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Roviditések jegyzéke

bp/kbp/Mbp  bazispar/kilobazispar/megabazispar

LB Luria-Bertani (tapkozeg)

MS mineral salts (tapkozeg)

aTc anhidrotetraciklin

dp 6-(B-D-2-dezoxiribofuranozil)-3,4-dihidro-8H-pirimido-[4,5-

c][1,2]oxazin-7-on (mesterséges nukleozid analdg)

ap ampicillin

km kanamicin

cm kléramfenikol

HsvTK Herpes simplex virus timidin-kinaz

oD optikai denzitas

RANDEL a dolgozat targyat képezd random deléciés modszer
DSB double-stranded DNA break (kettGs szalu DNS-torés)
AEJ alternative end-joining

IS inszercios szekvencia

SNV single nucleotide variant (egyedi nukeotidvaltozat)
REP repetitive extragenic palindrome

TMDR transposon mediated random deletion



I. Szakirodalmi attekintés

1. Genomredukcio a természetben

A genomredukcio, azaz az Gsi génkészlet csokkenése egy természetes evollcids
folyamat?, amely szdmos baktériumtérzsben megfigyelhet6?. A baktériumok altalaban
2000-8000 gént tartalmaznak, a legkisebb genomuak minddssze 130-600 gént
hordoznak3. Tipikusan gazdaszervezethez kétott szimbiontdk és parazitdk mutatjdk a
genomredukcio jelenségét>. Mivel a gazda stabil tapanyagellatdst és védelmet biztosit a
kornyezeti hatasokkal szemben, a sejten belili niche-ben szikségtelenné valé gének
elvesznek az evolucio soran. A levéltetvek specidlis sejtjeiben él6 Buchnera fajok
szabadon él6, E. coli-val k6z6s Gse a genom 75%-at elveszitette, ami igy 600 kbp
méret(ire csokkent, amikor obligdt endoszimbionta életmddra valtott®. Tekintve, hogy
az E. coli genom mérete 4,5-5,5 Mbp’, ez igen jelent8s redukciét jelent. A legkisebb
ismert, 6nallé replikdciora képes genommal egy kabdca szimbionta, a Nasuia
deltocephalinicola rendelkezik, mindossze 112 kbp méretl és 137 fehérjekddold génje
vand. Jelent6s genomcsdkkenésen mentek keresztil az intracellularis parazita
baktériumok??, kdziiliik a legkisebb a Mycoplasma genitalium genomja (580 kbp, ~500
gén)'% Azonban nem csak a gazdaszervezethez k6t6d6 organizmusokban, hanem a
szabadon él6 baktériumok kozott is taldlunk redukalt genomu szervezeteket. Ezek
tdpanyagszegény tengervizekben rendkivil nagy szamban el6fordulé baktériumok
(példaul Prochlorococcus' és Pelagibacter* fajok, valamint az OM43 kldd obligat
metilotrof tagjail?), melyek 1,3-2,5 Mbp méret(i genomokkal rendelkeznek.

A genomméret csokkenésében vélhetSleg neutrdlis és adaptiv folyamatok
egyarant szerepet jatszanak. Az endoszimbionta és intracellularis parazita genomok
nagymértékd zsugorodasat a delécidk iranyaba eltoléd6 mutécids aranytalansaggal® és
genetikai sodrédéssal'® magyardzzak, ami a kis effektiv populdciéméretnek kdszénheté.
A nagy populaciomérettel rendelkez6, szabadon él6 tengeri mikroorganizmusok
felfedezése vezetett az Un. adaptiv genom ,adramvonalasitds” hipotézisének'*
bevezetéséhez. Az elmélet szerint a szelekcié kdzvetlenll a genommeéret csokkentésére
iranyul, hogy a sejt megszabaduljon a metabolikus tehertél, amit az adaptiv értékkel

nem rendelkez6 DNS replikacidja okoz, és ezaltal hatékonyabban tudja hasznositani a



korlatozott mennyiségben elérhetd tapanyagokat. Mivel a DNS-szintézis a sejtek teljes
energiafelhaszndldsanak minddssze 2-3%-at jelenti’>, nem feltétlenil a replikacids
koltségminimalizalas all a jelenség mogott. A DNS 6sszmennyiségének csokkenése a
sejtek zsugorodasdhoz és a felszin-térfogat ardany novekedéséhez vezet, ami
hozzéjarulhat a hatékonyabb tdpanyagtranszporthoz!®. Arra is talalunk bizonyitékokat,
hogy a nagyméretl baktériumpopulaciokban a szelekcio nem 6nmagaban a genom
méretére hat, hanem olyan génfunkciok elvesztésére iranyul, amelyek bizonyos
kérnyezeti kérilmények kdzott fitneszel6nyhoz juttatjak a baktériumot!’=24, A kézelmult
filogenetikai vizsgalatai pedig arra mutattak ra, hogy mind az endoszimbionta, mind a
szabadon él6 baktériumokban a megemelkedett mutacids rata lehet a genomredukcid

f6 hajtdereje?>.

2. A mesterséges genomredukcié koncepcidja

A természetben megfigyelhet6 evolucidos folyamatok mintaul szolgalhatnak a
laboratériumi  korlilmények  kozott  torténs, mesterséges genomredukcios
torekvésekhez. Ezeket a projekteket a minimalis élet és az ahhoz szikséges genom
keresése, valamint biotechnoldgiai célok motivaljak. Biotechnoldgiai szempontbdl az az
alapfeltevés, hogy a laboratériumban vagy az iparban altaldnosan hasznalt térzsek (pl.
E. coli, B. subtilis, C. glutamicum) széles génrepertoarral rendelkeznek, biztositva a
valtozatos koriilmények kozott torténd tulélést a természetben. Azonban ezek koziil sok
gén sziikségtelen egy szlikebb, viszonylag allandd kornyezetben, példaul lombikban vagy
fermentorban torténd tenyésztés soran. A felesleges gének fitneszkoltséget
jelenthetnek a sejtek szamara, ezért az eltavolitasuk a sejtek gazdasagosabb
m(ikodéséhez, eréforrasainak hatékonyabb kihasznalasdhoz vezethet?*?6, A vérhaté
elényok kozott szerepel a magasabb novekedési rata és biomassza hozam, nagyobb
genetikai stabilitas és a potencidlis patogének ,megszeliditése”, azaz a biztonsagosabb
kezelés.

A kisérleti evoluciés munkak nem jartak nagymértékd genomredukcidval.
Salmonella enterica baktériumon végzett sorozatos atoltasos kisérletben a delécios
ratat 0,05 bp—2,5 bp per genom per generacié értékre becsiilték?’. Hasonldképpen, egy

hosszu tavld laboratériumi evollciés kisérletben E. coli sejtek 20000 generacién



keresztil torténd atoltasa utan csak néhany delécidt kaptak, amelyek 6sszesitett mérete
mindéssze 38 kbp volt?8. Az ilyen mddon elérhetd genomredukcié mértéke a gyakorlati
alkalmazhatdsaghoz tulsagosan alacsony és jelenleg nem ismert olyan rendszer,
amelynek segitségével kozvetlenil a kisebb genomokra lehetne szelektalni. Ennélfogva
a genomcsokkentéssel foglalkozé projektek tipikusan racionalisan tervezett, specifikus
delécidk egymasra épitésén alapulnak.

Az eltavolitasra kijeldlt célszekvenciakat féként 6sszehasonlitd genomikai
modszerekkel azonositottak, de felhasznaltak gén-esszencialitdsi és genomszerkezeti
vizsgdlatok eredményeit, valamint in silico modellek el6rejelzéseit is. A delécids
célszekvencidak tébbnyire evolucids léptékben a kdzelmultban szerzett, horizontalis
transzferrel szerzett genomi szakaszok, mint példaul profagok, inszercids szekvenciak
(IS-ek). Emellett gyakori célpontok a repetitiv szekvencidk, virulencia faktorok és
sejtfelszini strukturdk, a sejt védekez6 rendszerének elemei és genetikai diverzitasképzé

faktorok?931,

3. Csokkentett genomu baktériumtorzsek

A legtobb genomredukciés munka az E. coli baktérium egyszerdsitését célozta3?=3’, de
mas fajokban is végeztek genom aramvonalasitast, igy szamottevé genomcsokkenést
értek el Bacillus subtilis-ben384°, Corynebacterium glutamicum-ban®!, valamint tébb
Streptomyces*>** és Pseudomonas fajban®-4". A 4,6 MBp méret( E. coli K-12 MG1655
genom szamos genomredukcids projekt kiindulasi pontja. Kutatdcsoportunk, valamint
tobb japan laboratérium jelentés eredményeket értek el az E. coli genom méretének
csokkentésében. A leginkabb figyelemre mélté genomcsokkentett torzsek kozé tartozik
a A163* nevii (1,38 MBp delécid, 29,7%-os redukcid), az MS56* (1068 kbp, 23%), az
MDS42%° (663 kb, 14,3%), és az eléz8 folytatdsanak tekinthet6 MDS69°° (939 kbp,
20,3%). Az E. coli K-12 W3110 t6rzs szolgalt alapul az MGF-0136 térzsnek (1,03 Mbp, 22%)
és a tovabbi delécidkat, valamint kisebb mddositasokat tartalmazd DGF-29837 torzsnek
(1,67 Mbp, 35,8%).

A célzott deléciok tervezését a génfunkciok és az episztatikus kdlcsonhatasok
hianyos ismerete, valamint genomszerkezeti korlatok nehezitik. Tovabbi probléma, hogy

a célzott delécidk Iétrehozasanak munkaigényes folyamata limitalt szamu egyedi delécio



létrehozdsat engedi meg, illetve a delécids utvonalak (deléciék kombindcidja, sorrendje)
hatasanak tesztelése is erGsen korlatozott. Mindezek a nehézségek tehat jelentGsen
sz(ikitik a genomredukcids kisérleti terepet. Valodszinlileg ezek a korlatok is felel§ssé
tehet6k azért, hogy a genom aramvonalasitassal foglalkozé munkak soran a vart el6nyok
gyakran csak részben mutatkoztak meg.

A fenti nehézségek ellenére célzott genomdelécido révén szamos elGnyos
tulajdonsagu torzset sikerilt elGallitani. A mobilis genetikai elemek és a hibazé DNS-
polimerazok kiiktatasaval sikeresen megndvelték egy organizmus genetikai
stabilitdsat°l>2, és ennek jelent8ségét demonstraltdk E. coli-ban3. Stabilizalt genomu
torzseket alkalmaztak hosszd direkt repeateket tartalmazd lentivirdlis vektorok
fenntartdsdra®®, IS-mentes P1 fagok készitésére>, virdlis®®>’ és human°® fehérjék
expressziojara. Ezen felll esetenként magasabb szintl rekombindns fehérje expressziot
és kismolekula termelést értek el. Egy redukalt genomu Pseudomonas putida
gazdasejtben 40%-0s hozamnovekedést tapasztaltak a GFP (zélden fluoreszkald fehérje)
termelésében. Pseudomonas mendocina NKU421 sejtekben az intracellularis ATP/ADP
arany 11-szeresére nétt, és a PHA (polihidroxialkanoat) termelés 115%-kal emelkedett a
szUl6i térzshoz képest?. Bacillus subtilis MGB874 sejtekben egy extracellularis cellulaz
és egy protedz expresszidjadban mutattak ki névekedést3®, a P10 térzsben pedig olyan
fehérjéket sikerult termeltetni (pl. staphylococcalis antigéneket), melyeket mas B.
subtilis térzsekben nem volt lehetséges3®%°. E. coli MDS42 gazddban pedig jelentds
javulast értek el egy iparilag fontos izoamildz enzim expressziéjaban®. Mindemellett
szamottevé hozamnovekedést irtak le az L-treonin aminosav produkcidjaban
maodositott E. coli MDS42%! és MGF-013® torzsekben. Megjegyezziik, hogy taldn a
legjelentGsebb alkalmazasa a redukdlt genomu torzseknek, konkrétan a
laboratériumunkban  készitett MDS42-nek, hogy a genetikai kodrendszer
egyszer(isitésére irdnyuld kisérletekben kiindulasi térzsnek hasznaltik fel®2.

Az eddig targyalt ,top-down” megkozelités, azaz a meglévé genomok redukcidja
mellett érdekes alternativat nyudjtanak a teljes genomok szintézisén alapulé , bottom-
up” modszerek. Egy uttor6é munkaban a Mycoplasma mycoides 1,08 Mbp méreti
genomjanak darabjait in vitro szintetizaltdk, éleszt6ben 06sszedllitottdk, majd a

szintetikus genomot (JCVI-syn1.0) Mycoplasma capricolum recipiens sejtekbe



transzplantaltdk, amelyeket aztan teljes egészében a szintetikus kromoszéma
kontrollalt®3. Néhdny évvel késSbb, Hutchison és munkatarsai ennek a genomnak egy
jelentésen redukalt véltozatat hoztak léte®4. Transzpozon mutagenezisen alapuld gén-
esszencialitas vizsgalatok eredményeire tdmaszkodva megtervezték, szintetizaltak, majd
sikeresen transzplantdltdk a M. mycoides genom 531 kbp méretl valtozatat (JCVI-

syn3.0), amely mindossze 473 gént tartalmaz.

4. A genomcsokkentés hatasa a baktériumtorzsek novekedésére

A szamos biotechnoldgiai alkalmazas ellenére alig talalunk példat a csokkentett
genomu baktériumsejtek gazdasagosabb mikodésére, azaz a tapanyagok hatékonyabb
felhasznaldsara vonatkozoan. S6t, ugy tlinik, a genomredukcids folyamat el6rehaladasa
gyakran a névekedési rata csékkenésével jar3*>06> Az MDS-sorozat esetén bizonyos
genomi szegmensek delécidja ndvelte a fitneszt, ugyanakkor nem taldltak pozitiv linearis
kapcsolatot a fitnesz és a genomcsdkkenés mértéke kozo6tt>°. Az MGF-sorozat® és a A16
torzs3* leszarmazottjaiban korreldciét mutattak ki a genomméret és a ndvekedési rata
csokkenése kozott. A MGF-szarmazékok esetén a hatas kilonosen a tapanyagokban
szegényebb tdptalajokban (MAA, M63) volt jelent8s®>. A 22%-os redukcids allapotot
képvisel6 MGF-01 viszont M9 minimal taptalajban a kiindulasi toérzsh6éz hasonld
névekedési ratadt mutatott3®. Ennek az lehet az oka, hogy a készitésénél figyelembe
vették a novekedési képességet: az egyedi delécidkat hordozd térzsek novekedését
ellenérizték M9 taptalajban, és csak a jol nové konstrukciokkal folytattak a delécids sort.
Tovabbi deléciok generalasaval, bizonyos deletdlt szakaszok visszahelyezésével (a
proVXW régid visszaallitdsa megsziintette a magas ozmolaritassal szembeni
érzékenységet) és kisebb genetikai mddositasokkal (kijavitottak a valin érzékenységért
felel6s ilvG mutaciot és a részleges pirimidin éhezésért felel6s rph-1 mutdciot)
létrehoztdk a 2,98 Mbp genomméretli DGF-298 torzset. A baktérium M9 minimal
taptalajban jobban nétt a sziil6i W3110 torzsnél és magasabb sejts(irliséget mutatott
CSL fermentéciés médiumban3’. A torzs transzkriptom analizise alapjan feltételezik,
hogy egyes h&sokk chaperon fehérjék és abnormalis fehérjék lebontasaért felel6s
protedzok csokkent kifejez6dése lehet a kedvez6 novekedési sajatsagok egyik

magyarazata®’.



5. Célzott és véletlenszerii genomredukciés médszerek

A korabbi genomredukcids moddszerek elsGsorban tervezett, el6re
meghatdrozott delécidk preciz |étrehozasat céloztdk. Ezt homoldg rekombindciot
alkalmazo, plazmid beépilésen/kivagddason alapuld, illetve valtozatos, a A Red
rendszert haszndld ,,recombineering” mddszerek igénybevételével érték el. Ehhez elsé
[épésként egy mesterséges DNS-darabot rekombinaltatnak a genomba, amely a
|étrehozni kivant delécidval hataros genomi szakaszokkal homolég szekvenciakat és egy
szelekcios markert hordoz. A masodik rekombindcids Iépés soran az exogén szekvencia
kivagodik, és egy markermentes delécid keletkezik. A |épések ismétlésével a delécidk
felhalmozhatdk a sejtekben?®.

Részlegesen véletlenszerd, ,,szemi-random” médszernek tekinthet6 az egyik elsé
genomredukcidos munka, amelynek alkalmazasaval 6,7%-kal csokkentették az MG1655
genomot32. El&szor egy térképezett transzpozon kényvtdrat hoztak létre, majd P1
fagtranszdukcidval két transzpozon inszerciét egy sejtbe vittek at, végiil Cre/loxP
helyspecifikus rekombinacids rendszer segitségével a koztes szakaszt kivagtak. A kapott
deléciokat P1 transzdukcioval egyesitették egyetlen genomra. A mddszer alkalmazdsa
azonban komplikalt és a rekombinaz felismerd szekvencidjanak visszamaradasaval jar,
ami genomi instabilitdshoz vezethet.

