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Bevezetés

Az Escherichia coli baktérium az egyik legalaposabban tanulmanyozotinégismert
élslény. Napjainkra szamos torzsének ismertté valelgs genomszekvencigja; ez is
hozzajarul ahhoz, hogy kivalé modellorganizmuskezdlgaljon a baktériumok genomi

Az Enterobaktériumok, és koztik is kulondsen Escherichia coli torzsek
genomja mozaikos szerkezetet mutat. Az ald@pveinden térzsben megtaldlhatd gének
sorat torzsspecifikus, horizontalisan transzfeérégzerzett génszigetek szakitjak meg.
Csoportunk korabbi munkaja soran egy mar ismerogegnK-12 torzs, az MG1655
genomredukcidjaval létrehoztunk egy modositott 46tz melynek csokkentett méret
genomja kozelit ai. coli torzsekre jellemi alapgénkészlettel leirhatéhoz.

Az E. coli kromoszémajan szétszoérva talalhatd, horizontédistrgnszfer altal
szerzett genomszakaszok jellgiam tartalmazhatnak inszercidés szekvenciakat (1S),
transzpozazokat, hibas fagokat, integrazokat éspetifikus rekombinazokat. Az 1S-ek
olyan kisméredt, genetikailag kompakt elemek, melyek &ltalanossAgbsak a sajat
athelyesddésikért feldls faktorokat hordoznak. Ezek az “6hDNS szakaszok képesek
az autonom athelyédésre, valamint replikativ duplikaciéra. Egy atlagoakterialis
sejtben az IS elemek a genetikai valtozasok szigm$ részéeért felések. Ha tobb
kopidban megtalalhatdak a genomban, az altalukétepzekvenciaisméittiések réven
inverzidkat, duplikacidékat, valamint homoldég rekadmdxiéval kisebb-nagyobb
deléciokat is okozhatnak. Az I1S-ek okozta genomitozésok meglefen gyakoriak,
emiatt akar a laboratériumokban altalanosan haat®l elvileg azonos identitasu
torzsek is eltér genotipustuak lehetnek. Az 1S-ek molekuléaris bi@bdgunkak soran is
problémakat okozhatnak. Klbnozaskor vagy expresdaidyvtar létrehozaskor a genomi
IS elemek plazmidokba hely&thetnek at. Nemcsak természetes kézegikben, hanem a
laboratoriumi munka soran is atié&édhetnekk. coli torzsek egymas IS elemeivel.

A csoportunk altal kifejlesztett egyedi, 1S-mentd®S42-es torzs egyedulallo
lehetiséget kindlt az IS elemek szerepének tanulmany@zasiédd a genom evollcios
folyamataiban, mind a kulonféle szintetikus-biokighiotechnoldgiai alkalmazasokban.



Kisérleteinkhez rendelkezéslinkre allt egy IS trpositiot kivaltani, és IS
elemeket igen hatékonyan bégeni latsz6, extrém valtozékonysagot mutato
pCTXVP60 plazmid (,IS csapda”). Ez a konstrukciové@iyekben tortéh vakcina
eléallitasa céljabdl készult a nyudl hemorrhagias vifu®60) kapszidfehérjéjét és a
koleratoxin (CTX) B alegységét kédold gének fazidsaval. Habar kulon-kilén
mindkét gén tartdosan fenntarthato volt, kiméra ozgdtuk minden hagyomanyos (IS
elemeket tartalmazO)E. coli tdrzsben instabilnak mutatkozott. Kisérleteinkban
részletesen megvizsgaltuk, mi az oka a plazmidléBrek okozta valtozékonysaganak,
majd génkodnyvar-adatbazisok segitségével annaknjamitana, mennyire gyakoriak az
ilyen természéi IS transzpozicios események. A munka elemzi sald®ek és a gazda
genom kozo6tti dinamikus kapcsolatot, és ravilagisékkentett evolvalédasi képessgg
redukalt genomu gazdatdrzsek hasznélatanak biat&diai ebnyeire.

