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1. Bevezetés

PhD munkdmat az MTA Biokémiai Intézet Genommérn&lsoportjdban végeztem. A
csoport & projektje azE. coli baktérium genomjanak nagy |éptiekracionalis alapokon
nyugvé atalakitdsa, egys#sitése. A laboratériumi kordlmények kozott nélkinés,
tobbnyire horizontalis géntranszferrel létrejothgemi szigetekben talalhatd gének kiejtésével
egy olyan torzssorozat készllt, amely fizikailagfakozatosan kozeliti az dsszehasonlitd
genomikai elemzés alapjan megallapitott, a valtsdat coli térzsekben k6zds géneklalld
teoretikus vazgenomot.

A munka célja ketts. Egyrészt az egys#msitett genomu torzsek vizsgélata szamos
tudomanyos kérdésre adhat valaszt (Mi a genomietadg globalis szerepe? Mennyire
integrans részei a genomnak a mobilis genetikanek® Hogyan véltozik a jarulékos genom
elvesztésével a sejt alkalmazkodoképessége? Igdsyészt - feltevésink szerint - a redukalt
genomu torzsek stabilabb, az 6ferrasokat hatékonyabban hasznalé gazdasejtként
alkalmazhatok szintetikus biolégiai / biotechnoligiélokra.

A gének, géncsoportok kiejtése soran kilonos frggelkaptak a mobilis genetikai
elemek: profagok, inszercids szekvenciak (IS). Azek olyan, viszonylagos 6nallésaggal
bir6 genetikai struktirak, amelyek sajat fennmasak&biztositasa mellett alkalmanként a
gazdasejt alkalmazkoddképességéehez is hozzajarakhatA vadtipusi MG1655 torzs
nagyszamu IS-t (44) tartalmaz. Az éblxészilt redukalt genomu torzssorozat 42 deléciot
hordoz6 tagja, az MDS42 elvesztette az 6sszes AS-tlS-mentes torzs egyedi kontroll-
lehetiséget nyljt ahhoz, hogy az I1S-ek és a gazdasefisk&ggat vizsgéljuk. Feladatom az
volt, hogy megvizsgéaljam kilénféle (normal és srek helyzetekben az 1S-ek szerepét a
genomstabilitas alakuldsaban. Ehhez a munkahozbhovsegitséget jelentett az egyik
egyuttmikods partnertink, G. Keil altal 1étrehozott plazmid, dynéaratlan médon igen nagy
gyakorisaggal valt a gazdasejtben IS transzpozic@gontjava. A dolgozat jelefg részét
annak vizsgalata teszi ki, hogy milyen mechaniznok®zza ennek a plazmidnak az
instabilitasat. Eredményeinket shotgun szekvenadatbazisok bioinformatikai analizisével
kiegészitve megallapitottuk, hogy az IS-eknek &zetesen feltételezettnél nagyobb méiték

gyakorlati szempontokbdl is jeldist hatasa van a genom stabilitdséra.



2. Szakirodalmi attekintés

2. 1. AzEscherichia coli baktérium

Az Escherichia coli baktérium egy aZnterobacteriaceae csalddba tartoz6 Gram-negativ,
fakultativ anaerob, nem sporazo baktérium. Sqpgdiika alakuak, atlagosanuh hosszuak
és 0.5um atmééjiek. Normdl korulmények kozott megtalalhatok az embeés az allatok
alsé béltraktusdban, ahol a normal baktériumfl@&szét képezik. Kilrllve a természetes
kdrnyezetbe is képesek tulélni, ez széleskélterjedést biztosit a fajnak [1]. A legtdbb
szerotipusuk artalmatlan, défardulnak patogén valtozatok is. A kérkép patomedtausa
és klinikai tiinetei alapjan hat olyan csoportotdkiithetiink el, melyek kérokoz6 képességek
(mint pl. adhézibs-, invazios képesség és toxineden) tekintetében egymastdl 1ényegesen
kulénbdznek: enterotoxikus (ETEC), enteropatogénPHE), enteroinvaziv (EIEC),
enterohaemorrhagias (EHEC), enteroaggregativ (EEygé&nteroaddherens (EAEE)cali.
Az E. coli K-12-es torzsét 1922-ben izolaltakstor egy torokgyikos beteg székletmintajabdl
[2]. Azéta napjaink legfontosabb prokariota modemizmusa lett. Konry
tenyészthétsége, valamint alaposan ismert, manipulalhaté gegmaniatt a leggyakrabban
hasznalt laboratoriumi torzs. Széleskonolekularis biol6giai médszertan all rendelkezesre
tanulméanyozasahoz. Nem mediepogy ezt a baktériumot kezdték megszbr szekvenalni
a Wisconsini Egyetemen (Wisconsin Madison, USA)derick R. Blattner és kollégai
részvételével 1992-ben [3]. Szdmos tanulmanksaherichia coli MG1655-0s izolatuménak
szekvenciajat valasztotta referencidnak, mert las# 6ta minimélis genetikai valtoztatast
végeztek el rajta [4]. JO tanulmanyozhatdéséga, ¥dnkezelhefsége miatt a modern
szintetikus biolégiai munkakban élszamu gazdasejt [5][6]. Rendkivil fontos szerepe v
olyan biotechnologiai alkalmazasokban, mint kulétbénetabolitok, rekombinans fehérjék
elééllitasa (pl. aminosavak, gyogyszeralapanyagokjzgmanyagok, hormonok). A modern
rekombiné&cids technikak segitségével génterapidddls vakcindkhoz, interferencia RNS-
ekhez, &t akar a Mianyag alapanyaggyartashoz is felhasznalhaté [7]

Az MG1655 genomja cirkularis, duplaszali DNS malek mely 4639221 bazispéarbdl
all, ennek 87,8 %-a fehérjét kbédoldo gén, 0,8 %-abiktRNS, 0,7%-a nem kdodold
szekvenciaisméitlés és 11 %-a szabalyoz6 és egyéb mas funkcioju Ayégenom GC

tartalma 50,8 %. Annotacidja soran a fehérjét kéanintegy 4288 bizonyitott és feltételezett



fehérjét kddolé gén egyharmadanak eddig nem sikarfilnkciojat kideriteni. A legtdbb gén
a kozponti anyagcsere-folyamatokban vesz rés#éként a novekedésért febsl
folyamatokban. A gének 10 %-a kddol felteéhety transzport és kéfehérjéket, melyek
szerepe a tapanyagok felvétele, valamint az angagfesmékek kijuttatasa a kornyezetbe. A
folyamatokban, 1,3 %-a a transzkripciéban, mig¥4;2 a transzlacidban vesz részt.

Az Escherichia coli baktérium kival6 modellorganizmus a genom szereeZs a
baktérium életvitele kozotti 6sszefliggés tanulmaédga szempontjabdl, hiszen torzsei kozt
megtalalhatéak patogén, szabadort élem-kérokozo, valamint kilonbéz fajokhoz
alkalmazkodott, un. kommenzalista valtozatok isgénom érdekes, mozaikos szerkezetet
mutat [8], [9]. A genusra jellenéz alapvet anyagcserefolyamatokért felsl esen
konzervalt vazgének sorat (“core” genom) valtozaiéstartalmu, térzs-specifikus genomi
szigetek (jarulékos genom) szakitjdk meg [10], [1A] szigetek tipikusan kulonbéz
virulencia faktorokat, mobilis genetikai elemekgglamint esetenként olyan metabolikus
géneket kodolnak, melyek segitik az adott torzscigfie életkdrilményeihez  vald
alkalmazkodast[12], [13]. Ezek a genomi szigeteKimamikus torzsfefldési folyamatok
soran keletkeztek horizontélis génatvitel, genomketb vagy Ujrarendézlési események
sordn [14]. Az MG1655 torzsben mintegy 100, leghl&®nnyi mérdt genomi sziget
azonosithat6. Ezek 6sszességiikben a genom min&Egyae teszik ki. Az MG1655 torzs
tizféle, 6sszesen 44 db 1S-et, nyolc kriptikus vdilyds profagot tartalmaz genomjanak
kulonbd® helyein; ezek az 6sszes DNS tartalom 2% -at tds24.

Napjainkban mar tébb mint 100. coli és vele nagyon kozeli rokon faj genomjainak
szekvenalé adatait talalhatjuk meg a GenBank adistidan. Az adatok bioinformatikai
elemzésével egyre kozelebb jutunk a ,core” (eggflfizés, mindegyik izolatumban egyarant
azonosithaté gének csoportja) valamint a ,pan” gerfaz adott fajon belul élordulo, de
nem minden egyes torzsben megtalalhatd gének &ggmes[15]) pontos, kvantitativ
meghatarozasdhoz. Ugyanakkor nem mindegy, melysdket valasztjuk 6sszehasonlitasi
alapnak. A ,core genom” és ,pan genom” szamitasekdajon belul a hasonlo életvitelt
mutato torzsek csoportjain is elvégezhetjik. A Ktéiezs a kommenzalistdk kozé tartozik;
ebben a csoportban a k6zos géneket tartalmazé gmrem” mintegy 3200 gént jelert. (
abra). Kiterjesztve az dsszes jelenleg eléstetcoli szekvenciara (53 genom), a legfrissebb
irodalmi adatok szerint az 6sszes 13296 géncsdladii@ alapvet géncsaladdot alkotja a vaz

genomot [16].
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1. dbra A ,pan” és ,core” genom négk. coli alcsoport torzseiben. Piros: 6 kommenzalista,
fekete: 13 emésdtendszeri patogén, zold: 7 tapcsatornan kivili geno kék: 6 Shigella
torzs [17].

2. 2. A baktériumsejtek valtozékonysaga

Minden éb sejt valtozik, a genetikai anyagban kisebb-nagyedltnzasok mennek végbe. A
valtozdsok mértéke nem véletlenszenanem hosszu evolucids folyamat altal behatafolt.
mutécios rata finoman hangolt: kigh alacsony, hogy a sejtikodését ne veszélyeztesse,
ugyanakkor kellen magas, hogy a kérnyezet valtozasaihoz valéraketodashoz megfetel
genetikai variabilitast biztositson. A valtozékoags mértékél, mechanizmusarol -
bakterialis rendszereken végzett tanulmanyokbd@ néhany altalanos megallapitast lehet
tenni[18], [19], [20]:

. A mutaciok szaménak van félselméleti limitie (6 mutacié/genom/replikacid
mezofil organizmusokban), ef6lott a sejt degrad&laaiikodése lehetetlenné valik.

. A mutécios rata a genommeérettel forditottan aranyos

. A gyakorlatban a mutacios gyakorisag a ddimitnél mintegy ezerszer kisebb a
proofreading és egyéb javitd mechanizmusokkddésének koszonkietn. A magasabb
mutacios rata fenntartdsa ,kockazatos” és enemjitiksem dinyos.

. Stressz hataséara,, amikor nagyobb genetikai vétébivalhat szikségessé a
populacié egy részének taléléséhez, a mutacids métgemelkedik, elsorban a javito
mechanizmusok gétlasa, ill. hibazé polimerazok kuithja révén. Ez a képesség — a generalt
adaptiv_mutaciok ,potyautasaként” - azéltal marahnf hogy a sejtek &ibl-idére
kedve®tlen kdrtilményeknek vannak kitéve.

. A mutaciés rata emelkedése tranziens, normal kdaniymk kozott visszaall



alacsonyabb szintre.

. Mindezek a megallapitasok pontmutaciok tanulmanyé&zdl erednek. A mutacids
spektrumnak azonban mas 0sszéitéssvannak: a dolgozat targyat képds elemek jelerdis
tényedi a bakterialis genom valtozékonysaganak. A legtgebom nagy szamban tartalmaz
IS elemeket, ezek inaktivald inszerciokat, deléatpkovabba atrendédéseket, kriptikus

operonok aktivalasat okozhatjak, édselgithetik a horizontélis géntranszfert.

2. 3. Az inszercids szekvenciak szerkezete éékdése

Az 1S-ek a legegyszébb DNS transzpozonok, [21], [22], felfedgizk Barbara McClintock
[23], aki az 1950-es években irta |ésdor az 6néllo athelyédésre képes DNS szakaszok
meglétét kukoricaban. Az6ta mar tébb mint 2400 I8ak le és soroltak be 20 nagycsaladba

(IS Finder, http://wwwe-is.biotoul.fr/ [24]), genetikai felépitésik valamint transzpozazu

aminosav-szekvencigja alapjan. A tipikus baktesiéh hossza 0.7-2.5 kilobazispar (kb); ez a
rovid DNS-darab magaban hordozza az IS autondnmszpmzicidjahoz szikséges 0sszes
fontos elemet. Egyik ilyen fontos elem a termin&ekvencia, mely 10-40 bazispéarnyi
tokéletes vagy majdnem tokéletes isihaitl szekvencia (inverted repeat sequences = IR). Két
funkciondlis részre oszthat6: a terminalis domérmely 2-3 bazisparnyi, és a vagasi
valamint a szalathelyédési folyamatok helye, és a transzpozéz kotéséieiss domeénre. A
terminalis szekvenciak kozott helyezkedik el a sepozicidért feldéls gén 2. abra). A
transzpozaz altalaban homodimer formaban aktivrfiehéhol az egyes monomereken tébb
egymastol topoldgiailag és funkcidéban is elkuléeiihmotivum talalhaté. Egy-egy monomer
esetében legalabb két domént kilonbodztetliink mkgtaditikus részt, mely a C-terminalison,
valamint a transzpozicioért febsl részt, mely az N-termindlison talalhat6. Egyestedden
(pl. IS1 [25]) a két domént egymastdl eltdeolvasasi keretben taldljuk meg, melyek a
transzlacid sorén a leolvasasi keret eltolodaséddhak at egy fehérjévé [26].

Az 1S-ek tovabbi fontos jellenée az ,tandem ismeaitls szekvenciak”, vagy DR
(direct repeat) szekvenciak. Ezek a transzpoziaiarskeletkeznek az IS két szélénél a cél
(target) DNS-szekvenciak duplikacidjaval. Hosszukl42 bazispar kozott mozog, és
szekvenciajuk altaldban az adott 1S-re jelléniZsfordulhatnak IS elemek, melyek hosszabb

vagy akar variabilis DR-tel rendelkeznek [27], [28]
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2. abra: Egy tipikus IS (nyitott doboz) szerveése. Sotétszirke szinnel az IR szekvenciak
lathatoak, kozottik a transzpozaz helyezkediRABLY részek: az inszercié sorén keletkez

DR szekvencidk. A transzpozéz promotere az IRLOkay talalhato [29].

Az IS-ek transzpozdza a foszforiltranszferazok adjdba tartozik Egy savas amindsav
harmas feldls a katalitikus folyamatokért. Szamos IS csalade& retroviralis integrazoknal
ez a harmas aminésavcsoport eg§sen konzervalt ,DDE” szakasz. Ez a motivum mas
tovabbi csoportokkal felés a termindlis bazisparok megfélglozicionalasaért[30].

A transzpozicios aktivitds normal koérulmények Kbziacsony szinten mozog, ez a
transzpozaz nagyfoku szabalyozottsaganak kdsz&inket mind a transzkripciés aktivitas
kontrollalasaval, mind poszt-transzlacios szab&geal megtérténhet, de megfigyeliedt az
adott gazda sejt faktorai altal kontrollalt folyaiais [31].

Az IS-ek transzpozazanak transzkripcios szabasm#@ténhet klasszikus modon, azaz
endogén vagy alternativ prométerek hasznéalatareahszkripcios terminaciéval, az mRNS
stabilitasanak befolyasolasaval. Tobb IS esetébeleiitak olyan specialis mechanizmust,
mely tompitja az aktivitast a gazdaban toétéranszpozicié (impinging-transcription) utan.
Transzlacios szabélyozasukban is megtalalhatjulasskikus példakat, valamint kuldnleges,
csak IS—ekre jellentz szabalyozasi modokat. Gyakori transzlacios szaBélk a
programozott transzlacidos frameshift, mely egy igeatékony eszkdz a transzpozaz
aktivitAsanak iranyitdsara, egyesitve két egymdésted nyitott leolvasasi keretet (open
reading frame vagy ORF), s ezzel ldiséget teremtve a kilonb®Aehérjék alternativ
expresszidjara. A transzpozicié szabalyozasaragéihalt a cisz aktivitas is, ugyanis a
elemnek. Ugyanakkor maga a transzpozaz stabilildsgatat szabhat a transzpozicios

eseményeknek. Medfigyelléetk a gazdasejtekben megtalalhatd kulodbpotedzokra (pl.