Egy masik korai munkaban egy kompozit transzpozon szarmazékot hasznaltak
sorozatos véletlenszer( delécidk generélasara E. coli-ban33. A transzpozon inszercidjat
kovet6en indukaltak a ,belsé” transzpozon intramolekuldris transzpozicidjat, ami a
szomszédos kromoszomalis régid delécidjat vagy inverziéjat okozta. A folyamatot
ciklikusan ismételve 5,6%-0s redukciét értek el. A mddszer azonban szdmos hatrannyal
bir: a transzpozon inszercids sejtek csak egynegyed részében megy végbe megfeleld
atrendez8dés, viszonylag kisméreti deléciok képz6désének kedvez, valamint egy 64 bp-
os exogén szekvenciat hagy hatra a genomban.

Ebben a munkdban egy Uj megoldasokon alapuld, véletlenszerd, szelekciot is
magdba foglald eljarast mutatunk be, melyhez az inspiraciot Koskiniemi és
munkatarsainak tanulmanya?! jelentette, amelyben megmutattak, hogy a szelekcid a
génvesztés hajtdereje lehet baktériumokban. Salmonella enterica kromoszoma

véletlenszer(i helyeire transzpozonokat integraltak, majd mértek ezek spontan
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delécidinak ratdjat és a fitneszre gyakorolt hatasat. Megallapitottak, hogy a kilénbo6z6
genomi lékuszok delécios ratai kozott tébb, mint 200-szoros kiilonbség lehet. A
deléciokat a kiindulasi torzsben rekonstrualva megmutattak, hogy a vizsgalt delécidk kb.
25%-a fitneszel6nnyel jar, melyek a sorozatos atoltasok folyaman fixalodnak a

populdcidban.
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Il. Célkitlizések

Munkank alapvet6 célja a lehet6 legnagyobb fitnesszel rendelkezd, redukalt genomu E.

coli torzsek elGallitasa.

Ehhez kapcsolédoan a kovetkez6 kérdésekre szeretnénk valaszt kapni:

e Vannak-e olyan deléciok, melyek adott koriilmények kdzott novelik a fitneszt,
illetve el8segitik a hatékonyabb tapanyag-felhasznalast, azaz gyorsabb
novekedést és nagyobb biomassza termelést okoznak?

e Haigen, konkrétan melyek ezek a deléciok?

e Létrejonnek-e parhuzamos, kiilonb6z6 redukcids Utvonalak? Van-e jelentGsége a
delécidk sorrendiségének?

e Szelektalédnak-e a genomredukcio kézben kompenzaléd mutaciok?
Mindezen kérdések megvalaszolasahoz célul tlztik egy olyan mddszer kidolgozasat,

mely véletlenszer(ien general delécidkat, és szelekcids |épéseket tartalmaz a legjobb

fitneszU sejtek kivalogatasara.
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lll. Anyagok és modszerek

1. Felhasznalt torzsek, plazmidok és taptalajok

Kisérleteinkben a vad tipusnak tekintett Escherichia coli K-12 MG1655 torzset®®
(NC_000913.3), ennek multidelécidés szarmazékat, az MDS42-t*° (NC_20518.1) és az
MDS42m-t (Pir fehérjét expresszal) hasznaltuk. Az MDS42n térzset laboratériumunkban
kordbban ugy éllitottuk elé, hogy DH5apir®’-bél P1 fagtranszdukcidval &tvittik a Pir
fehérje génjét MDS42 torzsbe. A DNS konstruktok MDS42-ben késziiltek, a random
delécids ciklusok kiindulasi térzsei az MG1655 és az MDS42 voltak. Az MDS42nm torzset
az R6K y replikacios origdoval rendelkezé plazmidok fenntartasara hasznaltuk (pl. pSG76-
A). A pHKH®8 és pSG76-A% plazmidok a transzpozon elkészitése soran PCR templatként
szolgaltak. Az |-Scel enzim expresszidjat a pSTAST vagy pSTCST nevl plazmidrdl
indukdltuk; ezek a pSTKST’? plazmid ampicillin, illetve kléramfenikol rezisztencia gént
hordozd vaéltozatai. pST76-A% alapu plazmidokat a célzott delécidk és egy genomi
pontmutacio elkészitéséhez hasznaltunk fel. A felhasznalt torzsek és plazmidok
tulajdonsagait az 1. tablazat foglalja 6ssze.

A baktériumkultirdk novesztéséhez Luria-Bertani (LB) tapkozeget (1% tripton,
0,5% élesztékivonat, 0,5% NaCl) vagy 0,2% glikdzzal kiegészitett mineral salts (MS)
minimal tapoldatot’! haszndaltunk. Az elektroporacid utani regenerdcios lépéshez SOC
médiumot (2% tripton, 0,5% éleszt6kivonat, 10 mM NacCl, 2,5 mM KCl, 10 mM MgCl,, 10
mM MgS04, 20 mM gliikdz) alkalmaztunk. A kompeticiods kisérletekhez MacConkey agar
(BD Difco) lemezeket hasznaltunk a kompetitor sejttipusok megkiilonboztetéséhez.

Az  anhidrotetraciklin  (aTc) indukdlészert 100ng/ml, a  6-(B-D-2-
dezoxiribofuranozil)-3,4-dihidro-8H-pirimido-[4,5-c][1,2]oxazin-7-on (dP) nevi
nukelozid analégot 1uM végkoncentraciéban haszndltuk. Az antibiotikumokat a
kovetkez6 végkoncentracioban alkalmaztuk: 100 pg/ml ampicillin (ap), 25 pg/ml

kanamicin (km), 24 pg/ml kléramfeninikol (cm).
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. tablazat. Felhasznalt torzsek és plazmidok.

Torzs vagy plazmid

Relevans jellemz6k

Funkcio

Forras vagy
hivatkozas

E. coli K-12 torzsek:

MG1655

MG1655 (LacZ’)

MDS42

MDS42r

Plazmidok:

pHKH

pSG76-A

pSG76-A-Tn5-SHK

pSTAST

pSTCST

pST76-A
szarmazékok

vad tipus (genotipusa: F-
lambda- ilvG- rfb-50 rph-1)

a vad tipus LacZ deficiens
valtozata

a vad tipusu MG1655
multidelécids szarmazéka

Pir fehérjét kifejez6 MDS42
torzs, ami lehet6vé teszi az
R6K y replikacids origoval
rendelkezd plazmidok
fenntartdsat

két ellenszelekcids gén (hsvTK)
kozott egy szelekciés markert
hordoz (kmF®)

ap® gént és R6K vy origdt
tartalmaz, replikaciojahoz Pir
fehérjét igényel

pSG76-A alapu plazmid, egy
apf gént és az EZ-Tn5(SHK)
transzpozont hordozza

hémérséklet-érzékeny
replikont tartalmazo alacsony
kdpiaszamu plazmid; I-Scel-t
expresszal a tet prométer
szabalyozdsa alatt; a pSTKST
szadrmazéka, amelyben a km®
gént ap® génre cserélték

a pSTKST szdrmazéka,
amelyben az ap® gént cm®
génre cserélték

hémérséklet-érzékeny
replikonnal és ap® génnel
rendelkezd ,,6ngyilkos”
plazmid

kiinduldsi torzs random
delécidk generdlasahoz

torzsek elkilonitése
kompeticids kisérletekben

kiindulasi torzs random
delécidk generdldsahoz;
pST76-A plazmid
szarmazékok gazdatorzse

gazdatbrzs a pSG76-A és a
pSG76-A-Tn5-SHK
plazmidok szamara

az EZ-Tn5(SHK)
transzpozon szelekcids-
ellenszelekciés
kazettdjanak forrasa

plazmid vaz az EZ-
Tn5(SHK) készitéséhez

az EZ-Tn5(SHK)
transzpozon DNS forrasa

anhidrotetraciklin (aTc)
indukcid utan biztositja az
I-Scel enzim termelSdését

anhidrotetraciklin (aTc)
indukcid utan biztositja az
I-Scel enzim termelSdését

célzott, rekonstrualt
delécidk és egy genomi
pontmutdcio készitése

66

laboratoriumi
gylijtemény

49

laboratoriumi
gyljtemény; &7

68

69

jelen dolgozat

laboratoriumi
gyljtemény; 7°

laboratoriumi
gyljtemény; 7°

69
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2. Mddositott Tn5 transzpozon készitése és transzposzémak eléallitasa

A pSG76-A plazmidot PCR segitségével linearizaltuk. Az amplifikacidhoz olyan
primereket hasznaltuk, amelyek 5’ tulnyulé végei tartalmaztak a hiperaktiv Tn5
transzpozon forditott ismétlédéseit (mozaik végeket) és ellentétes orientacidban az I-
Scel felismerd helyeket. A pHKH plazmidrol PCR segitségével felsokszoroztuk a duplikalt
Herpes simplex virus timidin-kindz (hsvTK) géneket tartalmazd szelekcidos kazettat
(hsvTK-kmR-hsvTKmod)®®, majd ligéltuk azzal a plazmid vézzal, amelyre el6zetesen
integraltuk a mozaik végeket és az I-Scel felismer6 szekvencidkat. Az igy kapott plazmid
a pSG76-A-Tn5-SHK nevet kapta. Az EZ-Tn5(SHK) transzpozont (Fliggelék 1. dbra) ebbdl
a plazmidbdl véagtuk ki Pvull-emésztéssel. A transzposzémak’? létrehozdsdhoz a
kihasitott DNS-fragmentumot gélbdl izolaltuk, majd a gyartd utasitasait kovetve
inkubdltuk a transzpozdz enzimmel (EZ-Tn5 Transposase, Lucigen). A pSG76-A plazmid
vazra azért esett a valasztasunk, mert R6K y replikacios origdval rendelkezik, ezaltal nem
képes a célsejtekben replikalédni. Igy elkeriilhetd, hogy a transzpozon DNS kivagdsa utan
az esetleges cirkularis plazmid maradék a transzposzémak bejuttatdsa utan a sejtekbe
keriljon, és alpozitiv hatteret adjon. A felhaszndlt PCR primerek listajat 1asd a Flggelék

1. tablazataban.

3. Random delécias ciklusok

Egy random delécids ciklus egyes |épéseit az 1. abran szemléltetjik. Elektrokompetens
sejteket készitettiink a szil6i torzsbdl, illetve a masodik ciklustél kezdve a megel6z6
ciklus végén nyert sejtekbdl. Egy tipikus kisérletben 0,5 pl EZ-Tn5(SHK) transzposzémat
elektroporaltunk 40 ul elektrokompetens sejtbe, majd 1 ml SOC médiumban, 1 6ran
keresztil, 37 °C-on razatva regeneraltattuk a sejteket. Ezutan LB-km lemezekre
szélesztettliik azokat, és a taplemezeket egy éjszakan at, 37 °C-on inkubaltuk. Az
inszercios mutans telepeket LB-km tapfolyadékban lemostuk a lemezekrél, 10 ml LB-km
médiumban ODss0~1 (OD=optikai denzitas) sdrliséglire higitottuk, majd 2-3 6ran
keresztil novesztettiik 37 °C-on, és starterként hasznaltuk fel elektrokompetens sejtek
készitéséhez. 40 ul elektrokompetens sejtbe ~50 ng pSTAST helper plazmidot

transzformaltunk, majd a regeneraciot kovetéen (30°C-on 1 dra rdzatas 1 ml SOC
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tdptalajban) LB-ap-aTc-dP lemezekre szélesztettiik azokat (az aTc az I-Scel enzimet
kodold gén expresszidjanak indukcidszereként, a dP ellenszelekcids agensként szolgalt).
A lemezeket 30 °C tartottuk 35-40 éran keresztil. A helper plazmid kilizéséhez a kin6tt
telepeket folyékony LB-ben 6sszemostuk, 10 ml antibiotikum-mentes LB-ben ODss50™~0,1
értékig higitottuk, majd egy éjszakan at noévesztettik 37 °C-on. Ebbél kilonbdzé
higitasokat szélesztettlink LB-lemezekre, és egy éjszakan at novesztettik 37 °C-on. Végiil
a sejteket LB és LB-ap/km lemezekre oltva kivalasztottuk azokat a telepeket, amelyek
km-re és ap-re is érzékenyek voltak (azaz elveszitették a transzpozont és a helper
plazmidot is). A kivalogatott telepeket 10 ml LB-be oltottuk, és starterként hasznaltuk a

kovetkezd ciklus elsé |épéséhez, az elektrokompetens sejtek készitéséhez.

a b
l I-Scel I-Scel
Tn5 transzposzgmék elektroporacioja
(kanamicin’) E. coli sejtekbe

hsvTK  km®  hsvTK_,
EZ-Tn5(SHK)
Tn5 inszerciokat hordozo

telepek (kanamicinR) Osszegylijtése Preta

a pSTAST nevd I;{Scel expresszios tetk F-Scel
vektor (ampicillin’) elektroporaciéja
l ts ori apR
novesztés LB-ampicillin-aTc-dP lemezeken: PSTAST

I-Scel indukcio6 (aTc-vel)
és ellenszeleckcio (dP-vel)

|

ndvesztés LB-ampicillin-aTc-dP lemezeken

|

a tulélék osszegyljtése

a pSTAST plazmid kilizése:

novesztés LB-ben

|

novesztés LB-lemezeken

l

replika plating
LB-kanamicin, LB-ampicillin és LB lemezekre

l

a kanamicinsampicillinS
telepek dsszegy(ijtése LB-ben

1. dbra. Egy random delécids ciklus egyes Iépései (a) és a helper DNS konstruktok (b)
vazlatos rajza. Az EZ-Tn5(SHK) transzpozon hordoz egy, az integraciéos mutansok
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szelekcidjara szolgdlé markert (kmF), egy ellenszelekcids gént (hsvTK) és annak
modositott kdpidjat, valamint két ellentétes orientacidban elhelyezkedd I-Scel hasitd
helyet. A pSTAST egy hémérséklet-érzékeny replikonnal rendelkezé plazmid, amely
indukalhaté mddon expresszalja az I-Scel enzimet. Minden egyes ciklus novesztési
lépéseket tartalmaz (Gsszesen ~90 generdcid/ciklus), amely soran szelektadlédnak a
magas fitnesz( genotipusok.

A protokoll kevésbé mutagén valtozatahoz a kévetkez6 modositasokat vezettik
be: a pSTAST elektropordcidja utdn a regeneraciét (30°C-on 1 éra razatds 1 ml SOC
taptalajban) kévetSen a sejteket 10 ml LB-ap-aTc folyadékban 5 dran keresztiil, 30 °C-on
novesztettik az |-Scel indukcidja érdekében. A kulturabdl LB-ap-aTc-dP lemezekre
szélesztettlink, majd 30°C-on kb. 16 6ran keresztil inkubaltuk. A ciklus ezutan

kovetkez8 szakasza megegyezik a fent leirtakkal.

77 7

4. Célzott deléciok elGallitasa

A vad tipusu hattéren rekonstrudlt delécidkat az un. 6ngyilkos plazmid alapu médszer
segitségével hoztuk létre’3. Réviden, ehhez el&szor a tervezett delécidkat hatdrolé ~1
kbp méretlii DNS-szegmentumokat (homoldgia karokat) egy héérzékeny replikacids
origéval rendelkez8 ,6ngyilkos” plazmidba (pST76-A%°) klénoztunk MDS424° gazdaban.
Ezutan a plazmid replikacidjara nézve restriktiv hGmérsékleten, antibiotikum szelekcid
mellett az egyik homoldgia karon keresztil a genom megfelel6 részére
rekombinaltattuk. Az igy kapott delécids intermedierekben indukaltuk az I-Scel
meganukledz expresszidjat a pSTKST nevl helper plazmidrél’®, ami a kromoszémaba
integralt plazmidon talalhaté egyedi I-Scel felismers helyen kett6s szali DNS-torést idéz
el6. A DNS-térés RecA-medidlt intramolekuldris rekombinacids javitd mechanizmus
segitségével, a homoldog szegmensek felhasznaldsaval javitédik, ami a vad tipusu
kromoszéma reverziéjaval vagy egy markermentes delécid képz&désével jar. A tervezett
deléciokat hordozd sejteket PCR-amplifikacio segitségével azonositottuk, majd Sanger-
szekvenalassal ellendriztiik a delécidos kapcsolddasi pontokat. Tobbszoros delécidk
létrehozdsdhoz P1 fagtranszdukcidval®® vittiuk &t a deléciés intermediereket, amelyet a

fent ismertetett mddon I-Scel altal stimulalt intramolekularis rekombinacié, marker
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eltavolitds és ellenbrzés kovetett. A felhasznalt PCR primerek listajat lasd a Flggelék 1.

tablazataban.

