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1. BEVEZETES

Tudomanyos tevékenységem sordn nagy-ateresztoképességli szintetikus biologiai
eljarasok fejlesztésével foglalkozom, annak érdekében, hogy a rendszerbioldgiai és
evoluciobioldgiai kérdések laboratériumi vizsgalatat elésegitsem. A szintetikus bioldgia
szokapcsolat megalkotasa Wactaw Szybalski lengyel genetikus nevéhez kothetd, aki 1974-
ben elsdként fogalmazta meg, milyen lehetéségek varnak a kor kutatéira, amint a
molekularis biologiai kutatasok 1éptéke kiterjed a sejt teljes genomjara és lehetové teszi uj
sejtes funkciok tudatos tervezését (Szybalski, W. 1974.). Ezen gondolatok éppen 40 éve
hangzottak el, mely alatt Szybalski felvetése a biologia frontvonalat adé tudomanytertiletté
teljesedett ki (Cameron,D.E. és mtsai. 2014.). Az elmult négy évtized soran a klasszikus
genetikai, biokémiai, molekuldris bioldgiai kutatdsok tobb mas szakteriilettel kardltve
egylittesen segitették eld, hogy részletesen megismerjiik a biologiai rendszerek miikodését,
és ezen informaciok alapjan az organizmusok életfolyamatait akar céltudatosan is
befolyasolhassuk. Ennek alapvetd feltétele azonban az o6rokitd anyag célzott, preciz
modositdsanak lehetdsége, mely egyben Uj kihivasok elé is allitja korunk kutatéit. A
hagyomanyos, gyakorta munka ¢s idéigényes molekularis genetikai modszerek nem teszik
lehetévé a teljes genom szintli kutatdsok koltséghatékony kivitelezését. Ennek
kovetkeztében 1) genommérndki stratégidkra és Uj eszkozkészlet kifejlesztésére van
szlikség, hogy a bioldgiai rendszerek behatobb vizsgalata vagy éppen célzott modositasa
érdekében a sziikséges atalakitasokat tervszeriien végrehajthassuk.

Ennek elérésében hatalmas lehetdséggel kecsegtet a homoldg rekombinacion alapul6
DNS mérnokség, a recombineering folyamatanak az in vitro DNS szintézissel és az
Ujgeneraciés DNS szekvenalassal vald 0Osszekapcsoldsa. A harom modszer fuzioja
ateresztoképességével €s sebességével egyediilalld technoldgiat képvisel a molekularis
genetika modszertani repertoarjaban (Esvelt,K.M. és mtsai. 2013.).

Mindez alapjaul szolgald, a Lambda bakteriofagbol szarmazd A-Red és a hasonld, Rac
profadg kodolta RecET homoldg rekombindciés rendszer régoéta felhasznalt mod
Escherichia coli modellorganizmus esetén célzott genom modositasi feladatok elvégzésére.
(Datsenko és mtsai. 2000.; Muyrers,J.P. és mtsai. 2004.). Ezek koziil a gyakorlatban
elényds tulajdonsdgai miatt a A-Red rendszer alkalmazisa jobban elterjedt. Utdbbi
miikddése harom, az Exo, Beta és Gam A fag fehérje aktivitasan alapul. Ezek koziil az Exo
5°-3” exonukleaz aktivitasaval képes a kettdsszala DNS (dsDNS) emésztésére €s ez altal 3’

talnyulo, rekombinaciora képes egyes szali végek kialakitdsara. A Beta fehérje ezt



kovetden egyes szala DNS (ssDNS) kotd képessége révén képes a kialakitott egyszala
DNS szakaszok komplementer genomi szekvencidahoz torténd hibridizacidjat eldsegiteni. A
hibridizalt DNS lanc végiil a sejt sajat DNS polimeraz és ligaz aktivitasanak hatasara a
genomba ¢épiil. Ezen folyamat alatt pedig a Gam a sejt sajat, DNS degradacioért felelds
RecBCD aktivitasat in vivo képes meggatolni. Ennek kovetkeztében a A-Red
fehérjerendszer mind egyes szali, mind kettdsszalu lineraris DNS molekuldk genomi
célszekvenciara torténd beépitését eldsegiteni. Ezen beépililé DNS elemek mesterséges
tervezése utjan pedig akar uj szekvencia modositasokat, koztikk nukleotid cseréket,
inszerciokat ¢és deléciokat is beépithetiink. Ezek koziil a kettésszala DNS alapa
recombineering folyamata mindhdrom emlitett A-Red fehérje muikodését igényli, és
hatékonysaga optimalis esetben sem haladja meg a bejuttatast taléld sejtek 0,1%o-ét. Ezzel
szemben egyes szalt DNS oligonukleotidokkal végzett recombineering esetén, a feltételek
optimalizalasaval akar nagysagrendekkel magasabb beépiilési hatasfokot is elérhetiink a
talélo sejtek esetén, a beépiilési eseményekre valo szelekcid nélkiil is. Ennek oka, hogy a
sejtekbe juttatott kettdsszali DNS molekuldk a rekombinacios esemény megel6zden teljes
egészében egyes szali DNS-sé alakulnak az Exo magas emésztési sebessége
kovetkeztében, utdbbi atmeneti forma létrehozasa pedig egyes szali DNS kozvetlen
sejtekbe juttatasaval nagyobb hatasfokkal hajthatd végre. Mivel a rekombinacios folyamat
hatasfokot befolyasold 1épése elsésorban a sejtbe jut6 DNS molekula genomi
célszekvenciahoz viszonyitott relativ molaris ardnya, igy az egyes szalu DNS alapu
recombineering soran bejuttathatd nagyobb anyagmennyiség révén magasabb beépiilési
(allélkicserélési) hatasfok érhet6 el. Késébb azt is felismerték (Ellis,H.M., és mtsai. 2001.),
hogy az enzimatikus folyamat eredményeként képzddott egyes szali DNS molekula a
genom replikaci6 soran az Okazaki-fragmens kialakulasahoz hasonldéan épiil be a
replikacios villa kovetd szalara. Ezen kiviil az is bizonyitast nyert, hogy egyes szala DNS
molekuldk beépitéséhez elegendd csupan a Beta fehérje jelenléte a A-Red fehérjerendszer
tagjai koziil. A folyamat hatasfokdnak maximuma pedig a Beta fehérje-DNS kolcsonhatas
miatt 70-90 nukleotid hosszt ssDNS oligonukleotidok esetén érhetd el. A gazdasejt eredetii
DNS hibajavitas tanulmdnyozasa soran deriilt fény végiil arra, hogy a sejt endogén
metilacio-fliggd DNS hibajavitd (MMR) folyamatai képesek a beépitendd, mutaciot
hordozé oligonukleotidot hibridizacidja utan hatékonyan felismerni, és igy meggatolni a
célzott mutacid beépiilését. Végiil a folyamat soran bekdvetkezdé DNS hibajavitasért felelds

fehérjerendszer (MutS-MutL-MutH) eltavolitasaval sikeriilt a modszer hatasfokat



nagysagrendekkel megemelni és elérni akar a 30 - 40%-os allélkicserélési frekvenciat is
Escherichia coli sejtekben. (Costantino,N. és mtsai. 2003.)

A rekombinacion alapulé genommérnokség fejlodése vezetett el végiil 2009-ben a
Multiplex Automatikus Genommérnokség (MAGE: Multiplex Automated Genome
Engineering) megalkotasahoz. Ez a korabban felvazolt, egyszala DNS alapt A-Red
allélkicserélési folyamat automatizalhato, ciklikus valtozata. Segitségével a kijeldlt sejt
genomjan in vivo egyidejlileg tobb, célzott modositast hajthatunk végre. Mindezt pedig
minden kordbbi moédszernél magasabb hatasfokkal és ateresztoképességgel. A folyamat
robosztussadga egyszerliségén ¢s a kiakndzott recombineering magas hatasfokan alapul.
Felhasznalasanak széleskoriiségét pedig jol demonstralja, hogy az elv miitkodését nem csak
E. coli sejtekben, de mas bakterialis modellszervezetekben, sorélesztében, illetve human
sejtvonalakban is bizonyitottak (Pijkeren,J.-P., 2012.; DiCarlo,J.E., 2013.; Swingle,B.,
2010., Rios,X., 2012.).

L-Red fehérjék
termeltetése

~ Elektrokompetens sejt készités

Mutaciot hordozo

, ' oligonukleotidok
Navesztés -
kompetens dllapotig M A GE

2 - 3 ora/ciklus

Elektropordlds
Sejtek a célzott mutdcidkat genomi DNS-be
integraljdk

1. Abra: A Multiplex Automatikus Genommérndkség (MAGE) ciklikus folyamaténak

bemutatasa

A MAGE ciklusai soran a sejteket eldszor DNS felvételére képes, kompetens allapotig
novesztjiik gazdag tdpfolyadékban, majd a A-Red fehérjék termelésére kényszeritjiik oket.
(1. Abra) A folyamat soran elengedhetetlen az indukalhaté A-Red fehérje tultermelésre
képes expresszios rendszer alkalmazasa mellett, a mar emlitett MMR rendszer inaktivalasa
is. Ezt kovetden, a hatékony DNS bejuttatas érdekében elektrokompetens sejteket készitve

a vizsgalt sejtekbdl, elektroporacid segitségével juttatjuk be a célzott mutacidkat hordozo,



mesterségesen tervezett és szintetizalt ssDNS oligonukleotidokat. A sejteket tijra taptalajba
helyezve az elektroporaci6 sokkhatasat tuléld sejtek gyorsan osztédasnak indulnak. Ennek
soran pedig, a genom replikdcio soran, a Beta fehérjék altal katalizdlva Okazaki
fragmensként genomjukba integraljak a bejuttatott ssDNS oligonukleotidokat. A sejtek
folyamatos osztodasuk eredményeként végiil jra elérik a kompetens allapotot, amikor is
Gjra transzformalhatokka valnak az alkalmazott oligonukleotidokkal. Igy a ciklus ujra
ismételhetd, megkozelitdleg 2-3 oranként.

A ciklusok soran a megcélzott genomi szakaszokra a bejuttatott ssSDNS oligonukleotidok
altal, eldre meghatarozott mutaciok épithetdk be, optimalis korilmények kozott akar
ciklusonként 35%-os hatasfokkal. A MAGE kimagaslé eldnye, hogy a beépiilé mutacios
események egymastol teljes egészében filiggetleniil jatszoédnak le, ezért egyszerre tobb
célszekvencia esetén ezek mindegyike parhuzamosan azonos hatidsfokkal moddosithato.
Ezéltal pedig a MAGE lehetdséget ad a kombinatorikus mutacié beépitésre is. Tobb
genomi 1égi6 egyidejii célzdsa esetén a ciklusrol-ciklusra a sejtekben egyre tobb célzott
mutacié halmozodik fel, véletlenszeri kombinacioban. Adott szamu MAGE ciklus
segitségével igy elérhetd akdr az is, hogy a sejtpopulacié egyedei szinte kivétel nélkiil
egyedi mutaci6 kombindciokkal rendelkezzenek. Ezaltal a MAGE-nek alavetett
sejtpopulacio egy mutans sejtkonyvtarat hoz létre, melynek tagjai ezutan a kisérlet céljanak
megfeleléen vizsgalhatok. Utobbi tulajdonsiaga révén, nagy ateresztOképességii
sejtvizsgalati eljardsokkal kombindlva kivéaldan alkalmas mutdcid kombindciok élettani
hatdsanak vizsgalatara, ezaltal pedig evolucios folyamatok tanulmanyozasara is.