Lon protedz) szenzitiv transzpozazok is. A gazdasejnem csak a proteazok hatnak a
transzpozazra, hanem méas kulortbokatdsok is befolyasold ténydz lehetnek (pl.
hisztonszet DNS chaperonok, girazok, metilazok, SOS-valaszbésrtvew szabdalyozo
elemek). Nemcsak endogén, hanem &ullgrnyezeti ténygik is befolyasolhatjak a
transzpozicids gyakorisagot, mint példaulémirséklet, UV sugarzas, magneses 41{82],
[33], [34].

Maga a transzpozicid6 mechanizmusa tébb, j6l etiithéth biokémiai |[épésre oszthato.
Els6 |épésben a transzpozaz az IS elem mindkét vég@takahato, forditottan isméto
elméhez kot, és létrehoz egy Un. szinaptikus koxepleEbben komplexben transzpozaz és
mas, az IS fajtajatél fudggasszocialt fehérjék is megtaladlhatéak. A végekagodasat,
Ujrarendeddését koveten létrejon egy specidlis fehérje-DNS komplex, raely
transzposzémanak nevezink [35].

Megkulonboztetiink non-replikativ és replikativnisapoziciét. Az ébbi esetben nem
készil masolat az athely@les soran, mig utdbbi esetben az &athélyéz egyben az IS
duplikacidjaval jar.

Az athelyeddére képes genetikai elemek egyik fontos tulajdgasa transzpozon
immunitds: ha mar a célmolekulan van egy meghatfirozanszpoziciés elem, akkor
jelenbsen csokkenti egy masik kopia beépllését. Ezendtulaag érdekes mddon nem
jellemz az IS-ekre. Eddig egyetlen bizonyitott esetetlteda ahol ez megfigyelhétvolt
(1S21) [36].

Az 1S-ek inszercioja soran altalaban megfigydihegy valtoz6, az adott elemre
jellemz  preferencia egy-egy adott célszekvenciaval vagygiow@l szemben
(targetspecificitas) [37]. Ennek a célszekvenciactritasnak kulonbéz fokai vannak az
egészen Vvéletlensgbl a konzervalt helyspecifikus preferenciaig. Példdlig a Mu fag
szinte barmely szekvenciaba inszertalédhat [38},egglS-ek hosszabb, 100 bazisparnyi
szakaszokba, masok jél definialhato, rovidebb kenzas szekvencidakba képesek beépulni
[39]. Medfigyelhet teljesen helyspecifikus inszercié is (1IS91-nél GAEAAG a
célszekvencia [40]). Egyes elemek régiospecifitithatatnak példaul a GC- (1S186 [41])
vagy AT-gazdag DNS részeknél (IS1 [42]). Esetenkéhtan altalanosabb jellerbizkel is
Osszefligghet ez a helypreferencia, mint a helyBBMuktira, a supercoiling mértéke, vagy

a DNS gorbulete.



2. 4. Az inszerciOs szekvenciak szerepe a genomteaékonysagaban

A transzpoziciés elemek altalanosaéf@ldulnak. Ritka kivétel pl. az egyik élsek teljesen
megszekvenalt genom - a fontos modellorganizmu®Bacillus subtilis egyik tdrzse —
melyben nem talaltak sem IS-t, sem egyéb transejgszélemet [43]. Kéibb két masikB.
subtilis torzset szekvenalva megtaléltak a rajuk jelléngt [44]. Napjainkban mar jelefg
mennyiséd teljes genomszekvencia all rendelkezésre, ezekaiada kitiinik, hogy mas,
tobbnyire kismérdt genomok esetében is hianyozhatnak ezek a szelkene5].
Ugyanakkor talalhatunk torzseket, felhalmozddhattak abra). Megle@ mddon még a
nagyon kozeli rokon fajok dsszehasonlitasakorl@hatunk eltéd IS szamot és variabilitast.
A Shigella flexneri 2a szerotipusanak kromoszémajan 247 teljes ésrédék IS talalhato,
mig a vele kozeli rokon, patogén coli 0157 EDL933kromoszomajan 21 ép és 19 hianyos
IS-et azonositottak.
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3. abra: IS csaladok elterjedése az Eubaktériumokban éArelzaeakban. A kildnbéz
csaladok kuloénbdzszinnel jeloltek [45].

Ezek a mobilis szekvencidak a genetikai valtozasokhaspontan mutaciés rata jelként
részéért felélsek [46], [47], [48]], annak - a genetikai valamiiiziolégiai kdrnyezetil

fuggoen - igen széles spektrumét képviselhetik. Egytagim funkciévaltozdsanak 3.9%-t0l
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[49] akér 98%-ig [50] terjetl mértékben is okozoéi lehetnek. Nemcsak a spontarhaits
eseményekben, de a kulénBdendogén valamint kdrnyezeti stresszre adott vélkdmmn is
jelents szerepik lehet. A genom kilonBdzelyeire tortét transzpozicié altal a bakterialis
sejtek képesek lehetnek olyan megvaltozott korUjrekhez alkalmazkodni, mint a
szénforrasok megvaltozésa [51], [52], antibiotikgatlas [53], ozmotikus stressz [54]. Az IS-
ek tobbféleképpen valtoztathatjdk meg az adott sejhomjat. Athelyeésik soran
operonok vagy gének aktivaciojat okozhatjak [58B][ inaktivald inszercidkat, deléciokat,
tovdbba kromoszéma atrenddéseket hozhatnak Iétre [56], [57]. Polaris hatésgteljesen
befolydsolhatjak a szomszédos génelkkdaését [58], valamint ésegithetik a horizontalis
géntranszfert [14], [59].

Sokréti hatasuk azt sejteti, hogy evollcios szerepik nirangagolhato. Az altaluk
okozott legjellemébb hatds az inszercidval létrefdvgéninaktivacié. Ezt a jelenséget
hasznélja ki a mai molekuléris biol6giaban is eggni gyakori technika, a transzpozon
mutagenezis [60].

Az ellenke? jelenségre, az inszercios aktivalasra is van a@ptanulményozott példa:
a kriptikusbgl operoné. Abgl operon kédol minden funkciot, mely szikségdgé-gliikozid
szénforrasok (szalicin, arbutin) transzportjdhoz hédroliziséhez [61], de ahhoz hogy a
novekedéshez megfeteszinten feje&djon ki, szikséges egy aktivalé mutacié. Ez a matac
az esetek nagy részében (98%) egy IS — talnyomidsé&ijben I1S1 vagy IS5 — inszercidja a
promoéter egyik meghatarozo régidjaba, mely a tileimaios startponttdl szamitott =132 és
+91 bazispér kozott helyezkedik el [50]. Hasonldd@€ nemcsak operonoknal, de egyedi
géneknél is megfigyelhetiink. igy are kriptikus gén esetében is, mely egy mangansiigg
adenin deaminaz, esserlS-kozvetitette aktivacioja figyelltemeg [55].

Nemcsak az anyagcserével kapcsolatos valtozasotddalnatunk IS elem okozta
aktivaciot. Gyakran medgfigyelhgtinszercids aktivacio egy, a flagellaris transzgids
szabalyozésért feléd operon, a#lhD esetében, mely az igy megndvekedett expresszidja
révén fokozza a mozgasképességet [62].

A génkifejesdés befolyasolasat poléris hatassal is elérheti®gilisérletes adatokbal
tudjuk, hogy tébbuknél (IS1, 1S2 és IS5) megtalddbk a terminalis szekvencidban kifelé
mutato -35 prométer hexamerek, melyek ha pontosigagra kertilnek a transzpozicio soran
egyes, helyben éfordulé -10 hexamereél, egy Uj promoter kégmhet, mely képes

elinditani a szomszédos gének atirodasat [39].
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4. abra: Horizontdlis transzfer

altal szerzett DNS eloszlag MG1655 kromoszoméjan. A

kapott régiok tulajdonsagai (koruk, illetve repetités mobilis szekvencidk jelenléte)

szinkédolva vannak. Fizikai

elhelyezkedésik az iképiés origbhoz és terminatorhoz

viszonyitva a flg@leges oszlopon, mig nagysaguk a vizszintes tengelyashato le [59]
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Megvizsgalva a horizontalis transzfer altal szerBNS régiok szekvencigjat az MG1655
kromoszoméjan, kimutathatd4.( 4bra), hogy a torzs IS elemeinek 68%-a (3H-I25)
szorosan 0sszekapcsolhato veluk [59]. Ez az ekwdrlb feltételezést indukal. Egyrészt
jelentheti azt, hogy az IS elemek a horizontélisagéiteli események soran bejutott részekkel
kerllnek a kromoszémara. Az is fennallhat, hogyeaogni szigetek kevéssé fontos génjei
jobban toleraljak, s igy méwzik az utélag odaugrott IS-eket. Gyakoferdulasuk a sajat és
az atvitt DNS ko6zotti kapcsol6 régidban azonbarabikarra utalhat, hogy az 1S-eksggitik

az idegen DNS inszertalodasat a replikaciojuk séedetkesd kointegratum képzéssel, s nem
késibb helye#ddnek at a mar horizontalisan atvitt szakaszokba.

Kérdés, hogy ezek a genetikai valtozasok csakéktelimékei egy molekularis parazita
mikodésének, vagy 6sszehangolt tédyer genomevollcionak. Evoluciés i@ontbdl két,
egymasnak ellentmondd elmélet van az IS elemekarfviat a mobilis elemek) genomi
jelenlétének és szerepének magyarazatara. Egyit s2erint az 1S-ek genomi parazitak,
kimagasloan hatékony 6fizgének, melyek a gazdat kihasznalva dnmaguk felstaa
torekednek [63], [64], [65]. Méasik nézet szerintgazdasejttel egyutt féttek, azzal
dsszehangoltan fkddnek és a sejtnek hasznos részei [66], [56]. Ailisogenetikai elemek
gazdag szakirodalmaban mindkét feltételezés al&@ZAamara talalhatunk bizonyitékot és
ellentmondast is. Egyrészt Ugintk, 6nd parazitdk: hiszen az IS elemek adott gazddban
elszaporodhatnak, de ki is veszhetnek, majd Ujridzeetnek [14], [65]. Hatasaik sokszor
karosak a gazdasejt szaméara (delécios mutansokinafiéimalas, Uj fehérjevariansok
létrehozasa). Masrészt a gazdasejttel 6sszhangtilaidmek és nem elhanyagolhaté szerepik
van az evollciés adaptacidkbarit dizonyos esetekben (pl. kriptikus operonok-gének

aktivalasaval) a talélést is biztosithatjak a seimara.

2. 5. 1S-ek okozta héatranyok biotechnologiai munkakan: klonozasi

mitermékek

A bakterialis sejtek koztik az. coli biotechnologiai alkalmazasat nagymértékben
nehezithetik az 1S-ek @tlézte DNS Ujrarendédési események, valamint a transzpoziciok
soran bekovetkéz mutaciok, mivel ezek fitermékekhez, a kivant klon instabilitasahoz, a
faradsagosan &llitott termeb sejtek leromlasahoz vezethetnek. A szakirodalomtab

esetben olvashatunk ilyen klénozasi és fenntahiésgikrél, annak ellenére, hogy a sikertelen

kisérleteket ritkan kozlik. AProteus wulgaris restrikcios-modifikacidos rendszerének
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klonozasakor harom, egyméstdl fliggetlen esetbetakdf1 inszerciét a klonozott génekben
[67]. A Serratia marcescens Ipp génjének klonozésakor is taléltak IS1 és IS5 insaleat
[68]. A Streptococcus equisimilis HA6A sztreptokinazanak tanulményozasa soran sei®é
inszercid volt tapasztalhatd, mely ugyan épen lesagyhgat a gént, de az expressziojat
csokkentette [69]. Az ilyen klénozasi hibdE. coli-n kivil mas organizmusban is
eléfordulnak, Agrobacterium tumefaciens gazdasejtnél is egy transzgént inaktivalt a beteug
IS136 [70].

Az inszerciés elemek gondot okozhatnak DNS vakciakdllitasakor, fermentacio
soran. llyen jelenséget a Merck Kutatasi Laboratddban figyeltek meg HIV vakcina
eloéllitasa kozbenE. coliban fermentéalva a vektoron bekdvetkeiS1 inszercié okozott
alacsony termelési hatékonysagot [71]. A probléarddsséaga szintén nem elhanyagolhato a
,shotgun” szekvenal6 kutatasoknal, ahol az adasb&ztisztasagat szavatolni kell. Mar az
emberi genom ,cosmid” alapu kdnyvtaranak tanulmaégakor észrevették a szekvencia IS-
szennyeédését [72]. Az adatbazisokn silico vizsgalataval derllt fény a kilonkHz
genomszekvencidkban felhalmozodott nem kivant risofilekvenciak gyakori &ordulasara
[73], [74], [75].

Eklatdns példa az 1S-ek nem vart felbukkanasafa &enter munkacsoportja altal
elkészitett el$ szintetikus genom esete [76]. A sok éves munkéssfrerakotMycoplasma
mycoides genom Ujraszekvenalasa egy nem vart IS1 elemettatuki a genomban. Az IS1 a
koztes l1épések sordn — mikor a szintetikus DNSkitskat E. coli gazdaban tartottdk fenn —
ugorhatott avl. mycoides DNS-be.

2. 6. Kdzvetlen ébzmények: IS-ek azE. coli K-12 genomban

A megszekvenalt MG1655 torzs tizféle, 0sszesers44 hyolc kriptikus vagy hibas profagot
tartalmaz genomjanak kulonkibhelyein; ezek az 6sszes DNS tartalom 2 % -atkds4B].

Az azonositott mobil genetikai elemek kuldnbdzanszpozicios aktivitdst mutatnak [77].
Kuléndsen aktiv az 1S150, mely a hosszu tava ewadlc 10000 generacios, [57] valamint a
szurt kulturakat vizsgald [78] kisérletekben ésaliakozé fagyasztasi-olvasztasi ciklusokkal
dolgozé - kisérletben [79] a genom (Ujrareridisek nagy részéert felelt. Magas
transzpozicios aktivitdssal rendelkezik az 1S1 meelgemcsak a hosszu tavu evollcios
kisérletekben de egyéb egyedi géneket minggR [51], bglR [50], cycA [53], tonB [80]
vizsgalva is rendkivil gyakran felbukkan.

A csoportunkban végzett genomredukcios munka saasorozatos delécidkkal
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fokozatosan csdkkent a genomban az 1S-ek szamaurkarktzben derult fény arra, hogy a
torzsben a szekvendlads 6ta Ujabb IS transzpozésiésiények torténtek, és 5 Ujabb genomi
pozicidban is talalhaté IS. Ezek feltérképezésétedscidjat koveten a 42 deléciot hordozo,
0sszességeben 14%-kal redukalt genomd MDS42 lgttzasorozat efsolyan tagja, mely
nem tartalmaz egyetlen 1S-et sem [81], [82]. A VYgdisiU MG1655, a delécids tdrzssorozat
kildnb6d szdmu 1S-et hordoz6 tagjai és az IS-mentes MD8¥2d lehedséget nyujtott az
IS-ek genomstabilitdsra gyakorolt hatdsanak felsédréz.

A munka soran felhasznaltunk egy kilénésen inktébielemeket “begijteni” latszo
plazmidot. A konstrukcié egyuttikodd kolléganktdl, Glnther Keil szarmazik. A
koleratoxin (CTX) B alegységét prébélta klbnozninwil hemorrhagias virus [83] VP60
fehérjéjét kodold génnel kapcsolva. A fuzidés gématélvakcinagyartdshoz készilt, és
kodonhasznalatat tekintve ndvényi expresszioraraizaltdk [84]. Az alzetes tapasztalatok
szerint a pBR322 tipusu plazmidba klénozott fuziést nem lehetett stabilan fenntartani.
Tekintet nélkul az. coli klonozé gazdasejt tipusara, a plazmidba 12 6rassztés alatt is
IS-ek épliltek, illetve az esetek kisebb részébédécuk és egyéb muticiok modositottak a

szekvenciat.
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3. Célkitiizések

Munkank célja, hogy megvizsgaljuk az IS elemek gestabilitdsra gyakorolt hatasat Bz
coli baktériumban, illetve megmutassuk az IS-menteduk@t genomu tdrzsek klonozasi
munkakban érvényesiiklonyeit.

