakori jelenség. Az uropathogén E. coli
torzsben ilyen genomi szigetek spontan elvesztését is
megfigyelték. Erre, és e szigetek torzsspecifitdsara alapoztuk
munkahipotézisiinket, mely szerint e szigetek nélkiilozhetdéek
szokvanyos  tapfolyadékokban vald  ndvesztés  sordn.
Csoportunk célja a leheté legtobb torzs-specifikus sziget
kiejtése volt az E. coli K12-es térzs genomjabol, két alapvetd
célbol: (i) alapkutatdsi szandékkal meg kivantuk allapitani,
mennyi delécid6 végezhetd el a torzson anélkiil, hogy
¢letképessége — laboratériumi koriilmények kozott — sulyosan
karosodna; (ii) alkalmazott kutatasi célzatunk pedig egy olyan
torzs kifejlesztése volt, amely kifejezetten alkalmas DNS-
kloénozésra, fehérjék vagy kismolekuldk termelésére, illetve
egyeb, igény szerinti biotechnologiai felhasznalasra.

Napjainkban szdmos, a bakteridlis kromoszéma
modositasat lehetévé tévd technika all rendelkezésre. Ezek



mitkddése tobbnyire homolog rekombinacion alapul. Két nagy
csoportra osztjuk Oket aszerint, hogy cirkularis vagy linearis
DNS szakasz rekombinéacioja megy végbe a kromoszémaval.
Munkénk soran egy PCR-el generdlt linearis DNS szakaszt
rekombinaltattunk a bakteridlis genomba, a A fidg Red-
rekombinazainak indukcidja segitségével. Az igy kapott
kointegrans szakaszban egy extrém ritkdn hasitd restrikciods
endonukledzzal (I-Scel) kettds szala DNS-torést hoztunk 1étre,
amelyet intramolekularis rekombinaci6 kovetett. E kétlépcsds
folyamat eredményeként olyan delécidt alakitottunk ki,
amelyhez nem tarsult extrakromoszomalis DNS
visszamaradasa, és ezért tetszés szerinti szamban ismételhetd,
ugyan abban a sejtben.

Modszerek

DN restrikcids emésztése és ligalasa
Baktériumsejtek transzformalasa

Plazmid preparalas baktériumsejtekbol

Polimeraz lancreakci6 és inverz polimeraz lancreakcid
G¢l elektroforézis

Bakterialis genomi szegmentek kiejtése

Bakteridlis novekedési rata mérése

Bakterialis mutdcios rata mérése

Eredmények

Az els¢ feladat a fenti delécids mddszer optimalizalasa
volt, nagyszdmu delécié kumulativ mdédon torténd gyors é€s
hatékony konstrukcioja céljabol. Az I-Scel precizen kontrollalt
expressziojat lehetové tevd plazmidokat szerkesztettiink,
melyekkel a kettdsszala DNS torés és a kovetkezményes
masodik rekombinacios 1épés megfeleléen 1dozithetd.
Kifejlesztésre keriilt egy egyszerli, de hatékony indukcids



protokoll. Az eljaras potencialis mutagenitdsanak becslésére
megvizsgaltam annak hatasat az rpoB gén mutacios
frekvencidjara.  Megfigyeléseim szerint modszeriink egy
nagysagrenddel megemeli az adott gén mutécids ratajat, am az
mindig 10 mutaci6 /sejt /generacié érték alatt marad, ezért
ezt nem tekintjiik szignifikans hatranynak (Kolisnychenko et
al., 2002).

Az E. coli MG1655-6s torzs genomjaban 42 deléciot
halmoztunk fel. Ezzel kiejtettiink a sejtbél minden mobilis
genetikai elemet (44 IS elemet, 9 profagot, 6 rekombinacios
forré pontot), tobb kriptikus operont és szdmos ismeretlen
funkcioja gént. Eltavolitottunk tobb feltételezett virulencia-
faktor gént is, mellyel a torzs esetleges pathogenitdsa is
csokkenhetett. Ilyen a wzxC, wzb, mviN, nfnB, YgaH, Yeal,
eaeH, borD, flu, ycgH1, ycgH2, és a sokD gén, valamint a fla,
fim, fec, hok, és wbb operon. Egyebeket, ugymint a hsdRMS,
mcrBCD, mrr, tonA, és endA géneket azzal a kifejezett céllal
ejtettiik ki, hogy torzsiink hatékonyabb DNS klonozé gazdava
valjék.