5. Genomi pontmutacid létrehozasa

A Rac profag delécidja mellett rekonstrualtuk a yehB génben taldlhaté pontmutaciot is
— annak fitneszcsokkenést kompenzalé hatasanak bizonyitasdhoz —, az egyéb
pontmutacioktdl mentes torzsben. Az allélkicserélés a 4. pontban leirt médon tortént,
azzal a kulonbséggel, hogy a delécidkat hatarolé homoldgia karok helyett a
pontmutaciét hordozé genomi szegmentumot kldonoztuk az ,,6ngyilkos” plazmidba, majd
ezt a konstrukciét rekombinaltattuk a rekonstrudlt Rac deléciét hordozdé MG1655
torzsbe. A mutans allélt az egyik random deléciés ciklus soran kapott c1-15 nevd torzsrél
amplifikaltuk PCR segitségével. A felhasznalt PCR primerek listajat lasd a Fliggelék 1.

tablazataban.

6. Teljes genom szekvenalas

A random delécids ciklusok soran kapott vonalak teljes genom szekvenciajat lon Torrent
platform segitségével hataroztuk meg. Az lon Torrent konyvtarakat a mar kordbban leirt
moédon  készitettik’. A szekvendldsi adatok kiértékelését (jelfeldolgozas és
bazisazonositds) lon Torrent Suite v5.2 program segitségével végeztik. A nyers
leolvasasi adatokat CLC Genomics Workbench v11.0 (Qiagen) programba importaltuk,
trimmeltlk (azaz levagtuk az adaptereket), majd az E. coli K-12 MG1655 (NC_000913.3)
vagy MDS42 (NC_020518.1) genomi szekvenciakra térképeztik. A referenciatdl eltéré
varians régiokat manualisan ellendriztik. A nagyméretld genomi atrendezédéseket
(tipikusan az 1 kbp feletti delécidkat) CLC Genomics Workbench Tool segitségével

manuadlisan azonositottuk.

7. Novekedési paraméterek meghatarozasa

A baktériumtorzsek novekedési paramétereinek meghatarozasahoz a sejteket Synergy
2 (BioTek) nevli automatizalt mikrolemez-olvasé késziilékben novesztettiik. A 96-lyuku

lemez egy-egy mélyedésébe 99 ul friss LB médiumot vagy 0,2% glikozzal kiegészitett
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MS-mininal tapoldatot tettliink, majd ebbe 1 pl éjszakan at ndvesztett starter kulturat
oltottunk. A sejteket 24 éran keresztiil, 37 °C-on novesztettiik folyamatos razatas
mellett. A kulturdak 600 nm-en mért optikai denzitds (OD) értékét 5 percenként
hataroztuk meg. Minden egyes torzs esetén 4-18 replikdtumot hasznaltunk. A
novekedési paramétereket (ndvekedési rata, OD novekmény) kordbban publikalt
moddszerek’> felhasznéldsaval készitett R programozasi nyelven irt szkript segitségével
hataroztuk meg. El6sz6r minden egyes mért OD értékbdl kivontuk a hatteret, azaz a
tapfolyadék OD-jat. Mivel magas sejts(ir(iség esetén a sejtdenzitds és az OD kozott
nemlinearis korreldcid all fenn, ezért a mért OD értékeket egy kalibracids formula
segitségével korrigaltuk (ODorrigst= OD + 0,49312-0D3). A mérési zaj hatédsainak
csokkentéséhez a novekedési gorbéket atlagolassal simitottuk, és eltavolitottuk a
negativ meredekséget eredményezd adatpontokat. A simitott gorbéket log-
transzformaltuk, majd kiszamitottuk a gorbe meredekségét az egymastdél 20 perc
tdvolsagra esé adatparok kozott. A maximalis novekedési ratat ugy hataroztuk meg,
hogy a hét legmagasabb érték kozil a két legmagasabbat figyelmen kivil hagytuk és
kiszamoltuk a maradék ot atlagat. Az OD névekményt a simitott gorbe utolsé OD

értékének és az elsé 6t OD érték atlaganak kilénbségeként hataroztuk meg.

8. Kompeticids kisérletek

Az egyes torzsek relativ fitneszét kompeticids kisérletek segitségével hataroztuk meg.
Ejszakan at ndvesztett starter kulturdkat készitettiink a vad tipusu, sziiléi MG1655-bdl
és a kompeticios partner torzsbél. Ezeket azonos OD-ra higitottuk, 1:1 térfogataranyban
Osszekevertiink, majd ebbdl a starter keverékbdl 40 pl-t 10 ml LB médiumba oltottuk, és
100 ml-es Erlenmeyer lombikban 37 °C-on razattuk 225 rpm fordulatszamon, 24 6ran
keresztlil. EbbGl a kulturabdl 40 ul-t naponta friss tapfolyadékba oltottunk. Az
atoltasokat legfeljebb 3 napon at végeztiik, a kisérleteket minden vizsgalt torzs esetében
3-4 alkalommal ismételtik meg. A kompeticidés partnerek ardnyanak nyomon
kovetéséhez kozvetlenil a leoltast kovetGen és minden egyes Ujraoltds soran mintat
vettlink a kulturakbol. Ezekbdl kiilénboz8 higitasokat szélesztettiink MacConkey agar
lemezekre, és meghataroztuk a kompetitorok aranyat. A vizsgéalt torzseket a laktoz

fermentacios képességre utalo telepszin alapjan kulonitettik el a vad tipustdél, mivel az
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MG1655-nek egy LacZ-deficiens valtozatat hasznaltuk, amelyben a LacZ funkcidja egy
stop kodon beépitésével inaktivalva lett’®. A relativ fitnesz értékeket egy korabban leirt
mddszerrel hataroztuk meg’’. Ehhez vettik a vizsgalt és a szll8i torzs sejtszam
aranyanak természetes alapu logaritmusat, és abrazoltuk a feln6tt generdcidk
figgvényében. Az egyes adatpontokra illesztett linedris regresszidos egyenes
meredeksége adja az adott tOrzs szelekcids egyltthatojat (s). A szll6i torzshoz
viszonyitott kompetitiv fitneszt (w) a w = 1 + s dsszefliggéssel adtuk meg. Az 1 relativ

fitnesz érték jelentése, hogy a vizsgalt torzs ratermettsége megegyezik a szul8i torzsével.

9. Baktériumsejtek mozgasképességének vizsgalata

A flagellaris genomi régié jelenlétét ugy ellendriztik, hogy teszteltiik a sejtek mozgasi
képességét lagy agarban. Ehhez egy 96-lyukd mikrolemez egyes mélyedéseibe 200 pl
ldgy agart (0,3% agart tartalmazé LB médium) ontottiink, amelybe a vizsgalandd
telepkbdl egy kacsnyi mennyiséget szurtunk. A lemezeket 37 °C-on, egy éjszakan at
inkubaltuk, majd a szaporodas diffuz vagy lokalizalt jellegét értékeltiik. A flagellummal
rendelkezd, mozgékony baktériumok a szirads mentén diffuz névekedési zénat hoznak

létre, mig a mozgdsképtelenek a szlrds vonala mellett névekednek.

10. Biomassza hozam meghatarozasa

A biomassza hozamot a delécids ciklusok sordn is alkalmazott LB médiumban hataroztuk
meg. Exponencidlis ndvekedési fazisban lévé starter kulturat 20 ml LB médiumba
oltottunk ugy, hogy az 550 nm-en mért OD kiindulasi értéke 0,01 legyen. A sejteket 100
ml-es Erlenmeyer lombikban, 160 rpm fordulatszamon torténd razatas mellett egy
éjszakan at novesztettiik 37 °C-on. Lombikonként 8 ml kulturabdl mikrocentrifuga
csovekbe centrifugdltuk a sejteket, majd a pelletet ScanSpeed 40 tipusu
vakuumcentrifugaban szaritottuk (1000 rpm, <0.3 mbar) 20 6ran keresztul. A szaraz
biomassza meghatarozasahoz analitikai mérlegen megmértiik a kiszaritott pelletek
tomegét. A méréseket torzsenként 5 bioldgiai, kulturanként 2 technikai replikdtummal

végeztik.
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11. A deletalédott genomi régiok maggenom-elemzése

A D1-D12 jelolési deletalt régiokon beliil talalhatd géneket két osztalyba, Un. mag (core)
és jarulékos gének csoportjaba soroltuk. A csoportositast egy korabbi publikacié’®
alapjan végeztiik, amelyben meghataroztak 60 E. coli torzs kozosen el6forduld génjeit,
és ezaltal kb. 2000 core gént azonositottak. Egyes besoroldssal nem rendelkez8 géneket
az UniProt adatbazisbol vett funkciondlis informacidk alapjan osztalyoztunk. Az
inszercios elemeket, profagokat és az ismeretlen funkcidoju géneket a jarulékos

kategdridba soroltuk, mig a tobbit kihagytuk az elemzésbdl.
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IV. Eredmények

1. Arandom, fitnesz-optimalizalo deléciés modszer kévetelményei

A célunk egy olyan maddszer kifejlesztése volt, amelynek segitségével hatékonyan
generalhatdk random delécidkat tobbféle kombindcidban tartalmazé E. coli
sejtkonyvtarak, amelyekben aztan a legjobban néveked6 kldonok dusulnak fel. Ehhez a
kovetkezd feltételeknek kell teljestlnie: a deléciok kialakuldsanak helye és a delécidk
mérete legyen véletlenszerd, ciklusonként minden egyes sejtben keletkezzen lehetéleg
egy delécid, az eljards nagy sejtpopulacion legyen alkalmazhaté. A rendszer elemei
legyenek robusztusak az esetleges inaktivald mutacidkkal szemben, a folyamat pedig
tartalmazzon novekedési ciklusokat, biztositva a gyorsabb ndvekedésl klénok
szelekcidjat. A hatékonyabb tapanyag-felhasznaldsra nincsen jo szelekciés maddszer,
azonban feltételeztilk, hogy a novesztési kortilmények kozott felesleges gének

eltdvolitasa erre is esélyt ad.

2. ElGzetes kisérletek

A modszer kialakitasahoz el6zetes kisérletekben teszteltiink egy sor széba jové
megoldast. A részletek ismertetése nélkiil:

1. Els6ként egy célzott delécidk elGallitasat szolgaldé mddszert mddositottunk ugy, hogy
véletlenszer(ien generdljon génkiejtéseket. A A Red rendszer segitségével, véletlenszer(i
kihagyassal 6sszeflizott genomi homoldgia boxokat — szelekciés markerrel egylitt —
rekombinaltattunk a kromoszémaba, majd indukaltuk a fragmentum delécioval jaro,
homoldg rekombinacio altali kivagddasat, hasonldan a csoportunkban kordbban leirt
mdédszerhez’®. A Keio torzsgydjtemény’® segitségével Iétrehozott, a homoldgia boxokat
alkalmas sorrendben hordozo, fuziés klonkonyvtdr azonban szamos kldénozasi
m(iterméket tartalmazott, igy nem volt alkalmas a megbizhaté delécio-elGallitasara.

2. Masik rendszerre vdltva, a Tn5 transzpozon véletlenszer( integraciéjan és ezt kdvets
kivagddasan alapuld delécids rendszer elemeit teszteltik szamos variacidban. Egy
megvaldsithatdsagi kisérletben megallapitottuk, hogy a megfeleléen maddositott

transzpozon random integraciot majd I-Scel hasitast kovetd kivagddasa — ellenszelekcid
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alkalmazasaval — hatékony eszkoz lehet. Azt is megallapitottuk, hogy a genomi hasitas
javitasanal mikodé mechanizmusok (homoldg rekombinacid, illetve alternativ end-
joining) nem részesitik elényben a transzpozon végein taldlhatd, révid homoldgidkat (ez
kizaré ok lenne), és a javitas eredményeként tobbféle méretl, a genom kiilonbo6z6
szakaszai kozott Iétrejovo delécid keletkezhet.

3. Az el6zetes kisérletek alapjan a transzpozonos, genomhasitason alapulé megoldas
potencidlis nehézségeire is fény derilt: (i) kell6 szamu transzpozon integrans sejt
létrehozasahoz optimalizdlni kell a folyamatot, (ii) hatékony, gyakorlatilag
meghibasoddasmentes ellenszelekcids modszerre van szikség, (iii) kiilonds gondot kell
forditani a rendszer mutaciokkal szembeni robusztussagara és a hamis pozitiv sejtek

kikliszobolésére.

3. A RANDEL modszer

Az el6zetes kisérletek tanulsagai alapjan alakitottuk ki azt a médszert (RANDEL: random
delécios séma), amely ciklikusan ismételhet formdaban alkalmas véletlenszer( delécidk
készitésére E. coli sejtekben. A folyamat altalanos mikodését a 2. dbran mutatjuk be. A
modszer alkalmazasa soran el6szor egy szelektalhaté markert épitlink be véletlenszeri
modon a genom egy pontjara. Ezutan stimulaljuk az inszertalt marker eltavolitasat, és a
ciklusok végén szelektalunk azokra a sejtekre, amelyek elveszitették a beépiilt DNS-
darabot. Az inszertdlt fragmentum kiesése olyan DNS-hibajavitdé folyamatok
beindulasaval jar, amely az esetek tObbségében a beépiilés kdzelében lévé genomi
szakaszok delécidjat eredményezik idegen szekvencidk visszamaraddsa nélkil. A vazolt
beépiilési és kiesési folyamat mindkét eleme szelektalhatd, amely lehetévé teszi, hogy

az egyes ciklusok végén kapott sejtek mindegyike hordozzon egy-egy deléciot.
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. . [

indukélhatd 2. DSB_k letrehozasa indukalhat6

I-Scel s I-Scel
Q az I-ch] enzim Q < S
1-Scel 1-Scel mdukc1OJaval. 1-Scel 1-Scel

> o >

E. coli
kromoszéma

= (mikro)homoldgia = (mikro)homoldgia

1. Egyedi I-Scel hasitohelyek 3. ADSB-k a tulélé sejtekben
véletlenszer( genomi 1ntegrécic’>ja alternativ end-joining segitségével
transzpozon mutagenezissel. vagy homoldg rekombinacioval javitodnak,

s

ami delécidk keletkezéséhez vezet

Lscel ISceI Ism delécidk keletkezéséhez vezet.
anub[onkum ellen- delécié A hattér (nem tortént delécio)
rezisztancia  szelekcids eltavolitasa ellenszelekcoval.

marker marker

2. abra. A random deléciés mddszer altalanos sémaja. DSB: double-stranded DNA

break, kettGs szalu DNS-torés. Tovabbi részletekért lasd az 1. dbrat.

A ciklikus folyamat egyes Iépései részleteiben a 1. abran lathatdéak. A delécidk
kialakulasi helyének véletlenszer(iségét biztositja, hogy az elsG |épésben egy olyan
transzpozont ugrasztunk be a kromoszomaba, amely gyenge inszercids hely
preferencidval rendelkezik, igy a beépiilése véletlenszer(inek tekinthets®. A beépitett
modositott Tn5 transzpozon szelekcids és ellenszelekcids markerek mellett a
transzpozon végek kozelében hordozza az I-Scel meganukledz enzim felismerd helyeit.
A transzpozon-inszercids sejteket antibiotikum rezisztencidjuk alapjan szelektaljuk. A
kovetkez6 |épésben egy plazmidrdl indukaljuk az I-Scel enzim kifejez6dését. A
termel6d6é endonukledz a kromoszémadra integralt transzpozon végein taldlhaté
felismerd helyeknél hasitja a kromoszémat. A keletkezé dupla szali DNS-torések (DSB:
double-stranded DNA break) a sejt sajat hibajavité mechanizmusai révén javitédnak. Ez
végsd soron a transzpozon elvesztéséhez vezet azaltal, hogy a DSB-k kdzelében talalhaté
homoldg szekvenciak kozott rekombinacio torténik, mivel a DNS templatot nem igényl6
nem homolég végosszekapcsolds (non-homologous end joining) 0sszetevéi E. coli-ban
nincsenek jelen®'. Rekombindcid torténhet hosszabb homolég szakaszok kézott (>50 bp)
a sejt sajat RecA enzimének koézvetitésével®?, vagy néhany bp hosszisagu
mikrohomoldgidk mentén, az un. alternativ end-joing (AEJ) mechanizmus révén®3
Homolog szekvencidk, kiilondsen a mikrohomolégidk szerte a genomon megtalalhatoak,
igy egy adott delécid kiterjedésének mértéke véletlenszerlinek tekintheté. Az AEJ

hibajavitd mechanizmus hatékonysdaga viszonylag alacsony (kb. 100 000 DSB-t hordozé
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sejt kozul 1-ben toérténik javitas®3), ezért nagyon erds ellenszelekcidra van sziikség
ahhoz, hogy eltavolitsuk a populaciébdl azokat a sejteket, amelyekb6l nem tlint el a
transzpozon. Emiatt kett8s ellenszelekciot alkalmazunk a ciklusok soran: I-Scel hasitast
és a dP-hsvTK rendszert®* hasznéljuk azon sejtek kivalogatdsara, amelyek elvesztették a
transzpozont. Itt az  utdbbi  ellenszelekcids  rendszernek egy  olyan
meghibasodasbiztosnak tartott valtozatat alkalmaztuk, amelyben a Herpes simplex virus
timidin-kinaz (HsvTK) egy duplikalt génrdl expresszalodik, foszforildlja a kivilrdl adott dP
nevii mesterséges nukleozid analdgot, ezéltal letadlis mutagenezist okoz®®. Ezutén a
tenyésztési hGmérséklet emelésével eltavolitjuk az I-Scel enzimet kifejez6 hémérséklet-
érzékeny plazmidot, végil replika plating segitségével azonositjuk azokat a sejteket,
amelyek nem hordozzak sem a transzpozont, sem a segit6 plazmidot.