A vizsgalddas kozelebb vihet szamos, nyitott kénagvalaszolasdhoz. Az IS elemek
a genomevoldcié integrans elemeit képezik-e, vdgfserban 6nalld, molekularis parazitak,
amelyek csak jarulékosan, véletlensizer okoznak ényds valtozasokat? A valtozékonysag
generéldsadban milyen specialis, csak az IS elemelemz szerepik van? Gyakorlati
szempontbdl: elhanyagolhat6-e az IS elemek szesepejt biotechnoldgiai / szintetikus
biologiai alkalmazésakor, vagy ellenkézy, jelenés hibaforrast jelenthetnek az IS
transzpozicio okozta fitermékek klbnozasi munkakban?

A vizsgalédashoz néhany egyedi eszkbzzel renditikezi) soklépcsds delécios
munkéaval edallitott, kiilbnbds szamu IS-t tartalmazé ill. teljesen 1S-menegoli torzs, ii)
egy olyan — feltételezh&tn a sejt szaméra toxikus - gént hordoz6 plazmigy ndtszolag
.IS-csapdaként” rikddik, azaz normal gazdasejtben igen gyorsan 18dzdwva valik.

A kovetkedket kivantuk vizsgélni:

. Mekkora az IS-ek atlagos transzpoziciés gyakorisBgaoliban? Nagysagrendileg
azonos-e a pontmutacios rataval?

. Torténik-e stressz hatdséra transzpoziciok indigkdiasonléan a pontmutaciokhoz?

. Hogyan niikddik az esetiinkben talalt ,|S-csapda’ DNS-, RM&gy fehérje-szinten
funkciondl az IS-ugrast kivalté tényez

. Hogyan lehetséges, hogy a ritka eseménynek szal@itinszerci6 eredményeként
létrejott mutans ,1S-csapda” plazmid révididlatt dominans lesz a populaciéban? Milyen az
IS inszerci6t szenvedett plazmid szelekcidjanakmikaja?

. Az IS-csapdaként” iikddd plazmidndl tapasztaltak mennyire altalanosithatdkgen
gyakori probléma a klénozasi munkdk sordn az IBstzpozicié miatt bekovetkéz
klonozhatatlansag? Talalunk-e analdég eseteket nysh®tgun genomszekvenalasi

adatbankokban?
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4. Anyagok és modszerek:

4. 1. Felhasznalt torzsek, taptalajok és plazmidok

KisérleteinketE. coli K-12 MG1655-6s térzson [3], valamint szamos mdsivaltozatan
végeztik. Az MDS12, MDS30, és MDS42 (valamint maPd térzsek sorszdmuknak
megfeleb genomi deléciot tartalmazd, csokkentett genomltogatai az MG1655-nek
[81][82]. Az MG1655-T7, valamint az MDS42-T7 olydiy polimeradz expresszalo torzsek,
melyek tartalmaznak egy IPTG-vel indukalhato, lperator/T7 polimeraz kazettat az eredeti
torzs yahA-yaiL genomi regiéjaban. Az MDS42+IS1 és MDS42+IS2 tékzegy-egy kopia
IS1 (yead) ill. IS2 (yddA) inszercids elemet tartalmaznak.

A kisérletek soran altalanos gazdag taptalajyétany és szilard Luria-Bertani (LB)
taptalajt hasznaltunk [85]. Mutaciés rata méréskknB-cikloszerin antibiotikum
alkalmazasakor MS minimal taptalajt hasznaltunk].[5@ntibiotikumokat a kovetkez
végkoncentracioban alkalmaztuk: kloramfenikol (G28)ug/ml, ampicillin (Amp) 100 pg/ml,
D-cikloszerin (Cyc) 0.04 mM. A D-cikloszerin toradata (4 mg/ml) mindig frissen,
hasznélat ékt készlt.

Az eredeti pCTX, pVP60 valamint pCTXVP60 plazmidoksinther M. Keil készitette
[67]. A pSG1144 plazmid a Scarab Genomics (Madissh, USA) tulajdona; F-tipusu
replikacios origét, R2 plazmidrél szarmazdA-oriV replikont [86], T7 prométert, valamint
kloramfenikol rezisztencia gént hordoz. Axf238 és actxvp60 IPTG-vel indukalhatd
valtozata a pSG1144 kl6noz6 helyébe illesztve WésZA mesterségestxvp60opt €s
ctxvp60dezopt szekvencidkat a GenScript Corporation-nal (Piscaya NJ, USA)
szintetizaltattuk; ezeket szintén a pSG1144 plabmi#lénoztunk. A pProEX HT-CAT
(Invitrogen, Cat. No. 10711) plazmid a Scarab Gens#tol (Madison, WI, USA) szarmazik.
A plazmidokat kizarélag IS mentes (MDS42) gazdatiiz hagyomanyos alkali-lizis
modszerével tisztitottuk. A toxikus pCTXVP60 pladat kilon eljarassal tisztitottuk: frissen
elektroporalt sejteket agar lemezre szélesztettiitdyd 14-15 Ora ndvesztés utan a normal,
egészséges fenotipust mutaté (mutans) kolonidkagkik és eltavolitottuk, majd a toxikus
fenotipust mutatd, gyonge noveketliékolonidkat TE-vel lemostuk. Az igy kapott

sejtszuszpenziét Sigma GenElute™ Plasmid MiniprigeKdolgoztuk fel.
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4. 2. Kompetens sejtek és transzformacio

Az elektrokompetens sejtekettandard protokoll alapjan készitettik. 100 ml rekds
antibiotikumot tartalmaz6 LB-tapoldatba 1 ml stattaltlrat oltottunk at, ezt Of3=0,5-0,6
értékig novesztettik, majd 4C-ra Hitdttik. A sejteket 15 percig centrifugalva Ulepiikt
(4000 rpm), majd 100 ml jéghideg desztillalt vizisauszpendaltuk. Ujabb centrifugalas utan
a sejteket 50 ml desztillalt vizben vettik fel. Arimadik centrifugalast kowegn 4 ml
jéghideg, 20%-o0s glicerinben szuszpendaltuk alssjte\ kovetked centrifugalas (15 perc,
5000 rpm) utadn 0,2 ml hideg, 20%-0s glicerinbertikefel a sejteket, majd 4Ql-enként
Eppendorf-csovekbe osztottuk szét. Az igy elkénzitejtek azonnal hasznalhatok
elektroporalésra, vagy80 °C-on tarolhatok.

A kompetens sejtek elektrosokkolasat InvitrogeekEbporator Il vel, 0.1 cm-es
kivettdkban 1800 V maximalis fesziltség és Gonaximalis ellenallas mellett végeztik.
Ezutan 1 ml LB tapoldatot adtunk a sejtekhez, megg O6ran at inkubaltuk a megfaiel

hémérsékleten, végul a megfélelgarlemezre szélesztettik a kultarat.

4. 3. Novekedési gorbék automatizalt meghatarozasa

A kulonféle plazmid-gazdasejt kombinéciok novekedésamikajat 100-well-es Honeycomb
2 lemezekben (Oy Growth Curves Ab, Helsinki, Finlgna megfelé antibiotikummal
kiegészitett, folyékony LB taptalajpan vizsgaltulh sejtek novekedését 540nm-es
hullAmhosszon mért optikai denzitason (O.D.) kdaikettBioscreen C Automated
Microbiology Growth Analysis System (Oy Growth Casv Ab, Helsinki, Finland)
hasznélataval. A kisérletekhez frissen elektropo(@¥-15 o6rat novesztett) lemezékr
szuszpendaltunk fel egy-egy koléniat (200 pl LB tafggban, melyet 25 pg/ml
kloramfenikolal egészitettink ki), minden gazdateekpéarositasbol 10 parhuzamossal
dolgozva. Ezeket a Honeycomb lemezekben 37°C-oryafehtos razatds mellett

novesztettink fel.
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4.4. Indukélhaté toxikus és kontroll plazmid konstrukciok ndvekedésgatld

hatdsanak vizsgalata folyadékkultiraban

MDS42-T7 sejteket elektroporaltunk a megfélgdlazmid konstrukciokkal. Telitettségig
felndvesztett starter kultarakbdl 1-1 mi-t oltotkutovabb (2 parhuzamossal dolgozva) 50 ml
folyékony LB taptalajt tartalmazé lombikokba, maR20 rpm-en 37°C-on ndvesztettik
tovabb. A sejtek ndvekedési gorbéjét OD 550 nma&h,perces mintavételekkel, WPA
Colourmax CO75000 koloriméter segitségével végmedrésekkel allapitottuk meg. Az
indukdlandé mintdkhoz 1 mM IPTG inducert adtunk f#ces novesztés utan, kivétel az
SG1144-ORF238 konstrukcid, ahol a#pdnt 120 percre tolodott.

4. 5. Mutacios rata vizsgalatok

A muticiés rata vizsgalata sordn D-cikloszerin [83] rezisztens sejtek megjelenési
gyakorisagat kovettik fluktuacios teszt segitséjédd. A kisérlet soran frissen elektroporalt
sejteket oltottunk 20-20 8sl ml, glik6zzal kiegészitett MS oldatba {XOFU/mI), melyet
szilkség szerint antibiotikummal egészitettiink kajdra kultirdkat 37°C-on korai stacioner
fazisig novesztettik. Minden egyessibél 50 ul kultarat D-cikloszerin (0.04 mM) tartalmu
minimal taptalajra szélesztettlink. A kapott telépskadl a becsilt mutéacié perscszamot (m)
Ma-Sandri-Sarkar maximum-likelihood (MSS-MLL) elfgssal [89] hataroztuk meg. Az 50
pl-e vonatkozé m szambdl a telies 1 ml-es kulturémaatkoztathatd m szdmot Stewart
nyoman szamoltuk ki [90]. Csak azokat a Kkisérlatekettik figyelembe, ahol az
dsszehasonlitani kivant kultarak osszsejtszadmamitdrése elhanyagolhatd (<3%>006
kétmintas t-teszttel) volt. Az Osszsejtszamokat d4s8bol vett mintak higitdsainak nem
szelektiv agar lemezekre toréén kiszélesztésével kaptuk. A muticidés ratat
(mutécid/sejt/generacio) a mutacié peb &s az atlag 6sszsejtszam peb banyadosabol
szamoltuk.

A fehérje tdltermelés mutacidés ratara gyakoroltabat [82] pProEX HT-CAT
plazmidot tartalmazé MG1655 sejtekkel vizsgaltuknIPTG indukcidval, mind anélkdl
fluktuacids teszteket végeztink. A sejtekhez az QRT0.6 mM-os koncentracidban,
exponencidlis novekedési fazisban adtuk hozza (A590.7), majd a kultarat 37°C-on

telitettségig novesztettik, és a fent leirt modsteD-cikloszerin rezisztens kolénidkra
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szelektéltunk. A mutécios rata méréseket minimuroré&zor ismételtik meg.

4. 6. Mutaciok tipusainak vizsgalata

A D-cikloszerin rezisztenciaért fetied cycA gén esetében meghataroztuk annak mutacios
spektruméat [53]. 1877 bazisparnyi genomi régiét elyntartalmazta a teljes gént -
amplifikaltunk a mutans sejtekbcycAl/cycA2 primer parokkal, kolonia PCR segitég.
Reprezentativ mintdnak 20 koléniat hasznéltunk evingarallel leme#t, igy kisérletenként
400 mintaval dolgoztunk. Az amplifikalt DNS fragneket agardz gélen elektroforézissel
elvalasztottuk, és egy vad tipusu fragmenthez Hégarelemeztik. Azonos nagysag egy
vagy néhany nukleotid valtozasat jelzi, csokkentaneagy fragment hidnya deléciét mutat, a
megndvekedett méret pedig IS elem jelenlétére At&lapott mutacios véaltozatok aranyait a
paralell kisérletekben kétmintas t-teszttel hasottlik.

A ctxvp60 gén mutacids spektrumét a fent leirt médszerredrbatuk meg: a mutans
sejtekldl egy 2481 bazisparnyi szakasz T7/chiBnerpérral tortéé amplifikalasaval, koldnia
PCR segitségével. Inszerciés mutdnsok esetében gges elS elemeket IS- és
plazmidspecifikus primerekkel, PCR—el azonositottAk mutans szekvencidk kozil 12-t

szekvenalasnak vetettiink ala [91].

4. 7. Plazmid konstrukciok létrehozéasa

Az eredeti pCTXVP60 plazmid frameshift-tel rendeke valtozatat helyspecifikus
mutagenezissel, tobbléfss PCR-el készitettik el. A frameshift-et |étrehde@y extra T
bazis hozzdadasat biztositd), egymassal ellentiééeyba mutatd, atféd primer part
(vpflivpf2) terveztink; ezek magukban hordoztdk iagzercidt. Tovabbi két, kids
(T7/CVEK3) primer segitségével, rekombindns PCR smédel elkészitettik a gén
frameshift-et tartalmazé valtozatat, melydtol- Hindlll helyre, az eredeti plazmidba
klonoztunk. A szekvenciak pontossagat szekvendlaisasriztik.

Az SG1144 vektor indukalhatd konstrukciéit a pladmcoRI-BamHI valamint Ndel-
Hindlll klénozbhelyébe inszertalva készitettik el. A kbl vektorokbdl szarmazo
szakaszokat minden esetben PCR segitségével emkitlld felhasznélt plazmidok

létrehozasaban a részletesen nem targyalt rekonibind€péseket kdzismert molekularis
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biologiai médszerekkel végeztik [85].

A plazmidok térképe a Flggelékben talalhato.

4. 8. Reverz-transzkripcidhoz kapcsolt, szemikvanttiv PCR (RT-PCR)

Az RT-PCR soran hasznalt teljes RNS mintdkat RN&itd készlet segitségével preparaltuk
(Sigma-Aldrich, GenElutd" Total RNA purification kit, Cat. No.: BTR7). Egyed
koléniakrél ,overnight” kultirakat inditottunk 3 nhlB tapoldatban. A pCTXVP60 ismert IS
mutansaibol nyert (pCTXVP60 IS/ 2, 3, 7, 8) stakdtl 3 ml-es kulturakat inditottunk, majd
az exponencialis névekedési fazisban telies RN&titottunk. A pCTXVP60 plazmid friss
transzforméciéjabol szarmazé kis és nagynfiéedepeklidl annyit gyijtéttiink 6ssze, hogy az
1 ml-re higitott szuszpenzid elérije az QB1.0 tdménységet. A telles RNS-t ébka
szuszpenziobdl tisztitottuk a friss kultdraknal adtkazott modszerrel. A tisztitott RNS
minéségét agaroz gélelektroforézissel adlaxtik. A nyers RNS-81 1 ug-nyi mennyiséget a
gyarto protokollja szerint DNaz (Fermentas, Cat.:NiN0521) kezeléssel tisztitottuk meg a
szennyeé, RT-PCR-t zavar6 genomi DN8H A DNase-kezelt RNS mintakat PCR-el
ellerdriztik, hogy sikerllt-e elimindlni a szenngeDNS-t, majd cDNS szintéziséhez
hasznaltuk templatként (Applied Biosystems, GeneARPIA PCR, Part No.: N808-0017).
A cDNS szintéziséhez random hexamer primereket nddtsmk a gyarté protokollja
leirasanak megfeléén. A keletkeé cDNS templat vizsgalatat ORFstart/ORFstop
primerekkel, PCR-rel végeztik. Bélskontrollként arecA transzkriptum mennyiségét

detektaltuk. A PCR-rel kapott fragmenteket agaréelgktroforézissel vizsgaltuk.