Célkitiizés
Munkank soran a kovetkéket kivantuk vizsgalni:
» Mekkora az IS-ek atlagos transzpoziciés gyakorigagali-ban?
o Torténik-e stresszre transzpozicio-indukcio, hasamla pontmutéciokhoz?
» Hogyan ntikddik az extrém instabil plazmidban talélt ,|S-cdafs?
* Hogyan lehetséges, hogy a ritka eseménynek szd&itgzercié eredményekent
létrejott mutans plazmid révid édalatt dominans lesz a populacidéban?
* Az ,IS-csapdaként” rtikodé plazmidndl tapasztaltak mennyire altalanosithatok?
Milyen gyakori probléma a kl6nozasi munkdk soranl@zranszpozicié miatt
bekovetke# kldnozhatatlansag? Talalunk-e analdg eseteketsnyshotgun”

genomszekvenalasi adatbankokban?



Alkalmazott moédszerek

Kompetens sejtek és transzformacio

Novekedési gorbék automatizalt meghatarozasa

Indukélhato toxikus és kontroll plazmid konstrukcitbvekedésgétlo hatdsanak
vizsgélata folyadékkulturaban

Mutécids rata vizsgalatok

Mutéciok tipusainak vizsgalata

Plazmid konstrukciok létrehozasa

Reverz-transzkripciohoz kapcsolt, szemikvantit®GR (RT-PCR)

Mikroszképos sejtanalizis

Az E. coli IS elemek difordulasanak bioinformatikai analizise a shotgueksenalasi

adatbazisokban



Eredmények

El6zetes kisérletek alapjan a fentebb ismertetettekangént (nyal hemorrhagias
virus kapszid fehérje gén /VP60/ és koleratoxial®yység /CTX/) hordoz6 pCTXVP60
plazmid instabilnak bizonyult kildnbézhagyoményosan hasznddt coli torzsekben
(HB101, C600, DH10B és MG1655). A pCTXVP60 plaznadtbrtérd transzformalas
utan a kapott koloniak valtozékony morfoldgiat nitatla LB-agar lemezeken (apro, lassu
novekedés és nagyobb, normalis fenotipusu). Restrikciosraagiemeésztési mintazat és
PCR ellerzések alapjan az egészséges telepek 92 %-a iitdzeBc%-a deléciot
hordozott a plazmidon Iév kiméra génben. Az IS inszerciok esetében spesaifiku
primerekkel IS1, 1S3 és IS5 elemeket mutattunk étixep60 gén 5’ végén. Az IS-mentes
MDS42 térzsben viszont tartésan fenntarthatdé vgitaamid. Transzformansai egyném
koléniakat adtak, a kinyert pPCTXVP60 plazmid a narmestrikcios mintazatot mutatta.

Annak eldontésére, hogy a toxikus gén okozta <tressegnoveli-e a
transzpoziciés gyakorisagot, és ez hozzajarul-eagam IS inszerciés gyakorisaghoz,
megvizsgaltuk a pCTXVP60 és a pCTX (kontroll, nemikus) plazmidot tartalmazo
MG1655 gazdasejtetycA génen meért mutacids spektrumat. A pCTXVP60-abbandzo
sejtek magasabb mutéciés ratat mutattak: az ISszpazicio rata négyszeresére
emelkedett (4 kilonb@zIS elem kozrerkddésével), mig a pontmutaciok gyakorisaga
1,5-szeresre novekedett. Tovabba, a sejtek 32 Iékazdartalmazott egylttesen a
plazmidon is és a kromoszdéman is IS inszerciotefok mutansok ilyen magas aranya
nem magyarazhaté csupan az IS transzpozicidos egeknémyakorisaganak
emelkedésével, hanem az IS mutansék srelekcids éhyét is feltételezi.

Vizsgaltuk, hogy a fehérje tultermelés 6nmagabagyaon hat a mutacios ratéara,
ezen belll az IS transzpoziciora. pPROEX HT-CAT dejt &ltal jél tolerélt
kloramfenikol-acetiltranszferazt /CAT/ terndglplazmidot tartalmazé MG1655 sejteken
mutacios rata mérést végeztink a CAT fehérje inidjksoran, illetve indukcio nélkdl.
Az IS transzpozicio gyakorisagacgcA génen mérve 136 %-ra emelkedett az indukcio
hatdséara, ugyanakkor a pontmutacios rata nem wétdz mért adatok arra utalnak, hogy
még jol toleralt fehérje tultermeltetésekor is s szerepe van az IS elemeknek az



adott populacio mutacios valtozékonysagaban.