A MAGE alkalmazasa igy magas hatasfoka, robosztussaga révén a genommérnokség
forradalmasitasaval kecsegtet. A modszer elsd leirt alkalmazdsa a biotechnologiai
felhasznalast demonstralta. Célzott mutdciok bevitelével az iparilag fontos anyagcsere
utvonalak enzimeinek termelddése konnyedén szabalyozhatd, ezéltal pedig az adott
anyagcseretermék el6allitasa is optimalizalhato. Igy a 24 génes likopin bioszintézis
utvonaldt a folyamatban résztvevd kulcsgének riboszomakotd (RBS) helyeinek
finomhangolasaval sikeriilt alig par nap alatt Ggy optimalizalni, hogy a kapott torzs a
kiindulasi toérzsnél 6tszor tobb likopint allitson eld (Wang,H.H. és mtsai. 2009.).

A késObbiekben pedig a MAGE alkalmazaséaval kertilt sor az elsd genetikailag rekodolt E.
coli sejt eldallitasara, melynek genomjat teljes egészében megfosztottak a TAG stop
kodonoktol, TAA-ra cserélve azokat. Ezaltal pedig lehetdséget biztositottak nem-
természetes aminosavak fehérjébe ¢épitésére, illetve virusrezisztencia kialakitasara.

(Isaacs,F.J. és mtsai. 2011.; Lajoie,M.J. és mtsai. 2013.)



Azonban a modszer felhasznalasa, a mutaciok hatdsanak kombinatorikus tanulmanyozasan
keresztiil, az evoluciobiologiai kutatdsokban is igéretes. A MAGE felhaszndlasaval az
evolucios folyamatok soran bekdvetkezé mutacios események gyorsan modellezhetok.
Hiszen a MAGE folyamata megfeleléen megtervezett, degeneralt, célzoé oligonukleotidok
felhasznaldsaval lehetdveé teszi véletlenszerti mutaciok beépitését is a genom kivalasztott
pozicidiba. Ennek kovetkeztében ezeken a terilileteken gyakorlatilag fénysebességre
gyorsithatjuk a mutaciok kialakulasat, a természetes folyamatok sebességéhez viszonyitva.
Ezaltal pedig egyszeriien és gyorsan tanulmanyozhatjuk kiilonféle evolucios folyamatok
lehetséges lefolyasat. Ezen kiviil olyan evoltcios ujitasok megjelenését is megfigyelhetjiik
melyek a természetes evolicid soran, elfogadhatd laboratériumi iddlépték alatt, nem
kovetkezhetnének be.

A MAGE tehat egy igen robosztus ¢és sokoldali eljaras, azonban felhasznalasa
komoly hatrannyal jar. A magas hatasfok és egyenletes mutacid beépités eléréséhez a
folyamat soran elengedhetetlen a sejtek endogén metilacio-fiiggé DNS hibajavito (MMR)
gén, a MUtS eltavolitasaval érték el, mely teljes egészében megsziintette a sejtek MMR
aktivitasat is. De hasonld hatdst biztositott az MMR rendszer barmely masik
kulcsfehérjéjének (MutL, MutH) eltavolitasa is. (Costantino,N. és mtsai. 2003.) Utobbi
azonban természetes koriilmények kozott a sejt sajat genomreplikdcidja soran képzddd
mutéciok elleni védelmet szolgélja, eltdvolitdsa igy drasztikus mutacios rata emelkedést
1déz eld az osztodasok soran, a DNS szemikonzervativ replikdcidja soran bekovetkezd
spontan hibdk miatt (Schaaper,R.M. és mtsai 1987.). A mutadcios rata emelkedésének
mértéke ennek kovetkeztében akar a vad tipust sejtekben mért érték szdzszorosat is eléri,
ami a MAGE ciklusok soran szamos nem-célzott, hattér-mutacié kialakulasahoz vezet. A
probléma stlyossagat jol szemlélteti az, hogy a korabban emlitett TAG stop kodon mentes
E. coli Iétrehozasa soran a végrehajtott 25-30 MAGE ciklus soran a 321 célzott modositas
mellett 355 hattér-mutacio is megjelent. Ezek a mutaciok pedig konnyedén elfedhették a
célzott mutacidk valodi fenotipusos hatasat. Az emelkedett hattér-mutacios rata okozta
probléma ennek kovetkeztében a MAGE folyamatanak Achilles sarkat képviseli. Ennek
latszolagos megoldasara tobb alternativ stratégiat is felvazoltak, ezen mddszerek azonban
vagy Ujabb modszertani problémakat idéztek eld, vagy jelentds koltségndvekedést okoztak.

A bemutatott probalkozasok kozé tartozott az MMR rendszer kulcsfehérjéinek,
elsésorban a MutL fehérjének atmeneti eltavolitasa a sejtek adenin analég 2-aminopurinnal

torténd kezelése Utjan, mely az eldidézett nagyszamu hattér-mutacidé révén atmenetileg



kititralta a sejt sajat MutL fehérje készletét, a célzott mutaciokat hordozoé oligonukleotidok
beépitésének idejére. Ez azonban sulyos hattér-mutacids rata emelkedést eredményezett,
illetve hatasfoka is elmaradt a sziikségestdl. Hasonloan nem vezetett eredményre hibas
nukleotid parosodasat tartalmazé dsDNS ko-elektroporalasa sem, a vizsgalt mutaciot
hordoz6 oligonukleotiddal (Costantino,N. és mtsai. 2003.).

A mutaciok bevitelét lehetdvé tevo ssDNS oligonukleotidok megfeleld mddositasa szintén
igéretes eljarasnak tiint az MMR rendszer atmeneti kikeriilésének érdekében. Ennek
alapjaul részben az szolgalt, hogy a kémiailag modositott DNS nukleotid analogok ¢€s
természetes DNS nukleotidok bazisparosodasa soran fellépd DNS széltorzulas MMR
rendszer altali felismerhetdsége nagyban eltér természetes nukleotid parok okozta hatastol.
fgy a célzott mutaciot végrehajté nukleotid megfeleld kémiai modositasaval, funkcioképes
MMR rendszer mellett is, képesek voltak magas beépitési hatasfok elérésére. Ez azonban
altalaban nem érte el az MMR rendszer eltavolitasaval mérhetd értékeket, tovabba a
szlikséges in vitro DNS szintézis koltségeit is jelentdsen megemelte. Tovabba a bejuttatott
DNS toxikus hatasa is jelentésebbnek bizonyult (Wang,H.H. és mtsai. 2011.). Ezen a
fronton masodik alternativaként a célzott mutdcidé mellett elhelyezett C:C hibas
bazisparosodas kialakitasa jelentette, mely gatolta az MMR rendszer MutS DNS-
hibafelismer6 fehérjéjének helyi kapcsolodasat. Ezen stratégia alkalmazasa azonban ujabb
mutacid beépitését kovetelte a célzott szekvencidba, igy nem volt altaldnosan alkalmazhato
(Sawitzke,J.A. és mtsai. 2011.).

Sikeresebb probalkozasnak bizonyult a funkcionalisan aktiv MMR fehérjék (MutS, MutL,
MutH) mennyiségének szabalyozasa a gazdasejtben. Ez egyrészt elérhetd az emlitett
fehérjék szintjének transzkripciondlis szabalyozéasaval, indukalhatd expresszids rendszer
felhasznalasaval. Ebben az esetben azonban a sziikséges fehérjeindukcio sebessége, illetve
a megtermelt fehérjemennyiség sejtosztodasok soran torténd kihiguldsdnak ideje, mind-
mind a MAGE ciklusok hosszat ndveli. Masik alternativa az adott fehérje atmeneti
eltavolitdsa a MAGE sorén, célzott nonszensz mutacid beépitésével a MAGE kisérlet elso
ciklusaban, majd a nonszensz mutécié vad tipusra javitasa az utols6 MAGE ciklus esetén.
Ez a megkozelités azonban a ciklusok soran bekovetkezd sejtosztoddsok soran nem
kiiszobolte ki a magas mutdcios ratat, tovabba tobblet ciklusokat igényelt az expresszio
hatékony kikapcsolasanak érdekében (Carr,P.A. és mtsai. 2012.). Ennek kovetkeztében a
MAGE soran a sejtek MMR rendszerének megfeleld szabalyzasa tovabbra is megoldatlan

maradt.



Ezen ismeretek tiikrében olyan, nagy-ateresztoképességili és hatékony genommérnoki
eljaras kidolgozéasara volt sziikség, melynek alkalmazasa nem jar nagyszdmu hattér-
mutacio felhalmozodasaval, ezaltal pedig nagypontossagu célzott modositasok elvégzésére

képes a kijelolt sejt 6rokitd anyag alloméanyaban.

2. CELKITUZESEK

Munkénk {6 célkitizését egy olyan genommérnodki eljards kidolgozasa képviselte,
mely magas hatdsfokll, nagy pontossagl, célzott genommodositasara képes a vizsgalt
modellorganizmus (Escherichia coli) 6rokité anyagaban, kikiiszobolve a karos hattér-
mutaciok felhalmozodasat. Ennek elérése érdekében a Multiplex Automatikus
Genommeérndkség (MAGE) folyamatat Ggy kivantuk moédositani, hogy a hattér-mutaciok
kialakuldsat okoz6, magas mutacids rataju allapotot csupan a célzott mutaciokat hordozo
oligonukleotidok beépiilésének idejére korlatozzuk, a sejtek metilacio-fiiggd DNS
hibajavito (MMR) aktivitasanak gyors, fehérje szinten torténé szabalyzasa révén.

A folyamat kidolgozdsa soran, az elvégzett kisérletek altal a kovetkezd kérdésekre
kivantunk valaszt kapni:

e Lechetséges-e a vizsgalt Escherichia coli modellorganizmus MMR
rendszerének gyors inaktivalasa €s ujraaktivalasa?

e Lehetséges-e az MMR rendszerének atmeneti inaktivalasa a célzott
mutaciokat hordoz6d szintetikus  oligonukleotidok  beépiilésének
id6intervalluméara a MAGE soran?

o Eldsegiti-e a célzott mutaciokat hordozé szintetikus oligonukleotidok
beépiilését, ha a MAGE sordn a sejtek MMR rendszerét atmenetileg, a
célzott mutaciok beépitésének iddintervallumara, inaktivaljuk?

e Az MMR rendszer 4tmeneti inaktivalasaval kombindlt MAGE moédszer
jellemzdi miként viszonyulnak a tradiciondlis MAGE mddszerének
paramétereihez?

e Képes-e az MMR rendszer atmeneti inaktivaldsat tartalmazé MAGE
modszer a genomi hattér-mutdcids események szamat valds alkalmazas

esetén csokkenteni?



3. ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1. Felhasznalt taptalajok

A Kkisérletek soran az Escherichia coli sejtek altalanos novesztéséhez gazdag
taptalajt, folyékony és szilard (1,5% agar tartalmu) Luria-Bertani-Lennox (LB") taptalajt
(6sszetétel 1 liter taptalajra vonatkoztatva: 10 g tripton, 5 g élesztokivonat, 5 g natrium-
klorid) hasznaltunk. A sejtszam meghatidrozadsahoz és egyéb, altalanos sejtmanipuldlasi
folyamatok soran 20 pg/ml tetraciklinnel kiegészitett LB" taptalajt alkalmaztunk. Az rpsL
génben bekovetkezd St rezisztencia fenotipust el6idézd célzott mutacio beépiilésének
frekvenciajat 50 pg/ml streptomicinnel kiegészitett LB" taptalajon vizsgaltuk. A lacZ,
araB illetve malK gének, szinszelekcion alapuld aktivitasat 20 pg/ml tetraciklinnel
kiegészitett MacConkey agar alap segitségével vizsgaltuk, melyhez a vizsgalt géntermék
funkcioja alapjan a kovetkez6 fermentalhatod szénforrast biztositottuk: lacZ esetén laktozt,
malK esetén maltozt és araB enzimaktivitds mérése esetén arabindzt 1%-0S
végkoncentracidban.

A t6bbszoros célzott lacZ, malK, araB nonszensz mutaciot és rpsL Str} mutaciét
egylittesen tartalmazd sejteket, kihasznalva a fermentalhato szénforrds és streptomicin
rezisztencia egyiittes vizsgalhatdsagat, mindharom szénforrast és 50 pg/ml streptomicint
tartalmaz6 MacConkey taptalajon végeztiik.

Az elektroporalast kovetden pedig a transzformalt sejtek kezdeti inkubalasa, a
maximalis talélés elérése érdekében TB (Terrific Broth) (Osszetétel 1 liter taptalajra
vonatkoztatva:10 g tripton, 12 g élesztokivonat, K,HPO4 9,4 g, KH,PO,4 2 g) folyékony
taptalajban tortént (Sambrook és mtsai. 1989.).

3.2. Felhasznalt szintetikus ssDNS oligonukleotidok tervezése és tulajdonsagai

A dolgozat soran PCR reakciok soran primerként alkalmazott oligonukleotidokat,
illetve a MAGE ciklusok soran a célzott allélkicserélésekhez alkalmazott szintetikus DNS
oligonukleotidokat kis6zassal tisztitott formaban Aallittattuk el6 (Integrated DNA
Technologies).

A MAGE soran alkalmazott, célzott muticid beépitésére szolgald oligonukleotidok

tervezése soran az alabbi alapelveket vettiik figyelembe (Wang,H.H. és mtsai. 2011.):
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A tervezett ssDNS oligonukleotidok az Escherichia coli genomjanak replikacidja soran
megfigyelhetd kovetd szallal komplementer szekvencidjuak voltak. Masodlagos
szerkezetiik hibridizacios energiaja (AG) nem lehetett alacsonyabb mint -12kcal/mol
(MFold algoritmus alapjan meghatarozva). Mind 3’, mind 5’ végiikon 2-2 foszforothioat
kotéssel rendelkeztek. Szekvencia hosszukat tekintve pedig kivétel nélkiil 90 nukleotid
hosszisagu DNS oligonukleotidokat terveztiink.

A szintetikus oligonukleotidok végeinek foszforothioat kotésekkel torténd lezardsa a sejtbe
juttatott oligonukleotidok lebontdsara iranyuld, exonukledz hatas kivédése ellen volt
sziikkséges. A célzott mutacidk bejuttatdsara szolgald oligonukleotidokbol 100 puM
felhasznéldsaval, majd a DNS mintakat felhasznalasig -20°C-on taroltuk.

A PCR reakciok soran felhasznalt oligonukleotidokat 20 pM-os végkoncentracioban

szuszpendaltuk fel TE puffer felhasznélasaval.

3.3. Torzsek létrehozasa

A kisérletek soran az Escherichia coli vad tipusi K-12 MG1655 t6rzsébdl kiindulva

létrehozott torzseket alkalmaztunk (1. Tablazat).

Torzs megnevezése Genotipus Leiras
Escherichia coli K-12 ad tiou vad
MG1655 vag tipus pus
MG1655 tMutS mutS401C>T Kondicionalis MutS(AI34V)
mutans
mutS401C>T, Kondicionalis MutS(A134V) és
MG1655 tMMR mutL184G>A MutL(G62S) mutdns
mutS delécioval inaktivalt
MG1655 Amuts Amuts MMR rendszerti torzs
MG1655 gal490 , Lo
MGk | maoATalopiss o | el el
c1857 A(cro-bioA)] P
A-Red tultermeld torzs
MGA mutS401C>T; o s . ’
MGA-tMMR MUtL184G>A hémérséklet érzékeny MMR
rendszerrel
A-Red taltermelo, inaktivalt
MGA-Amuts MGA Amuts MMR rendszerii torzs
MG1655 gal490 , , , .,
LT521 nadA::Tn10 pglA8 [ | * prOf"‘gr:szs‘; ;'g)if;s‘;“emelo
1857 A(cro-bioA)]

1.Tablazat: A kisérletek sordn alkalmazott Escherichia coli torzsek tablazatos attekintése
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A kondicionalis metilacio-fliggd DNS hibajavitasi rendszer mutans MGA-tMMR
torzs létrehozéasa két 1épcsdben tortént. Ennek sordn a szakirodalomban korabban leirt és
jellemzett hoémérséklet érzékeny, kondiciondlis MutS(A134V) ¢és  MutL(G62S)
fehérjevariansoknak megfeleld pontmutans alléleket (MutS401C>T, illetve mutL184G>A)
rekonstrualtuk vad tipusu Escherichia coli sejtekben (Hong,E.S., és mtsai. 2005.).
Elsoként ennek érdekében a sejt endogén MutS fehérjéjének kodolasaért felelés mutS
génben hoztunk 1étre pontmutaciot, mely a fehérje 134. alaninjdnak valin aminosavra valo
cser¢jét idézi eld. Ennek soran a kutatocsoportunk altal korabban kidolgozott, 6ngyilkos-
plazmid alapu stratégiat alkalmaztuk (Fehér,T., és mtsai. 2008.). Ennek soran elsdként
belsé pontmutaciot bevivo primer par és segitségiikkel torténd fuzids PCR segitségével
készitettiik el a mutS gén emlitett variansat, majd a kapott linearis PCR terméket pST76A
vektorba klonoztuk. Ezen plazmid tulajdonsaga, hogy replikacidja csak 30°C-on lehetséges
a gazdasejtben. Vad tipusu sejtekbe transzformalva a plazmidot és 42°C-ra emelve a
hémérsékletet a plazmidon talalhato Ap" rezisztencia fenotipusra valo szelekcié mellett
olyan telepeket izolaltunk, melyek esetén a genomi mutS génbe, a plazmidon talalhato
mutS mutéans allél homoldg szekvencidja alapjan, a plazmid beépiilt. Ezaltal a plazmid
fennmaradéasa szempontjabol nem-permissziv hdmérsékleten is megtartottak antibiotikum
segitségével mutattuk ki. A genomra integralt plazmid konstrukcid eltavolitasa, és ez altal
a mutS célzott pontmutans alléljanak létrehozasat pSTKST plazmid segitségével hajtottuk
végre. A pSTKST plazmid az ISce-I meganukledz enzim indukalhato taltermelését képes
biztositani az azt tartalmazo sejtekben, mely enzim 18bp-os felismeré helyének megfeleld
pozicioban kettdsszali DNS torést indukdl. A meganukleaz felismerd helyét a rendszer
kizarolagosan csak a pST76A plazmidon, illetve bakteridlis genomba valo épiilését
kovetden és genomra épiilt valtozatan tartalmazza, igy az enzimatikus hasitds a genomot
kizarolag a beintegralt plazmidon érinti. A sejt belsé homoldg rekombinacids Gtvonalai
ezutan a plazmidon hordozott, pontmutans mutS és a korabbi érintetlen genomi mutS gén
kozott homolog rekombinaciodt katalizalva, a plazmid szekvencia elvesztését idézik eld.
Ennek eredményeként pedig 50%-o0s valdszinliséggel vagy a vad tipust, vagy az adott
pontmutaciot tartalmazé allél jon létre. Ezt kovetden a sejtekben a keresett pontmutéacio
jelenlétét szekvenalassal hataroztuk meg. A MutS(A134V) fehérje varianst termeld torzset
MG1655 tMutS torzsnek neveztiik el.

Masodik 1épésben a MutS(A134V) és a MutL hédmérséklet érzékeny, MutL(G62S)