4. 9. Mikroszkdpos sejtanalizis

A sejteket 37°C-on 30 percig 1M nonyl acridine orange (NAO) és 10ug/ml ethidium-
bromid (EtBr) oldatban inkubaltuk. A DNS festésé@®6-0s etanolos fixacio (30 perc) és
PBS mosés utan 500ng/ml 4',6-diamidino-2-phenyled®API) oldatot alkalmaztunk (10
perc). A mikroszkopos megfigyeléshez adlethezeken 2 szdzalékos agarblokkokkal (1cm x
1cm) immobilizaltuk a mintédkat. A konfokalis lézgrdsztdz6 mikroszkopiat Olympus
Fluoview FV1000 konfokalis 1ézer pasztazé mikrogmbal veégeztik (Olympus Life Science
Europa GmbH, Hamburg, Germany), UPLSAPO 60x (d\&,1.35) objektivvel. A képek

kiértékeléséhez Olympus Fluoview software (verdiah2.2) programot hasznaltuk.
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4. 10. Az E. coli IS elemek eéfordulasanak bioinformatikai analizise a

shotgun szekvenalasi adatbazisokban

A bioinformatikai elemzések technikai részét — kdtériok utdn — Pdsfai Janos végezte. A
szekvencia adatokat az ,NCBI Trace Archive” adai®d@ toltottik le. A bakterialis és az
archea genomokat akkor hasznéltuk fel, ha az egyesliszekvencidk, az 0Osszedllitott
szekvencidk, az annotacidk és a kisérletes melidklis hozzaférhéek voltak. Az Ujabb
generacidés szekvenald technoldgidkkal (primerwalk4d stb.) felépitett adatbazisokat
kizartuk a keresés soran, mivel azokadlitasdhoz nincs szikség klonozasi lépésekre. Két
BLAST adatbazist épitettiink fel minden vizsgalt ganesetében, egyet az egyedi ,shotgun”
klbnok szekvencidibdl, egyet pedig ugyanazon getieszeallitott, annotalt szekvencijabal.
Osszegijjtottik azE. coli K-12 MG1655 torzs (U00096) IS elemeit, kiegésziv®H10B
torzs 1S10 szekvencigjaval (NC_010473). Az ISékisszedllitott szekvenciakészlet nyomait
kerestik az altalunk létrehozott BLAST adatbazisokimukleotid szirit homologidk utan
kutatva. Az inszercios események szdmanak meglisédidz szigorlu paramétereket
hasznéltuk (expectation value 0.1, minimum scoreBimum run length 40 nucleotides).

Az els keresési korben az IS-ek homoldgjait kerestukiatgun” klén-kdnyvtérakban. Ez a
keresés olyan talalatokat szolgaltatott, melyekeFelten E. coli IS-szeti szekvenciakat
tartalmazo klénokra mutatnak. Az élkeresési kérben megtalalt kibnokat — ha tartalatazt
genomi ereddtszekvenciat is - betérképeztik az dsszeallitotbigpeszekvenciakra.

Kbvetked |épésként az IS homologjait kerestiik immar az égfirott szekvenciakon.
Ezek a taldlatok nagy val6sasgeggel endogén I1S-re mutatnak (és nem a klénozpésék
soran beugrott, szennye1S szekvencidkra), és a tovabbi vizsgalatokboaitik cket. A
maradék ,shotgun” klonok (az élskeresés taldlatai kozul kizartuk a masodik keresés
taldlatait) genomi szakaszat hasznaltuk a kovétkezresésben, és a nyers ,shotgun”
konyvtarakban kerestik meg homoldgjaikat. Végul atalatokat Gjra megkerestik az
Osszeallitott genomokon is, és csak a kdlcson@ggalb taldlatokat tartottuk meg.

Ezzel az “edre-hatra” BLAST mddszerrel azonositottunk olyankseaciakat, melyek
a “shotgun” konyvarak létrehozasa kdzbeni kldnos&sesek sordn szereztekcoli eredel
IS elemeket. A modszer alapjan azonosithatéak kvoligan genomi szekvenciak, melyekben
megemelkedett gyakorisdggal fordultal6 el klonozdsok soran szerzett IS-ek. Ezeken a
genomi szakaszokon azonositottuk a kddold géneketazok feltételezett funkciojat

(GenBank annotaciok alapjan).
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5. Eredmények

5. 1. A pCTXVP60 klénok heterogén fenotipusanak égenotipusanak
vizsgalata

Elézetes kisérletek alapjan a fentebb ismertetettefagent (nyal hemorrhagias virus kapszid
fehérje gén (VP60) + koleratoxin B alegység (CTX])8hordozé pCTXVP60 plazmid
instabilnak bizonyult kilonbd@zhagyomanyosan haszn#t coli térzsekben (HB101, C600,
DH10B és MG1655). A fuziés gént tartalmazo plazrkidb fehérjetermelés nem mutathaté
ki, és a DNS kinyerés hozama is alacsony volt. dgk&or kulon-kilén klénozva a fazids
gén elemeit, a plazmidok megfédlatékonysaggal, valtozatlan szekvenciaval fermaédtk.

A pCTXVP60 plazmiddal tortéhtranszformalds utan a kapott kolénidk heterogardtak
LB-agar lemezeken. A transzformans telepek tobbgépe, lassu ndvekedésattetss volt.
Kevés egészséges kindzemormal ndvekeddstelep jelent meg a kontroll pCTX klénokhoz
viszonyitva. HosszU (>24 h) inkubacié hatasara véuiiden kicsi telep normalis sebeséég
szektoros nodvekedésnek indult. Ezzel ellenétbeméBtes MDS42 torzset hasznélva a
transzformansok egységesebb morfologiaval rendelketB-agar lemezen. Telepeiket
ugyancsak gatolt nbvekedés jellemezte, &m kozték €s0,1 % mutatott nagyobb, normalis

novekedeést éjszakén at inkubalt lemezekeralfra).

A - B , N

5. &bra (A) pCTXVP60/MG1655 és (B) pCTXVP60/MDS42 transzf@émsok LB+
kloramfenikol agar lemezen. A nyilak a valésdithetien méar valamilyen mutéciéval
inaktivalt fuziés gént hordozé plazmiddal rendetkézlepeket mutatjak [91].

A normal (nem IS-mentes) gazdébdl visszaizolaltzmpiaok Ncol/EcoRI restrikcios
mintazata tobbségében eltérést mutatott az eldegjetarthoz képest, és arra utalt, hogy a

klbnozott gén mérete a legtébb esetben megndvekedlekilonb6td torzsekre jellemiz
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hasitasi mintazatbdl a jellegzetes DNS fragmentwhdkolaltuk és megszekvenaltuk. A
kapott szekvencidkban minden esetben IS szekveatci@kaltunk actxvp60 génben. Az
MDS42 gazdasejtih kinyert pCTXVP60 plazmid viszont a vart restriisimintazatot mutatta
(6. abra).

12kb -

S5kb -

1kb -

6. abra A pCTXVP60 plazmid jellegzetes restrikcios mint@zailénbos torzseklisl izolalt
pCTXVP60 Ncol-EcoRI hasitasi képe. (1) MDS4dl:mormal hasitasi kép (2) MDS43ib
normal hasitasi kép (3) DH10B3(4) DH10B-5I; normal hasitasi kép — szekvenalas alapjan
atrende#dott szekvencia (5) C600-bdl (6) C600-bdl (7) Ca@n{82]

Tovabbi elemzéshez az MG1655-0s torzset haszndéllk100 nagymérét egészséges
pCTXVP60 transzformans kolonia PCR analizise atapjegallapitottuk, hogy 92 %-uk IS
inszerciét hordozott, mig 8 % mutatott deléciétywagyéb atrendézést. Az 10S-inszerciok
esetében IS1, 1S3, és IS5 transzlokaciokat mutatkin Az inszerciok pontos helyét 12
klbnban szekvenalassal hataroztuk mggtéblazat) Minden inszerciés esemény a fuzios

gén 5’ végén, atx régidban vagy ap60 5'végénél kbvetkezett b& (abra).
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S3 397
IS1 751
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7. abra A ctxvp60 térképe az IS inszerciok helyével. [91]

A kapott eredmények arra utaltak, hogy a CTXVP6Réfge toxikus hatdsu a gazdasejt
szamara. A véletlensZem, méghozza nagy szazalékban specifikusan IS roiéze
kovetkeztében létrejdy inaktivalt toxikus gént hordozo sejt viszont nmarmalisan képes
novekedni. Felmerllt a kérdés, hogy a gyors, IS&fali inaktivalédas i) disen
megndvekedett transzpozicids aktivitAsnak, ii) dolgandvekedés miatt &hyt élved
inaktivalt, normal nodvekedés mutansok gyors szelekciojanak, iii) esetleg mindké
folyamatnak az eredménye. Tovabbi kérdés, hogytneidisorban 1S-inszerciok (és nem

pontmutéciok) képesek inaktivalni a gént.

Vektor IS tipusa  linszercid helye
pCTXVPEOISA 155 350
pCTHVPEOIS/2 155 350
pCTXVPEOIS/3 155 350
pCTXVPE0IS/A 151 -5
pCTXVPEOIS/S 155 350
pCTXVPEOIS/E 151 250
pCTXVPE0IS/T 153 384
pCTXVPE0IS/E 153 397
pCTXVPEOIS/ 155 350
pCTXVPE0ISA0 155 350
pCTXVPEOIS/1 151 336
pCTXVPE0ISA2 151 751

1. tablazat A pCTXVP60 plazmid megszekvendlt, IS inszerciét hacddmutéansainak adatai.
Az inszerciok helye actxvp60 gén start kodonjatél mért tavolsaggal van megadva

(bazisparban)
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5. 2. A transzpoziciés gyakorisdg 06sszehasonlithsaormal és

fehérjetermelés okozta stressz-korilmények kozott
5. 2. 1. Toxikus fehérje termelése okozta stressatdsa a mutacios ratara.

Annak eldontésére, hogy a toxikus gén okozta strasegnoveli-e a transzpozicids
gyakorisagot, megvizsgaltuk a pCTXVP60 (toxikuséigét expresszald) és a pCTX (nem-
toxikus ctx gént hordozo) plazmidokat tartalmazé gazdasejtetaands ratgjat €s spektrumat.
A mutécids rata méréséhez a csoportunk altal kadwity, cycA inaktividcion alapulo
fluktuacids teszt médszerét alkalmaztuk [53] A neadsegy olyan, bizonyos aminosavak és a
D-cikloszerin antibiotikum felvételéért egyarantelés gént ¢ycA) inaktivdldo mutaciok
kimutatdsan alapul, amelyek rezisztenssé teszéjtat £rre az antibiotikumra. A géntermék
nem jatszik szerepet minimal tptalajon valé nddékesoran, mutécioinak szama és aranya
tehat nem torzul esetleges szelekcids hatdsok pagjtt

Hogy elkerlljuk a kisérlethez felhasznalt pCTXVPA@azmidpopulacid mutaciok
okozta heterogenitasat, specialis moédon tisztitebinogén plazmidokat hasznéltunk (ld.
Anyagok és modszerek fejezet). A gazdasejteket BA5¥s MDS42) elektroporaltuk, majd
kdzvetlenul az éinkubacios periddus utan fluktuacids tesztben etdiégig novesztettik,
végil D-cikloszerin rezisztens sejtekre szelekit&tiMS/glikoéz agar lemezeken. A kapott
telepszamokkal fluktuicids analizist végezve megbatuk a muticids ratat, gycA gént
PCR-el elledrizve pedig tipizaltuk az egyes mutansokat. Az MEBIFCTXVP60 sejtek
magasabb mutéciés ratat mutattak (1.19 ¥10mint a kontrollként alkalmazott
MG1655/pCTX (5.7 x18). Az eltérést elésorban az IS transzpoziciés események négyszeres
emelkedése okozta. IS specifikus PCR segitségéimlt&ttuk, hogy legalabb négy
kildnbod 1S is részt vesz a magasabb mutacids rata létishban (1S1, 1S2, IS5, I1S150). A
kapott rezisztens telepeken nemcsakyeA mutacidit, de a plazmidot is ellénztik 1S
mutacidkra nézve. A fuziés gént PCR-el vizsgahsejek 32 szazaléka tartalmazott mind a
plazmidon, mind a kromoszéman IS inszerc&t4bra). A varakozadsoknak megfeten az
MDS42-es gazdatdrzsek IS-mentesek, igy bennik k&takmutaciot nem talaltunk. A
pontmutécios és delécids ratajuk, valamint 6ssz=@jiuk mind a kontroll, mind a vizsgalt

plazmid esetében nem tért el szignifikdnsan az NEBA torzsben mértekit
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8 Inszercié (duplamutans)
Inszercio (cyecd)
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8. &bra A pCTXVP60 és pCTX plazmidok hatas@ywA gén mutacios spektruméara MG1655
és MDS42 torzsekben [82].

5. 2. 2. Nem-toxikus fehérjetermelés okozta streshatasa a mutécios ratara

Megvizsgaltuk egy a sejt altal jol tolerdlt, elestfen hasznalt fehérjének, a kloramfenikol
acetil transzferaz (CAT) tdltermelésének hatasamuatacidés ratara, ezen belil az IS
transzpoziciora. MG1655 torzsbe elektroporaltunKTGAltermeb plazmidot (pProEX HT-
CAT/ Invitrogen), majd ezutan fluktuacios meérésty@étiink a fehérjetermelés indukcidjaval
ill. indukcidé nélkll. D-cikloszerin rezisztens ste szelektaltunk és @cA gént PCR—el
ellerdriztik. A kapott rezisztens sejtek pontmutaciosijeataz indukalt és indukalatlan
mintakban egymashoz hasonlitva nem valtozott megnifikansan. Ugyanakkor az IS
inszercid gyakorisdga eycA génen mérve 136%-al magasabb volt az indukalt kivatd,
mint a nem indukéltakbar®(abra). 1S-specifikus primerekkel végzett PCR-el IS12,I1855

€s IS150 szerepe is kimutathaté volt. Duplamutarsgdmanak meghatarozasa céljabdl a
telepeksl plazmid preparatumokat készitettiink, majd éliertik a restrikcios mintazatukat.
Fehérjetultermelés hatdsara a pProEX HT-CAT plaamid CAT génjében inszerciét nem
talaltunk. Tovabbi kontrollkisérletekként, az elekioracié és az IPTG indukcié esetleges
mutagén hatasanak eli@mése érdekében plazmid nélkil is elektroporaltiie1655
kompetens sejteket, ill. MG1655 kultirakhoz IPT@dtunk. Ezekkel a mintakkal mutacios

rata merést végeztink: a kapott rata nem tértighikdnsan az MG1655 mutécios ratajatol.
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9. &bra CAT fehérjetultermelés hatdsacgcA gén mutécios spektruméara MG1655/ pProEX
HT-CAT sejtekben.[82]

Osszefoglalva: Kismérték stressz (nem-toxikus fehérje tdltermeltetése) nekozott
valtozast a gazdasejt pontmutacios ratajdban, riszpaziciés gyakorisagot viszont 2.5-
szeresére emelte. &rstressz (toxikus fehérje termeltetése) viszondnai pontmutécids ratat
(1.5x), mind a transzpoziciés gyakorisagot (4x) z wbbbit kilonésen markansan —
megemelte. A kisérleti rendszerbepcd) négyféle IS mutagén hatdséat tudtuk kimutatni.

A semleges génen mért mutacios adatok azt mutatidigy az [1S-ek normal
korulmeények kozott is szignifikdns mértékben jdakirhozz4 a sejt mutacios terheléséhez.
Stresszkorilmények kozott szereplk relative tovéiekszik: a vizsgélt korilmények kozott
nagyobb aranyban indukalédnak, mint a pontmutadiiika névekedés azonban nem olyan
mértéki, hogy a pCTXVP60 esetében tapasztalhato gyors MIali &inaktivaciot

megmagyarazza.
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5. 3. A pCTXVP60 plazmid toxicitdsanak vizsgalata

5. 3. 1. ApCTXVP60 plazmid toxicitasa folyadékkulfirdban

Az agar lemezeken észlelt, pCTXVP60 okozta novekgélias pontosabb detektalasdhoz a
ctxvp60 gént indukélhat6 konstrukcidéban, a pSG1144 plabmkionoztuk, majd MDS42-T7
sejtekbe transzformaltuk. Az IPTG-indukélt (az &bygé”-al jeldlt) és indukalatlan, 50 ml-es
folyadékkultirak noévekedési gorbéje jol mutatjactavp60 gén/konstrukt ndvekedésgatlo
hatasat 10. abra A, A+, B, B+; az &bra egyéb gorbéinek magyarazatdowabbi
alfejezetekben). (A méréseket sajdizetes kisérletek utan Baliké Gabriella végezte.).