A moddszer felskalazhatdsaganak hatarait gyakorlati megfontoldsok szabjak meg,
kiilonosen a replika plating 1épés munkaigényes volta. A ciklusok sordn a , kimeneti”
(deléciot hordozd) és a ,bemeneti” (transzpozon-inszercids) sejtek aranya nagyon
alacsony, ezért szamolnunk kell a rendszer elemeinek (szelekcids és ellenszelekcids
gének, |-Scel gén, |-Scel felismerGhelyek) mutdciés inaktivacidjaval. Ennek
megakaddlyozdsara a rendszer komponenseit minden egyes ciklus elején frissen
juttatjuk be, és a ciklusok végén replika plating segitségével megbizonyosodunk a segit6
elemek sikeres eltavolitasa fel6l. A mddszer fontos sajatossaga, hogy a beépitett
novesztési periddusok elGsegitik a legnagyobb ratermettséggel rendelkezé sejtek
feldusuldsat (folyékony taptalajban 5, szilard taptalajon 4 novesztési periddus/ciklus,

ami kb. 90 generacid novekedését jelenti ciklusonként).

4. A RANDEL maddszer miikodési jellemzé6i

A delécids modszer egyes |épéseinek hatékonysagat 5 egymast kovetd ciklus végigvitele
soran teszteltik. Ciklusonként tizezres nagysagrendben kaptunk szamu transzpozon
inszerciés mutans sejtet. Replika plating segitségével megmutattuk, hogy az
ellenszelekciot és a plazmid kilizést kovet6en az egyittes transzpozon- és a
plazmidvesztés aranya atlagosan kb. 60% volt. Minden egyes ciklus végén 100-1100
olyan egyedi sejtet nyertiink, amely nem tartalmazta sem a transzpozont, sem a helper

plazmidot (2. tablazat). Az 1. ciklusban a pSTCST nevd I-Scel expresszids vektort
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hasznaltuk, de annak alacsony kilizési hatékonysaga miatt a 2. ciklustél kezdve a pSTAST

plazmidra tértink at.

2. tablazat. A RANDEL egyes |épéseinek hatékonysaga MG1655 kiindulasi sejteken
végrehajtott 5 ciklus alkalmazasa sordn.

Tn5 I-Scel Tn5- plazmid- Tn5- és Tn5- és
Ciklus | inszertansok | expressziés | vesztés | vesztés plazmidvesztés plazmidmentes
szama plazmid aranya ardnya | egyiittes aranya sejtek szama
1. 13500 pSTCST 99,9% 48,4% 48,4% 810
2. 2900 pSTAST 68,6% 98,9% 67,6% 935
3. 6000 pSTAST 96,2% 99,9% 96,2% 1153
4. 21000 pSTAST 15,4% 96,3% 13,4% 132
5. 16000 pSTAST 64,3% 87,8% 53,5% 234

Ismert, hogy az ellenszelekcidhoz hasznalt dP nevl nukleozid analég mutagén
hatasu. A kezdeti protokollunk alkalmazasa soran egy id6ben tortént az I-Scel hasitast
kovetd DSB javitasa és a dP kozvetitette ellenszelekcid. Ez valtozd szamu pontmutacid
(1-912/ciklus) kialakulashoz vezetett a tulélé sejtek genomjaban (3.a tablazat). A
mutacios hattér lecsokkentése érdekében a kés6bbiekben mddositottuk a protokollt: az
I-Scel vagast/javitast és a dP-medidlt ellenszelekciét nem egyszerre, hanem egymast
kovetSen alkalmaztuk. Az I-Scel vagas/javitas utan egy 5 éras id6ablakot illesztettiink be,
ami lehet6séget biztositott a HsvTK (a dP-mutagenezisben szerepet jatszé enzim)
kiGriilésére a dP-ellenszelekcids lépés el6tt. Ez a modositdas a hattér szintjére
csOkkentette a pontmutdcids ratat (0-2 mutacid/ciklus) (3.b tablazat). A genomok és
fenotipikus hatdsok aldbb bemutatott elemzését mind a magas, mind az alacsony

mutagenitasu protokoll alkalmazasa soran nyert sejteken elvégeztuik.

5. A RANDEL alkalmazasanak eredményei

a) Deléciok és delécios mechanizmusok

A ciklusok soran bekovetkezd genetikai valtozasok azonositdsa érdekében tobb

kisérletsorozatban 0©sszességében 60 teljes genom szekvenaldsat végeztik el. (A
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szekvendlasokat Nagy Istvdn és munkatdrsai hajtottdk végre a SeqOmics Kft.-nél.)
ElGszor olyan torzsvonalakat vizsgaltunk, amelyek novekedési paraméterei az el6zetes
mérések soran nem bizonyultak rosszabbnak a vad tipusnal. Ebbdl a csoportbdl 2 torzset
szekvenaltunk a kontroll ciklusbdl (1 ciklus transzpozon-inszercié nélkil), 11-et az 1.
ciklusbdl (c1), 10-et a 2. ciklusbdl (c2) és 2-t az 5. ciklusbdl (c5). Ezen kiviil szekvenaldsra
kerilt 11 véletlenszerlien, elGzetes ndvekedésmérés nélkil kivalasztott térzs a c1-bdl
(3.a tdblazat). Tovdbba meghatdroztuk 12 olyan egyetlen cikluson végigvitt vonal teljes
genom szekvencidjat, amelyek esetében a kiinduldsi torzs a genomredukcié egy
el6rehaladott allapotat képvisel§, mar szamos sziikségtelen genmomszakaszt elvesztett
MDS42 volt (4. tablazat, 6. tdblazat). Mindemellett 12 olyan egy cikluson keresztiilment
torzset is szekvenaltunk, amelyek esetében a protokoll csokkentett mutacids rataju
valtozatat haszndltuk (3.b tablazat). A szekvendlasra kijelolt torzsek novekedési

paramétereit ismételten lemérve megerdsitettiik (Fliggelék 2. tablazat).

3. tablazat. Az er8sen mutagén (a) és a gyengén mutagén (b) protokollok
felhaszndldsdval kapott delécidk, valamint hattér SNV (single nucleotide variant, egyedi
nukleotidvaltozat) szdamok MG1655 alapu torzsekben. A szekvenalasra kerilt torzseket
j6 novekedési sajatsagaik alapjan (a ndvekedési paramétereik nem rosszabbak, mint a
vad tipusé) vagy véletlenszerlen vélasztottuk ki. A piros téglalapok az adott delécid
jelenlétét mutatjak.
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Ciklusok | Kivalasztas o Delécié SNV-
szama alapja D1|D2| D3| D4 |D5|D6|D7|D8| D9 |D10|D11|D12| Szém
1 kontroll jo contr-56 2
ciklus névekedés contr-59 2
cl-16 5
cl-17 54
c1-53 16
c1-30 79
., cl-21 57
jo
noévekedés c1-23 97
cl-24 64
c1-48 56
cl-72 53
c1-29 || 25
1 ciklus c132 37
cl-5 795
cl-9 228
c1-10 856
cl-11 51
cl-12 845
random c1-15 1
cl-6 912
cl-14 849
cl-7 226
cl-8 80
cl1-13 267
c2-31 123
c2-17 138
107
62
2 ciklus . 10 i 70
névekedés 60
71
79
63
63
Sciklus | . 00 418
névekedés 325
Ciklusok [ Kivalasztas e Deléci6 SNV-
szama alapja D1|D2|D3|D4|D5|D6|D7|D8| D9 |D10|D11|D12| Szdm
jo cl_lowmut-80 0
novekedés | c1_lowmut-87 2
cl_lowmut-51 0
cl_lowmut-52 0
cl_lowmut-53 0
. cl_lowmut-54 1
1 ciklus
random c1l_lowmut-56 0
cl_lowmut-57 2
cl_lowmut-58 2
cl_lowmut-59 1
cl_lowmut-55 1
cl_lowmut-60 1

28




4. tablazat. Egy ciklus utan kapott delécidk és hattér SNV-szamok MDS42 alapu
torzsekben. A piros téglalapok az adott delécid jelenlétét mutatjak.

. Delécio SNV-
Torzs .
D13(D14|D15| szam
cl_MDS42 1 0
cl_MDS42 2 0
cl_MDS42 3 0
cl_MDS42_4 0
¢l _MDS42 5 1
cl_MDS42_6 0
cl_MDS42 8 1
cl_MDS42_10 0
cl_MDS42 18 0
cl_MDS42_7 60
cl_MDS42 14 13
cl_MDS42_16 42

A megfigyelt delécidk szama nem minden esetben egyezett az elvégzett ciklusok
szamaval (egy delécid/ciklus). Az MG155 torzsbdl szarmaztatott vonalak 13%-a (6/48) a
vartnal eggyel kevesebb deléciét tartalmazott. Ez a megfigyelés a transzpozon
nyomtalan kivagéddasaval magyarazhatd: transzpozon-inszercié soran a beépiilés helyén
a transzpozonvégek mellett egy 9 bp méret(i duplikicid keletkezik®, igy eléfordulhat,
hogy az AEJ javitd mechanizmus ezeknek a rovid homolégidknak a segitségével kapcsolja
O0ssze a DNS-végeket. Ezt a felvetést alatamasztja, hogy az MDS42 torzsbél kiindulo
vonalakban magasabb a feltételezhetéen nyom nélkil végbemend deléciok aranya
(75%; 9/12), mivel a redukalt genomu szulGi torzsbdl el lettek tavolitva azok a hosszu
ismétl6dd szekvencidk, példaul az IS elemek, amelyek elGsegitik a DNS-torés javitasat.

A genomok elemzése soran arra is fény derilt, hogy az egy cikluson
keresztilment torzsek jelentés része (29%; 10/34) a vartnal eggyel tobb deléciét hordoz,
amelyet tovabb is visznek a kovetkez6 ciklusokba. Ennek oka, hogy a delécié két
valtozata (D7 és D8) a flagellaris génklasztert érinti, amely spontan mddon, a DSB/javitas
hozzdajarulasa nélkil is gyakran elveszik (elemzését lasd még lentebb).

Mindent egybevetve az egy- és tdbbciklusos torzsekben 12 kiilénb6z6 deléciot
figyeltink meg, ezek mérete a 1 871 bp és 70 678 bp kozotti tartomanyba esik (5.
tablazat, 3. abra). A delécidk hatdrainak vizsgalata a kiesés mechanizmusardl is

informaciét ad. A DSB-k javitéddsanak szerkezeti kdvetelményei szélesek: a delécidk
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hatarai lehetnek inszercids szekvencidk (IS-ek), fag attachment helyek, REP (repetitive
extragenic palindrome) elemek, gén-pszeudogén parok, kilonb6z6 gének homoldg
régiodi. A homologiak mérete a 11 bp-os mikrohomolégiaktdl az 1 kbp feletti IS régidkig

terjed (5. tablazat).

E. coli K-12 MG1655
4 641 652 bp

az inszercios szekvenciadkat, a piros téglalapok pedig a random delécidkat jeldlik (D1-t6l
D12-ig). A delécidk magyardzata az 5. tablazatban taldlhaté.

A kezdeti, elsé l1épésben (34 szekvendlt egyciklusos genom) 6 kiilonb6z6 delécidt
figyeltink meg. Ezek kozil kett6 kriptikus profagokat érintett (Rac, CPS-53); ezek
delécidja tobbszor is eléfordul az elemzett tdrzsekben. Erdekes médon a flagellaris
gének kiesése tobb alkalommal is megfigyelhetd az elsé ciklus utan, s6t, még a kontroll
ciklus (nincs transzpozon inzercid és I-Scel hasitas) sordn is létrejott.

A flagellaris delécio feltlin6 gyakorisaga miatt az 5 egymast kovetS ciklus
kiindulasi torzseként hasznalt MG1655 stock-ban is megvizsgaltuk a flagellaris régié

jelenlétét. Motilitasi teszt alapjan azt talaltuk, hogy a sejtek 25%-a mar eleve elvesztette
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ezt a genomi régiot. A tovabbi kisérletek azt mutattak, hogy ezek a sejtek kompetitiv

elénnyel birnak, és ezért egy ciklus utan 25%-rdl 75%-ra dusultak fel a populacidban.

5. tablazat. Az MG1655 sziilGi torzson végrehajtott random delécids ciklusok soran
kapott deléciok tulajdonsagai. A genomi koordinatak az MG1655 genomra vonatkoznak
(NCBI azonositd: NC_000913.3).

. .. | Baloldali | Jobb oldali Méret . A kialakulas feltételezett
Delécié . . Leiras .
hatar hatar (bp) mechanizmusa
két IS1 kozott rekombindcio az I1S11 és
D1 258 167 290 892 32726 taldlhato genomi az IS1C homoldg régidi
szegmens (magdaban kozott
L?glsilij:t?:zri)sro'(lé:eket rekombindcio az I1S11 és
D2 258 607 279 861 21255 . 8 . az IS1B homolog régidi
és a CP4-6 profag e
. C igix kozott
részleges delécidjat)
két IS1 kozott
taldlhaté genomi rekombinacié az IS1B és
D3 279 876 291 346 11471 szegmens (magaban az IS1C homoldg régidi
foglalja a CP4-6 profag | kozott
részleges delécidjat)
genomi szegmens az rekombinacio az rhsC és
D4 732 605 734 475 1871 rhsC és az rhsO gének | az rhsO gének homoldg
kozott régioi kozott
két 152 kozott rekombinaci6 az 1528
, ) ) (el6forduldsa ebben a
taldlhatd genomi enomi lékuszban e
D5 1397 236 1467913 70678 | szegmens (magaban & e . &Y .
. . duplikacié eredménye) és
foglalja a Rac profag A
C s az 1S2D homoldg régioi
delécidjat) .
kozott
. kivdgddas a Rac profag
D6 1411899 1434958 23 060 Rac profag -
attachment helyénél
D7 1962 083 1978 502 16 420 iris é
E:ieclltzr)lissesének (az rekombinacio az IS1H
D8 1962 204 1978502 16 299 & iy szekvencia replikativ
IS1 szekvencidt s s o n
T transzpozicidjat kovetGen
D9 1972 841 1978 502 5662 hataroljak)
két IS5 kozott
Zjlea”:etrc\)sg(en::n;ban rekombinacio az IS5H és
D10 2066704 | 2102294 35591 & . . g . az IS51 homoldg régioi
foglalja a hisztidin .
. kozott
bioszintézis géneket
és a CP4-44 profagot)
rekombinacio az argW-
pawZ gén-pszeudogén
D11 2 466 369 2476 583 10 215 CPS-53 profag par homoldg régidi
kozott a CPS-53 profag
attachment helyénél
REP elemek kizétti rekombinacié a REP320
D12 4285317 | 4323260 37944 . és a REP324 homoldg
genomi szegmens (g
régioi kozott
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6. tablazat. Az MDS42 sziil6i torzson végrehajtott egyetlen random delécids ciklus soran

kapott delécidk tulajdonsagai. A genomi koordinatak az MDS42 genomra vonatkoznak
(NCBI azonosité: NC_20518.1).

. .. | Baloldali Jobb oldali Méret . A kialakulas feltételezett
Delécio . . Leiras .
hatar hatar (bp) mechanizmusa
REP elemek kdzott
taldlhaté genomi rekombinacié a REP23 és
D13 266 028 301 308 35281 | szegmens (magaban a REP31 homoldg régidi
foglalja a lac operon kozott
deléciojat)
REP elemek kozott rekombinacio a REP23 és
D14 266 090 283922 17 833 | talalhato genomi a REP28 homoldg régioi
szegmens kozott
. nem ismert, a delécid
genomi szegmens a kzelében nem
D15 688 716 695 120 6405 | ybhR gén és a RIP75 , . .
. taldlhaték homolog
elem kozott .
szekvenciak

b) Pontmutdciok és egyéb vadltozdsok

A kezdeti, er6sen mutagén protokoll hasznalatanak mellékhatasaként minden ciklusban
megfigyeltiink genomonként atlagosan néhany tiz egyedi nukleotid valtozatot (single
nucleotide variant, SNV). A két 5. ciklus végén kapott torzsben az SNV-k szama szdzas
nagysagrendu (418 és 325), az egyikben egy nagyméreti duplikaciot is azonositottunk a

pontmutaciok mellett (4. dbra).
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4. abra. A duplikacio pozicidja az egyik 5. ciklus utan kapott random delécids térzsben
(c5-170). A vad tipusu MG1655 genom térképét kiegészitettilk a 398 kb hosszisagu
duplikacidval, amit szlirke nyil mutat. A duplikalédott régio forrasat fehér nyil jelzi. A
vékony egyenes vonalak az inszercids szekvencidkat, a piros téglalapok a random
delécidkat reprezentaljak (D1, D5, D7, D11). A delécidk magyarazata a 6. tdblazatban
taldlhaté.