variansat termeld torzset hoztuk 1étre, a korabbiakban elkésziilt MG1655 tMutS torzsbol
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kiindulva. A MutL(G62S) fehérje varians termelését el6idéz6 pontmutaciot a térzsben a A-
Red fehérjerendszer altal katalizalt, ssDNS oligonukleotid segitségével torténd
recombineering segitségével hoztuk Iétre. Ennek folyamata és elméleti hattere a MAGE
korabban felvazolt ciklusaival egyezett meg, a A-Red tiltermeltetd rendszer tipusat kivéve.
Utébbi céljara pBADoBy plazmid alapu, L-arabindéz indukalhaté A-Red konstrukciot
alkalmaztunk, mely lehetdvé tette a plazmid és a tultermeltetd rendszer késdbbi eltavolitas,
illetve cseréjét a tovabbi vizsgalatok érdekében (Muyrers,J.P.P. és mtsai. 1999.). A mutL
génben, a fent emlitett aminosavcsere elérése érdekében egy G:T (kromoszomalis
nukleotid: szintetikus sSDNS oligonukleotid) hibas nukleotidparosodas atmeneti
1étrehozasara volt sziikség, a pontmutacid bevitele soran. Ezen DNS parosodasi hibatipust
a sejtek endogén MMR rendszere magas hatdsdokkal képes felismerni és eltavolitani, ezért
a mutacié beviteléhez felhasznaltuk a kordbban, elsé 1€épésben elkészitett MG1655 tMutS
torzs azon tulajdonsagat, hogy emelt hdmérsékleten (38°C) MutS fehérjéje hdmérsékleti
érzékenységet mutat. Ezaltal a torzs MMR rendszerének inaktivalasat valdsitottuk meg a
mutacid magasabb hatasfokl beépitésének érdekében. A folyamat soran elsdként igy a
kiindulasi MG1655 tMutS toérzsbe pBADa By plazmidot transzformaltuk, majd a plazmidot
tartalmazo sejteket 100 mg/ml ampicillin tartalma LB" tapfolyadékban 250rpm razatas
mellett, a stacioner fazis eléréséig novesztettilk. Az igy kapott sejtkultirdval ezutan 10 ml
100 mg/ml ampicillin tartalmua LB" taptalajt oltottunk be, a sejtek 1:100 higitasa utan. Ezt
kovetden a sejteket ODs50=0.5-0.7 eléréséig ndvesztettiik 38°C-on. Ezt kdvetéen a A-Red
fehérjék tultermeltetését 0,2% L-arabindz hozzaadasaval inditottuk be és végeztiik 30
percen keresztiil. A sejteket ezutan jégre helyezve az igy kapott sejtekbdl ismételt
centrifugaldssal és hiitott desztillalt vizes mosassal elektrokompetens sejteket allitottunk
elé. Végiil a kapott elektrokompetens, A-Red fehérjéket tartalmazo sejtek transzformaciojat
40ul térfogatban, 2,5uM MutlL35 SNP szintetikus oligonukleotidot hozzaaddsa utan,
elektroporacidval hajtottuk végre. (BioRad MicroPulser elektroporator felhasznéldsaval, az
alabbi bedllitasok segitségével: 1800 V, 25 uF, 200 Q). A sejteket ezt kdvetden azonnal
10ml, 38°C-ra elémelegitett 100mg/ml ampicillin tartalma LB" taptalajban szuszpendaltuk
fel. Majd az emlitett hémérsékleten a sejtkulturat egészen addig novesztettiik, mig a
korabban emlitett ODs50=0.5-0.7 sejtkoncentraciot el nem érték osztodasuk soran. Az
elektroporalasi ciklust ekkor a korabbiak szerint ismételtiik meg.

A transzformalt sejteket a stacioner fazis elérése utan, megfelel higitisban LB" agar

lemezre szélesztettilk. A 30°C-on torténd inkubalas és a telepek megjelenését kdvetden a
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kivant mutL mutaciét hordozd sejteket allél specifikus telep-PCR segitségével
azonositottuk. Ennek sordn MutL35ASP_fw and rv primert alkalmazva, az alabbi PCR
homérsékleti beallitasokat alkalmaztuk: Hdéinaktivalas és sejtlizis 96°C 5 perc, 30 ciklus:
(95°C 30 s, 63.5°C 30 s és 72°C 40 s) végsd DNS lanchosszabbitas 5 perc 72°C. A PCR
soran a keresett mutansra specifikus PCR terméket ado telepekbdl ezutan genomi DNS-t
izolalva, a mutL gén PCR segitségével torténd felsokszorozasat kovetden, Sanger
szekvenalassal igazoltuk a helyes mutacid jelenlétét.

A MutS ¢és MutL homérsékletérzékeny variansat egyarant tartalmazé torzset MG1655
tMMR-nek neveztiik el és ezt hasznaltuk fel a torzskonstrukcid tovabbi fazisaiban.

A sejtek MMR rendszerének géndelécioval torténd, folyamatos inaktivalasa
érdekében a kiindulasi, vad tipust sejtekbdl a mutS gént is eltavolitottuk. Ezen Escherichia
coli MG1655 AmutS torzset szintén a korabban emlitett ongyilkos-plazmid alapt, pST76A-
pSTKST rendszer segitségével készitettiik el (Fehér,T., és mtsai. 2008.). Az ennek soran
felhasznalt pST76A-mutS plazmid-konstrukcié a korabbiaktol minddsszesen abban tért el,
hogy a kiindulasi pST76A plazmidba klénozott fuziéos PCR termék a vad tipusit mutS
génbdl 1000 nukleotid eltavolitasa utjan létrejott delécids variansat hordozta.

A Lambda-Red fehérjék sejtekben torténd tiltermeltetéséhez a szakirodalomban leirt,
Lambda profag alapu, genomi expresszios rendszert alkalmaztuk, mely a h6érzékeny cI857
represszor altal szabalyozott pL operator szabalyzasa alatt tartalmazza a A-Red Exo, Bet és

Gam géneket tartalmazé operonjat (2. Abra).

<
att int xis t, , exo bet gam kil t, ;t, ; N pL rex cl857 pR...[Acro-bioA]...bio B
-y ——

2. Abra: A Lambda profag alapt, hdindukéalhaté A-Red fehérje expresszids rendszer
felépitése (G., Roman és mtsai. 2013. alapjan)

Az alkalmazott expresszios rendszer egyedi tulajdonsaga, hogy a hdmérséklet érzékeny
represszor 32°C alatt erdsen represszalt allapotban tartja az emlitett operon miikodését,
ezaltal nem-induktiv hémérsékleten (<32°C) vald novesztéssel kikiiszobolheté a A-Red
fehérjék sejtndvekedést gatldo termelddése. Azonban a hdOmérséklet 42°C-ra torténd
emelése a represszor pillanatszeri denaturdlodasat és a fehérjetermeltetés gyors és erds
megindulasat eredményezi, mely segitségével a MAGE folyamatahoz sziikséges A-Red

fehérjék sejtbéli megtermeltetése mindossze néhany perc indukcid alatt lehetdve valik.
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Koztes (32 — 42°C) hémérsékleten a represszor €s igy a A-Red operon részlegesen
inaktivalt allapotban helyezkedik el. Az emlitett profagot tartalmazo, szakirodalomban
korabban leirt torzset E. coli LT521 (MG1655 gal490 nadA::Tnl10 pglA8 [A cI857 A(cro-
bioA)]) kérésemre Donald L. Court, a National Cancer Institute (Frederick, USA)
professzora bocsatotta rendelkezésemre a kisérletek elvégzéséhez. Az LT521 tdrzsben
talalhaté Tn10, tetraciklin rezisztenciagént is hordozo transzpozonnal jelolt profagot ezutan

P1 fag transzdukcioval juttattuk at a vizsgalt E. coli torzsekbe.

3.4. P1 fagtranszdukcio

A P1 fagtranszdukciot standard protokoll alapjan végeztiik (Miller J.H. 1972.). A
faglizatum eléallitisahoz a donor E. coli LT521 térzsbdl 1ml LB--ben 24 6ran 4t razatva
ndvesztett starterkultarat készitettiink. Ebbél 100 pl-t 4toltottunk 10 ml LB tapoldatba,
amelyet el6zdleg 4 pl 1 M MgSOg4-tal, 2 ul 1 M CaCly-dal és 20 pg/ml tetraciklinnel
egészitettiink ki, majd ODss50=0,3 értékig novesztettiink 30°C-on razatas kozben. Ebbdl 1
ml-t Osszekevertink 2 pl tisztitott P1 bakteriofag szuszpenzioval. A baktérium-fag
keveréket 37 °C-on 15 percig inkubaltuk. Ezutan ebbdl 1 ml-t 10 ml, a fent leirt mddon
kiegészitett LB tapoldatba oltottunk, és 30°C-on rézatva inkubdltunk a szuszpenzid lathatd
feltisztuldsaig, ami a donorsejtek lizisét mutatta. Ezutdn 50 pl kloroformot adtunk hozza,
majd 1000 ul sejt-virus szuszpenziot centrifugalassal (5 perc, 13000 rpm) illetve a
feliluszo 0,22 pum atmérdji filteren vald atszlirésével tavolitottuk el a donor
baktériumsejteket. A leirt modon elkészitett fagszuszpenzidt 4 °C-on taroltuk a tovabbi
felhasznalasig.

A transzdukciohoz a recipiens vad tipust Escherichia coli MG1655, Escherichia
coli MG1655 AmutS és Escherichia coli MG1655 tMMR baktériumtorzsekbdl kiilon-kiilon
1 ml LB“ben 24 oran 4t razatva novesztett starterkultGrat készitettiink. amelyhez
elézetesen 4 ul 1 M MgSOq-ot, 2 ul 1 M CaCl,-ot adtunk. Ebbdl 100 pl-t 6sszekevertiink 2
ul donor P1 bakteriofdg szuszpenzidval, és 37 °C-on 15 percig allni hagytuk. Ehhez
hozzaadtunk 500 pl LB" tapoldatot, 35 pl 1 M trinatrium-citratot, és 1 6ran keresztiil 32
°C-on inkubaltuk. Végiil az igy kapott sejtszuszpenziot 20 ug/ml tetraciklinnel és 10 mM
trinatrium-citratottal kiegészitett LB" agar lemezre szélesztettiik és 24 oran keresztiil 30°C-
on inkubaltuk a tetraciklin rezisztens telepek megjelenéséig. A transzdukansokat igy a

Tnl0 tetraciklin rezisztenciagént is hordoz6é Tnl0 transzpozon jelenlétének bizonyitasa

15



utdn, a A-Red operonra tervezett primer par €s telep-PCR segitségével szelektaltuk ki.
Ennek eredményeként a vad tipusu Escherichia coli MG1655 sejtekbe integralt profagot
tartalmazo torzset MGA—nak, az Escherichia coli MG1655 AmutS sejtekbe integralt
profagot tartalmaz6 torzset MGA-AmutS —nek, mig a MutS és MutL hémérséklet érzékeny
fehérjevarianst is tartalmazo Escherichia coli MG1655 tMMR torzsbol szarmazod
transzdukanst MGA-tMMR-nek neveztiik el.

3.5. Optimalizalt MAGE folyamata

A kisérletek sordn a célzott mutacibk MAGE alapu létrehozasara, illetve a moddszer
ciklikus allélkicseréld hatdsanak vizsgélatdhoz az aldbbi optimalizalt eljarast alkalmaztuk.
Ennek soran a vizsgalt E. coli torzs sejtjeit 20 pg/ml tetraciklinnel kiegészitett LB"
taplemezre szélesztettiik és 30°C-on a telepek megjelenéséig inkubaltuk. Ezt kdvetden
egyetlen telepbdl LBL taptalajban 18 oran at torténd razatott (250rpm) felndvesztéssel
stacioner allapoti sejtkulturat allitottunk eld, majd kompetens sejtkészitéshez ezen
sejtekbé] indultunk ki. Ennek érdekében 10 ml 20 pg/ml tetraciklinnel kiegészitett LB
taptalajt oltottunk be 1:100 higitasban a vizsgalt sejtkultiraval, majd 32°C-on inkubélva
ODss50=0,6 sejt koncentracidig novesztettiik. Ezt kovetden a sejteket a A-Red fehérjék
tultermeltetése érdekében 42°C-on, vizfiirddben 300 rpm razatds mellett 15 percig
inkubaltuk. Majd a sejteket jégre helyezve és 0°C-ra hiitve azonnal megkezdtik az
elektrokompetens sejtek készitését. Ennek soran a sejteket, egymast kovetd két
alkalommal, 10 ml jéghideg, steril desztillalt vizzel mostuk &t, ismételt dvatos
felszuszpendalas és 3800 rpm-en 7 percig tartd hiittt centrifugalasi 1épések segitségével.
A sejteket végiil 160 pl steril desztillalt vizben szuszpendaltuk fel. A sejtek kezelése a
folyamat teljes idOtartama alatt hiitve, jégen tortént, ami elengedhetetlen a sejtek
¢letkeépességének megtartasa €s igy a magas transzformalasi hatasfok elérése érdekében.