7

OD 550 nm

time (min)
10. é&bra. Kulonbd® ctxvp60 varidnsok expresszidjanak hatasa MDS42-T7 sejtek
novekedéseére. (A, A+) pSG1144 plazmid (B, B+) pS@ikixvp60 (C, C+) pSG1l144-
ctxvp60opt (D, D+) pSG1144txvp60dezopt (E, E+) pSG1144rf238. A nyilak az IPTG

indukcio kezdetét jeldlik.

5. 3. 2. Ritka kodon hasznalat és toxikussag kapdatinak vizsgalata

A ctxvp60 szintetikus gén nagy szamban tartalmaz ritka Ardokokat (1 AGG és 21 AGA).
Feltételezéslink az volt, hogy a gén transzlaciibjekiti a sejt ritka arginin tRNS készletét, a

csokked Arg tRNS mennyisége pedig gatolja az alafivéhériék megfelél szinii
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szintézisét, s ez lehet a toxikus hatads magyargd@@p [93]. Ennek bizonyitasahoz két
mesterségestxvp60 gént szintetizaltattunk: atxvp60opt verzié azE. coli szaméara csak
optimdlis Arg kodonokat tartalmazott, atxvp60dezopt viszont fokozott mértékben
tartalmazott ritka Arg kodont (22 AGG). A kapottirgetikus géneket az SG1144 vektor
Ndel-Hindlll helyére klénoztuk, majd MDS42-T7 sejtekbe elekbrdftuk. A kapott
transzforméansokbdl ndvekedési gorbét mértiink indiedenlétében és indukcio nélkuldq.
abra). Az ebbzetes varakozassal ellentétben az optimalizalt €&optimalizalt verziok
ndévekedésében nem volt Iényeges kilonbség, és seggikmutatta a pCTXVP60-ra jelletnz
novekedési retardaciot. A hipotézis tehat nem ilgaldt — nem a ritka kodonok fokozott

hasznélata okozza a pCTXVP60 plazmid toxikussagat.

5. 3. 3. Actxvp60 gén és az azon bellli, mesterséges ORF toxikusségjévizsgélata

A toxikus gén (részlet) azonositdsahoz egy olyarnénst készitettiink, amely frameshift
mutaciot (T inszercié a 3227-s poziciéban) hordop@D szakasz 5’ végénll. dbra) A
varakozassal ellentétben a leolvasasi keret elislshem szlintette meg a toxikus hatést (

abra E). Ez arra utalt, hogy nem magatavp60 gen terméke okozza a ndvekedésgatlast.

m
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11. abra A ctxvp60/orf238 térképe az IS inszerciok helyével. A fidtgges vonalkék az
orf238-on talalhato lehetséges transzlacios reinicidle@geket jeldlik. F: frameshift mutacio

helye a vp60 5’ régidjaban.

Az eredetictxvp60 gén szekvenciajanak vizsgalatakor felmerdlt, hmgygnen belll mas, nem
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tervezett leolvaséasi keret is atirodhat (ORF23&Jyrdl egy 238 aminosavat tartalmazo
fehérje képédhet. Ez az ORF etx és avp60 rész fuzidjanal kezilik és 3’ vége belenyulik a
vpe0 gén szekvenciajaball. 4bra). Az ORF238 transzlacidja soran egy extrém leucin
gazdag fehérje képdik (102 db Leu azaz 42.9%)Z adbra) HMMTOP és DAS-TMfilter
[94], [95], [96] szerkezetpredikcids programok szea fehérje gisen hidrofob jelled, és 4
feltehet transzmembran domént tartalmaz. Ezek alapjantdéédtghed, hogy a fehérje a

sejtek membranjaba épul be (Flggelék).

>238 aminosav hosszusagih ORF238 peptidszekvencia
MLLLLFLWLMDQDPWKERLELLHKLELLELLLLLLFQELLLMEWTQELLLLLLL
LLLKILLLLLLLLELEDHHNKLINKKLGELIFIIMMFLLGLLLMLQDLFFILFNILHK
IIHSLLFFLKCMLDGLEECNSDSLLLDLEFLEEDLLLLLFHQELKLDQVLKLDNFH
MLLLMLGLLNQLLLLCQTLDQICIIQLEIQDLFQLLFFLFIILLIHLEDLLLLFKLLL
KLDHLKILNLL

12. 4braAz ORF238 peptidszekvencija

Megvizsgaltuk, hogy azorf238 kifejezddése okozza-e a ndvekedési gatlast. Ennek
bizonyitdsdul PCR segitségével kiemeltuk arf238 szekvenciat, és indukélhato
konstrukcioként a pSG1144 plazmidba klénoztuk. &plazmidot MDS42-T7 és MG1655-
T7 sejtekbe transzformaltuk. Indukcié hidnyabannmdis fenotipusu telepeket kaptunk. A
telepekiél inditott novekedési gorbe mérések alapjan indddanyaban nem mutatkozik
toxikus fenotipus. Ezzel szemben, ha IPTG-vel iddluk az orf238 atirédasat, a
pCTXVP60-éhoz hasonld, & ndvekedésgatlast észleltlidlO( abra). Megallapithaté tehat,
hogy nem maga etxvp60 fuziés gén, hanem egy nem tervezett leolvasasitiien kép&ds
hidrofob fehérje okozza a toxikus hatast.

A toxikus hatas fenotipusos vizsgalatdhoz CTXVIBSE0ORF238 expresszalod sejteket
konfokalis 1ézer pasztazd mikroszkopos vizsgalatretkttik alda. A plazmidmentes MG1655
sejtet hasonlitottunk 6ssze az MG1655 pCTXVP60 midat tartalmazdé (konstitutivan
expresszalo) sejtjeivel. Tovdbbad MG1655-T7 torzstanszformaltunk SG1144-ORF238
plazmidot, és megvizsgaltuk a sejteket indukalaflanPTG-indukalt allapotban. Nukleinsav
festést (etidium-bromid vagy DAPI) kombinaltunk &dféle interferencia kontrasztos
képfeldolgozasokkal (DIC), valamint membranfestégtonyl acridine orange) is
alkalmaztunk. A kisérletek sordn az MG1655 toraamint az ORF238-at nem indukalt

formaban tartalmazé sejtek normal fiziologias fémast €s sejtméretet mutattél3. bra A,

31



C, D). Ezzel szemben mind a pCTXVP60 plazmiddal rendélke¥nd az indukalt ORF238-
at tartalmaz6 mintadk rendellenes hosszisagu, ladgékedés és sejtosztédasukban gatolt
sejteket tartalmaztald 3. abra B, E, F).

MG1655 pCTXVP60/MG1655

ORF238MG-T7 kontroll
iy -

13. abra Toxikus és kontroll plazmidot tartalmazé sejtaekofleszcens mikroszkopikus képei.
Toxikus konstrukci6 pCTXVP60 (B) és indukalt ORF28B,F) mintak, kontroll mintadk

MG1655 (A) és nem indukalt ORF238 (C,D). (A) és @yan a membranokat nonyl acridine
orange festéssel (zOld) tettik lathatova, ethidiomamid festékkel (piros) nukleotidokat
festettiik. (C) és (E) abran DAPI-val festett nukidak (piros) lathatéak (B) és (E) &bran
nyilakkal jeloltik a rendellenesen megnyult sejtekéérce: 2um. Az dbrat Ferhan Ayaydin

készitette

5. 4. 1S inszerci6 hatdsa a leucingazdag ORF238rétiaséara

Megallapitottuk tehat, hogy a toxikus, sejtnOvelstdgatlé hatasért aarf238 expresszidja
felelés. A pCTXVP60 plazmidon térképezett IS-inszercidkzipidja azt sugallta, hogy az IS
elemek a toxiku®rf238 5’ régidjaba ugorva annak transzkripciojat blokkpmegsziintetve

ezzel a plazmid toxikus hatasat.
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Ennek bizonyitasa érdekében MG1655 sejtbe tramaaltunk pCTXVP60 plazmidot,
majd a kapott agar lemezékmintat gyijtottink az eltés fenotipusu koloniakbaol (kis és
nagy telepekil). Az agar lemezeki levett és felszuszpendalt mintakbol RNS izoléttés
szemikvantitativ RT-PCR segitségével probaltukidétei a toxikusorf238 transzkriptumait.
Belss kontrollként arecA gén atirodaséat kovettik. A még toxikus fenotipustaté kisebb
telepekél vett mintdban kimutathatd volt aarf238 transzkriptuma. Ezzel ellentétben az

egészséges métietejtekidl vett mintdkbol mar nem volt kimutathatd.4( abra)

RFstart ORFstop
f—

—
11000 : 000 bp

| orf238 >
'ctxvp60

-« IS1

14. abra A transzkripciés gatlas bizonyitasa RT-PCR segésgél telepekil. (A) MG1655
pCTXVP60 heterogén telepéirizolalt RNS mintak RT-PCR elektroforetikus kégg) lassu
novekedés telep (2) gyors novekedédelep ORFstart és ORFstop primerekkel. (3) lassu
ndvekedés telep (4) gyors novekedéseleprecA kontroll primerekkel (B) atxvp60 fuzids
gén térképe abrazolja awf238 és a PCR primerek elhelyezkedését, valamint egglés

Ve

A kovetked kisérlethez kivalasztottunk négy kulonBpaz IS elemet atxvp60 5’ végének
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eltés helyein tartalmazé pCTXVP60 vektort (pCTXVP60 18/ 4, 7, 12). Ezeki
exponencidlis nbvekedési szakaszban RNS-t izolgltomajd RT-PCR segitségével kerestiik
azorf238-rél szarmazo transzkriptumot, viszonyitva adzékkben mar detektalt pCTXVP60
kis telepeibl kapott transzkriptumhoz. Egyik plazmidbdl szardamintab6l sem tudtuk

kimutatni a toxikus gén termékét, igazolva, hogy&inszerciok a gén 5’ végén meggatoltak

annak atir6dasatb. abra) .

15. abra A toxikus gén transzkripci6ja géatldsdnak bizorsdtdRT-PCR segitségével,
kilénb6® pozicidkban 1S-t hordozé pCTXVP60 plazmidok esetéfA) A pCTXVP60-1S/
2, 4, 7, 12 plazmidokat tartalmazo sejté@kgsorrendben 16l 4-ig), valamint az egészséges
novekedést mutatd telepetb(5) nyert RNS mintdk RT-PCR elektroforetikus gl
ORFstart és ORFstop primerekke{B) Ugyanezen mintdk kontroll gélképere¢A

amplifikaciéja).

5. 5. pCTXVP60 plazmidot tartalmazd torzsek novekeési/szelekcios

dinamikaja

Az eddigi eredmények alapjan tisztazodott, hogy GTXVP60 plazmid egy toxikus
mellékterméke géatolja a sejtek ndvekedését. A stads sejtekben megemelkedik az I1S-ek
transzpozicios aktivitdsa. A plazmid meghataromégiojaba ugré 1S elemek meggatoljak a
toxikus szakasz atirodasét, lehet téve a sejt normdlis ndvekedését. Mindezeknek a
folyamatoknak a dinamikdjat, a gazdasejt 1S-kéétfevald fliggéesét kulonféle gazdasejt-
plazmid kombinaciok névekedési gorbéjének kimérékeesgaltuk.

MG1655 és MDS42 gazdatdrzseket elektroporaltunéxékus fazios gént tartalmazo
pCTXVP60, valamint kontrollként a pVP60 és a pCTXazmidokkal (utdbbiak nem
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mutatnak toxikus hatast). Minden gazda-vektor karabiobdl tiz parhuzamos, kulon teléjpr
szdrmazd kultarat novesztettiink, és Bioscreen Gniddetdval, automata leolvasasokkal
kovettik novekedésuket. Mivel az MG1655 torzsbgr€aXVP60 plazmid transzforméacidja
heterogén telepeket eredményezett LB agar lemezekddl a torzsiél kalon kis és nagy
(még toxikus ill. mar inaktival6 mutacids plazmitldendelke®d) koloniakbdl is vettlink
mintat. A kisérletek soran a kis telep@lkleoltott, intakt pCTXVP60 toxikus plazmidokat
tartalmazo kultarak bizonyos sdijtiség elérése utan (@ig=0.2-0.5 k6z6tt) nem névekedtek
tovabb (6. abra B) Azonban ha az inkubaciot folytattuk, a mintaktezatos idpontokban
Ujra ndvekedésnek indultak, és elérték a kontrolitkak (MG1655/pCTX) véds Siriiségét
(16. abra A). Az ezekldl a kindtt mintakbdl izolalt plazmidok minden esetben ISzerciét
tartalmaztak a fuzios génben. Ezékh variabilis ndvekedést mutato, telitettségigesntett
kultarakbdl Gjraoltast kévéen normalis, megszakitas nélkili novekedési goédpgeltiink
meg, csakugy, mint a nagy telep&Keoltott kultirdk esetén.

Ezeknek a folyadékultaras kisérleteknek az eregmiéiisszhangban vannak az agar
lemezeken megfigyeltekkel [82]: i) pCTXVP60 novekedéatlast okoz, ii) a sejtek egy része
véletlenszef modon IS-inszerciot szenved axvp60 génben a genomi 1S-ek (fokozott)
mobilitasdnak kdszonhwn, iii) az 1S-ek &ltal inaktivalt toxikus gént lozd sejtek
visszanyerik normalis nbvekedési Utemuket.

A vadtipust gazdasejthez képest az MDS42 torzsbp@TXVP60 jelenléte mellett
mért ndvekedési gorbék egységesebb lefutastakkvoltakezdeti ndvekedés QI=0.3
kozelében megdllt, és a tiz parhuzamos mintabgbarsiwegy 6tt a kontrollhoz mérhét
szaturacidig 16. abra D). EbWSl az egy felidtt mintabdl plazmidot izolalva deléciét talaltunk
a ctxvp60 génben. Az IS-mentes MDS42-ben tehat kisebb edéihaktivalodik a toxikus

gén, ami arra utal, hogy az inaktivaléda$stsban IS-inszercio révén mehet végbe.
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16. dbraA pCTXVP60 hatasa MG1655 és MDS42 sejtek ndvekedééR) és (B): MG1655
sejtek ndvekedési gorbéje kontroll pCTX ill. pCTX&WP plazmid jelenlétében. (C) és (D):
ugyanezen plazmidok hatasa MDS42 sejteken. (E):XMPB0 frameshift-tel rendelkéz

valtozatanak hatasa.
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A kovetkedkben a pCTXVP60 plazmidot hordoz6, genomi IS sz&maunk kilonboé
gazdatorzsek ndvekedését vizsgaltuk.

MG1655 (44 1S), MDS12 (25 IS), MDS30 (5 1S), valatMIDS42 (IS-mentes) sejteket
transzforméltuk pCTXVP60 plazmiddal, és meghatérotiiz parhuzamos kultira névekedési
gorbéjét. A kapott adatokbdl az adott gazdasepreatkozd névekedési gorbék kozépértékeét
abrazoltuk. (17. abra) Megallapithatd, hogya nem-toxikus, mutans plazmidvarians
kialakulasahoz szikségesoitorrelal a gazdasejt 1S-szaméaval: minél tobb IG&lhaté a

genomban, annal gyorsabb a normal névekedegansok evolucidja.

A

=

= - MG185S

-t . MDS43

[T} MD%12

fa) MOS0

.——.#
time (min)
151 152 153 1S5 1S9114A  1S30 1518615421 15150

MG1655 11 a 5 12 2 3 2 1 44
MDS12 7 4 3 7 0 0 2 1 24
MDS30 3 1 0 1 0 0 0 0 5
MDS42 0 0 0 0 0 0 0 0 0

17. &bra (A): 4 kulonbdd delécids fazisbol szarmazoé torzs ndvekedési gérp€jTXVP60
jelenlétében. (B): az adott torzs IS elem tartalma.