Noha minden ismert IS szekvencidt eltavolitottunk a
genombol, a multidelécios torzs (MDS) genomjan végzett
DNS-mikrohibridizaciéos  kisérletek tovabbi IS elemek
jelenlétére vilagitottak rd. Ezek nyilvanvaléan nem voltak
jelen a torzs szekvenalasa idején, ami jol demonstralja ezen
elemek mozgékonysagat. Lokalizaciojukat inverz PCR-el
végeztik. Az igy talalt harom IS1, egy IS2 és egy ISS
szekvencia eltavolitasaval az MDS mindennemii mozgékony
genetikai elemtdl mentessé valt, melyet DNS-csippel végzett
vizsgalatok is megerdsitettek.

Az  MDS  fenotipusat  tobb  aspektusbol s
Osszehasonlitottuk a vad tipuséval. A delécidk szdmanak
novekedésévek parhuzamosan a torzs gazdag folyékony



kultardban mért duplazddéasi idejének nem szignifikans
mértékli megnyulasat észleltiik. Minimal tapfolyadékban nem
tapasztaltunk ilyen tendenciat. Ezek ismeretében kiilonb6z6
biomolekulak felvételéért illetve lebontasaért felelés gének
lassabb novekedéshez vezet.

Az MDS sejtjeibe tizszer nagyobb hatékonysaggal
elektroporalhatok kis méreti plazmidok, mint mint az
MG1655-6s vagy a kozkedvelt klonozo gazda, a DHIOB
torzsbe. Még 100 kbp nagysagti bakterialis arteficialis
kromoszoémak elektroporacidja esetén is kimutathatd kis
mértéki elény a multidelécids torzs javara. Az adatok szorasa
miatt a novekedés szignifikancidjat nem tudtam bizonyitani.
Ha a kiilonbségek valosak, azok oka feltehetéen a sejtfelszini
fimbridk mennyiségének csokkenése, amely az extracellularis
DNS szamara konnyebb hozzaférést biztosit a kiilso
membranhoz. Ezzel szemben a delécidk csokkentett¢k a sejt
kémiai transzformacidjanak hatékonysagat. Ez utdbbi
feltehetben a Ca® ionok jelenlétében fennallo fokozott
aggregacios hajlam kdvetkezménye, amely jelenségre egyelore
nem talaltunk magyarazatot.

PCR reakciokkal kimutattuk, hogy DNS klonozasra
hasznalt, szokvanyos E. coli torzsekbdl szarmazd plazmid
preparatumok  IS-elemekkel  szennyezettek. Ezek
nemkivanatos mutacidkat okozhatnak kiilonb6z6 génekbe valo
beékelodésiikkel, de  delécidkhoz, inverziokhoz  és
duplikéciokhoz is vezethetnek. E folytonosan fennalld vezély
csak ugy harithato el, ha MDS-bdl preparalt DNS-t hasznalunk
molekularis bioldgiai munkakhoz.

Szamos, a mutdcidos rata mérését célzd eljarast
vizsgaltam. Azok a modszerek, amelyek plazmid-hordozta
gének  inaktivaciés  frekvencidjat = mérték,  gyenge



reprodukélhatésdguk  miatt  alkalmatlannak  bizonyultak
bakterialis torzsek Osszehasonlitasara. Ezért egy 10 eljarast
dolgoztam ki, amely a kromoszémalis CycA gén
inaktivacidjanak gyakorisdgat méri. E mutansok D-cikloszerin
rezisztenciagjuk révén konnyen detektalhatéak. Parhuzamos
kultardkban kapott mutans szdmokat a Ma-Sandri-Sarkar féle
fluktuacids analizissel feldolgozva kiszdmithatjuk az adott
torzs mutacios ratajat. Ez a mérési elrendezés direkt genotipus-
fenotipus Osszefiiggésem alapul, ¢és gyakorlatilag minden
mutacio-tipust (inszerciot, deléciot, baziscserét,
kereteltolodast) detektalni képes. Tovabbi jellemzdje, hogy
nem igényel specialis genetikai hatteret, ¢s a mutansok
minimal-tapfolyadékban ndvesztve nem mutatnak novekedési
hatranyt vad tipusu tarsaikkal szemben. E moddszerrel kapott
eredmények jol reprodukalhatéak és statisztikai modszerekkel
konnyen elemezhetdk, ezért a D-cikloszerines szelekciot
idedlisnak taldltuk bakteridlis torzsek mutacidés ratainak
Osszehasonlitdsara. PCR reakciokkal lehetéség van a D-
cikloszerin rezisztens mutansok cycA génjeinek
pontmutansként valo osztalyozasara (Fehér et al., 2006).