A pontmutdaciok nagy szama varatlan volt, az irodalmi adatok alapjan kevesebb
valtozdsra szamitottunk. Tominaga és munkatarsai szerint a dP nukleozid analdg
alkalmazasa az altalunk hasznalt koncentracidoban csak tizszeresére emeli a spontan
mutdcids gyakorisagot®.

Az SNV-k nem azonos gyakorisaggal fordultak el6 a kromoszéma kiilonb6z6
pontjain: a replikacios terminusnal mintegy kétszer annyi pontmutdciot talaltunk, mint
a replikacios origd kozelében. Emellett az SNV-szam hullamszer(inek t(ing sirlisddése és

ritkulasa figyelhet6 meg a kromoszéma mentén (5. dbra).
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5. dbra. Az SNV-k eloszlasa a genomon beliil az er6sen mutagén protokoll alkalmazasa
soran kapott torzsekben. Az dbrdn a 36 szekvenalt vonalban el6fordulé, 6sszesen 7237
db SNV eloszlasat tlintettiik fel. Az oszlopok a ~100 kbp méret(i genomi szakaszra esé
SNV-k szamat mutatjak. Piros egyenesekkel a replikacids origdt (ori) és terminust (ter)
jeloltik.

c) A szelekcio hatdsdnak jelei

Az SNV-k eloszldsasabdl (6. dbra) kovetkeztethetiink arra, hogy a sejtvonalak kdzos
eredetliek vagy egymastdl fliggetlenil alakultak ki. Hasonld SNV-mintdzatot lattunk 4
els6é ciklusos és 5 masodik ciklusos genomban a ,,jol névé” (a szlilGi torzsnél nem
rosszabb novekedési paraméterekkel rendelkezd) torzsek kozott, ami az elényds
delécids valtozatok szelekcidjara utal. Az eltéré SNV-mintazatok viszont azt jelenthetik,
hogy a tobb torzsben is megfigyelt delécidk, mint a Rac profag (D6), CPS-53 profag (D11)
és kilonosen a flagellaris régido (D7, D8, D9) kiesése parhuzamosan, flggetlendl is
megtorténhet az egyes vonalakban. A bizonyitékok tehat azt mutatjak, hogy a szelekcid
eredményeképp bizonyos genomi régidk delécidjat nagyobb gyakorisaggal figyelhetjik
meg, és az elényods delécio-pontmutacio kombinaciok gyorsan fixalédnak a

populdcidban.
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Genomi koordinata

6. abra. Az SNV-k eloszlasa a kontroll térzsek (egy cikluson mentek keresztiil
transzpozon inszercid nélkil) és a — mutagén eljarassal késziilt — delécidés torzsek
genomjaban. A piros téglalapok a delécidkat (D1-t6l D12-ig), a fliggbleges vonalak az
SNV-ket jeldlik.

6. A deléciok és pontmutacidk fenotipikus hatasainak elkiilonitése

a) A rekonstrudlt deléciok hatasa

Ahhoz, hogy a delécidk funkcionadlis kdvetkezményeit a pontmutdacidk zavard hatasa
nélkil tudjuk tanulmanyozni, mutacioktél mentes szil6i hattéren rekonstrudltuk a
ciklusok soran kapott egyedi delécidkat és azok kombinacidit (5. tablazat). (A torzsek

rekonstrukcidja Karcagi lldiké jelents hozzajaruldsaval késziilt.) Enhez egyesével, illetve
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7 1

gyakorlatilag az Osszes tapasztalt kombinaciéban el6allitottuk a delécidkat preciz,
,ongyilkos” plazmid alapu genommadosité mddszerrel az eredeti, MG1655 gazdaban.
A rekonstrualt, pontmutdcié-mentes hatter(i torzsek novekedési rata és optikai
denzitas (OD) novekmény (a biomassza hozam kozelit6 mérészama) vad tipushoz
viszonyitott értékeit a 7. abran foglaltuk 6ssze. Bizonyos deléciok nem befolyasoltak a
novekedési paramétereket, viszont 6 delécid (az azonositott deléciok 50%-a), amely
I[ényegében harom kiilonbozé tipust képvisel (flagelldris régid, Rac, D12), a ndvekedési
rata szignifikans emelkedését okozta. Kiilonosen erds hatasa volt annak a delécidnak,
amely mikodésképtelenné tette a flagellaris apparatust. Abban az esetben is magasabb
novekedési ratat és OD-ndvekményt mértiink a vad tipushoz képest, amikor 5 masik
delécié volt mellette. A lagy agarban elvégzett motilitasi tesztek megerGsitették a

flagellaris deléciokkal jard uszasképtelen fenotipust.

Relativ maximalis névekedési ratdk LB-ben Relativ OD-ndévekmények LB-ben

L *** Té (R B 3 | __
SR =] Lo@aﬁﬁ% =l

0,9- - - 0,9 El °
038 . 038- —
0,7 0,7

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

DI D3 D4 D5 D6 D7 D8 D9 D10 DIl D12 DI D3 D4 D5 D6 D7 D8 D9 D10 DIl D12

* * * * * * * * * * * * *
b Relativ maximélis ndvekedési ratdk LB-ben Relativ OD-névekmények LB-ben
137 13 ° T
o

1,2 -

1,14 T I;I EH = ” EEE EWEBE
1,0—g|:' t‘ - E 7 _: _: o

Loe - E‘ 1,04—=
° :
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0,9
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DI D2 D3 D6 D6 D7 D1 D1 D1 D1 DI D2 D3 D6 D6 D7 D1 D1 D1 D1
D7 D7 D7 D7 D9 D11 D7 D7 D5 D4 D7 D7 D7 D7 D9 D11 D7 D7 D5 D4
* * * * * D6 D11 D7 D6 * * * * * * D6 D11 D7 D6
* D11 D7 * * D11 D7
* D10 * D10
D11 D11

7. dbra. Vad tipusu hattéren rekonstrualt delécidkat tartalmazé egyszeres (a) és
tobbszoros (b) delécios torzsek novekedési paraméterei. A torzseket az 3altaluk
hordozott delécidk szerint neveztiik el (D1-t6l D12-ig). A maximalis novekedési rata és
OD-novekmény értékeket a vad tipusi M1655 torzshoz hasonlitottuk. A méréseket
gazdag tdptalajban (LB) végeztik. A feltlintetett értékek legaldbb 18 parhuzamos mérés
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eredményei. A dobozabrakon a vastag vizszintes vonalak a mediant mutatjak, a
dobozokat a 25. és 75. percentilisek hataroljak, a fligg6leges vonalak a kvartilisek kdzotti
tavolsag 1,5-szereséig nyulnak ki, az ezen kivil esé értékeket korok reprezentaljak. A
csillagok a vad tipus értékeihez viszonyitott szignifikans kiilonbséget jelzik (Welch-proba,
P<0,05).

Néhany kivalasztott egyedi és tobbszords deléciés vonal MG1655 szil6i térzshoz
viszonyitott fitneszét kompeticios kisérletek segitségével hataroztuk meg (7. tablazat).
Fontos eredmény, hogy a legtobb deléciét hordozd (6 delécid, beleértve a flagellaris
régio kiesését is), 2,5%-os genomcsokkenést mutatod torzs LB médiumban kiszoritotta a
vad tipusu torzset (7. tdblazat). Ennek a torzsnek nemcsak a fitnesze, hanem a biomassza
hozama is el6ny0s valtozast mutatott. A torzs szaraz tomeg hozama 6%-kal bizonyult

magasabbnak a szll6i MG1655 értékénél (8. tablazat).

7. tablazat. Delécios torzsek kompetitiv fitnesze a vad tipusi MG1655 szil6i térzshoz
viszonyitva.

. Relativ fitnesz _
Torzs e ; P érték
(a sziilGi tipushoz képest)

D6 1,00 (0,008) 0,5031
D7 1,11 (0,030) 0,0243
D1_D4_D6_D7_D10_D11 1,03 (0,006) 0,0028
D1_D4_D6_D7_D10_D11 (c5-158) 0,92 (0,009) 0,0043

A torzseket az éltaluk hordozott deléciok nevével azonositottuk. A D6, D7 és
D1 D4 D6 _D7 D10 D11 tiszta szilGi genetikai hattéren rekonstrualt delécids torzsek.
A D1 D4 D6 _D7 D10 D11 (c5-158) torzset a mutagén random delécids ciklusok soran
kaptuk. A feltlintetett atlag és szoras (zardjelben) értékek legaldbb 3 fliggetlen kisérlet
eredményein alapulnak. A kompeticiods kisérleteket gazdag tdptalajban (LB) végeztiik. Az
egymintds t-probak megmutattak, hogy a ¢5-158 torzs szignifikdns kompetitiv
hatranyban, miga D7 és D1_D4 D6_D7_D10_D11 szignifikdns kompetitiv el6nyben van
a vad tipushoz képest (P<0,05).
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8. tablazat. A rekonstrudlt 6-delécids torzs és a vad tipusi MG1655 biomassza hozama.

Torzs Szaraz tomeg (g/l)
MG1655 1,83 (0,034)
D1 D4 _D6_D7_D10 D11 1,95 (0,064)

Gazdag taptalajban (LB) meghatdroztuk az egy éjszakan at, 37 °C-on névesztett lombikos
kulturak szaraz tomegét. A feltlintetett atlag és széras (zardjelben) értékek 5 ismételt
mérés eredményén alapulnak. A Welch-préba megmutatta, hogy a 6-delécios
rekonstrualt D1 D4 D6 D7 D10 D11 térzs biomassza hozama szignifikdnsan
magasabb a vad tipushoz képest (P=0,011).

A genomredukciét eredményez random delécids ciklusokat gazdag taptalajban
végeztiik. A folyamat soran létrejott el6nyos delécidk szelektaldddasa eltérd koriilmények
kozott ellentétes iranyu hatasokkal jarhat: a D1, D2 és D10 delécidkat hordozd sejtek
minimal médiumban életképtelenek az aminosav bioszintézisben részt vevd gének
eliminacidja miatt. A D1 és D2 delécidoval a prolin, a D10 delécidval pedig a hisztidin

szintéziséért felel6s gének estek ki (5. tablazat).

b) A pontmutdciok daltaldnos hatdsa

A szekvenalt genomokban azonositott SNV-k szama tag hatarok kozott valtozott
(0-912/ciklus, 5 ciklus utan legfeljebb 418 SNV). Ha 6sszehasonlitjuk egy adott delécids
valtozat kilénbo6z6 szamu SNV-vel rendelkezd valtozatait (pl. nulla SNV a rekonstrualt
genomokban, valtozd szamu SNV az ugyanazon deléciot hordozo, fluiggetlenil |étrejott
vonalakban), akkor a kovetkezd, nem meglep6 tendencia rajzoldodik ki: alacsony
mutacios rata mellett keletkezhetnek a fitneszt esetlegesen nével§ pontmutdcidk,
ugyanakkor a nagy pontmutacids hattér karos hatasu, ami a névekedési paraméterek
jelent6s romlasaban mutatkozott meg (8. abra). Ezenfeliil az er6sen mutagén protokoll
alkalmazasa soran kapott torzsek életképessége jelentésen csdkken egy eltérd niche-

ben, glikdz minimal médiumban. (9. dbra).
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8. dbra. Egy 2-delécids (a), egy 1-delécids (b) és egy 6-delécids (c) torzs LB taptalajban
mért novekedési rata és OD-novekmény adatai. A random delécids ciklusok soran
kapott, kilonb6z6 szdmd SNV-t tartalmazé vonalak novekedését a rekonstrudlt,
pontmutacid-mentes parjaikhoz hasonlitottuk. A térzseket az altaluk hordozott delécidk
alapjan neveztik el (D1-t6l D12-ig). A pontok az adott novekedési paraméter 5 ismételt
mérés alapjan szamitott atlagat jeldlik. Piros szin mutatja a pontmutacidkat nem
tartalmazé rekonstrudlt torzs értékeit. A hibavonalak 95%-os konfidencia-intervallumot
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jelentenek. A csillagok a novekedési paraméter értékben szignifikdns kilonbséget
jelolnek az adott torzs pontmutacioktdl mentes vdltozatahoz képest (Welch-préba,
P<0,05).

Relativ ndvekedési ratak LB tapkdzegben

1,4

|
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0,0
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b
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9. dbra. Az er6sen mutagén protokoll alkalmazasa soran kapott térzsek novekedési
ratdi. A méréseket (a) gazdag (LB) és (b) glikdz minimal (MS) taptalajpan egyarant
elvégeztik. Ciklusonként 30 véletlenszer(ien kivalasztott telep névekedését teszteltiik.
A ndvekedési ratakat minden egyes ciklus sejtjeinek mérése soran a szil6i MG1655 torzs
mért értékinek atlagahoz viszonyitottuk. A pontok az egyedi torzsek elGbbiek szerint
szamitott relativ novekedési ratajat mutatjak.

c) Egy kompenzdlé pontmutdcio

« s

Erdekes mdédon a Rac profdg delécidjanak rekonstrudlt, mutdcidmentes hattéren

létrehozott valtozata a vad tipusénal alacsonyabb OD értéket mutatott, mig a random
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delécids ciklusok sordn izolalt vdltozat — amely a Rac delécidon kivil egyetlenegy
aminosavcserét okozd pontmutaciot tartalmazott, a yehB génben — nem mutatott
csokkenést. A pontmutaciét a ,tiszta” hatterli Rac delécid mellett rekonstrudlva
bizonyitottuk ennek a yehB pontmutacionak a fitneszcsokkenést kompenzald hatasat

(10. dbra). (A mutans yehB allél |étrehozasat Timar Edit végezte.)

Novekedési ratak LB-ben OD-névekmények LB-ben
2,0 1,054 | * ,
T * 1
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o ; }
° ° * o ocP
1,84 o | 1 8
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10. dbra. Egy kompenzalé pontmutdcié hatasa a Rac delécids torzsben: a vad tipusu és
a Rac delécios torzs novekedési paraméterei vad tipusi és egy pontmutaciot
tartalmazoé yehB alléllal. A vizszintes fekete vonalak 10 mérés medianjat mutatjak. A
csillagok szignifikans kilonbséget jelolnek a torzsek kozott (P<0,05, egyutas ANOVA post
hoc Tukey-teszttel).

7. A célzott és random modszerekkel létrehozott deléciok 6sszehasonlitasa

A csoportunk altal kordbban publikalt genomredukciés munka alapja a raciondlis
tervezés volt*°070, Az eltdvolitott genomi szakaszok kijelélése komparativ genomikai
analizisek (az E. coli torzscsoporton belili hasonlésagok, illetve a jél kdrvonalazédo,
egyedi genomi szigetek, horizontalis géntranszferrel bekerilt szakaszok, profagok, IS
elemek azonositdasa), gén esszencialitds (gazdag és minimal taptalajban
nélkiilozhetetlen gének) és funkcionalis genomikai vizsgalatok (irodalmi adatok alapjan
a fitneszt jelentésen nem befolyasold, illetve ismeretlen funkciéju gének) eredményei
alapjan toértént. Ha &sszehasonlitiuk a tudatos tervezéssel létrehozott MDS127°
mérfoldkd torzs 12 célzott delécidjat (6sszesen 423 gén/376 kbp) a jelen munkaban
kapott 12 random delécidval (6sszesen 218 gén/206 kbp), akkor érdekes modon csak 7
egyezést talalunk a delécidk kozott (11. abra). Ez a megfigyelés alatamasztja a
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kiildbnbségeket a racionalis tervezés és a véletlenszerd, szelekcio altal hajtott genom
y,aramvonalasitas” kozott. Az MDS12 torzshoz viszonyitva kiterjedtebb delécids
készlettel rendelkez8 MDS69°° mérfoldkd toérzs (69 célzott delécid, 6sszesen 965
gén/942 kbp) delécidi viszont nagymértékben atfednek az altalunk kapott 12 random
delécioval (11. abra). Bizonyos delécidok meghosszabbitasanal l[athatunk néhany kisebb
eltérést, ami Osszességében 43 Uj gén megjelenését jelenti a random delécids

génkészletben az MDS69 t6rzshoz viszonyitva.