Egy tovabbi kisérletben izogenikus gazdatdrzspdwadznalataval (MDS42 és MDS42+IS1

ill. MDS42+1S2) megallapitottuk, hogy akéar egyetkéhjelenléte is drdmai hatassal lehet a

novekedési képességrB( abra).
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18. dbra A pCTXVP60 hatasa egyetlen IS-t tartalmazé MDSépek novekedésére. (A):
MDS42+IS1/ pCTXVP60, (B): MDS42+IS2 /[pCTXVP60

5. 6. Az E. coli genomi IS-ek és exogén szekvenciak interferenciajk

bioinformatikai tanulmanyozasa a shotgun szekvenakok adatbazisaiban

A kovetkezkben arra a kérdésre kerestik a valaszt, hogyikuepCTXVP60 plazmid IS-
ek altali semlegesitését vizsgalo kisérletek tamals mennyiben altalanosithatok. Egyedi
jelenségsl van-e sz0, vagy ellenkélteg, szignifikdns mértéke a gazda 1S-ek és az exogén
szekvenciak interferencigja?

A vizsgélatra alkalmas, nagy volunteradatbazist szolgaltatnak a nyers shotgun
genomszekvenaldsi szekvenciaadatok. A Sanger-modszrinti shotgun szekvenalasi
protokollok el$ 1épései lEnyegében nagylépidkonozasi kisérletnek tekinttigt A (nemE.
coli) célgenom darabjait plazmidba ligaljak, maltl coli gazdaba transzformdljak. A
transzformansokat a lemezékifolyadékkultirdkba oltjak, majd az innen kinyddiNS-t
szekvendljadk. A sejtek novesztése (lemezen mayddekban) tulajdonképpen egy bioldgiai
teszt, mely megmutatja a gazdasejt reagaladsat att &bnozott DNS-sel szemben. A
szekvenciaadatok analizise felvildgositast adh@l, arajon vannak-e a fentiekhez hasonlo
esetek, azaz éordul-e toxikus klénozott szegmensek gazda ISiattaktivalasa.

Egy tipikus bakteridlis shotgun konyvtar, melyen&er féle szekvenalashoz készitettek, 2-
4x10" klont tartalmaz; ezeket altalaban 20 generaciészidrd taptalajon, majd tovabbi 10
generécion at folyékony kultirdkban novesztettéttolgozas eitt. Tekintettel arra, hogy az

atlagos spontan transzpoziciés rata®/gén/generécié [53], az esély, hogy egy spontan
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kialakult inszerciés mutanst szekvenaljunk, 1.2x{€30x4x10x10®). Ez azt jelenti, hogy
megkozelisleg 100 szekvenalasi projekt kozil minddssze 1 ébget taldlndnk olyan
génszekvenciat, amelybe a klondzdcoli gazda IS eleme inszertalédott. Ennél gyakoribb
eléfordulas mar az ilyen 1S-hordoz6 klénolkseiszelekcié okozta feldusulasat jelezné.

295 shotgun genom szekvenalds adatait vizsga#{uborozatok atlagosan 50-70 ezer
leolvasott szekvenciabdl (read) allnak. Megko#tdd 18 millio felhasznélt szekvencidbdl 22
ezerben talaltunk — szigora kritériumok szerintt.-coli IS szekvenciarészletet. Mig 166
genomi konyvtar egy vagy tolh coli 1S-es részszekvenciat tartalmazott, addig 129 Wdiny
IS szennye@dés mentesnek bizonyult. A 166 konyvtar kozil csik esetében Aallt
rendelkezésre befejezett, dsszeallitott genom parswezeket vettik figyelembe. Tovabbi
rostalast eredményezett, hogy szamos esetbenszzeibryezés a leolvasott szekvencia olyan
részére esett, amely a klonozé vektort reprezent@k E. coli lacZ génrészlet). Olyan
konyvtarakat sem vettiink figyelembe, amelyek esgtébcélgenom &&. coli-€hoz hasonlo
endogén IS elemeket tartalmazott. Argsek utan fennmaradd 14 génkonyvtarban 109 olyan
esetet talaltunk, ahol a klonozott darallbacoli gazda IS épultlO. &brad Az esetek
tobbségében 1S10 és IS1 domindlt (68x és 30x), d&ésik tipusu IS is megtalalhatd volt
(1S2, 1S3, 1S4, IS5, IS150, 1S186).
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19. abra Példa egy jellegzetes IS inszercié taldlatra agahotadatbazis szekvencidkban
(Streptococcus  agalactiae  986965..987994 genomi  szegmensének atfednyers”
szekvendlasi adatai). Zold ill. kék vonalak jelailtels ill. alsé széllal egyezszekvenciakat.
Piros vonal mutatja az egyik olvasatban a taldt$3ekvenciat, mig a szlirke sav a régidban

kodolt ABC transzporter gén elhelyezkedését mutatja
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6. Az eredmények megvitatasa.

A genetikai valtozasokért feled molekularis folyamatok és a véltozd kornyezetl@lt
automatikus szelekcié egyuttes dinamizmusa ala&gjabakterialis populacié genotipusat és
fenotipusat. Mig hosszu tavon az alkalmazkodas defge szikséges a tuléléshez, a
gyakorlati, biotechnolégiai/szintetikus biologidkalmazasokban az alkalmazkodas folyamat
inkdbb nemkivanatos tényef97]. A szintetikus bioldgiai elképzelés alapjgpép az, hogy
pontos tervezéssel, szabvanyositott alkatrésiekimérnoki modszerek alkalmazaséaval
lehessen dsszeallitani biologiai eszkdzoket, leregpyartani biomolekuldkat. A termék
elééllitasa kozben fontos, hogy az alkotdelemek ikiEén tokéletesen megjésolhatoak
legyenek [98], [99]. Ennek a célnak elérése érdekdmtalmas kihivas, hogy a® éejtek
bel$ genetikai instabilitisat legyzik, vagy legaldbbis kordaban tartsuk. A bioldgiai
termékek gyartasara tervezett sejtek szinte mifithgsz csokkenést mutatnak a kiindulo
sejtekhez képest. Ez a szelekcids nyomas mutaelbklimozodasahoz vezethet, melyekkel a
sejt a szaméra idegen, rekombindns technoldgiawglttatott exogén szekvenciak
funkcionalis degradacidjat okozhatjak. E probléngyile lehetséges megoldasa a kivant
termék eballitasi Iépéseinek beépitése esszencidlis anyagytakba, igy a sejt nem
nélkulozheti a terméket [100], [101]. Masik megadéahet a sejt evoliciés potenciéljanak
csokkentése a mutéciok létrehozaséért delemechanizmusok gatlasaval. Ebben a
dolgozatban ezzel az utobbi letsdggel foglalkoztunk, kulénds tekintettel a mobils
elemek genomstabilitasban jatszott szerepére. @ssjpdensédil van szo; itt csak bizonyos
— elgsorban gyakorlati indittatdsu — szempontokbdl \aitsg az 1S-ek meglétének és

hianyanak kévetkezményeit.

6. 1. Az I1S-ek részesedése a mutacids folyamatokban

Az E. coli-ban a mutacios spektrum jelést hanyadat az IS elemek okozta genomi
Ujrarendeéddések teszik ki. Csoportunk kordbbi munkai sorantébbek kozott -
meghataroztuk egy szelekcios hatas alatt nem &lhtben ¢ycA) mutatkozd, normal (nem
stresszes) kortilmények kdzotti mutacids eloszrstérések szerint az 6sszes mutacio 20-25
%-4ért IS elemek felések [82], [53]. Ez az ardny stressz hatdsara megiél és a
transzpozicios esemeények gyakorisdga megnoveketipen stresszkorilményt akar egy
rekombinéns fehérje tdltermelése is okozhat [10RInkam sordn a CAT gén tultermelésével

okoztunk enyhe stresszt a sejtek szamara. A felpggalétét ugyan ol toleraltdk a sejtek,
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mégis, tultermelése mintegy 2,5-sz6rdosére emeltecyeéA gén IS elemek okozta
inaktivaciojanak gyakorisagat9.( &bra). A nem szelektalt génben megndvekedett IS
transzpozicio jelzi, hogy &ltalanos IS-indukcidréh szé.

Még jelenésebb volt a transzpoziciés gyakorishg megnovekedaés&us fehérje
(ORF238) termeltetése okozta stressz esetében. Wikigrleti kortlményeink kozott a
pontmutécios rata 1.5-szordsre novekedett, az t8sugnértéke négyszeres emelkedést
mutatott.

Ismeretesek olyan szituaciok (pl. a szalicil seémdfshoz alkalmazkodéas [50]), amikor
domindns szerepe van az IS-ek generalta mutaciéarnalélés szempontjabol. Az altalunk
bizonyitott, fehérjetermeltetésre bekdvetkédtalanos IS-transzpozicié névekedés arra utal,
hogy specidlis eseteken tul is jelé&nszerepe van az 1S-eknek a sejt evoluciéjaban.

A megnovekedett IS-aktivitast jélkisérleteinkben - MG1655 sejtekben - IS specifikus
PCR segitségével legaldbb négy kiloribtx elemet mutattunk ki eycA génben, valamint
legaldbb harmat etxvp60 génben 1. tablazat). A kilonféle IS elemek eloszlasa a detektélt
transzpozicios eseményekben nem feltétlentl tukréziviszonylagos transzpozicios
aktivitasukat. igy példaul a szakirodalomban lefegy 10,000 generécids evolicios
kisérletben [57], valamint a valtakoz6 fagyasztiesrtasi ciklusokkal dolgoz6 kisérletben
[79]) genomi Ujrarendémlések nagy tobbségét az IS150 okozta. Az Altalua&geett
kisérletek soran az ORF238-ban nem tapasztaltulsh20 dominancigjat, feltételezésiink
szerint az 1S150 és célszekvencia specificitasa miatt. Masrélsxiszont az I1IS1 magas
transzpozicids rataja és lazabb specifitasu célerekai magyardzhatjdk igen magas
eléforduldsi aranyéat az izolalt pCTXVP60 inszerciéstamsok kdzott. Hasonld, magas 1S1
aktivitds mutatkozott agbgR [51], bgIR [50], cycA [53], tonB [80] gének vizsgalata esetében
€s egyes evolucios kisérletekben [57], [79], toZdkbl altalunk elvégzett bioinformatikai
analizisben. Az 1S10 gyakori megjelenése megléghet, hiszen ez nem természetes
Osszetetje a K-12 torzseknek, az 1970-es években véletlérililt be egyes gyakorta
alkalmazott klbnoz6 gazdakba (DH10B) a Tn10 hasgadoran [103], [104].

6. 2. Actxvp60 toxikus gén analizise

Az allati vakcinanak kifejlesztetttxvp60 fuziés gént sajat promoter nélkil, a vektor

kloramfenikol rezisztencia génf#t3' irdnyban klonoztak. Atirédasa a CAT promotérér
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lehetséges. Ez a konstrukcié rendkivil instabiltégonyult hagyoményos, IS elemeket
tartalmazOoE. coli torzsekben. Az esetek déntdbbségében a laboratériumban hasznalt
sejtekldl transzformélds utdn agar lemezen heterogén kKitéhikaptunk §. abra). A
kildnb6d fenotipusu telepek restrikcids hasitasi mintazdtanzsgélata ramutatott, hogy az
altaluk tartalmazott plazmid is heterogéh @bra.), tovabba elhiz6dod inkubéacié mellett
véltozik is. Az egészséges, gyors novekédésldnidkrol, valamint a hosszabb inkubacio
soran a lassu novekedéwelepekldl szektorosan kindy mar egészséges fenotipust mutatd
teleprészekdl izolalt plazmidokon atxvp60 5’ végén IS inszercidkat mutattunk Ki. @bra.)
Harom kilonféle IS elemet azonositottunk. Mig IS1$3 inszercidit kuldnbdzpoziciokban

és mindkét orientacioban is megtalaltuk, addig ¢S&k egy, az integracios forré pontjanak
“CWAR” [105] megfeleb helyen, ellenkek orientacidban inszertalodott.

A pCTXVP60 plazmid valtozatainak részletes ansdizkimutatta, hogy nem maga a
fuziés gén, hanem annak egy léelsiem a tervezett leolvasasi keretben expresszalédo
szakasza (ORF238) jelenti a toxikus komponenst.elasség, hogy ez a masodlagos
leolvasasi keret mesterséges manipuléacio eredménygiit létre melynek sordn az eredeti
ctx ésvp60 szekvenciak kodonhasznalatat névényi expressziigfaaitottak.

Az ORF238 hidroféb fehérje extrém leucin-gazdagpeedikcio alapjan transzmembran
doméneket hordoz. A sejtek fluoreszcens mikrosz&opiasgalata indirekt bizonyitékot
szolgaltatott a toxikus termék és a sejtmembranskisihatasara: a sejtek megnyult alakot és
aberrans osztodasi képet mutattak.

IS-inszerciés mutansok transzkripcidjanak RT-PER-rtortérd ellensrzésével
kimutattuk, hogy a gén upstream, 5’ szakaszaba I8k blokkoljak a downstream szakasz

transzkripciojat, felszabaditva ezzel a sejtet\eekédésgatlas aldl.

6.3. Az I1S-ek koOzvetitette mutacidk létrejottének € érvényre jutdsanak

dinamikaja

Az IS-ek Altalanos transzpoziciés gyakorisafa coli-ban 1P /gén/generacio [53].
Kisérleteink szerint ez az érték stresszhatasrhsHiivosére (4x) ndvekedhet [82]. Ez a
gyakorisag azonban ©6nmagadban messze nem elég, hagy populacio
genotipusiban/fenotipusiban érzékélhéattozast okozzon. Az ,IS-csapda’-sizetiselkedés
— az I1S-mutans plazmidokat tartalmazo6 sejtek gysszaporodasa — a folyadékkultlras
kisérletekben demonstrélt szelekcios folyamatokkagyarazhat6: i) a plazmid terméke

(ORF238) lelassitja a gazdasejt novekedését, siresszre megemelkedett, de még igy is
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relative alacsony rataju transzpozicidos eseméngeinsa megfelél helyre véletlenszéen
beugrott IS-ek révén adott esetben géatlodik a texikermék képmése, iii) a gazdasejt
normalis ndvekedésre valt, és tulndvi a nem-mutassan né¥ sejteket.

A kilénb6d szamu és oOsszetdtelS elemeket tartalmazéd torzsek vizsgélatal azt
sugallla hogy az i ami szlikséges egy nem toxikus plazmid kialakhldzsa
hozzéveblegesen aranyos az adott torzs IS elem tartaln{dvalbra) A csak egy IS elemet
tartalmazo, de izogenikus MDS42 torzsek novekegésiéjélol kitiinik, hogy még egy IS-

képia jelenléte is jelefis hatassal van a sejt evollci6jat8.(abra)

6. 4. Az 1S-ek okozta mutaciok specidlis szerepe

Mi lehet annak oka, hogy szinte kizarolag 1S-insgasal ,elrontott” plazmidokat kapunk,
noha a pontmutaciok altalanossagban gyakoribbakdedsciok is okozhatnanak hasonld
hatast? A magyarazat feltelely a plazmid és az ORF238 sajatsagaiban keréséndén
kornyezetében nincsenek isndéth szekvencidk, amelyek deléciok létrejottétiselgitik
[106], [107]. Egyes pontmutaciok pedig nem képemslekbveten megvaltoztatni az ORF238
erosen hidroféb jellegét, és valésttieg nem befolyasolnak a membran-beépllési
hajlandéségot. Frameshift mutaciok elvileg elrotibk az ORF238-at. A szekvencia
azonban szamos lehetséges in-frame reiniciacioyethainutat (Shine-Dalgarno-ster
szekvenciat és startkodont), tehat egy frame-shiftacié csak egy révidebb szakaszt képes
~elrontani”.

Mindez arra utal, hogy vannak olyan genomi konfigiok, amikor az IS elemek
molekularis ,sorompoként” kilondsen hatasos, magaoidfajtaknal efteljesebb hatast

képesek kifejteni.