A kiméra gén toxikus hatdsanak pontosabb vizsdadataa ctxvp60 geént
indukalhaté konstrukcidban, a pSG1144 plazmidbanddéuk. Indukcié sorén
kimutathato volt a kiméragéndéer ndvekedésgatlé hatasa. Magebap60 gén igen nagy
szamban tartalmaz ritka Arg kodonokat. Feltételeztiogy a CTXVP60 transzlacidja
kimeriti a sejt ritka Arg tRNS készletét, ezzel pka toxikus hatast. Ennek vizsgalatara
két eltét kodonhasznalatu valtozatat hoztunk létre. Az dretdrvp60 konstrukcidval
szemben egyik sem okozott nbvekedésgatlast. Ezusata hogy nem a ritka kodonok
nagymeértell hasznalata okozza a toxikus hatast. Elkészitetiivdbba egy ,frameshift”
mutaciot hordozatxvp60 valtozatot is, de a leolvasasi keret eltolasa varmkozassal
ellentétben - sem sziintette meg a toxikus hatdlétdezek az adatok arra utaltak, hogy
nem actxvp60 gén/CTXVP60 fehérje okozza a sejtekre gyakoraifatie hatast.

Az eredetictxvp60 gén szekvencigjanaik silico vizsgalata feltarta egy nem a
tervezett leolvasasi keretben talalhaté ORF jeténi@®RF238). Transzlacioja soran egy
olyan 238 aminosavat tartalmazo, extrém maodon tegezdag fehérje (102) kéfulik,
mely szerkezeti modellje alapjan 4 transzmembradrofob doménnel rendelkezik.
Annak eldontésére, hogy ez a mesterségesen |ét@RE felebs-e a rendellenes
novekedési fenotipus kialakulasaért, kiemeltikndskalhatd konstrukcioként kiénoztuk.
Indukalt expresszidja soran az eredeti pCTXVP6@rmldéval azonos hatast mutattunk
ki. A hatads vizudlis detektdlasahoz CTXVP60- és @FF-expresszaldo sejteket
konfokalis Iézer pasztaz6 mikroszkopos vizsgalatretkttiink ala. Mindkét konstrukcié
expressziojanak eredményeként a sejtek rendelleneszisaguak, lassu novekdads
és sejtosztédasukban gatoltak lettek. Megallafittetiat, hogy a toxikus hatasért maga
az ORF238 a felés.

Az Altalunk megszekvenalt 12 1S-mutans pCTXVP60zipia segitségével
meghataroztuk az inszerciok pontos pozicidit. Agzercios esemeény szinte kivétel
nélkul a fuzios gén 5’ végen,cix régidban vagy &p60 5'végénél kdvetkezett be. Mivel
az ORF238 a két gén kapcsolédasi pontjan helyekladdivaldszifisithet, hogy az IS
elemek a toxikusorf238 5 régidjaba ugorva annak transzkripciéjat blok&k)
megszintetve ezzel a plazmid toxikus hatasat. Adetr pCTXVP60 és annak IS mutans

véltozatai transzkripciojanak RT-PCR-rel toiégllensrzésével ezt igazolni is tudtuk.