E. coli K-12 MG1655

4 641 652 bp

11. abra. A célzott és random mddszerekkel kapott deléciok d6sszehasonlitasa. A piros
téglalapok az ebben a munkaban azonositott random delécidkat mutatjak (D1-t6l D12-
ig), a fekete téglalapok az MDS12 nev(i multidelécios torzs célzott deléciot jelolik, a
szirke téglalapok pedig az MDS69 torzs elGbbiek mellett jelen [évé delécidit
reprezentaljak.

8. A deletalédott genomi régidk és a maggenom viszonya

Végezetiil pedig azt a kérdést tettiik fel, hogy a véletlenszer(ien deletalddott genomi
szakaszok nélkilozik-e az olyan géneket, amelyek az E. coli un. maggenomjahoz (core

genom) tartoznak (azaz az olyan géneket, amelyek az E. coli kldd Gsszes toérzsében
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megtalalhatoak, lasd még az Anyagok és moddszerek fejezetben). (Az elemzést Papp
Baldzs és Gyorkei Adam végezte.) A varttal 6sszhangban a legtdbb deletdlédott
szegmens egyaltaldn nem, vagy csak igen kis szdmban tartalmaz core géneket (12. dbra),
ami arra utal, hogy a mddszeriink alkalmazasa tobbnyire a jarulékos gének kiesését
eredményezi. Azonban meglep6 mdodon talaltunk két olyan régiét, a D10 és a D12 jeldit,
amelyben a core gének gyakorisaga megkdzeliti a genomi atlag értékét (12. dbra). Ez a
megadllapitds azt mutatja, hogy a szelekcidén alapuléd genomredukcids maddszeriink
célpontjai olyan genomi szakaszok is lehetnek, amelyek Osszehasonlité genomikai

megkozelitéssel nem lennének el6rejelezhetek.
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Deletalddott szegmens

12. abra. A deletadlédott genomi szegmenseken belil taldlhaté mag- (core) és
jarulékos gének gyakorisaga. Az egyes delécidk (D1-t6l D12-ig) az 5. tablazatban
megadott genomi pozicid alapjan azonosithatdak be. Az oszlopok tetején feltlintettik
az adott régidban taldlhatd 6sszes olyan gén darabszamat, amely besorolhaté core és
jarulékos kategériakba. A s6tét szinli sdvok a core gének szamanak aranyat mutatjak az
adott deletalt régioban talalhatd 6sszes génhez képest. A szaggatott vizszintes vonal a
teljes genomban talalhatd core gének szdmdanak hanyadat mutatja.
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V. Az eredmények megvitatasa

A RANDEL médszer lehet6vé teszi véletlenszer(i delécidk sorozatos generalasat az E. coli
genomban idegen szekvenciak visszamaradasa nélkiil, és a névesztési periddusok révén
egyltt jar a populacio legfittebb valtozatainak szelekcidjaval. Az eljards id6- és
munkaigénye, valamint a genomcsokkentés mértéke (az atlagos delécidméret 24 kbp)
hasonlé a genomredukcidos munkakban altaldban alkalmazott, célzott deléciods
technikdkhoz®°. Bar térekedtiink az egyes lépések optimalizaciodjara, ugy gondoljuk, hogy
tovabbi préobalkozasokkal a ciklusok id6tartama jelent&sen lerdvidithetd (jelenleg kb.
egy hét/delécid), és a folyamat egyszer(sithetd. Ugyancsak tovabbi optimalizalast
igényel a modszer ateresztképességének (jelenleg mintegy 10 000 sejt/ciklus), a kezelt
populacidméretnek a novelése a valtozatos delécids spektrum és Utvonal kialakulasi
lehet&ségének biztositasara.

A mddszer sajatossaga, hogy — alkalmas metddus hijan — nem direkt a kisebb
genomra szelektal, hanem mesterségesen bevitt genommaddositdsokkal (antibiotikum
rezisztencia marker random beépitése, genomhasitassal stimulalt torésjavitas, beépitett
gén elleni szelekcio a delécids utdédok kivalogatasara) , kényszeriti ki” az 1 delécié/ciklus
folyamatot.

Kisérleteink feltartak a random genomredukcié mesterséges elGidézésének
nehézségeit is. A deléciot eredményezd genomtorés-javitas mechanizmusai — egyes
specifikus folyamatok, homoldg rekombinacié és kiléndsen az AEJ — olyan alacsony
hatasfokuak, hogy a delécid gyakorisaga a populdcidban a spontan mutdcidés rata
gyakorisagaval van 0Osszehasonlithatd szinten. Ez azt jelenti, hogy a tdbblépcsés
folyamatban az alkalmazott segédgének és konstrukciok (pl. antibiotikum-rezisztencia-
marker, ellenszelekciés gén, plazmidok) a deléciékhoz hasonlé gyakorisaggal mutdciot
szenvednek, és hamis pozitiv sejteket eredményeznek. Ezek kikiisz6bolése a
segédkonstrukcidk ciklusonkénti eliminacidjat és ujra bevitelét, illetve replika plating
alkalmazasat teszik sziikségessé. Valdszinlileg nem véletlen, hogy a random mesterséges
genomredukcid viszonylag kézenfekvé oOtletét eddig nem valdsitottdk meg sehol.
Anekdotikus hirek és konferencia-poszterek alapjan mas laboratdriumokban is
kisérleteztek ilyen irdnyban, azonban ezekbdl publikacié nem sziiletett. A RANDEL

maddszer koncepcidjat hasznaltdk fel Ma és munkatarsai®®, akik az eljarast annyiban
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modositottak, hogy a genomi kettds szalu DNS torések létrehozdsara meganukledaz
helyett a CRISPR/Cas9 rendszert hasznaltdk. Az altaluk publikalt TMDR (transposon
mediated random deletion) médszer alkalmazasaval 5 random delécids ciklust hajtottak
végre E. coli-ban, ahol 5,5%-0s genomredukciot értek el ugy, hogy a delécids sejtek
novekedési paraméterei nem valtoztak jelent6s mértékben a szll8i torzshoz képes. A
deletalodott régidk csak néhany esetben mutattak atfedést a RANDEL médszerrel kapott
delécidkkal (prolin bioszintézis gének, flagellaris gének). A deléciék mérete (25-50
kbp/ciklus) a RANDEL-hez hasonlé volt, viszont a TMDR robusztusabbnak bizonyult a
redukalt genomu kiindulasi torzsekben és kisebb pontmutacids terheléssel jart (0-20
SNV/ciklus). Hatranya viszont, hogy nem tartalmaz negativ szelekcidés |épést a
transzpozon elvesztésére, ezért a manudlis munkaigénye miatt korlatozott az
atereszt6képessége.

Az altalunk kidolgozott mddszer alkalmazdasa soran hatranyosnak bizonyult, hogy
a dP nevl mutagén ellenszelekcios agens hasznalatanak kévetkeztében a kezdetben
alkalmazott protokoll a delécidk mellett SNV-k kialakuldsat is el6idézte. Eredményeink
némileg varatlanok voltak, mivel kordbban minddssze tizszeres mutacids gyakorisag
emelkedést irtak le dP hatdsdra az altalunk hasznalt koncentracidban®®. Ez a megfigyelés
azonban olyan mérésekbdl szarmazik, ahol a dP-kezelés id6tartama folyékony
médiumban csak 6 ora volt, mi pedig 24-48 éran keresztll tarté ndvesztést alkalmaztunk
dP tartalmu szilard taptalajon.

Tovabbi érdekességet szolgaltatott a pontmutacidk eloszldsdnak mintazata a
genomokban: pontmutdcidk valtakozo slrlisodését és ritkuldsat figyeltiik meg a
kromoszdma mentén; legnagyobb mértékd s(irlisodést a replikacié terminacios
defektiv hatterd mutacié akkumulacios torzsekben: a bazispar szubsztituciok
hullamszer( térbeli mintazatat irtak le, amely szimmetrikus a replikacids origéra. Egy
2019-ben megjelent atfogd tanulmanyban® megallapitottdk, hogy a jellegzetes
mintazatot a DNS replikaciot, a hibajavitast és a kromoszoma-szerkezetet befolyasold
tényez6k egylttes hatdsa alakitja ki.

A protokoll mdédositasa a mutacids ratat jelent6s mértékben, a hattér szintjére

csokkentette. A hattérmutaciok létrejottének megakadalyozasara tovabbi alternativat
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jelenthet a hsvTK-dP rendszer lecserélése egy masik nagy hatékonysagu, ugyanakkor
nem mutagén ellenszelekciés mddszerre>0,

Megjegyezziik, a kezdeti protokoll gyakorlati szempontbdl hatranyos, magas
pontmutaciés ratdja bizonyos tekintetben elényt is jelenthet. Ha nem csupan a
deléciokkal l|étrehozott genomi dramvonalasitas, illetve a génkészlet-csokkenés
hatasainak vizsgalata a cél, hanem egy hosszu tavu genomevolucios palya vizsgalata,
abba a génvesztés mellett a pontmutacidk létrejotte is beletartozik. Az irodalmi
adatokkal 6sszevetve protokollunk mind a delécidk, mind a pontmutaciok akkumulacidja
tekintetében hasonlo, a természetes titemhez képest mintegy 10*-10°-szeres gyorsuldst
jelenthet, azaz a lombikban tulajdonképpen egy felgyorsitott természetes evolucio
zajlik. Ennek atfogd tanulmanyozdsa azonban szélesebb korl vizsgalatokat kivanna,
olyanokat, amelyek a természetes evolucid tobbi aspektusat is modellezik (pl. valtozd
korulmények, populacios expanzidk és szlik keresztmetszetek).

A felhaszndlds gyakorlati szempontjait el6térbe helyez8, ugyanakkor elméleti
kérdésekre is valaszt keresé munkank soran a szekvenalt 60 genomban minddssze 12
kiilonb6z6 deléciét azonositottunk (kozllik néhany tobbszor is el6fordul). A kezdeti
ciklusokban kapott deléciék korlatozott valtozatossaga harom tényezdvel
magyarazhatd: (1) specifikus mechanizmusok, amelyek hozzajarulnak egy bizonyos
genomi szegmens viszonylag gyakori delécidjahoz (pl. a profagok sajat rendszeriik altal
végrehajtott, stresszindukalt kivagodasa), (2) szintén a relativ gyakorisagot el6idézé,
delécios forré pontokat jelentd kiterjedt homoldg szekvenciak jelenléte, és (3) egy adott
delécio gyors szelekcidja/eliminacidja az altala nyudjtott kompetitiv elény/hatrany
kovetkeztében. Mind az irodalmi adatok, mind a sajat eredményeink alatamasztjak az
el6bb ismertetett mechanizmusokat. Mar korabban leirtak, hogy a kriptikus E. coli
profagok kis gyakorisaggal bar, de kivagddhatnak a genombdl®t. Az esetiinkben a dP-
kezelés jelentette stressz stimuldlhatja a profagok kivagdédasat. Ezenfeliil ismert, hogy
kiilonb6z6 genomi l6kuszok spontan delécids gyakorisagaiban 200-szoros kilonbség is
lehet?!. Szintén leirtak a flagellaris gének nagy frekvencidju spontdn delécidjat. A
flagellaris delécidk egy IS-szekvenciak altal kozvetitett mechanizmus révén johetnek
létre, és gyorsan fixalédnak a populdcidban®?.

A szelekcio altal hajtott génvesztés jelenségét E. coli-ban korabban mar leirtak,

az err@l tanuskodo adatok azonban meglehet8sen gyérek. Minddssze két olyan genomi
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régiot taldltak, amelyrél kimutattak, hogy a delécidjuk kompetitiv el6nyt biztosit??.
Ebben a munkaban, gazdag LB taptalaj alkalmazasa mellett mi is talaltunk fitnesznével6
deléciokat, de szintén csak korlatozott szamban. Ezek a flagellaris génklasztert, a Rac
profagot (a kapcsolddd szomszédos régidkkal vagy anélkil), és egy 38 kbp-os genomi
szegmenst (D12) érintenek. A tdbbi delécid neutralisnak tlnik; ezek az el6nyds deléciok
mellett maradtak fent a populacidban, legalabbis a tesztelt novekedési koriilmények
kozott. Jovbbeli feladat annak kideritése, hogy a RANDEL mddszer segitségével
azonosithaték-e tovabbi fitnesznovelS delécidk abban az esetben, ha a ndvesztési
lépéseket kiildnb6z8 kdrnyezeti feltételek mellett hajtjuk végre?*.

A flagellaris apparatus gyakori elvesztésének oka magatdl értet6d6: lombikban
razatott kulturakban nincs ra sziikség, és a mikodtetése igen koltséges: értékét a sejt
energiafelhaszndlasdnak 4,5%-ara becsulik?!. Ennek az energiaigényes struktdranak az
elvesztése emeli a nOvekedési ratat és a biomassza hozam értékét. Az ilyen torzsek
lombikban ndvesztve szignifikdns kompetitiv fitneszel6nnyel birnak, és eredményeink
tanuUsaga szerint ezt az el6nyt akkor sem veszitik el, amikor tovabbi 6t, tébbnyire
neutralis hatdsu deléciét hordoznak mellettiik. A tobbi fitnesznovel6 delécid el6nye nem
nyilvdnvald. Mivel a DNS elvesztésének energetikai nyeresége elhanyagolhat6®®, az ok a
sziilkségtelen fehérjék szintézisének abbamaradasiban valdszindsithet&26. Mddszeriink
a novekedés sebességére szelektal, magdra a biomassza hozamra nem. A tapasztalt
hozamnovekedés minden bizonnyal ennek az energetikai nyereségnek, a csdkkent
fehérjeszintézis igénynek kdszonhetd.

Erdekes mddon a deletdléddott genomi szegmensek tobbsége az E. coli klad
jarulékos genomjahoz tartozik. Az itt taldlhaté gének specifikus korilmények kozott
jatszhatnak szerepet (pl. flagellaris gének) vagy horizontalis géntranszfer |évén valhattak
a genom részévé (pl. profagok), és ezaltal hajlamosabbak elveszni laboratériumi
korulmények kozott. MasfelGl néhany olyan deléciot is taldltunk, amelyek jelentds
hanyada a maggenom részének tekinthetd. Erdemes megjegyezni, hogy ezeknek a
régioknak a nélkilozhet8ségét 6sszehasonlitd genomikai megkdzelitéssel nem lehetne
el6re jelezni.

A redukdlt genomu torzsek csokkent fitneszének noévelésére megoldasként
kinalkozhat az utélagos laboratériumi evolucio, ilyet sikerrel alkalmaztak egy E. coli torzs

esetében?. Az MS56 tdrzs (23%-os genomredukcid) névekedése gazdag LB taptalajban
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a vad tipuséhoz hasonlé, M9 minimal médiumban viszont lassan n6. Az adaptiv
laboratériumi evolucios kisérlet soran az MS56-ot LB-vel kiegészitett M9 taptalajban
tenyésztették, mikdzben annak LB-tartalmat az atoltdsok soran fokozatosan
csokkentették. A létrejott mutdciok hatdsdra a torzs fitnesze minimal taptalajban
jelentdsen javult. Multiomikai vizsgalatok tanusaga szerint ennek hatterében a lassabb
novekedést okozd anyagcsere-perturbacio transzkriptom és transzldtom szintd
visszarendez6dése dll. Ez a célzott genomredukciét kovets, utdlagos, korlatozott
korrekcié azonban nem alkalmas arra, hogy a szelekciod altal tamogatott, potencialisan
elényos delécids utvonalak kialakuljanak. Ezzel szemben a RANDEL méddszer kisérletes
lehetdséget biztosit tobbféle genomredukcids evolucios palya kihasznalasara; ezeket
raaddasul adaptiv és kisebb kompenzald mutacidk kisérhetik. A modszer alkalmazasaval
kapott multideléciés torzs (6 delécid, a genom 2,5%-at jelent6 csokkenés)
megnovekedett kompetitiv fitneszt és biomassza hozamot mutatott, ezzel demonstralva
a megkozelitésben rejlé lehetéségeket. A fitneszndvel6 deléciok szama ugyan
limitaltnak tlinik, azonban a tobbségében neutralis delécidk iterativ felhalmozddasaval
hosszabb tdvon — a praktikus alkalmazast megkonnyité tovabbi mddszer-
optimalizacidéval — jelent6s genomegyszer(isodés valdsithatd meg, méghozza olyan
maodon, hogy szelektalédnak a legnagyobb ratermettséggel rendelkezé valtozatok. A
legfittebb varidansok szelekcidjara gazdag taptalajt hasznaltunk, de specifikus céloknak
megfelel6 korldlmények kozott torténé novesztési periddusok is beilleszthet6k az
eljarasba, amelyek igy evoluciés szlir6ként szolgalhatnak. Ennek egy kézelmultban
publikalt gyakorlati példaja, hogy egy biotechnoldgiai szempontbdl jelentds vegyilet, a
polihidroxibutirat (PHB) bioszintézisének optimalizaldsra a RANDEL mddszer
tovabbfejlesztésén alapuld véletlenszer(i genomredukcids technikat®® hasznaltak fel. A
random delécids ciklusok és a PHB termelés egyidej(i alkalmazasaval olyan csokkentett
genomu mutdansokat szelektaltak, amelyek a kiindulasi térzshoz képest kb. 1,5-szeres

biomassza hozammal és 2-szeres PHB termelési képességgel rendelkeztek®.
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VI.