6. 5. Az E. coli IS elemek ebfordulasa a shotgun szekvenalasok
adatbazisaiban

A shotgun szekvenalasi konyvtarakbol szarmazo nyeldolgozatlan szekvenciak (,read’-

ek) megfelelen nagy adatbéazist biztositanak annak éttesFsére, hogy mennyire széles
korben elterjedt az IS szekvenciak megjelenésednokbtt szekvenciakban. Szamitasaink
szerint, figyelembe véve egy tipikus shotgun koayuetrehozasanak és feldolgozasanak

lépéseit és a hattér klonozd gazda IS transzpazidtdjat, gyakorlatiag nem varhatunk
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gazda IS elem megjelenést a génniérészszekvenciakban. Ennek ellenére munkank soréan a
shotgun szekvenciak nagy készletének attanulmaesgozgamos gazda IS elemet fedett fel a
kl6nozott részletekben. Ez az emelkedett ardny araghatd actxvp60 klonozésa soran is
megfigyelt folyamatokkal. Azokban az esetekben, anik klénozott szakasz ndvekedési
hatranyt okozott a klonoz6 gazda szamara, a szélkd&hoz szikséges DNS preparaciéhoz
tortérd egyedi ndvesztés soran tulsulyba kerilhettek amnd&erciot tartalmazé, gyorsabban
néveked mutans valtozatok. igy aztan a klonozo gazda I8&mel megjelenhettek a
szekvenalasi adatokban.

A munkdnk sordn szigora kritériumokat alkalmaztuak szennyez IS elemek
azonositasara, igy valésigitheten alulbecstltik a valddi IS transzpoziciék szamatlS
elemek delécidkat és Ujrarenddéseket is okozhatnak — ezek az esetek meg semngél@z
analizisben. Az IS elemmel rendelkkegzakaszok éforduldsi gyakorisaga ill. azonositasa
valészirileg a kisérletes eljarasoktol és az adétggi protokolloktdl is fugghet. A
rendszertanilag tavol éorganizmusokbol szarmazo gének nem valdisdingy atirédnale.
coli gazdaban, igy feltehign kisebb eséllyel okoznak ndvekedési rendellegess&nnek
megfeleben az 1S-inszertalt mutansaik nem jelentenek se&lekebnyt a sejt szadmara. A
klénok kezelésére, valamint az adatbazisok létré&bara vonatkozo informéaciok sokszor nem
voltak hozzaférhék, vagy mas esetekben inkabb ellentmondasosak (egységes
annotacio, azonos adattipusok kiloribéartalomra vonatkozhatnak). Valésimek latszik,
hogy a legtobb adatkészlet mar egy bioinformatikliiszirésen (pl. gazda szekvenciak
kisziirése) ment keresztil, igy bennik az IS transzpikicalddi szdma rejtve maradhat.
Mindent dsszevetve, még ezeknek a tétkeek az elhanyagolasa utan is jetenszamu IS
transzpoziciés esemény mutathatdé ki, s ez arraelfiggztet, hogy klbnozassal jaro
kisérletekben feldusulhatnak az 1S-ek okozt@emmekek.

6. 6. IS elem: a gazdasejt védekézendszere?

Az eredmények fényében hipotézisként felmerllhedzaelképzelés, hogy az IS elemek — tal
az 6nd genetikai elem szerepen és az alkalmankénti, alagep szamara @iyos
kozremikodésen - egyfajta, a horizontalis géntranszfgatie kovetkezményeivel szembeni
védelmi rendszer részei lehetnek. Az attraktiv gtieéés ellen szél ugyanakkor, egy ilyen
kdzponti, 1S-alapl, a gazdasejt integritsarahisteéges veszélyt jeléntendszer fenntartasa

valGszirileg nem gazdasagos a sejt szadmara. Tovabba, a isegifpopulacios viszonyokat
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figyelembe véve (rendszerint nagyszdmu sejt varopulgcioban, kozoéttik csak egy kis
toredék szenved egy adott szituacidban horizorgéligranszfert) egys4dsb ,megoldasnak”
tinik, hogy a horizontalis géntranszfer soran hatrarkerilt sejtek egyszesn kivesznek a

populaciobal.

6. 7. Gyakorlati kdvetkeztetések

Az extrém instabil pCTXVP60 plazmid klonozhatatlagat vizsgalva megéallapitottuk, hogy
egy, a gazdasejtben expresszal6dd, toxikus klém iggorsan, standard laboratériumi
névesztési intervallumban is mutaciét szenvedhetizés mutans valtozat dominanssa valhat.
Arra is fény derilt, hogy vannak olyan konstrukgiékol az IS elemek specialis, robusztus
hatasuk révén eldleges szerepet jatszanak az inaktivalo mutéacitienézasaban. . Egy
masik, részletes elemzés kimutatta, hogy a probkéena elhanyagolhaté massziv klonozasi
kisérletekben. Irodalmi és anekdotikus informacadtpjdn hasznos molekuldk coli-val
tortérs termeltetése soran is gondot okoz az IS elemekgéuthatasa. Megallapithatd, hogy
biotechnoldgiai/szintetikus biolégiai alkalmazasakljelenss hibaforrast képeznek a gazda
IS elemei.

Mindez ramutat a redukalt genomu, egys8zgett E. coli sejtek gyakorlati
alkalmazasanak egyik lényegesrslére: az MDS42 torzs mentes az IS ele@ldki08]. Az
MDS42 torzset és kulonféle valtozatait egydtk@ds partneriink, a Scarab Genomics
forgalmazza. Egyik jelefis felhasznal6ja a veZetllati vakcinagyartd Merial cég, mely
egyes DNS-vakcinai stabilitAsat nem tudta megoldardis moddon, csak az MDS42

alkalmazasaval
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Summary

Escherichia coli K-12 is one of the best understood and most thdrguanalyzed organisms.
Escherichia coli K-12 and O157:H7 were amongst the first bacter@seh for whole genome
sequencing. By far the highest number of individgahome sequences is available for this
species, providing us an extraordinarily usefull thoy genomic comparisons. Moreover,
Escherichia coli is an ideal model for studies of processes inublire bacterial genome
evolution.

Genomes ofEnterobatericeae in general, and oEscherichia coli strains in particular
are now recognized to be mosaics in which a baakledironserved genes in conserved order
is interspersed with strain-specific horizontalgrtsmitted “islands”. Our group’s earlier goal
was to construct an improvegscherichia coli by using scarless genomic reduction of the
sequenced K-12 strain MG1655 to physically readizgacterium whose genome consists of
the backbone elements common to ntosioli.

E. coli is littered with genes that mediate horizontal ega@ransfer, including 1S
(insertion sequence) elements, transposases, igefgdtages, integrases, and site specific
recombinases. Amongst them IS elements are thel,spaadetically compact units, which
generally encode no functions other than thoselwedbin their mobility. These are “selfish”
DNA elements, which can translocate, duplicate, hednaintained in the genome even if
detrimental to the host, behaving in some sengedikinfectious agent. In a typical bacterial
cell, IS elements generate a significant shareeoktic variation. IS elements, when present
in more than one copy, also provide repeats tlaat {e inversions, duplications, and deletions
mediated by homologous recombination. Genome é&lesadue to IS translocation occur
surprisingly frequently and many commonly used fabmry strains have unrecognized
genome alterations because of this. IS hopping fdmomosome to plasmids is also
common, leading to difficulties in cloning, express and library construction. IS elements
can also pass from strain to strain during laboyateanipulations. Having a unique IS free
Escherichia coli (MDS42) strain in our hand, we aimed to investigaerole of IS elements
on genome evolution and their impact during symthieinlogical-biotechnical applications.
Our plan was to test whether IS-mediated instgbiit cloned sequences could be more
widespread than anticipated.

During our study we used an extremely mutable fifagnetlike” plasmid. A

recombinant ectopic gene, constructed for vacceneldpment, and composed of a synthetic
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gene of the structural capsid protein VP60 of rabbemorrhagic disease (RHD) virus fused
to the gene of the B subunit of cholera toxin (CT¥s very unstable in conventiortalcoli
hosts, whilectx andvp60 individually, both were stable.

Upon transformation by plasmid pCTXVP60, heteragers colonies of transformants
were obtained on agar plates (small, slow growargl normal growth). A vast majority, 92
%, of the large colonies carried plasmids withrSertions, while 8 % displayed deletions or
no alteration detectable by PCR. In the case dhé8rtions, we detected IS1, IS3, and IS5
translocations, all of them occurring in the 5’ epfdctxvp60. In contrast, the recombinant
plasmid was stable in I1S-less MDS42. TransformandMDS42 showed homogenic colonies,
plasmid DNA recovered yielded unaltered restrictidigestion pattern and nucleotide
sequence. To understand the causes of the hostdakrgestability of the plasmid, we've
planned to investigate the molecular details of B@haviour.

To determine whether cloning of pCTXVP60 increatses |S-mediated mutation rate,
bystander mutation tests were performed, deteatingtions in a neutral, chromosomal gene
(cycA). The appearance alycA mutant (d-cycloserine resistant) colonies was tadinn
MG1655 cells carrying pCTX (control, stable plasiand in cells carrying the pCTXVP60
plasmid. The overall mutation rate increased 2-foldMG1655 carrying pCTXVPG60,
compared to MG1655 carrying pCTX. However, theriisposition rate was elevated 4-fold.
Four different IS elements contributed to this ated transposition rate. Furthermore, 32 %
of the chromosomatlycA IS mutants also carried an IS in pCTXVP60. Thigdicantly high
proportion of double IS mutants can not be causeddependent single transposition events.
Our hypothesis is that stress-induced IS transpositombined with fast selection of IS-
inserted mutants could provide an explanation.

To test whether protein overexpressigper se increases the frequency of IS
transposition in growing cells, a culture of MG16&&kTrying pPROEX HT-CAT (expressing
a well-tolerated protein, chloramphenicol-acetytisferase /CAT/) was divided into two
portions, and the frequency and types of mutativese studied in 20-tube fluctuation tests
with or without induction of CAT expression. We faiithat the number of transpositions into
cycA was 136% higher in expression-induced cells. Pointation frequencies remained
virtually unchanged. We conclude that overexpressibeven a well-tolerated protein leads
to elevated IS transposition.

For better understanding of the toxic phenomenbrctovp60, we cloned it as an
inducible construct in plasmid pSG1144. Upon indugta strong growth retardation effect

was observed, possibly caused by the chimeric géhe. genectxvp60 contains a large
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number of rare Arg codons. We assumed that traoslaff CTXVP60 exhausted the rare
tRNAag pool of the cells resulting in the toxic effect.eWested this hypothesis by
synthesizing two different versions ofxvp60, that were different only in codon usage.
Comparing the induced expression of both constrgmp¢imized and dezoptimized codon
usage forE. coli) with the originalctxvp60 showed that the extreme codon usage had no
negative effect on the growth of the céldditionally, a frameshift version aftxvp60 was
constructed, but this modification did not elimimadhe toxic effect either. All together, this
indicated that neither theixvp60 gene/CTXVP60 proteiper se, nor the supposed rare tRNA
depletion phenomenon were the cause of the tofectedf pCTXVP60.

Bioinformatical analysis of the fusion gene reegaan artificially formed ORF out of
the original reading frame (ORF238). TranslatiofO&tF238 results in an extremely Leu-rich
(102 Leu residues) protein, which is predictedawehfour putative transmembrane domains.
To determine whether this small artificial ORFesponsible for the abnormal phenotype, we
cloned it as an inducible construct. Upon inducti@QRF238 produced the same growth
retardation as seen with the original pCTXVP60 mias We concluded that ORF238 was the
culprit of the growth defect. Confocal laser scagnimicroscopy imaging of the cells
expressing either CTXVP60 or ORF238 supported andirigs. Both construct showed
abnormally long cells with multiple nucleoids.

Based on sequencing 12 IS mutant pCTXVP60, wenddfthat insertions occurred in
the 5’ third of the fusion gene, in tloex part or near the 5’ end @p60. Since the 5’ end of
ORF238 is located in the joint betweet® andvp60, we concluded that IS insertions in this
region might block the transcription, relieving tgeowth retardation. RT-PCR experiments
from IS mutant and original pCTXVP60 plasmids comfd our conception.

Growth characteristics of strains transformed wiblxic or mutant plasmids were
monitored in liquid medium. The results correlatacll with the orserved growth
characteristics of transformants on agar plates.dftginal pCTXVP60 i) causes slow growth
i) cells pick up an IS insertion ictxvp60, due IS transposition from the chromosome iii)cel
harboring an IS-inactivated ORF238 resume normaitlr and quickly become dominant in
the culture. By using strains that possess vamounsbers of IS-es, we observed that the time
needed for evolution of a non-toxic plasmid variganthe culture inversely correlated with the
number of 1S-es in the host genome. Additionallserea single copy of an IS present in the
host genome had a marked effect on plasmid stabilit

In silico analysis of sequence libraries supported our shewt the case aftxvp60 is

not unique, but far more widespread mechanism lbdséence against not tolerated, ectopic
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recombinant genes. Data from 295 shotgun genomeeseupg projects were analyzed with
stringent criteria searching for IS contaminatiooni cloning host genome. We've found a
total of 109 I1S-containing reads with 8 differemds of IS elements. This elevated rate could
be explained by processes analogous to those, Wwhixd been seen when clonigvp60.
Recombined products that are toxic fégr coli may accumulate neutralizing, IS-
mediated mutant clones, which can become dominanihdir faster growth and may cause
undesired genotypic and phenotypic changes. Welews that this phenomenon is
widespread and leads to inactivation of biotechgiokl/synthetic-biological products and can
diminish productivity. Removing all IS elementsrraghe genome of a bacterial cell results in
a significant increase in genomic stability and rnustgpic uniformity, yielding an improved

cellular chassis with reduced evolutionary poténtia
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Osszefoglalas

Az Escherichia coli baktérium az egyik legalaposabban tanulmanyozatieggsmert éllény.
Napjainkra szdmos torzsének ismertté valt a tgggomszekvencidja; ez is hozz4jarul ahhoz,
hogy kival6 modellorganizmusként szolgaljon a baktdok genomi szirit evollcidjanak
tanulmanyozasahoz.

Az Enterobaktériumok, és koztik is kuléndsenEaeherichia coli térzsek genomja
mozaikos szerkezetet mutat. Az alagyeminden térzsben megtalalhatd gének sorat
torzsspecifikus, horizontalisan transzfer révénzaé génszigetek szakitjdk meg. Csoportunk
korabbi munk4ja soran egy mar ismert genomu K-i2sttaz MG1655 genomredukcibjaval
létrehoztunk egy maodositott torzset, melynek csitété mérei genomja kozelit ak. coli
torzsekre jellemi alapgénkészlettel leirhatéhoz.

Az E. coli kromoszomajan szétszorva talalhato, horizont@istrgnszfer altal szerzett
genomszakaszok jelleen tartalmazhatnak inszercios szekvencidkat (f8hszpozazokat,
hibds fagokat, integrdzokat és helyspecifikus rdkodrokat. Az IS-ek olyan kismétet
genetikailag kompakt elemek, melyek altalanossagisak a sajat athelyéaésikért feléls
faktorokat hordoznak. Ezek az “@izDNS szakaszok képesek az autondém athélyézre,
valamint replikativ duplikaciora. Egy atlagos bakiks sejtben az IS elemek a genetikai
valtozasok szignifikans részéért félstk. Ha tobb kopidban megtalalhatbak a genomban, az
altaluk képzett szekvenciaismigtbsek révén inverziokat, duplikidcidkat, valamintniotog
rekombinécidval kisebb-nagyobb delécidkat is oktzale Az 1S-ek okozta genomi
valtozasok meglgjen gyakoriak, emiatt akar a laboratériumokban @ttasan hasznalatos,
elvileg azonos identitasu torzsek is etégenotipustak lehetnek. Az IS-ek molekularis
biolégiai munkak soran is problémakat okozhatnalknkzaskor vagy expresszids kényvtar
létrehozaskor a genomi IS elemek plazmidokba hébleztnek at. Nemcsak természetes
kdzegukben, hanem a laboratériumi munka soranféstétédhetnekE. coli torzsek egymas
IS elemeivel.

A csoportunk &ltal kifejlesztett egyedi, IS-mentddDS42-es torzs egyedilallo
lehetiséget kinalt az IS elemek szerepének tanulmanyazédsind a genom evollcios
folyamataiban, mind a kulonféle szintetikus-biokighiotechnologiai alkalmazasokban.
Kisérleteinkhez rendelkezésinkre allt egy IS trposiidt kivaltani, és IS elemeket igen
hatékonyan bedjteni latszg, extrém valtozékonysagot mutatdé pCTBYFplazmid (,IS

csapda”). Ez a konstrukcié névényekben tditeakcina eballitasa céljabol készilt a nyul
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hemorrhégias virus (VP60) kapszidfehérjéjét és laratoxin (CTX) B alegységét kédold
gének flzionalasaval. Habar kulon-kilon mindkét gériosan fenntarthatdé volt, kiméra
véaltozatuk minden hagyoméanygscoli térzsben instabilnak mutatkozott.