A pCTXVP60 plazmidot tartalmazo térzsek novekedezsgilekcios dinamikajat
kulonféle gazdasejt-plazmid kombinaciok ndvekedésbéjének kimérésével vizsgaltuk.
Ezeknek a folyadékulturas kisérleteknek az eredmiéigszhangban vannak az agar
lemezeken megfigyeltekkel. Az eredeti pCTXVP60adyekedésgatlast okoz, i) a sejtek
egy része veéletlensZzemaodon IS-inszercidt szenvedcvp60 génben a genomi 1S-ek
(fokozott) mobilitasanak koszonltéen, iii) az 1S-ek altal inaktivalt toxikus gént ldozo
sejtek visszanyerik normalis névekedési Utemiketodsinanssa valnak a kultardban. A
kilonbd® szamu és Osszetdidb elemeket tartalmazé térzsek (MDS sorozat) \Alatg
azt sugallja, hogy a nem toxikus plazmid kialakahie szikséges ddforditottan
aranyos az adott térzs IS elem tartalmaval. Meg#ébt#uk, hogy akar egyetlen 1S-kdpia
jelenléte is jelerdis hatassal van a plazmid stabilitasara, ezzet @wajicidjara.

A hozzéférhet ,shotgun” szekvenalasok adatbazisainak bioinfoikaat
tanulmanyozasa alatdmasztotta elképzelésinketenmsaz altalunk megfigyetitxvp60
esete nem egyedi. Sokkal inkabb egy feliéhetszéles koérben d@brduld, automatikus
folyamat, amelynek eredményeként a sejtekben atalemélt, kil$, rekombinans gének
inaktivalédnak. Szigori szekvenciakritériumok atkakasaval 295 ,shotgun”
klonkonyvtarbol 14 esetében 109 olyan esetet talkjtahol a klonozott darablia coli
gazda IS épilt (8 kulonb6ézfajtaju 1S-t azonositottunk). Ez a magas arany nem
magyarazhat6 az IS-ek normal transzpozicids gys&géval, hanemaxvp60 klbnozasa
soran megfigyelt folyamatokat is feltételez.

Az eredmények demonstraljak, hogyEzcoli gazdasejtben expresszalt, toxikus
termékekben igen gyorsan, altalanos laboratériumirilknények kozoétt is
felhalmozodhatnak IS okozta neutralizalt, mutankozatok, és ezek révid édalatt
dominanssa véalhatnak a kulturdkban. Ez a folyamatethnologiai szempontbol
elénytelen genotipusos és fenotipusos valtozatok lfeltddasahoz vezethet. Az 6sszes
IS elem eltavolitdsa a bakterialis genombol sziga@ifsan noveli a genom allandosagat,

fenotipusos egységességét, és csokkenti az eveldoiéncialt.



Eredmények pontokba foglalva

 Egy, a sejtek novekedését jelent mértékben gatldé plazmid (pCTXVP60)
szekvenciajaban olyan mutaciokat azonositottunklyekeképesek a plazmid
géatl6é hatasat megszintetni.

* Megéallapitottuk, hogy ezeknek a mutacioknak egenek részét IS elemek
beépilése okozta. Meghataroztuk ezek tipusat, egiyakorisagat.

» Bebizonyitottuk, hogy a plazmid toxicitasaért egykonstruktban nem tervezett
modon kifejeddé és vélhalleg mérged hatdsu ORF a feléd, melynek
muikodését az IS beépilések megakadalyozhatjak.

* Kimutattuk, hogy az IS-ek a toxikus gén transzkopmak blokkolasaval
szlintetik meg a ndvekedésgatlo hatast.

e Kimutattuk, hogy az IS-inszertalt mutansok szelékdi révén gyorsan
dominanssa valhatnak a populacioban.

« Kimutattuk, hogy az IS elemek mozgékonysagat aelejt ért stresszhatas
jelentbs mértékben fokozza.

» Szekvencia-adatbazisok vizsgalataval megallapkpthogy az IS beépllések
gyakran okoznak szekvenciaitarmékeket klontarakban.

» lIgazoltuk, hogy az IS eleméittmegtisztitott genomu MDS42 térzs esetében a
vizsgalt plazmid (és a kontroll gén) szekvencidiaatabilitdsa sokkal nagyobb
mértéki. Ez azt mutatja, hogy az IS elemikinentesitett baktériumtdrzsek jol
hasznalhatok olyan kisérleti-biotechnologiai (stikus biolégai)

alkalmazasokban, ahol a genom stabilitasa kilontiseas téenyed.
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Umenhoffer Kinga az ,Emergent properties of redugedome Escherichia coli”
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