A célzott mutaciok beépitésére szolgald oligonukleotid sejtbe juttatdsa érdekében 40 uL
elektrokompetens sejt szuszpenzidt elektroporaltunk a kijelolt oligonukleotid vagy
oligonukleotid keverék alkalmazédsaval. A szintetikus oligonukleotid alkalmazasa 2,5 uM
végkoncentracioban tortént, a sejtszuszpenzidhoz 1 pl 100 uM ssDNS hozzaadasa révén.
A mintak elektroporalasa ezt kovetden 1 mm-es VWR Signature eldhiitétt elektroporacids
kiivettdkban BioRad MicroPulser (1800 V, 25 uF, 200 Q) elektroporator felhasznéalasaval

tortént. A sejteket ezt kovetden azonnal 5 ml elOmelegitett 36°C-os TB téaptalajban
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szuszpendaltuk fel, annak érdekében, hogy sejtfaluk integritasat mielébb visszanyerjék és
hémérsékletiik elérje az MMR rendszer inaktivalasahoz sziikséges emelt hdmérsékletet.
Ezt kovetden a sejtek kezelése az alkalmazott E. coli torzstdl fiiggden dolt el. Az MGA-
tMMR térzs sejtjeit az elektroporalast kovetden 60 percre 36°C-ra helyeztiik, ezutan pedig
5ml hiitott, 40 pg/ml tetraciklinnel kiegészitett LB tapfolyadékot adtunk hozza. Az MGA-
AmutS és MG sejteket az elektroporalast kovetden pedig azonnal 32°C-ra helyeztiik. Ezt
kovetdéen a sejteket, alkalmazott torzstol fliggetleniil, 32°C-on inkubaltuk a kisérlet
céljanak megfelelden vagy a stacioner fazis eléréséig, vagy az ujabb MAGE ciklusban val6
alkalmazas érdekében, ODss50=0,6 sejtsiiriiség elérésig. Utdbbi esetben a sejteket az emlitett
sejtkoncentraci6 elérése utan ujabb indukalasi-elektroporalasi-novesztési ciklusnak

vetettiik ald, egészen a kijeldlt ciklusszam eléréséig.

3.6. Rekombinans sejtek genotipusanak analizise

A MAGE folyamata soran bekovetkezd célzott mutacio-beépiilési események kimutatasara
¢s az allélkicserélési frekvencia mérésére markergén modositdson alapuld moddszert
alkalmaztunk. Ennek érdekében a vizsgalt sejt genomjan olyan, a sejt életmiikodése
szempontjabol az alkalmazott teljes taptalajban nem esszencialis géneket valasztottunk ki,
melyek géntermékének jelenléte a sejtben egyszeriien vizsgdlhatod, vagy a bekdvetkezd
célzott mutacio egyszerlien kimutathatd. Ezek alapjan az elsé kategoriaba tartozo lacZ,
malK, araB szénforras hasznositasért felelds anyagcseretut-kulcsgénekben bekovetkezd
nonszensz mutaciés események az adott szénforras felhasznalasi képességének
megsziinése alapjan konnyedén kimutathatok. Illetve a szintén kivalasztott rpsL génben
bekovetkez6 masértelmii mutacié, ami St fenotipust eredményez, sztreptomicin
rezisztencia alapjan konnyedén kimutathato. A masodik emlitett kategoriat pedig a hisB és
cycA képviseltek, melyekben a célzott mutaciok megjelenését allél-specifikus PCR és
szekvenalas felhasznalasaval hataroztuk meg.

A fenotipus alapjan konnyedén meghatarozhato gének (lacZ, malK, araB, rpsL) esetén az
allélkicserélési frekvencia mérését oly modon végeztiik, hogy a MAGE végeredményeként
kapott, stacioner fazis eléréséig novesztett sejteket megfeleld higitasban szélesztettiik az
adott gén funkciojanak vizsgalatara szolgalo taplemezre. A sejtek stacioner allapotig vald
novesztése a genotipus meghatirozasa eldtt minden esetben sziikséges volt, ennek oka az

elektroporalas alatt a kompetens sejt készitést megel6z6 exponencialis fazisu sejtnovesztés
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soran bekdvetkezd kromoszomaszam emelkedés. Ennek oka, hogy a gyorsan osztédo
sejtekben a kromoszéma replikacid és a fizikai sejtosztodas sebességbeli eltérése miatt
akar 8 genomi masolat is el6fordulhat. Ezeken pedig az allélkicserélodési események
egymastol fiiggetleniil bekovetkezhetnek, igy mig a sejtosztodasi 1épések soran ezen
genomi masolatok nem kiiloniilnek el eltérd utddsejtekbe, telepképzés esetén szektoros
fenotipusu telepeket kapunk. A fenotipuson alapuld genotipus meghatarozasahoz lacZ
esetén 1% laktozt, malK esetén 1% maltozt, araB esetén 1% arabinozt szénforrasként
tartalmazo 20 pg/ml tetraciklinnel kiegészitett MacConkey agart alkalmaztunk, mig az
rpsL Str® mutacié jelenlétét a sejtek novekedési képessége alapjan LBL agar lemezen
mutattuk ki. MacConkey agar felszinén az adott szénforrast nem fermentalo, a taptalaj pH
érékét noveld sejtek, a taptalajban taldlhatd neutralvords indikator révén fehéres telepeket
képeznek, igy elkiilonithetdk a fermentdld és ez altal pH csokkenést el6idézd, piros
kolonidju sejtektdl. Az allélkicserélési frekvencia értékeket ezutdn a teljes sejtszam ¢és a
rekombinans telepek szamanak hanyadosaként kaptuk meg szazalékban kifejezve.

A taplemezen mutatott fenotipus alapjan nem meghatarozhat6 hisB és cycA gének esetén
az allélkicseréléséi frekvencia értékek meghatarozasat allél-specifikus telep PCR
felhasznalasaval végeztiik. Ennek érdekében a vizsgélt sejtpopulacio LBL agar lemezen
noétt egysejt telepeit vizsgaltuk, mintanként 100 kiilonallo telep esetén.

Az allél-specifikus PCR reakciok tervezése soran mind a hisB, mind a cycA gént érintd
célzott pontmutdcié kimutatdsara 1-1 primer part terveztilk. Ezen primer par forward
primer tagja, kovetve az all¢l specifikus PCR tervezésének bevett modjat, 3° végpontjan a
célzott mutacionak megfeleld nukleotidot hordozott, mig a reverse primer szekvenciaja a
vad tipust génszekvenciaval egyezett meg. gy a PCR reakcio soran a forward primer
szelektiv hibridizacidja és igy a Taq polimerdz altali meghosszabbithatosaga alapjan
csupan a mutans allél esetén volt PCR termék megfigyelhetd. Ennek eléréséhez a PCR
reakcid6 mukodését atfogd optimalizalasnak vetettiikk ald, beleértve az alkalmazott
ciklusszam ¢és a hibridizaciés paraméterek (hdmérséklet, idétartam) optimalizalasat is.

A véletlenszerlien kivalasztott telepek esetén meghatarozva a hisB és CycA célzott mutaciot
hordozé telepek szdmat, az allélkicserélési frekvencia értékeket az adott gén esetén a
rekombinans telepek szdmanak a vad tipusu telepek szadméabol szarmazoé héanyados

szazalékban kifejezett értéke alapjan kaptuk meg.

Az allél-specifikus telep-PCR mérési eseményeken kiviil egyes esetekben indokolt volt a

sejtek genotipusdnak szekvenaldssal torténd meghatirozasa. Ezen szekvendlds soran a
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kisérlet céljatol fiiggden kapillaris Sanger-szekvenalast vagy 0jgeneracios SOLiD™ teljes
genom Ujra-szekvenalast alkalmaztunk.

A kapillaris Sanger szekvenalas sordn a teljes genomszekvenalasra kijelolt sejtvonalak
mutéciot hordoz6d genomi régidinak analizisét végeztiik. Ennek érdekében elsd 1épésben
telep-PCR és specifikus primer par (KIEGESZITO TABLAZAT 1.) felhasznalasaval az
adott oligonukleotid altal megcélzott célszekvenciat mindkét iranybol 100-300 bazisparnyi
kiils6 szekvenciaval egyiitt felsokszoroztuk. A kapott PCR terméket pedig Viogene
Gel/PCR DNA Isolation (Viogene) illetve ZR-96 DNA Clean-up (Zymo Research) Kit
segitségével, a gyartd altal mellékelt protokollnak megfelelden tisztitottuk. A kapott DNS
mintat ezutan, az adott PCR reakciod sordn alkalmazott forward primer felhasznaldséval
kapillaris szekvenalasnak vetettiik ala, majd a célzott mutaciok jelenlétét az E. coli K-12
MG1655 genomszekvencidjadhoz (GenBank# NCO000913; Version NC 000913.2
GIL:49175990) hasonlitva hataroztuk meg BLAST algoritmus segitségével.

