A pélyazat alapveté célja az Escherichia coli baktérium genomjanak tevszerii
egyszerusitése, egy ,,core-genome” E. coli sejt Iétrehozasa volt. Hipotézisunk szerint a
sejt genetikai allomanyanak tekintélyes része niche-specifikus funkcidkat kaédol,
illetve ,parazita” génekként muikddik. Standard laboratériumi koérilmények kozott
ezek a genomerészletek nélkilozhetok, soét hianyukban a sejt hatékonyabb
metabolizmussal miikddhet, a genom pedig stabilabba valik.

A pélyazatban Kitizott célok nagy részét megvalositottuk. A témavezeto, két
PhD hallgatdé, diplomadolgozék e€s egy asszisztens munkajabol harom
folyoiratkozlemény (6sszesen 55 IF) sziletett, ehhez résziunkrél palyazati
tdmogatasként egyedil az OTKA-tamogatast vettik igénybe. Szintetikus
biolégiai/genommérndki tertileten nemzetkdzi elismertséget szereztiink, ezt jelezte
egy konferenciael6adas-meghivas, tovabba a felkérés egy metodikai konyvfejezet
(Methods in Molecular Biology, Humana Press) és egy genomredukcids review
(Chemical Reviews) megirasara.

A vazolt munkéat amerikai partnerekkel Kkollaboracioban végeztik. Ok
bioinformatikai segitséggel (delécidk korulbeluli kijeldlese), alabb a jelentésben nem
részletezett DNS-chip genomellenérzésekkel és Biolog tesztekkel jarultak hozza a
munkahoz. A delécidk pontos megtervezese, az 6sszes genomdelécid és mddositas, a
torzsjellemzések nagy része (tobbek kozott minden mutécids rata/spektrum,
genomstabilitas analizis) szegedi munka.

Eredmények:

1. Genomredukcio.
Az E. coli torzsek 0Osszehasonlitdé genomikai elemzése alapjan 20%-0s
genommeéret-redukciét taztink ki célul. A preciz, , maradvanymentes”
deléciok létrehozasahoz modszereket dolgoztunk ki, ezeket folyamatosan
finomitottuk. A 42 deléciot hordozé multidelécios torzs (MDS42; 15.8%
redukcio) mérfoldkonek tekintheté a redukcios munkaban: ebbdl az 6sszes
mobilis, autondm genetikai elemet (10 profag, 49 inszerciés elem)
eltavolitottuk. Ezt az eredményt publikaltuk; azota Gjabb 20 deléciot hoztunk
Iétre, a jelenlegi legkisebb genoma torzs (MDS62; 18.8% redukcio; 4 639 675
bp-rél 3 768 583 bp-ra) kdzel van a célul kitizoétt ,,core-genome”-hoz. Minden
delécidé pontossagat szekvenalassal ellenériztik. Az MDS62 altal képviselt
genomatalakitas pontossaga, tervszeriisége, atfogé volta az irodalombol
ismert, hasonld probalkozasok kozott is precedens nélkiili.

2. Egyeéb modositasok.
A vad tipusu, kiindulasi térzs hordoz egyes metabolikus defektusokat (rph,
ilvG mutaciok). Ezeket kijavitva hatékonyabba tettlik az izoleucin és pirimidin
bioszintézist. A laboratdriumi hasznélatban fontos mutéciok sorozatat hoztuk
letre az MDS42 torzsben: recA (csokkentett rekombinacios potencial),
hsdRMS/mcrBCD/mrr (restrikcio-modifikacio meszintetése), lac (kék-fehér
szelekcid), msbB/eca (csokkentett antigenicitds), T7 pol inszercio
(rekombinédns fehérje-expresszidhoz), pir inszercié (R6K tipust plazmid
replikacidhoz), endA (plazmid minéség javitas), tonA (fagrezisztencia).

3. Fiziologiai jellemzes.
A delécios torzsek tulajdonsagait folyamatosan ellenériztik. Az MDS42 torzs
ndvekedési ratadja minimal médiumban megegyezik a vad torzsével, gazdag
taptalajban kissé alacsonyabb. Tovabbi deléciokkal, modositasokkal (MDS62)
elértiik, hogy a delécios torzs ndvekedési ratdja meghaladja a kiindulasi torzs
paramétereit minden vizsgalt médiumban. A delécids torzsek — feltehetéen a



felszini strukturak eliminalasa folytan - transzforméacios hatékonysagban is
jelentés emelkedést mutatnak. Az MDS42 térzs metabolikus képességeit
részletes Biolog analizissel jellemeztiik. A — még publikélatlan - eredmények
0sszhangban voltak a tervezett valtozasokkal, modellezéssel. A delécios
torzsek plazmid és rekombinans fehérje-termelése eléri, esetenkent
meghaladja a vad tipusu torzs produkcidjat.

Mutacios rata merési modszer.

Egyik f6 célunk a genom és klonstabilitas ndvelese volt. Ennek mérésehez egy
kiléndsen alkalmas, a sejt teljes mutécids spektrumat jellemzé mutacios rata
méresi modszert dolgoztunk ki. Ezzel mind a vad tipust, mind az MDS42
tOrzs spontan mutécids ratajat és spektrumat jellemeztik.

Genomstabilitas.

Megvizsgaltuk a mutécios rata/spektrum valtozasat rekombinans fehérje
termelés okozta enyhe és erés stressz kortilmeényei kdzott. Az erés stressz a
mobilis genetikai elemek indukcidjat, a mutacidés eseményekben relativ
sulyanak megnovekedését okozta. Ezeknek az elemeknek az eliminacidja
jelentés genomstabilitds-ndvekedést okozott, s gyakorlatilag klénozhatatlan
gének Kklonozhatdva valtak. A jelenség felfoghatd egy olyan védekez6
rendszernek, mely stresszhatdsra mind a gazdasejt, mind az ,,6nz6” mobilis
genetikai elem fennmaradasat szolgalja. Tovabbi genomstabilitas-fokozas volt
tapasztalhatd er6s masodlagos struktarat képezo plazmidszekvencidk esetében.
Még nem tisztazott, milyen gének eliminalasa vezetett ehhez.

Hasznosités.

A redukalt genomd Escherichia coli torzsekre amerikai egyuttmik6do
partnereinkkel ko6z0s, elfogadott szabadalmunk van. A tdrzseket a Scarab
Genomics LLC forgalmazza.