Kovetkeztetések

A célzott mddszerekkel szemben az itt bemutatott random delécids eljaras kiilonféle

genomredukcios utvonalak kihasznalasat teszi lehet6vé, és egylitt jar a populacio

legfittebb varidnsainak automatikus szelekcidjaval.

Megmutattuk, hogy bizonyos genomi szegmensek eliminacidja valdoban képes
megnodvelni mind a kompetitiv fitneszt, mind a biomassza hozamot, ugyanakkor
az igazan elényos deléciok csak néhany genomi régidra korlatozodnak.
Eredményeink alapjan megallapithatd, hogy létezhetnek kilonféle delécids
utvonalak, azonban ezek jelentéségének felméréséhez, valamint a redukcids
modszer gyakorlati alkalmazdsahoz tovabbi maddszer-optimalizacidora van
sziikség.

Kimutattuk, hogy a genomredukcié sordn a delécidk mellett kompenzalg,
fitneszndvel6 pontmutacid is fixalodhat.

Az eljards lehet6vé teszi a fitnesznovel6 és neutrdlis deléciok el6nyos
kombinacidban torténé felhalmozédasat a génhalozatok elGzetes ismerete

nélkal.
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Osszefoglalas

A genomredukcid, vagyis az Gsi génkészlet csokkenése egy természetes evollcids
folyamat. Jellemz6en endoszimbionta és intracellularis parazita baktériumok mutatjak
ezt a jelenséget, de szabadon éI6 tengeri mikroorganizmusok kodzott is elé6fordulnak
redukalt genomu szervezetek. A genomcsokkenéshez neutralis és adaptiv folyamatok is
hozzajarulhatnak. Kisméretl populacidkban a genetikai sodrodas lehet a meghatdrozé
tényez6, a tengervizekben nagy tomegben jelen |évé mikrobakban viszont szerepe lehet
a szelekcionak, amely valdszinlleg kozvetleniil a genom csokkentésére hat. A jelenség
mogott a replikacios koltségminimalizaldas vagy a DNS mennyiségének csokkenésével
jaré felszin-térfogat arany novekedése dllhat, ami a tdpanyagok hatékonyabb
transzportjahoz jarulhat hozza. Mindemellett bizonyos génszakaszok elvesztése
bizonyos korilmények kozott novekedési el6nyhoz juttathatja a baktériumot. Tovabba
fitneszel6nyt jelenthet a csdkkent fehérjeszintézis-igénybdl eredd energetikai nyereség.

A természetben megfigyelhet6 folyamatok mintaul szolgalnak a mesterséges,
laboratériumi korilmények kozott torténé genomredukcids térekvések szamdra. A
csoportunk Uttor6 munkdjat kovetGen szamos genomcsokkentéssel foglalkozd
tanulmany sziletett E. coli, de mas mikroorganizmusok felhasznalasaval is. A
genomcsOkkentéssel foglalkozd projekteket alapkutatasi és biotechnoldgiai célok
motivaljak. Alapfeltevésik, hogy laboratoriumi és ipari korilmények mellett
szikségtelenek azok a gének, amelyek csak bizonyos, a természetben el6forduld
kérilmények kozotti tulélést szolgaljak. Igy eltavolitasuk csdkkent komplexitasy,
magasabb genetikai stabilitasu és gazdasagosabb mikodésl sejtek |étrejottét
eredményezheti. Az emlitett el6nyok kdzil a gazdasagosabb ndvekedésre nem talalunk
meggy6z8 irodalmi példat, sét, esetenként a redukcidos folyamatot kovetd
fitneszcsokkenés figyelheté meg. Ennek hatterében valdszinlileg az all, hogy az eddigi
munkak féként célzott redukciés megkdzelitést alkalmaztak, amelynek soran a
génfunkciok és kolcsonhatasok korlatozott ismeretére tamaszkodva jelolték ki az
eltdvolitandé genomi szakaszokat. Ezenfelll célzott mddszerekkel csak kisszamu
delécié-kombinacié hozhatd létre, tehat a lehetséges redukcids utvonalak szama is

limitalt.
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Munkank alapvetd célja a lehetd legnagyobb fitnesszel rendelkezd redukalt
genomu E. colitorzsek elGallitasa. Ehhez kapcsolodo f6 kérdésiink, hogy Iéteznek-e olyan
deléciok, illetve delécid-kombinacidk, amelyek adott kérilmények kozott novelik a
fitneszt és elGsegitik a jobb tdpanyag-felhasznalast. A kérdések megvalaszolasahoz a
célzott mddszer helyett kifejlesztettliink egy szelekcidt is alkalmazé rendszert, amely
véletlenszer(ien generdl delécidkat E. coli-ban. Az eljaras sokféle delécio-kombinacio
létrejottét eredményezi és az el6nyos fitneszd variansok feldusulasaval jar.

A modszeriink egy szelekcids marker random inszercidjan és stimuldlt
elvesztésén alapul, ami a sejt sajat hibajavitdé mechanizmusainak kdzremdikodésével
delécié képz6déséhez vezet idegen szekvencidk visszamaradasa nélkil. A ciklikus
folyamat els6 |épése egy modositott Tn5 transzpozon random inszercidja, amely egy
antibiotikum rezisztencia gént, egy ellenszelekcios markert és az E. coli genomban nem
el6forduld 1-Scel nukledz felismerd helyeket tartalmaz. A masodik lépés soran kettés
szalu DNS-toréseket generalunk az I-Scel enzim indukcidjaval. A tuléld sejtekben a DNS-
torés mikro- és makrohomoldgidak mentén javitédik, ami az inszertdlt markerek
elvesztésével és delécid képz6désével jar. A hsvTK-dP ellenszelekcids rendszer biztositja,
hogy a ciklus végén olyan sejteket kapjunk, amelyekben delécid alakult ki. A mddszer
minden l|épése kontrollalhatd, nagy sejtpopuldcidn hasznalhatd, és egy ciklus soran
sejtenként altaldban egy (] deléciét eredményez. A folyamat soran novekedési
periodusok biztositjak a legfittebb variansok szelekciojat.

Az (U] modszer teszteléséhez 5 egymdst kovet6 random delécids ciklust
hajtottunk végre vad tipusu E. coli MG1655 sejteken, gazdag taptalajpan. A kapott
deléciok atlagos hossza 24 kbp volt. A leginkabb redukalt torzs 5 ciklus utan 6 deléciot
tartalmazott, ami 2,5%-os genomcsokkenést jelent. A kapott genomok szekvenalasa
soran fény derilt arra, hogy a delécidk csupan néhany genomi régiora korlatozédnak.
Minddssze 12 kilonboz6 deléciot figyeltlink meg 60 szekvenalt genomban. Bizonyos
esetekben eltéré szamu delécidt kaptunk, mint amennyit a deléciés ciklusok alapjan
vartunk. Néhany delécid tobb torzsben is szerepelt, kiilondsen felllreprezentaltak voltak
a flagellaris apparatus elvesztésével jaré delécidk. Ennek nyilvanvalé oka, hogy
lombikban valé tenyésztés soran nincs ra sziikség, raadasul a mikodtetése kiilondsen
energiaigényes, igy a flagellaris deléciok kénnyen szelektdlddnak a populacidban.

Szintén gyakori volt a horizontdlis géntranszferrel szerzett kriptikus profagok delécidja.
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Létrejottik mechanizmusat tekintve a delécidk valtozatos méret(i genomi ismétlédések
mentén alakultak ki: gén-pszeudogén parok, inszercids szekvencidk homoldg régioi, un.
REP elemek vagy mikrohomolégidk kozott.

A delécioknak a kisérleteinkben tapasztalt korlatozott valtozatossaga
tobbféleképpen magyarazhatoé. ElGszor is, lehetnek specifikus mechanizmusok, amelyek
el6segitik egy bizonyos régid delécidjat (profagok stresszindukalt kivagddasa,
flagellumok spontdn delécidja). Masodrészt, a hosszi DNS repeat-ek delécids forrd
pontként szolgalhatnak; harmadrészt, bizonyos delécidk szelekcidés elénnyel vagy
hatrannyal jarnak, igy gyorsan feldusulhatnak vagy elvesznek a populaciobdl. Az is
valodszinlsithetd, hogy valdéjaban kevés olyan genomi régié van a hosszu evolucidval
csiszoldédott természetes genomban, amely teljesen felesleges, netdn elvesztése
elénnyel is jar az adott tenyésztési korilmények kozott.

A madszer kiilonosen hatékony ellenszelekcios rendszer alkalmazasat igényli. Az
altalunk haszndlt hsvTK-dP rendszer megfelelt a célnak, de a vartndl nagyobb
mutagenitdsunak bizonyult, igy mellékhatasként nagyszdmu pontmutdciét figyeltliink
meg a szekvenalt torzsekben. Késébb, a protokoll mdédositasaval a mutacios ratat
sikerlilt a hattér szintjére csdkkenteniink. A pontmutdcidk eloszlasanak elemzése
megmutatta, hogy bizonyos el6nyds delécids valtozatok szelektalédhatnak, ugyanakkor
egymastol flggetlenl is kialakulhatnak a kilénb6z6 vonalakban. Egyes pontmutacidk
elényt biztositd hatasdra is talaltunk példakat (pl. fitneszcsokkenést kompenzald
pontmutacio a yehB géneben).

A delécidk és pontmutacidk fenotipikus hatasanak elkiilonitéséhez vad tipusu,
hattérmutacidoktdl mentes hattéren rekonstrudltuk az egyedi delécidkat, illetve azok
kombinacidit. A delécidok egy része nem befolydsolta a novekedési paramétereket.
Bizonyos deléciék —amelyek [ényegében hdrom kiilonb6z6 tipust képviselnek (flagellaris
apparatus, Rac profag, D12 delécid) — viszont a novekedési rata emelkedését okoztak. A
legkifejezettebb hatdasa a flagellaris régid kiesésének volt. Abban az esetben is magasabb
novekedési ratat és optikai denzitds ndvekményt (a biomassza hozam mér&szama)
mértiink, amikor a flagellaris deléciét 5 masik delécidval kombinaltuk. A 6-delécios torzs
elényét kompeticids kisérletek és biomassza hozam mérések is megerdsitették.

Megallapitottuk, hogy a legtobb deletalddott szegmens az E. coli klad jarulékos

genomjahoz tartozik. Azonban meglepd mddon taldltunk két olyan deletalt régidt,

52



amelyek jelent6s hanyada a maggenom részének tekinthetd. Ennek az a jelent8sége,
hogy olyan régidk is a moddszer célpontjai lehetnek, amelyek nélkiilozhetGségét
Osszehasonlitéd genomikai megkozelitéssel nem lehetne el6re jelezni.

Eredményeinknek két fontos aspektusa van. (1) Kifejlesztettlink egy szelekcion
alapul¢, iterativ genomredukcids mddszert, melynek segitségével véletlenszer( delécidok
generalhatok nagy E. coli sejtpopulacidokban, és ahol az elényds delécid-kombinacidk
automatikusan szelektalédnak. A moébdszer lehet6vé teszi szdmos el6nyos
genomredukcids palya felderitését a génfunkcidk és kolcsonhatasok elézetes ismerete
nélkil. (2) Az eljards E. coli-ban torténé alkalmazasaval és a redukalt genomok
elemzésével megmutattuk, hogy bizonyos genomi szegmensek elvesztése noveli a
fitneszt és a biomassza hozamot, ugyanakkor a valdban el6nyos delécidk kore csupan
néhany genomi régidra korlatozodik.

A tavlatokat tekintve: a modszer gyakorlati alkalmazasat megkonnyité tovabbi
optimalizacié esetén lehet8ség nyilik a neutralis és fitneszndvel§ delécidk el6nyds
kombinacidban torténd felhalmozasara, jelentés, fithesz-maximalizalo

genomredukcidra.
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Summary

Genome reduction, the shrinkage of the ancestral gene set, is a natural evolutionary
process typically seen in endosymbiotic and intracellular parasitic bacteria, but also
occurs in free-living marine microorganisms. Both neutral and adaptive processes are
thought to contribute to genome reduction. In small populations, genetic drift may be
the primary driving force, while in microbes abundant in seawater, selection may play a
role, likely having a direct effect on the reduction of genome size. The reason behind it
might be the minimization of replication costs, or attaining better nutrient transport by
the increased surface-to-volume ratio of shrunken cells having less amount of DNA.
Furthermore, loss of certain gene segments can provide growth advantage for bacteria
under certain conditions. Additionally, fitness advantage may stem from energetic gain
derived from reduced protein synthesis demand.

The natural evolutionary processes inspire artificial genome reduction efforts in
laboratory settings. Following the pioneering work of our group, many genome
reduction studies were published, applying mostly E. coli, but also in other
microorganisms. These projects are motivated by fundamental research aims, and also
by biotechnological interests. Their basic assumption is that many genes are
unnecessary under laboratory or industrial conditions, because they are needed only for
the survival in their natural environment. Consequently, the removal of this genetic
material would result in cells with reduced complexity, higher genetic stability and
improved cellular economy. Convincing examples of more economical growth are not
found in the literature. Moreover, in some cases, a gradual decline of fitness
accompanying the genome reduction is seen. The possible reason behind is that these
studies mainly use targeted reduction approach, where the basis of individual deletion
target selection, gene functions and interactions, is often not well known. In addition,
using targeted methods, only a restricted number of deletion combinations can be
generated, therefore the number of possible reduction pathways is limited.

The main goal of our work was to generate reduced genome E. coli strains with
the highest possible fitness. The main related question is whether there are deletions,
or combinations of deletions that increase fitness, and promote better utilization of

nutrients under certain conditions. To answer the questions, instead of a targeted
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method, we developed a selection-driven system that randomly generates deletions in
E. coli. The process results in many deletion combinations, and in the enrichment of
variants with a fitness advantage.

Our method is based on random insertion and stimulated loss of a selectable
marker, which leads to formation of a deletion due to intrinsic DNA repair mechanisms
without leaving exogenous sequences in the genome. The first step of the cyclic process
is the random insertion of a modified Tn5 transposon carrying an antibiotic resistance
gene, a counter-selectable marker, and unique (not present in the E. coli genome) I-Scel
nuclease recognition sites. The second step is the induction the I-Scel nuclease enzyme
to create double-stranded DNA breaks. In the survivor cells, the DNA break is repaired
at micro- or macrohomologies, resulting in the loss of the inserted markers, and the
formation of a deletion. The hsvTK-dP counter-selection system ensures that cells will
carry a deletion at the end of the cycle. In this process, every step is controllable, can be
used on large population of cells, and generally results in one deletion per cycle per cell.
The growth periods inherent in the procedure allow the selection of the fittest variants.

To test the new method, we performed five consecutive random deletion cycles
on wild-type E. coli MG1655 cells in rich medium. The average deletion size was
around 24 kbp. The most reduced strain obtained in five deletion cycles carried 6
deletions, having a genome reduced by 2.5%. Sequencing of multiple genomes revealed
that deletions were limited to a few genomic regions. We observed only 12 different
deletions among 60 sequenced genomes. In some cases, we observed different number
of deletions than expected from the number of cycles. Some of the deletions were
present in multiple lines; e. g. deletions affecting the flagellar apparatus were
particularly overrepresented. The reason behind is obvious: they are not needed in the
shake flask, and the estimated cost of running flagella is remarkably high, hence flagellar
deletions are easily selected in the population. Deletions of the horizontally acquired
cryptic prophages were also frequent. In terms of mechanism, deletions were formed
along genomic repeats of various sizes: between gene-pseudogene pairs, homologous
regions of insertion sequences, between REP elements or microhomologies.

The limited variability of the observed deletions can be explained in multiple
ways. First, there are specific mechanisms that promote the deletion of a particular

segment (stress-induced excision of prophages, spontaneous deletion of flagella).
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Second, long DNA repeats can serve as deletion hotspots; third, certain deletions have
a selection advantage or disadvantage, so they are rapidly selected or eliminated from
the population. As a matter of fact, it is also likely that the naturally evolved genome
comprises only a few genomic regions that are completely unnecessary, or their loss
would confer benefits in certain culturing conditions.