A hosszutavi MAGE evollcios kisérlet sordn kijelolt sejtvonalak teljes genom
ujraszekvenaldsdhoz és a MAGE folyamata soran bekovetkezé nem-célzott hattér-mutacios
események szdmanak meghatarozasdhoz SOLiID™ ujgeneracids szekvenalasi technologiat
alkalmaztunk. A sejtek teljes genotipusdnak meghatarozasa érdekében a vizsgalt 20
MAGE cikluson atesett sejtpopuldciokbdl mind a 6 célzott mutaciot hordozé sejtvonalakat
szelektaltunk ki, a késébbi vizsgalatok érdekében. Ennek elsé 1épéseként a lacZ, malK,
araB és rpsL St mutacidkat egylittesen tartalmazo sejteket kiilonitettiik el. Ennek
érdekében, kihasznalva a szénforrds hasznositds és streptomicin rezisztencia egyiittes
vizsgalhatosagat, mindharom szénforrast és streptomicint tartalmazé MacConkey taptalajra
sz¢lesztettilk a vizsgalt sejtpopulacidt. A tadplemezt ezt kovetden 30°C-on inkubdltuk a
telepek megjelenéséig. A vizsgalat soran fehér telepek csak abban az esetben jelentek meg,
ha az adott telep mind a négy fent emlitett génben megfeleld mutacidt hordozott, melynek
eredményeként a streptomicin rezisztencia mellett, sem laktéz, sem maltdz, sem arabin6z
fermentacigjara nem volt képes. Maiasodik 1épésként pedig, ezen 3 szénforras
felhasznalasara képtelen Str® fenotipust sejteket LB" taplemezre oltottuk tovabb. Ezt
kovetden pedig ezen telepek koziil valogattuk ki a hisB és CycA célzott mutaciot is
egyiittesen hordozo, hatszoros (lacZ, malK, araB, rpsL, hisB, cycA) célzott mutacidval
rendelkezd sejtvonalakat. Ezen mutacidk pontos jelenlétét a kordbban emlitett modon,

Sanger szekvenalassal is megerdsitettiink.
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A teljes genom ujraszekvenalasra kijeldlt sejtvonalakbol, illetve az egyes populaciok
kiindulo allapotat képvisel6 MGA-AmutS és MGA-tMMR sejtekbdl, ezutan 10 ml LB"
tapfolyadékba oltva és 30°C-on razatva a sejteket stacioner allapot eléréséig novesztettiik,
majd GenElute™ Bacterial Genomic DNAKit (Sigma-Aldrich) felhasznalasaval, a gyarto
altal mellékelt protokoll alapjan genomi DNS-t preparaltunk. Ezt kdvetéen a tisztitott
genomi DNS-t SOLiD 5500xl System (Life Technologies; LT) alapu, teljes genom
szekvenalasnak vetettlik ala, a gyart6 altal javasolt protokoll alapjan. A szekvenalas soran
kapott nyers szekvencia adatokat ezutin Genomics Workbench 6.0.1 szoftvercsomag
felhasznalasaval értékeltiik ki. Ennek soran elséként a kapott nyers, leolvasott
szekvencidkat az E. coli K-12 MG1655 genomszekvencidjahoz (GenBank# NC000913;
Version NC_000913.2 GI:49175990) illesztettiik, majd a programcsomag felhasznalasaval
kiértékelve a referenciagenomhoz viszonyitott eltéréseket, SNV ¢és INDEL analizist
hajtottunk végre.

A vizsgalat soran a meghatarozott eltérések esetén azokat, melyek kizarolagosan a MAGE
folyamatan atesett sejtek genomjaban voltak megtalalhatok, de a kiinduldsi sejt

genomjaban nem, a MAGE soran bekovetkezett nem-célzott hattér-mutacioként értékeltiik
Ki.

3.7. Mutacios rata mérése

A sejtek DNS hibajavito folyamatainak vizsgalata érdekében a sejtek osztddasa soran
mérhetd mutacidos rata mértékét rifampicin rezisztencia alapu fluktuacios analizissel
hataroztuk meg (Foster,P.L. és mtsai. 2006.). Ennek sordn a vizsgalt sejtek stacioner
fazisig LB" taptalajban novesztett folyadékkulturajabol 10* sejtet oltottunk 12 fiiggetlen
mérés soran 1000 pl LB" tapfolyadékot tartalmazo tenyésztbedénybe. Ezt kovetden a
sejteket a vizsgalt hoémérsékleten a stacioner fazis eléréséig novesztettik. Ez

megkozelitleg 24 oOrat vett igénybe, folyamatos 300 rpm rézatds mellett. A sejt

crcr

crer

sejtkultirabol egyenld mennyiséget 100 pg/ml rifampicint tartalmazé LB“ tiplemezre
szélesztettiik, majd a lemezeket 48 oran keresztiil 30°C-on inkubaltuk. A telepek szdméanak

meghatarozasa utan a mutacios rata értékeket a Ma-Sandri-Sarkar modszer alapjan a
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FALCOR webes on-line alkalmazas segitségével értékeltiik ki (Hall,B.M. és mtsai. 2009.)
(Sarkar S, és mtsai. 1992.).

3.8. Homérséklet hatasa az MGA-tMMR torzs névekedési tulajdonsagaira

A vizsgalt E. coli K-12 MG1655 vad tipust és MGA-tMMR sejtek novekedési ratajat LB-
tapfolyadékban vald novesztéssel hataroztuk meg. Ennek sordn az adott torzs stacioner
allapotig LB" tapfolyadékban 30°C-on ndvesztett sejtkultirajabol, 1 ul-t oltottunk 30
parhuzamos mérés soran 100-100 pl LB" tapfolyadékba, 96-well microplateben. A
razatott ndvesztés soran Biotek microplate olvas6 felhasznalasdval monitoroztuk. Ennek
soran az egyes sejtkulturdk ODgoo értékét 7 percenként 24 ordig mértiikk. Ezt kovetden a
mért adatok alapjan meghataroztuk az MGA-tMMR sejtek vad tipushoz viszonyitott relativ
novekedési ratajat, Warringer and Blomberg moédszere alapjan (Warringer,J és mtsa. 2003;

Warringer,J és mtsai. 2003).
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4. EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

4.1 Az MMR rendszer atmeneti inaktivalasa a MAGE soran

A Multiplex Automatikus Genommérnokség folyamata soran a magas hatasfoku, A-Red
rendszer katalizélta allélkicseréléshez elengedhetetlen a sejtek MMR rendszerének
inaktivalasa. A célkitlizések kozott szerepld magas hatasfok ¢€s pontossag elérése
érdekében az MMR rendszer inaktivalasat a sejtekben kizarolagosan a célzott mutaciokat
hordozé oligonukleotidok beépiilésének idejére kivantuk korlatozni, annak érdekében,
hogy elkeriilhessiik a kéaros hattér-mutaciok felhalmozodasat. Ennek elérése érdekében
els6ként olyan elméleti stratégiat dolgoztunk ki, mely az Escherichia coli endogén MMR
rendszerének atmeneti inaktivalasat a sejt MMR rendszerének miikodése szempontjabol
esszencialis fehérjék (MutS és MutL) hdmérséklet érzékeny varidnsainak felhasznélasaval
valésitja meg. Ez, elméletiink szerint lehetdséget biztosit az MMR rendszer mitkddésének
kozvetlen, fehérje szinten torténd szabalyozasara, a sejtek hodmérsékletének szabalyozasan
keresztiil. Ezaltal pedig egyszerlien megvalosithatd az MMR rendszer atmeneti
inaktivalasa, kizdrélagosan a célzott muticiokat hordoz6 oligonukleotidok beépiilésének

iddintervallumara.

4.2. Az Escherichia coli endogén MMR rendszerének homérséklet érzékeny
mutansai

Vizsgalataink soran elsdként a szakirodalomban leirt és részben jellemzett hdmérséklet
érzékeny, kondicionalis E. coli MutS(A134V) és MutL(G62S) fehérjevariansokat a MAGE
miikddését lehetdvé tevd A-Red fehérjerendszer taltermeltetését biztositd sejtekben
rekonstrualtuk (MGA-tMMR) (Hong,E.S., 2005.). Ezt kovetden megvizsgaltuk az MGA-
tMMR torzs DNS hibajavitd rendszerének hdomérsékletfiiggését. Ennek érdekében
meghataroztuk a torzs mutacios ratdjat, eltérd tenyésztési homérséklet esetén, melynek

értéke szoros kapcsolatban 4ll a sejtek MMR rendszerének funkcidképességével (3. Abra).
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3. Abra: Kondicionalis E. coli MutS(A134V) és MutL(G62S) fehérjevariansokat
tartalmazé MGA-tMMR t6rzs, illetve az MGA és MGA-AmutS térzsek muticios ratdjanak

hémérsékletfiiggése (n=3; 95%-o0s konfidencia intervallum feltiintetésével)

A sejtek mutédcios ratdjanak mérése megmutatta, hogy a korabbi szakirodalomban
bemutatott eredményekkel 6sszhangban, az MGA-tMMR torzs mutacios rataja 32°C alatt a
vad tipusi E. coli sejtekkel egyezik meg, jelezve az endogén MMR rendszer teljes
funkcioképesseégét. A homérséklet emelése hatasdra azonban az MGA-tMMR  torzs
mutécids rataja jelentds emelkedést mutatott, mindosszesen 6°C hdmérséklet emelkedés
hataséra elérte a géndelécidval inaktivalt MMR rendszerrel rendelkezd sejtek (MGA-
AmutS) mutacios ratajat. A mérési eredmények alapjan igy a MutS és MutL fehérjéket
érinté kondicionalis fenotipust okoz6 aminosav cserék egyiittes hatdsara a sejtek MMR
DNS hibajavito képessége 38°C kornyékén megszinik. Ennek kovetkeztében pedig az
MGA-tMMR torzs segitségével, megfeleld idopontban torténd hdsokk alkalmazéasaval, a

sejtek endogén MMR aktivitdsa szabalyozhatova valik.
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4.3. DNS hibajavitas atmeneti inaktivalasa a MAGE folyamata soran

4.3.1 MGA-tMMR torzs alkalmazasanak optimalizalasa a MAGE folyamata soran

A kapott eredmények alapjan az MGA-tMMR torzs felhasznalasaval célul tliztiik ki a
korabban szakirodalomban leirt, tradiciondlis MAGE mddszer optimalizalasat. Annak
érdekében, hogy a sejtek endogén MMR rendszerének miikodése a hdmérséklet atmeneti
megemelésének segitségével a célzott mutacidk beépiilésének idejére kikapcsolhato
legyen.

Elséként meghataroztuk az MGA-tMMR torzs novekedésének homérsékletfiiggését,
a A-Red fehérjék termelddésének és a hdérzékeny mutaciok jelenlétének a sejtek
életmiikodésére gyakorolt hatasat (4. Abra). Ennek meghatarozasa a nagysebességii
MAGE ciklusok elérése ¢és a hattér-mutaciok szdmanak minimaélisra csokkentése
szempontjabol is elengedhetetlen volt. Ennek oka, hogy a til alacsony tenyésztési
hémérséklet a sejtek osztodasi sebességének csokkenésével és ez altal az egyes ciklusok
hosszanak novekedésével jarhat. Ezzel szemben a til magas hdmérsékletli sejtnovesztés, a
cl represszor részleges inaktivalasan keresztiil, a A-Red operon toxikus expresszioja miatt

stressz indukalt mutacié képzddést segithet eld a sejtekben.

=1)
o
oo

Relativnovekedésirata (Vad tipus

[ —
07
06 |
05 |
04 -
03 |
02
01
0 . . .
32 33 34 35 36 37 38

Homérséklet (°C)

39

4. Abra: MGA-tMMR E. coli torzs relativ novekedési rataja a vad tipusu, K-12 MG1655

sejtekéhez viszonyitva. (n=30; 95%-o0s konfidencia intervallum feltiintetésével)
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A vizsgalt E. coli K-12 MG1655 vad tipusu sejtek novekedési ratajahoz viszonyitva az
MGA-tMMR sejtek novekedési liteme egészen 36°C-ig nem mutatott szamottevd eltérést.
Ezen eredmények 0sszhangban allnak a sejtben is eléforduld cl represszor szabalyzott pL
promoter ho-indukcids kinetikajaval, mely 32°C teljesen represszalt allapota, 32-36°C
kozott enyhén szivargd, magasabb hdmérsékleten azonban igen erds szivargast mutat. Ez
feltehetdleg a pL promoter szabalyzott Lambda-Red operon toxikus Kil fehérje termelése
révén erdsen befolyasolja a sejtek tulélését. Ezt alatamasztja az a tény is, hogy az operon
15 percnél hosszabb 42°C-on torténd indukcidja erds sejtpusztitd hatassal bir (Yu,D és
mtsai. 2000.).