A multidelécids és az anyai MG1655-6s E. coli térzsek
Osszehasonlitdsa azt az eredményt adta, hogy az eldbbi
mutacios rataja 20-25%-al alacsonyabb az utdbbihoz képest.
Az anyai torzs mutansai kozott a PCR-el kimutatott inszercios
mutansok aranya 24,2% volt. Ahogyan vartuk, az MDS-ben
nem taldltunk inszerciés mutanst. A két torzs kozott fennalld
magyarazhatjuk.

A szalicin egy B-glikozidos cukor, amely felvételéhez és
lebontasahoz E. coliban a kriptikus bgl operon aktivacidja

crer



beékelddd IS-elemek okozzak. Ezért a szalicin hasznositds az
IS elemek jelenlétét vagy hianyat demonstraldo biologiai
probaként is felhasznalhat6. Szalicin minimal taptaljra valo
kikenés utdn az MDS 80-90%-al alacsonyabb aktivaciot
mutatott, mint az anyai torzs. PCR-el igazoltam, hogy a
szalicinen nodvekedést mutatd anyai sejtek 92%-aban IS
ben nem taldltam inszerciot e régioban. A szalicinen vald
novekedési képesség nagymértékii kiillonbsége, amely a két
vissza.

Az optimalizalt, linedris DNS fragmenseket hasznalo
deléciés modszeriinkrdl bizonyitdst nyert, hogy alkalmas
bakterialis genomi szigetek sorozatos delécidjara. Megfeleld
tervezés utan az E. coli genom 14,28%-at (662606 bp-t)
ejtettiik ki anélkiil, hogy a sejt laboratériumi életképességét
szamottevOen rontottuk volna. Munkdk eredménye egy olyan
torzs lett, amely DNS-klonozasi feladatokra is alkalmas. A
magas elektroporacios hatékonysag és a csokkent mutacios rata
révén rutin molekularis bioloégiai munkak mellett kifejezetten
elényds lehet ipari célu fehérje vagy kismolekula
tultermeltetésre is. Az adatbazisokban napjainkra egyre
nagyobb  mennyiségben rendelkezésre 4llo  eukaridta
genomszekvencidkban szamos bakterialis IS elemet talaltak.
Ezek az IS elemek feltehetéen a bakterialis klonozas fazisaban
ugrottak a adott DNS szakaszra. Ha a szekvenalandd genomi
fragmenst MDS-ben klonozzuk, az efféle szekvenalasi
mitermékek keletkezése elkertilheto.

Az IS mentes torzs egyediilallo lehetdséget biztosithat a
transzpoziciod mechanizmusanak, kinetikéjanak és
szabalyozasanak vizsgalatara bevitt IS elemeken, nativ mobilis
elemek altal produkalt ,zajos” hattér nélkiil. A defektiv



profagok genombdl valo kiejtése révén az MDS igéretes lehet
in vivo kozmid pakolé gazdaként vald felhasznaldsra is. A
rendelkezésre allo egyedi deléciokkal P1 transzdukcié révén
tetszOleges kombindcidju multidelécids torzsek allithatok eld.
Ezek hasznosak lehetnek kiillonb6z0 mutansok vizsgalatéra,
illetve tovabbi genommanipulacios vizsgalatoknak
szolgaltathatnak kiindulasi alapot a joviben.



Eredmények pontokba foglalva

e 14,28%-0s genomcsokkentés E. coli K-12-ben (42 delécio,
702 gén kiejtése)
e minden mobilis genetikai elem eltavolitasa (11 profag, 49 IS,
6 Rhs)
e a multidelécids torzs jellemzése:
-gyakorlatilag valtozatlan novekedési rata
-csokkent kémiai kompetencia
-megtartott vagy novelt elektroporacios
hatékonysag
-IS—mentes plazmid preparatum
-az [S—transzpozicié hianya révén csokkent
mutécios rata
igazolasa a torzsben
e cgy hasznos eljaras kifejlesztése bakterialis mutacios ratak
mérésére €s Osszehasonlitadsara
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Tarsszerzoi nyilatkozat

Fehér Tamas az ,,Engineering a Reduced Escherichia coli
genome” (Genome Res., 12:640) cimi kozleményben
ismertetett genom-modifikaciés eljards optimalizalasaval
jelentés mértékben hozzdjarult az emlitett publikacid
létrejottéhez.  Mindenképpen tdmogatom azt, hogy e
publikacidt doktori fokozatszerzéséhez felhasznalja.
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