The method requires the use of an especially efficient counter-selection system.
The applied hsvTK-dP system was fit for the purpose, but proved to be more mutagenic
than expected, therefore a large number of point mutations were observed in the
sequenced strains as a side effect. Later, by modifying the protocol, we were able to
reduce the mutation rate to the background level. Analysis of the distribution of point
mutations showed that certain preferred deletion variants may be selected, but could
also emerge independently in different lines. We also found examples of the
advantageous effect of some point mutations (e. g., a point mutation in yehB gene
compensating for fitness loss).

To delimit the phenotypic effect of deletions and point mutations, we
reconstructed individual deletions and their combinations in the clean background of
the non-evolved, mutation-free parental strain. While some of the deletions did not
change the growth parameters, six deletions, essentially representing three types
(flagellar apparatus, Rac, D12 deletion) caused a significant elevation of the growth rate,
compared to wild-type. The most pronounced effect was observed when the flagellar
region was deleted. When the flagellar deletion was combined with five additional
deletions, the multideletion strain still showed elevated growth rate and optical density
increment (a proxy for biomass yield). The advantage of the 6-deletion strain over wild-
type was also confirmed by competition experiments and biomass yield measurements.

We found that most of the deleted segments belong to the accessory genome of
the E. coli clade. Surprisingly, however, we found two deleted regions, in which a
significant fraction of genes are part of the core genome. This finding suggests that our
method can also target regions that would not be predicted by comparative genomic
approaches.

Our results have two important aspects. (1) We developed a selection-driven,
iterative genome reduction method that generates successive random deletions in large

populations of E. coli cells, where the beneficial deletion-combinations are automatically
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selected. The method allows the exploration of large number of advantageous genome
streamlining trajectories without prior knowledge of gene functions and interactions.
(2) By applying the method to E. coli and by analysing the reduced genomes, we showed
that elimination of certain genomic segments can improve competitive fitness and
biomass yield, but the choice of the truly beneficial deletions are limited to a few
genomic regions.

Concerning the future perspectives, further optimisation facilitating the practical
application of the method will enable the accumulation of neutral and fitness increasing
deletions in favourable combinations, and will allow substantial, fitness-maximizing

genome reduction.
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ACCATGCCGCTAGTCAGTTGAAGCAGCGCATCACGACAGCCTGCTGGGCTTTGATCATAATCCAGAATAA
AAACATGCATGCTGCGCAGACGCTTAGCCAGAACATCCAGCGCCCACGCGAAAACATTGTACAGATCCCC
ATTTGGTGCCAGCAGCTCCGGCGCACGGAACAGGGTGAACAGGGTATCACCAATGTGCGGACGCGGACCT
GCGTTAGACTGAGGTTCCGCACCCTGCGGAGGAACTGCCGTACCGCTCAGTTGACCCCAATCTTCACGCC
AACTGCCACCGCATTGCAGGTAACGGACAGTGTTCGCCAGCAGGCCATATACACGACGAATCGCTGCCAG
CATCGCCAGATCCAGGCGTTCACCAGGACGTTGACGTTTCGCCAGACGGTCGATATGACGATCTTCTGGC
AGCGCCCCCAGCACGATATTGGTCCCAGGCAGAGTAGGCGGAATCAGTGCAACGAATGCCAGGACGGCCT
GTGGGGTCATAGAACCCATCAGATAACGTGCAGCAGGATAGCACAGCAGAGCCGCAATCGGGTGACGATC
AAAAATCAGGGTCAGGGCAGGCGGCGGCGCATGGCTACTGCCGGCTTCACCACCAATATGCGGCGCCAGA
ACCGCATCGGTTACTGCGTAAGGCATACCCATCGTGATTTGCGCACTGGTCATCACTACGGCTGCATCAC
CGGCGCTGATTTCCCCTTGGTCCAGACGATGCTGGGTCGTATAGATATTAGCAATAGTTTCACTCGCGCC
CAGCACGCGCCAATACGTCATCGGTTCAGGCACATAAACAATATCATCACGGCTGCCCAGCGCAACCAGT
AATTGGGTCGTGGTGGTTTTACCCATACCATGCGGCCCATCAATGTATACGCGTAACAGGGTCGGCATCT
TTTGCTCCGGACGAACCTCAGTGGCCTCCTGCTGACGACGCGGACGCAGTGCGGTACGACGATTAGAATG
ACCACGGCTGCGCGCTGCCTGATCGAAAGCAGATGCATGCTGGTGACCCGGATAGCTCGCCATGGTGTAA
TCCTCCTAAAAGTTAAACAAAATTCTAGATATTATAATTGTTATCCGCTCACAAAGCAAATAAATTTTTC
ATGATTTATCGATGCATGAAGCTCGTGTATGGGGCTGACTTCAGGTGGTCTGCGCGTAATCTCTTGTTCA

ceeaacGC I ;2. TGTGTATAAGAGACAG

Fiiggelék 1. abra. A mddositott EZ-Tn5 transzpozon vazlatos rajza (a) és nukleotid
szekvenciaja (b). Tn5 ME: Tn5 transzpozaz felismers szekvencia, un. mozaik vég (ME =
mosaic end); I-Scel: I-Scel meganukledz felismerd hely; km®: kanamicin rezisztencia gén;
hsvTK: Herpes simplex virus timidin-kindz gén; hsvTK(mod): a hsvTK kodon-mddositott
duplikatuma.

Fliggelék 1. tablazat. A munka soran felhasznalt PCR primerek listaja.

Név Szekvencia (5’-3’) Felhasznalas
ATTACCCTGTTATCCCTAAGATGTGTATAAGAGA- a pSG76-A plazmid linearizacidja
PSG-ME-Sce F | A GCTGGTAAACTGCCGTCAGAGTCG hiperaktiv Tn5 forditott
pSG-ME-Sce_R ATTACCCTGTTATCCCTAAGATGTGTATAAGAGA- ismétlédések és I-Scel helyek
- CAGCTGATTCCGGTCTCCCTATAGTG hozzdaddsaval
HKH_F CCCTTCGCTGAACAAGAG a hsvTK-kmPR-hsvTKmod szelekcids
HKH_R CGATGCTGTCGGAAACAC kazetta amplifikdcioja a pHKH
plazmidrol
T7 TAATACGACTCACTATAGGG pST76-A-specifikus primerek
pSTAR GGATCTGAGGTTCTTATGGCT genomi rekombinaciok
ellenérzéséhez
RD_1-BR CTGGGGCGTCTTATGAGCCTGCTGTCACCCTTTG . .
RD_1-BF CAGCAGGCTCATAAGACGCCCCAGCGTCGCCAT | B&nomi homoldgia boxok:
amplifikacidja a D1 delécid
RD_1-C-BamHlI CCGGATCCTATCAGCTGTCCCTCCTGTT Készitéséhez
RD_1-A-EcoRl GCGAATTCCCCGGTGTATCGGAATTTTG
RD_1-D ACGCTTAATCACCTCATCATCTG genomi primerek a D1 delécio
RD_1-E ACGTGAAACATCCGGGCTGAAA Iétrejottének ellen6rzéséhez
RD_10-A-EcoRl CCGAATTCACCACGATCAGAATGGAACC genomi homolégia boxok

amplifikacidja a D3 delécid

RD_10-C-BamHI GCGGATCCCATAAGCGATTCCCAGTGAC . s o
- készitéséhez

RD_10-D GATGGTGAGGTTGATATTGT genomi primerek a D3 delécid
RD_10-E GCTGTAGCCAAATCGAACTG létrejottének ellenGrzéséhez
RD_6-A EcoRl GCGAATTCACCTGACCGGCAAACTTATC genomi homoldgia boxok
RD_6-C CGCTATGTCCGGCAATTTAC amplifikicioja a D4 delécio

készitéséhez
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RD_6-D2 GTATGGCGGTAGCATTGTCC genomi primerek a D4 delécid

RD_6-E TCATCCTGTGGCGTACAAG létrejottének ellenGrzéséhez

RD_9-A3-BamHlI CCGGATCCCAGCTCGACCAAGAACAAAG genomi homoldgia boxok

RD_9-C3-EcoRl | CCGAATTCCGCAGTTGCACGTCATTCTC amplifikicioja a D5 delécio
készitéséhez

RD_9-C4-EcoRl | CCGAATTCCGCACCGGAATCAGCATAAG genomi primer a D5 delecio
ellenérzéséhez

RD_3-BR ACCTGAACAAATTACAAAAACGTCTGCGTC . .

RD_3-BF GTTTTTGTAATTTGTTCAGGTTGTATTGTTC fz’;mgg}g':ﬂz ZZ’I‘ggé

RD_3-A-EcoRlI CCGAATTCTCGGAGGCATACCTTTCATC Készitéséhez

RD_3-C-BamHlI CCGGATCCTAATACCTTCACTGCCCTAC

RD_3-D2 TGCCGGGTGCAAGAGTAAAC genomi primerek a D6 delécid

RD_3-E GATGATATTGTCGCTTTAGG létrejottének ellenGrzéséhez

RD_2-BF TTGTTGGCAAGGTAATGACTCCAACTTATTGATAG . L.

RD_2-BR AGTCATTACCTTGCCAACAATCTTTGATGGCTGAA | 8enomi homoldgia boxok
amplifikacidja a D7 delécid

RD_2-C-BamHlI GCGGATCCCATTATGGGCGTTGGCCTC Készitésehez

RD_2-A- EcoRl GGGAATTCGCCTGCTGCAGTTTGAAG

RD_2-D TGCAGCTCCGGTTATCATCC genomi primerek a D7 delécio

RD_2-E2 GGAAGCGAGAGTAATTAAAC Iétrejottének ellen6rzéséhez

RD_4-A-EcoRI GCGAATTCCGGTAATCATCTGCGTTGTC genomi homoldgia boxok

RD_2-C-BamHl | GCGGATCCCATTATGGGCGTTGGCCTC amplifikicioja a D9 delécio
készitéséhez

RD_4-D CCACCAGCAGAATCAATACC genomi primerek a D9 delécio

RD_2-E2 GGAAGCGAGAGTAATTAAAC létrejottének ellenGrzéséhez

RD_7-A-EcoRl GCGAATTCCCGGAATGGTGGCGACTATG genomi homoldgia boxok

RD_7-C-BamHI | CGGGATCCTCGAGCCGTTTTACCCCAAG amplifikicioja a D10 delécio
készitéséhez

RD_7-D GAGTCCCCAATAAGCGCCTCT genomi primerek a D10 delécié

RD_7-E TATGCCTGTTCCGAGATG Iétrejottének ellen6rzéséhez

RD_8-A-EcoRl CGGAATTCTCGGCATGGATGTGATGAAG genomi homolégia boxok

RD_8-C-BamHl | GCGGATCCCGGATGAATGGCATAGTTGG amplifikicioja a D11 delecio
készitéséhez

RD_8-D CTTCGTTACTGGCAAAAGG genomi primerek a D11 delécio

RD_8-E GTGCGGTAAGTCACCGTATC Iétrejottének ellen6rzéséhez

RD_11-A3 CCGCCTGCGGTGTAGTAGTC genomi homolégia boxok

RD_11-C3 GCGGATCCTGGCGAAGCGGAAAGATCTC amplifikicioja a D12 delécio
készitéséhez

RD_11-D TGTACCGCCATCGCTTCAC genomi primerek a D12 delécié

RD_11-E CAGCCAACAGTTTGATAACG létrejottének ellenGrzéséhez

yehB-fw GCGGATCCCATCAATCTCTTTACCGAAGG genomi homoldgia boxok

yehB-rev GCGAATTCCGATGCCACTAAGTCGCATAGTAAA | 2MPlifikacioja a mutans yehB
allél [étrehozasahoz

Fliggelék 2. tablazat. A szekvenalasra kivalasztott torzsek novekedési paraméterei. (a)
erGsen mutagén protokollal kapott MG1655-alapu torzsek, (b) gyengén mutagén
protokollal kapott MG1655-alapu torzsek, (c) er6sen mutagén protokollal kapott
MDS42-alapu torzsek.

A novekedési rata és OD-novekmény értékeket a szll6i torzshdz hasonlitottuk. A
feltiintetett atlagok és szdrasok 4 ismételt mérésen alapulnak.
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. - , Relativ Relativ OD-
Ciklusok |[Kivalasztas . . ... . i
, i Torzs novekedésirata| novekmény
szama alapja — —
Atlag | Szords | Atlag | Szdrds
1 kontroll jo contr-56 1,080 | 0,025 | 1,081 | 0,019
ciklus novekdés contr-59 1,079 | 0,033 | 1,090 | 0,019
cl-16 0,999 | 0,029 0,971 | 0,042
cl-17 1,019 | 0,042 0,979 | 0,009
c1-53 1,077 | 0,040 1,061 | 0,014
c1-30 1,021 | 0,035 1,121 | 0,028
i6 cl-21 1,024 | 0,063 1,127 | 0,020
.. , c1-23 1,017 | 0,047 1,086 | 0,013
novekdés
cl-24 1,072 | 0,054 1,121 | 0,002
cl1-48 1,026 | 0,053 1,094 | 0,024
cl-72 1,064 | 0,033 1,088 | 0,033
cl-29 1,031 | 0,065 1,048 | 0,017
1 ciklus cl1-32 1,017 | 0,067 1,071 | 0,029
cl-5 0,671 | 0,014 0,795 | 0,076
cl-9 1,009 | 0,052 0,579 | 0,047
cl1-10 0,717 | 0,052 0,253 | 0,017
cl-11 1,039 | 0,064 0,693 | 0,087
cl-12 0,724 | 0,096 | 0,218 | 0,039
random cl1-15 0,992 | 0,031 0,994 | 0,030
cl-6 0,623 | 0,076 | 0,356 | 0,014
cl-14 0,840 | 0,014 0,565 | 0,012
cl-7 0,989 | 0,037 1,065 | 0,004
cl-8 0,901 | 0,017 | 0,939 | 0,016
cl1-13 1,039 | 0,034 1,057 | 0,004
c2-31 1,058 | 0,055 0,965 | 0,036
c2-17 0,988 | 0,006 1,109 | 0,009
c2-36 1,035 | 0,028 1,085 | 0,012
c2-23 1,112 | 0,041 1,152 | 0,073
. jo c2-11 1,025 | 0,023 1,121 | 0,050
2 ciklus . .
novekdés c2-8 1,083 | 0,023 0,968 | 0,038
c2-12 1,063 | 0,020 1,102 | 0,022
c2-20 1,030 | 0,044 1,092 | 0,060
c2-26 1,086 | 0,025 1,120 | 0,020
c2-32 1,107 | 0,049 0,947 | 0,052
5 ciklus jo c5-158 0,841 | 0,058 1,042 | 0,028
novekdés c5-170 0,962 | 0,044 1,134 | 0,035
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. L. ; Relativ Relativ OD-

Ciklusok |[Kivalasztas " " S e .
) . Torzs novekedésirata| novekmény
szama alapja z — = ==
Atlag | Szdrds | Atlag | Szdras
jo cl_lowmut-80 | 0,997 | 0,049 1,028 | 0,042
névekdés | cl1 _lowmut-87 | 1,055 | 0,041 0,763 | 0,045
cl_lowmut-51 | 0,986 | 0,036 1,030 | 0,028
cl_lowmut-52 | 0,968 | 0,035 1,024 | 0,015
¢l _lowmut-53 | 0,989 | 0,027 1,031 | 0,027
1 ciklus ¢l _lowmut-54 | 0,998 | 0,026 1,040 | 0,026
¢l _lowmut-56 | 0,966 | 0,039 1,052 | 0,028

random

cl lowmut-57 | 1,041 | 0,022 0,762 | 0,025
¢l lowmut-58 | 0,955 | 0,031 0,989 | 0,032
cl_lowmut-59 | 0,981 | 0,017 1,026 | 0,035
¢l _lowmut-55 | 0,989 | 0,025 1,044 | 0,017
c¢l_lowmut-60 | 0,974 | 0,024 1,017 | 0,033
Relativ Relativ OD-

Ciklusok |[Kivalasztas v v S v ,
) . Torzs novekedési rata novekmény
szama alapja Z - P P
Atlag | Szords | Atlag | Szdrds
cl_MDS42_1 0,995 | 0,001 1,051 | 0,067
cl_MDS42 2 1,005 | 0,015 1,052 | 0,091
cl_MDS42 3 1,008 | 0,033 1,074 | 0,053
cl_MDS42 4 0,992 | 0,019 1,017 | 0,005
cl_MDS42 5 1,003 | 0,027 1,006 | 0,045
. cl MDS42 6 0,990 | 0,010 1,049 | 0,070

1 ciklus random = =

cl_MDS42 8 0,995 | 0,017 1,017 | 0,010
cl MDS42 10 | 0,993 | 0,020 1,053 | 0,040
cl MDS42 18 | 0,973 0,017 1,004 | 0,041
cl_MDS42 7 0,963 | 0,017 0,985 | 0,023
cl MDS42 14 | 0,952 | 0,016 1,028 | 0,024
cl_MDS42 16 | 0,982 | 0,012 1,071 | 0,016

72