Az MGA-tMMR sejtek mutacids ratajanak homérsékletfiiggése és a sejtek emelt
hémérsékleten mutatott novekedési rataja alapjan az MMR rendszer optimalis
inaktivalasara 36°C-ot jeloltiik ki, a tovabbi kisérletek soran. Ennek oka, hogy ezen a
hémérsékleten az MMR rendszer aktivitdsa a sejt mutacids rata mérései alapjan mar nem
szdmottevod, illetve a megemelt hdmérsékletbdl adddo fehérje tultermelés sejtndvekedést
gatlo hatasa sem jelentkezik.

Ezt kovetden arra a kérdésre kerestikk a valaszt, vajon a MAGE folyamata sordan a
hémeérséklet atmeneti 36°C-ra torténd emelése képes-e a sejt MMR rendszerének atmeneti
inaktivalasara, célzott mutacidt hordozd szintetikus oligonukleotid beépiilésének idejére.
Ennek érdekében egy, két nukleotid inszercidja altal nonszensz mutaciot el6idézd
oligonukleotid (LacZ m10 v2lo) beépitését kiséreltiik meg lacZ markergénbe (5. Abra).
Ezen DNS hibatipus korabbi kisérleteink és a szakirodalmi adatok alapjan az MMR
rendszer hibajavitd aktivitdsa altal magas hatasfokkal javitodik ki. Ennek kovetkeztében
pedig kisebb mint 0,5 % allélkicserélési frekvenciat mutat vad tipusu E. coli sejtekben, mig
MG1655 AmutS sejtekben 20 %-nal magasabb hatasfokkal épiil be. Ezaltal allélkicserélési
frekvenciaja erésen fiigg az MMR rendszer funkcioképességétol. A kisérlet soran pedig azt
vizsgaltuk, hogy miként alakul a vizsgalt oligonukleotid allélkicserélési frekvencidja abban
az esetben, ha a MAGE soran a Lambda-Red fehérjék tultermeltetését biztosito 42°C-0s
inkubalas alatt a vizsgalt MutS ¢és MutL homérséklet érzékeny fehérjevariansokat
denaturaljuk és a sejteket az elektroporalasi 1épést kovetden azonnal 36°C-0s TB gazdag
tapfolyadékba helyezziik. Ezaltal pedig az MMR rendszert feltehetden inaktiv allapotban

tartjuk az elektroporalas és az azt kovetd oligonukleotid beépiilés idStartama alatt. Ezt
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kovetden pedig, az MMR rendszer ujraaktivalasa érdekében permissziv 32°C-0S

hémérsékleten novesztjiik tovabb a sejteket.
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5. Abra: LacZ m10_v2lo oligonukleotid allélkicserélési frekvenciaja, a 36°C-on torténd

hdésokk 1dejének fiiggvényében (n=4; 95%-o0s konfidencia intervallum feltiintetésével).

A kisérlet soran az elért magas allélkicserélési frekvencia értékek bizonyitottak, hogy az
oligonukleotid bejuttatast kovetden 36°C-ra helyezett sejtekben az MMR rendszer
aktivitdsa lecsokkent, mert az MMR rendszer altal egyébként hatékonyan felismert
mutécid tipus is magas hatdsfokkal a genomra épiilhetett. A kisérleti soran megfigyelhetd
volt, hogy az MMR rendszer miikodését inaktivalo, emelt hdmérsékletli hosokk idejével
aranyosan nott a célzott mutacid beéplilésének hatdsfoka. Ezen eredményekbdl arra
kovetkeztethetiink, hogy az elektroporaldas, mint a sejteket ért stressz hatds, az
exponencialis novekedési fazisban 1évd, elektrokompetens sejtek ndvekedését ledllitja,
majd Gjra gazdag taptalajba keriilve a sejtek osztodasa csak fokozatosan indul wjra. Igy a
sejtrol-sejtre eltérd idopontban Ujrainduld genomreplikacid kovetkeztében a bejuttatott

crcr

populacid egészét tekintve.
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4.3.2 Multiplex Automatikus Genommérnokség optimalizalasa MGA-tMMR torzs
alkalmazasaval

Az elvégzett kisérletek alapjan az E. coli MGA-tMMR torzs felhasznalasaval elvégeztiik a
MAGE protokoll optimalizalasat, oly médon, hogy a ciklusok soran a sejtek MMR
rendszerét a célzott mutdciokat hordozod oligonukleotidok beépiilésének idejére
inaktivaljuk (6. Abra). Ennek soran egy olyan folyamatot vazoltunk fel, mely a
tradicionalis MAGE mddszerét6l minddsszesen annyiban kiilonbozott, hogy az emlitett
torzs alkalmazasan kiviil az allélkicseréld oligonukleotidok bejuttatasat kovetden a sejteket
60 percre 36°C-ra helyeztilk gazdag tapfolyadékban. Az emelt hdmérsékletii inkubacios
periodus letelte utan a sejtek tapfolyadékdnak homérsékletét pillanatszeriien
lecsokkentettiik, a hOmérsékletérzékeny mutdnsok szdmara permissziv 32°C-0sS
hémérsékletre, ezaltal Gjra aktivaltuk az MMR rendszer miikodését. Utobbi pedig a vad
tipust sejtek mutacios ratajaval egyezd hattér-mutacios ratat eredményezett a MAGE
ciklus sejtndvesztési fazisdban. Ezaltal, elméletiink alapjan, minddsszesen néhany
sejtosztodasra korlatoztuk a sejtek MMR rendszerének eltdvolitasat és a sejtek ezzel egyiitt

jar6, emelkedett mutacios rataju allapotat.

L-Red fehérjék
termeltetése

_ Elektrokompetens sejt készités

Mutaciét hordozo
oligonukleotidok

MMR aktivdldsa .' i
és novesztés -
kompetens
dllapotig (32°C) MAGE

2 - 3 ora/ciklus

oW
S

Elektropordlds
MMR rendszer inaktivdlasa - ~ P

Sejtek a célzott mutdciékat genomi DNS-be
integrdljdk (36°C)

6. Abra: A Multiplex Automatikus Genommérndkség (MAGE) médositott folyamatanak
véazlatos bemutatisa. A folyamat részletes leirasa elérhetd az ANYAGOK ES
MODSZEREK fejezetben.
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4.3.3 A modositott és tradicionalis MAGE hatasfokanak dsszehasonlitiasa

Célkitlizéseink kozott szerepelt az optimalizalt MAGE folyamatanak részletes 0sszevetése
a tradiciondlis modszer hatasfokéaval és jellemzdivel. Ezen informéciok részletes ismerete
elengedhetetlen a modszer megbizhat6 alkalmazasa érdekében. Ennek elérése érdekében
elséként megvizsgaltuk, hogy a kordbban a szakirodalomban részletesen jellemzett
modszer célzott mutacid beépitési hatdsfoka miként viszonyul az altalunk kidolgozott,
modositott eljaras hatasfokahoz.

A MAGE soran a szintetikus oligonukleotid beépiilésének kovetkeztében
bekdvetkezo allélkicserélési események hatasfokanak megallapitasa érdekében kisérleteink
soran markergén inaktivaldsi rendszert alkalmaztunk. Ennek sordn a kijelolt markergén
(lacZ vagy malK) esetén vizsgaltuk az egyes, eltérd tipusu nukleotid csere révén képz6do
nonszensz mutacid beépiilésének frekvencidjat. Annak érdekében, hogy a sejtek MMR
rendszerének milkodését ¢és allélkicserélési frekvencidra gyakorolt hatdsat minél
részletesebben megvizsgaljuk, az Osszes lehetséges egyszeres nukleotid csere tipus és
eltérd hossziisagh inszercié bekdvetkezési valdszinliségét megallapitottuk (7. és 8. Abra).
A kisérlet soran ennek érdekében megvizsgaltuk az MMR rendszer folyamatos hianya és
jelenléte esetén mérhetd hatasfok adatok mellett, a kondicionalis torzset alkalmaz6 MAGE
modszer hatasfokat is.

A vizsgalat kivitelezése az ANYAGOK ES MODSZEREK fejezetben feltiintetett
optimalizalt MAGE protokoll alapjan tértént, a KIEGESZITO TABLAZAT 1-ben
feltintetett lacZ, illetve malK markergén inaktivalo oligonukleotidok felhasznalasaval. A
kisérlet sordn a feltlintetett allélkicseréld oligonukleotidok alkalmazéasaval egyetlen ciklus

soran vizsgaltuk meg az oligonukleotidok beépiilésének frekvenciajat.
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7. Abra: Eltéré tipusu nukleotid csere révén képz6dd nonszensz mutaciot létrehozod

oligonukleotidok allélkicseré¢lési hatasfoka (n=2; standard hiba feltiintetésével)
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8. Abra: Eltér6 hosszisagi inszercid révén képz6dd nonszensz muticiot létrehozéd

oligonukleotidok allélkicserélési hatasfoka (n=2; standard hiba feltiintetésével)

A kisérlet soran a funkcioképes MMR rendszerrel rendelkezd, vad tipust MGA torzsben
végzett allélkicserélési események beépiilési hatdsfoka erds mutacio tipustol vald fliggést
mutatott. A megfigyelt hatds oka, hogy a sejt endogén MMR rendszere eltéré mutacio

tipusokat eltérd hatdsfokkal képes felismerni és ennek kovetkeztében meggatolni
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beépiilésiket a MAGE soran. Ennek eredményeként pedig az eltérd mutaciok eltérd
hatasfokkal épithetok be a genomi célszekvencidba. Hasonld hatas volt megfigyelheté az
eltér6 hosszusagu inszerciok beépitése esetén is, mely esetén a funkcidképes MMR
rendszer hatékonyan gatolta meg a révid (<3 nukleotid) inszerciok beépiilését. A kisérlet
soran az MMR rendszert gén delécioval inaktivalt (MGA-AmutS) torzset alkalmazd
tradicionalis és a homérséklet érzékeny mutanst (MGA-tMMR) alkalmaz6 optimalizalt
MAGE folyamata ezzel szemben mutacio tipustdl fiiggetlen, magas hatasfoka
allélkicserélésére volt képes. Ez bizonyitotta, hogy a moédositott MAGE modszer a
tradicionalis médszerhez hasonld hatdsfokkal képes mutacio tipustol fiiggetleniil magas

hatasfoku allélkicserélésre.