A pCTXVP60 plazmiddal torténtranszformélds utan a kapott kolonidk véltozékony
morfologiat mutattak LB-agar lemezeken (apro, lasgirekedé$ és nagyobb, normalis
fenotipusu). Restrikcids enzimes emésztési mint&=atPCR ellefrzések alapjan az
egészséges telepek 92 %-a inszerciot, 8 %-a delboidlozott a plazmidon Iévkiméra
génben. Az IS inszercidk esetében specifikus pekial IS1, 1S3 és IS5 elemeket mutattunk
ki a ctxvp60 gén 5’ végén. Az IS-mentes MDS42 térzsben vistambsan fenntarthaté volt a
plazmid. Transzformansai egynérkolonidkat adtak, a kinyert pPCTXVP60 plazmid amét
restrikciés mintazatot mutatta.

Annak eldontésére, hogy a toxikus gén okozta stresegndveli-e a transzpozicios
gyakorisadgot, és ez hozzajarul-e a magas IS ingsegyakorisaghoz, megvizsgéltuk a
pCTXVP60 és a pCTX (kontroll, nem toxikus) plazmidartalmaz6 MG1655 gazdasejtek
cycA génen mért mutécios spektrumat. A pCTXVP60-asbarazé sejtek magasabb mutécios
ratat mutattak: az IS transzpozicid rata négyseezesmelkedett (4 kilonb®zIS elem
kozremikodésével), mig a pontmutaciék gyakorisdga 1,5eszerndvekedett. Tovabba, a
sejtek 32 szizaléka tartalmazott egyuttesen a pamis és a kromoszéman is IS inszerciot.
A kettds mutédnsok ilyen magas ardnya nem magyarazhatéamsap IS transzpozicios
események gyakorisdganak emelkedésével, hanemraaté®isok dis szelekcidés éhyét is
feltételezi.

Vizsgaltuk, hogy a fehérje tlltermelés dnmagabagyan hat a mutacios ratara, ezen
belul az IS transzpoziciéra. pPROEX HT-CAT (a sé&ltal jol toleralt kloramfenikol-
acetiltranszferdzt /CAT/ term#®l plazmidot tartalmazé MG1655 sejteken mutacios rat
mérést végeztiink a CAT fehérje indukcidja sordetvié indukcio nélkil. Az IS transzpozicio
gyakorisaga a&ycA génen mérve 136 %-ra emelkedett az indukcid haasd@yanakkor a
pontmutacios rata nem valtozott. A mért adatok atednak, hogy még jol toleralt fehérje
tlltermeltetésekor is jelefgd szerepe van az IS elemeknek az adott populéaciacits
valtozékonysagaban.

A kiméra gén toxikus hatasanak pontosabb vizsgjédet actxvp60 gént indukéalhatd
konstrukcioban, a pSG1144 plazmidba kl6noztuk. kedu sordn kimutathaté volt a
kiméragén s novekedésgatlé hatasa. Magatap60 gén igen nagy szamban tartalmaz
ritka Arg kodonokat. Feltételeztik, hogy a CTXVP®Banszlacidja kimeriti a sejt ritka Arg

tRNS készletét, ezzel okozva toxikus hatast. Ennesgalatara két eltérkodonhasznalatu
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valtozatat hoztunk létre. Az eredetixvp60 konstrukciéval szemben egyik sem okozott
novekedésgatlast. Ez arra utalt, hogy nem a riddokok nagymértékhasznalata okozza a
toxikus hatast. Elkészitettlink tovdbba egy ,franfésmutaciét hordozoctxvp60 valtozatot

is, de a leolvasasi keret eltolasa — a varakozé&dleaitétben - sem szintette meg a toxikus
hatast. Mindezek az adatok arra utaltak, hogy aetvp60 gén/CTXVP60 fehérje okozza a
sejtekre gyakorolt negativ hatést.

Az eredetictxvp60 gén szekvencidjanak silico vizsgélata feltarta egy nem a tervezett
leolvaséasi keretben talalhaté ORF jelenlétét (OR23ranszlacioja soran egy olyan 238
aminosavat tartalmazé, extrém madon leucin gazdb§rfe (102) kégiik, mely szerkezeti
modellje alapjan 4 transzmembran, hidroféb domérerdelkezik. Annak eldéntésére, hogy
ez a mesterségesen létrejott ORF &sled a rendellenes ndvekedési fenotipus kialakulasaé
kiemeltik és indukalhatd konstrukcioként klonoztikdukalt expresszidja soran az eredeti
pCTXVP60 plazmidéval azonos hatdst mutattunk ki. hAtas vizualis detektaldsahoz
CTXVP60- és ORF238-expresszald sejteket konfokddizger pasztazé mikroszkopos
vizsgalatnak vetettink ala. Mindkét konstrukcié megszidjanak eredményeként a sejtek
rendellenes hosszusaguak, lassu noveke#ésés sejtosztddasukban gétoltak lettek.
Megéallapithat6 tehéat, hogy a toxikus hatasért neeg@RF238 a felék.

Az altalunk megszekvenalt 12 IS-mutans pCTXVP60azplid segitségével
meghataroztuk az inszerciok pontos pozicidit. Aszarcids esemény szinte kivétel nélkil a
fuziés gén 5’ végén, etx régidban vagy &p60 5'végénél kovetkezett be. Mivel az ORF238 a
két gén kapcsolddasi pontjan helyezkedik el, vahiisithet, hogy az IS elemek a toxikus
toxikus hatasat. Az eredeti pCTXVP60 és annak I&nmavaltozatai transzkripciéjanak RT-
PCR-rel tortéd ellersrzésével ezt igazolni is tudtuk.

A pCTXVP60 plazmidot tartalmaz6 torzsek novekefdesiekcios dinamikajat
kulonféle gazdasejt-plazmid kombinacidk névekedgéibéjének kimérésével vizsgaltuk.
Ezeknek a folyadékultiras kisérleteknek az eredmiégszhangban vannak az agar
lemezeken megfigyeltekkel. Az eredeti pCTXVP60dyekedésgatlast okoz, ii) a sejtek egy
része véletlenszémaodon IS-inszerciét szenveccixvp60 génben a genomi 1S-ek (fokozott)
mobilithsanak kdszonhgn, iii) az 1S-ek A&ltal inaktivalt toxikus gént ldozo sejtek
visszanyerik normalis novekedési Utemuket és donsséavalnak a kultaraban. A kiloniboz
szamu és OsszetételS elemeket tartalmazo térzsek (MDS sorozat) \dlg azt sugallja,
hogy a nem toxikus plazmid kialakulasahoz sziksédfe$orditottan ardnyos az adott térzs
IS elem tartalmaval. Megallapitottuk, hogy akar ettgn IS-képia jelenléte is jeldist
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hatassal van a plazmid stabilitasara, ezzel asgejticidjara.

A hozzéférhét ,shotgun” szekvenalasok adatb&zisainak bioinfoikaat
tanulmanyozasa alatdmasztotta elképzelésinket.ermszaz altalunk megfigyelttxvp60
esete nem egyedi. Sokkal inkdbb egy felt@metszéles korben d@brduld, automatikus
folyamat, amelynek eredményeként a sejtekben a todemalt, kil$, rekombinans gének
inaktivalédnak.  Szigord  szekvenciakritériumok  aftkakasaval 295 ,shotgun”
klbnkonyvtarbdl 14 esetében 109 olyan esetet taiijt ahol a klénozott darabl&a coli
gazda IS épult (8 kiulonbéZajtaju 1S-t azonositottunk). Ez a magas arany negyarazhato
az 1S-ek normal transzpoziciés gyakorisdgaval, tmaaetxvp60 klbnozasa soran megfigyelt
folyamatokat is feltételez.

Az eredmények demonstraljak, hogy Bz coli gazdasejtben expresszalt, toxikus
termékekben igen gyorsan, altaldnos laboratoriuimilknények kozoétt is felhalmozédhatnak
IS okozta neutralizalt, mutans valtozatok, és eziekd id6 alatt dominanssa valhatnak a
kultrakban. Ez a folyamat biotechnolégiai szempoht ebnytelen genotipusos és
fenotipusos valtozatok felhalmozddasahoz vezethet. 6sszes IS elem eltavolitdsa a
bakterialis genombdl szignifikdnsan noveli a gerddlanddsagat, fenotipusos egységessegét,

és csokkenti az evollcios potencialt.
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Tablazatok és Fuiggelékek

DAS-TMfilter prediction results 2/8/2010

Calculating prediction for the fellowing proteins
N

with reference library
>238aa Leu-rich pCTXVEE0

Cone.

***% List of predicted non-TM-protein codes **7

»238aa Leu-rich pCTXVPS0

& TMH: 6

@ 33 4.1 26 41 1,003e-058

@ 57 9. 45 68 1.332e-12

@ a2 6. 83 121 1.145e-08 Twin peaks - two
short link

@ 109 3. 121 1.148e-03

@ 173 4 183 1.073e=04

@ 210 T 227 3.957e-10

e end of list ———==——= >

F1. AZ ORF238 fehérje DAS-TMfilter szerkezetpredikddja



HMMTOP version 2.0 prediction results

™
Number of transmembrane helices: 4

Transmembrane helices: 4B8B-67 84-107 167-184 203-222
Total entropy of the model: 17.0012
Entropy of the best path: 17.00286

1 DODFWEERLE LLEKLELLEL

1 FLLGLLIMLQO
HHHHEHHHHEHEH

seq LLLLLLLEIL LLLLLLLELE DHENKLINKK
pred HHHHHHHHHEH HHHHHHHooo coosoooooos ocoocHHHHHHH

seq ¥ LECMLDGLEE CNSDSLLLEL EFLEEELLLL

pred HHHHHHH3ii 3i33333dildi FFTTTTITTIIT TITTTITIITIT ITTIITTTIIIT
seg LIMLGLLNQL LLLCQTLDQI CIIQLEIQDL

pred i HHHHHHHHHH HHHHoooooo oooooooood
eqg : HLKILNLL 238

pred coHHHHHHHH HHHHHHHHHH s e e s 11

F2. AZ ORF238 fehérje HMMTOP szerkezetpredikcioja



EcoRl

duot., pCTX
2366 bps
Molecule Features
Start End Name
219 1826 C CAT
1786 1430 € E£TX

F3. pCTX plazmid térképe
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JEcoR|

Neol, |

pCTXVP60

4129 bps
ORF238

CTXVP60

Clal Y
Sacl @ Sacl
Hindlll
Molecule Features
Start End Name
219 3689 C CAT

3257 2541 C ORFZ238
35485 1459 C CTXVEGD

F4. pCTXVP60 plazmid térképe
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JEcoRl

TRA T (3227)

pCTXVP60Frameshift

4130 bps

CTXVP60Frameshift

Cial
Hindlll
Molecule Features
Start End Name
219 3680 C CAT
3227 3227 extraT
3551 1458 C CTXVP60frameshift

F5. pCTXVP60Frameshift plazmid térképe
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Hindlll,

Hincli,
Bam Hl. . MNeol
- :
-

LHincll

pSG1144 oa)
6922 bps

- Smal
Hindl

Hincll

Molecule Features:
Start Fnd Name
781 122 & CAT
1888 2853 RepE
3237 4407 parh
4407 5378 parB
63490 6440 T7

F6. pSG1144 plazmid térképe



Hindii,

JNeol
EcoRl} i

Neol,
BamHl, %
Ndel™ "

I ORF238

L Hinell

pSG1144-ORF238 |
7621 bps Smal

"EcoRV

Hf'ncll"'
:Kpnl
Molecule Features

Start Fnd Name

T8 122 € CAT
18G8 2653 RepE
3232 4407 park
4407 5378 parB
380 440 7

pdE2 71498 ORFZ238

F7. pSG1144-ORF238 plazmid térképe
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Hindll,
EcoRlI; Neol

Ndel,

Hindlll,

Clal,
EcoRV.5

_Xbal
TXVP60

..Smal

ORF238

Neol... SG1144-CTXVP60
9018 bps

Start End Nams
781 122 C CAT
1898 2653 RepE
3232 4407 parh
4407 5378 parB
6390 6440 s i

6496 8586 CTXVE&0
6788 7504 ORFZ238

F8. pSG1144-CTXVP60 plazmid térképe
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Hindlll, Neol

Kpnl,
:m\

Hincll,
Smal,

Kpnl, *

JHinell
.

. Xbal
ctxvp60opt )

Smal
nl,_. - _Hingcll
2t SG1144-ctxvp60opt
ul RepE
8977 bps
Nde|
Xoal " EcoRV
"~ EcoRV

K parB parA

Hingll’ =

Mo lecule Fe

turess:

]

Start End Name
781 172 & BT
1888 2653 RepE
3232 4407 parh
4407 5378 parB
6390 6440 7
6470 8560 ctxvpelopt

F9. pSG1144-CTXVP60OPTt plazmid térképe
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Hindll, Neol
Kpnl, & f

Smal, -1'h...l..~'
- CAT

LHincll

_.Xpal

ctxvp60dezopt

Smal

ﬂ'.‘. -" Hingll
&b SG1144-ctxvp60dezept

Y RepE

8977 bps
Ndel
Mpa| " EcoRV
"‘EGDRV

Molecule Features
Start End Name
781 125 & EET
1898 2653 RepE
3237 4407 park
4407 5378 parB
6350 6440 J )
6470 8560 ctxvpéldezopt

F10. pSG1144-CTXVP60DEZOPT plazmid térképe
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ey
ORFstart

ORFstop

ctxstarteco
ctxstopbam
CTxVPZ
CTXVP3
CVek3

7

chi3
vpvege
pctxkozep
vpfl

vpf2

1511

151-2

1521

152-2

1531

153-2

155-1

1S5-2
15150-1

15150-2
cychl
cycA2
RecA Upl

RecA_Down1

szekvencia (5-3)
cgggatccatgctattgetgetattte

cgoaattctcataacaaattcaaaatcticag

ccggaattccgtogactttaaagttcate
ggatccggoogooccggggcaatggct
cctocctggaactggttga
ggagoatctactictget
gcctggttgtacgectgaa
taatacgactcactatagag
gtgagtttcaccagttttga
gttcgetccaagetggactg
tgcecttaaacgectggtty
cctgggtecctattccatcagtagtagttaat
tgatggaataggacccaggagttgtiget
tcgctgtegttctca
aagccactggageac
tcgeoaggeataccatcaa
cagacgggttaacggea
agcggctggtatacgtggt
tcatgegtggcogacattga
gacagttcggettegtga
gctecgatgacttccacca
acgtgccgagatgatect
cagacctatatgcctogt

ctgatgccggtaggttet

gcgecatccageatgata
attacccggeatgacaggag

cgaccctigtgtatcaaacaagac

felhasznalasa

0ORF238 klénozasa
ORF238 kldnozdsa
ctovpB0 kldnozasa
ctovpB0 kldnozasa
szekvenald primer ctxvpB0
szekvenald primer ctxvp60

szekvenald primer ctxvp60

szekvenald primer/ szekvenciaellendrzd ctxvp60
szekvenald primer/ szekvenciaellendrzd ctovpbl
szekvenald primer/ szekvenciaellendrzd ctxvpB0

szekvenald primer/ szekvenciaellendrzd chupbl

ctovpB0 frame-shift 1&trehozd primer
ctovpB0 frame-shift 1étrehozd primer
151-specifikus primer

151- specifikus primer

1S2- specifikus primer

I1S2- specifikus primer

I1S3- specifikus primer

I1S3- specifikus primer

I1S5- specifikus primer

I1S5- specifikus primer

I1S150- specifikus primer

I1S150- specifikus primer
cycA gén ellendrzése
cycA gén ellendrzése
RecA belsd kontrollhoz

RecA belsd kontrollhoz

F11. Felhasznalt primerek szekvenciai
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