4.4 A modositott és tradicionalis MAGE folyamat hattér-mutacios eseményeinek
o0sszehasonlitasa

A MAGE folyamata soran a modszer pontossagdnak mérése ¢€s a megcélzott genomi
régiokon kiviil esd véletlenszerli, nem-célzott muticidos események feltérképezése
elengedhetetlen a moddszer megbizhatd alkalmazasa érdekében. Ezért a kutatds soran
kifejlesztett modszer miikodését valos alkalmazéas esetén is jellemeztiikk. Ennek elérése
érdekében a tradicionalis és tovabbfejlesztett MAGE folyamatat nagyléptéki, tobb MAGE
ciklus elvégzését igényld genommérnoki alkalmazas esetén is Osszehasonlitottuk. Ezt
kovetden pedig, a folyamaton atesett sejtek esetén meghataroztuk a sejtekben bekovetkezd,
nemkivant hattér-mutacidos események gyakorisagat is. Utobbi megallapitasara teljes
genom Ujraszekvenalast alkalmaztunk. Ennek sordn arra kerestiik a valaszt, hogy az MMR
rendszer inaktivalasanak kizarolagosan a célzott mutaciok beépitésének idejére valo
korlatozasa képes-e a hattér-mutacios események szamat csokkenteni a MAGE folyamata
soran.

Ennek vizsgalata érdekében mind a tradicionalis, mind a tovabbfejlesztett MAGE
modszerének parhuzamos felhasznalasaval egy-egy sejtpopulacidt 20, egymadst kdvetd
MAGE ciklusnak vetettiink ald. A ciklusok soran a sejtek célzott genommodositasat 6, a
bakterialis kromoszoman szétszort gén egyidejii megcélzasan és kijelolt mutaciok
beépitésének megkisérlésén keresztiil hajtottuk végre. Az egyes megcélzott gének eltérd

crer

esetén befolyasolja-e a célszekvencia elhelyezkedése a bakteridlis kromoszoman a vizsgalt
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oligonukleotid beépiilésének hatasfokat (2. Tablazat). Ennek segitségével a modszer valos

alkalmazés soran mérhetd hatdsokat kivantuk részletesebben feltérképezni.

Genomi pozicio Mutacio tipusa Felhasznalt
oligonukleotid
araB 69999 AA araB_AA
lacZ 364878 TT LacZ TT v7
hisB 2091657 G:T hisB_GT
rpsL 3472447 A:C rpsL_AC
malK 4245058 C.C MalK_CC vl
CycA 4428025 - 4428026 AA:AC cycA_AAAC

2. Tablazat: Hosszu tdva MAGE evolucids kisérlet soran alkalmazott célgének genomi
pozicidja a megcélzott modositas (kromoszomalis nukleotid : szintetikus nukleotid), illetve

a felhasznalt MAGE oligonukleotid feltiintetésével

A kisérlet soran az egymast kdveté MAGE ciklusok elvégzése soran megvizsgaltuk a
célzott mutaciok beépiilésének dinamikajat is. Ennek érdekében 10 és 20 ciklus utan

meghataroztuk az egyes mutaciok allélkicserélési frekvencia értékekeit (3. Tablazat).

Allélkicserélési frekvencia (%0)
10. MAGE ciklus 20. MAGE ciklus
Célgén MGA-AmutS | MGA-tMMR | MGA-AmutS | MGA-tMMR
malK 52.08 38.54 68.75 71.88
CycA 55.20 47.91 85.42 88.54
araB 40.62 23.95* 58.33 29.17**
lacZ 72.91 66.66 94.79 71.88%*
hisB 59.37 62.50 89.58 89.58
rpsL 60.41 63.54 85.42 76.04

3. Tablazat: Hosszatavi MAGE evollcios kisérlet soran megfigyelhetd allélkicserélési
frekvencia értekek. Megfigyelhetd eltérések statisztikai analizise: * P<0,05; ** P<0,01

(Fisher-féle egzakt proba alapjan).

A vizsgélatok sordn minkét alkalmazott modszer esetén a célzott mutdciok magas
hatasfokkal épiiltek be a vizsgalt sejtek genomjara. A két populacié kozott csupan az araB
és lacZ géneket célzd mutacio bevitel esetén volt szignifikans eltérés megfigyelhet6. Ennek

kovetkeztében kijelenthettiik, hogy a tradiciondlis és tovabbfejlesztett MAGE modszere
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tobb célszekvencia parhuzamos modositdsa esetén is megbizhaté és magas hatasfokkal
torténd genommeérndkségre képes.

Annak eldontésére pedig, hogy a tobb MAGE ciklusnak kitett sejtek hattér-mutacids
eseményei miként alakulnak, meghataroztuk a sejtekben bekovetkezd, hattér-mutacios
események gyakorisagat is. Ennek érdekében mindkét vizsgalt modszer esetén, a 20
MAGE cikluson atesett sejtpopulaciobol elsdként 5 olyan sejtvonalat szelektaltunk ki,
melyek mind a 6 célzott mutacidt tartalmaztak. Ezt kovetden ezen sejtek genomjat Applied
Biosystems SOLiD™ 1j generacios szekvendlasnak vetettik ald és genom
ujraszekvenaldssal egybekotott mutaciés analizist (SNP és INDEL) végeztink az
ANYAGOK ES MODSZEREK fejezetben leirtak alapjan. Ennek eredményeként a kapott
genomszekvencia adatokbdl meghataroztuk a MAGE folyamata sordn megjelend hattér-

mutacios események tipusat és szamat (4. Tablazat).

MGA-AmutS MGA-tMMR

A:T>G:C 34 35.1 3 20
G:C>AT 52 53.6 9 60
Transzverziok

AT>TA 0 0 1 6.7
AT>C:G 0 0 0 0
G:C>T:A 0 0 1 6.7
G:.C>C:G 0 0 0 0
Inszerciok 8 8.2 1 6.7

Deléciok 3 3.1 0 0

Nemkédolo 14 14.4 2 13.3
Kédolo 83 85.6 13 86.7
Kodolo szekvenciaba esé
Szinonim 21 25.3 1 1.7
Nemszinonim 62 74.7 12 92.3

4. Tablazat: Hosszutavu MAGE evolucios kisérlet sordn megfigyelhetd hattér-mutacios

események analizise

A genomszekvenalasi adatok alapjan a 20 MAGE cikluson atesett és kivalasztott 5 E. coli

sejt genomjaban Osszesen az MGA—AmutS esetén 97 db hattér-mutacié halmozddott fel
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(SNP ¢és INDEL) melyek Osszesen 76 fehérje kodold gént érintettek (atlagosan 19,4 db
pontmutacio sejtvonalanként). Ezzel szemben az MGA-tMMR sejtekkel végzett modositott
MAGE folyamata sordn a vizsgalt sejtvonalakban minddsszesen 15 db hattér-mutacio
jelent meg (atlagosan 3 db pontmutécio sejtvonalanként). Ez kozel 85%-o0s hattér-mutécios
rata csOkkenést eredményezett. Ezen adatok alapjan az 1j MAGE moddszer hatékonynak
bizonyult a hattér-muticios események szdmanak csokkentésében. A kisérlet soran
azonositott hattér-mutacios eseményeket és jellemzdiket a 2. KIEGESZITO TABLAZAT
tartalmazza.

A sejtek MMR rendszerének természetes mutacid felismerd képessége és a metilacio-
fligg6 DNS hibajavitas  kiiktatadsaval jar6 mutdciés események tipusanak
figyelembevételével a szakirodalmi adatoknak megfeleléen (Lee,H. és mtsai. 2012.) a
tradicionalis MAGE folyamata soran az MGA—-AmutS sejtekben megjelend mutaciok dontd
tobbsége A:T—G:C és G:C—A:T tranzicié volt. Ezen mutici6 tipusok szinte kivétel
nélkiil hianyoztak az MGA-tMMR sejteket felhasznalo, az MMR rendszer inaktivalasat
csak az allélkicserélések iddintervallumara szoritd, modositott MAGE modszer esetén. Ez
utdbbi és a modositott MAGE eljaras felhasznéalasaval elért hattér-mutacids események
alacsony szama bizonyitotta, hogy a sejtek endogén MMR rendszerének &tmeneti
inaktivaldsa a mutéaciokat hordozd oligonukleotidok beépitésének idejére, hatékonyan

képes visszaszoritani a hattér-mutaciok felhalmozodéasat a MAGE soran.
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5. 0SSZEFOGLALAS

A szintetikus biologia egyik legnagyobb kihivasat a biologiai rendszerek
mikodésének célzott befolyasolasa képviseli, a hasznos cél elérése érdekében. Utobbit
vezetheti akar az ¢él6lények életfolyamatainak tanulményozésa, biotechnoldgiai
felhasznalas, de akar az evolucios folyamatok hatterének feltérképezése is. Uj biologiai
rendszerek (egyedi molekulak, teljes sejtek, sejtes struktirak) létrehozasdhoz, vagy a mar
létez6  bioldgiai rendszerek attervezéséhez azonban elengedhetetlen a  sejtek
informacidhordozo6 rendszerének nagypontossagi és koltséghatékony modositasa.

A Multiplex Automatikus Genommérndkség (MAGE) robosztussagaval és magas
hatasfokaval erre a technologiai kihivasra kindl megoldast. A mddszer Achilles sarka, a
hatékony miikddéssel egyiitt jar6 magas hattér-mutacios rata, azonban ez idaig meggatolta
sz¢€leskorti alkalmazasat. Kutatdsom sordn ezért egy olyan modositott MAGE eljarast
kidolgozasat tliztem ki célul, mely a mddszer elényds tulajdonsagainak megtartasa mellett
képes kikiisz6bolni a hattér-mutaciok megjelenését és az ennek kovetkeztében fellépd
hatranyos hatasokat.

Ennek megvalodsitasa érdekében elsdként olyan elvet fejlesztettiink ki, mely
segitségével nagysebességgel szabalyozhatova valik a sejtek metilacid-fiiggd DNS
hibajavito folyamatainak aktivitdsa. Ezt az MMR rendszer milkddése szempontjabol
kulcsfontossag MutS és MutL fehérjék kondicionalis, hdmérséklet érzékeny varidnsainak
alkalmazaséval, és aktivitasuk hdsokk segitségével torténd szabalyozasa tjan valositottuk
meg. Az emlitett fehérje variansok mikodését Escherichia coli sejtekben jellemeztiik és
felhasznalasukkal optimalizaltuk a Multiplex Automatikus Genommérndkség folyamatat.
Ezéltal pedig lehetévé valt a MAGE folyamata sordn, kizardlagosan a célzott mutaciok
beépitésének idGtartamara, inaktivalni az Escherichia coli sejtek metilacio-fiiggd DNS
hibajavito rendszerének mitkodését.

Az optimalizalt MAGE folyamatat ezt kovetden részletesen Osszevetettiik a korabban
a szakirodalomban leirt, tradicionalis moddszer paramétereivel. Ennek soran a
tovabbfejlesztett eljaras bizonyitotta, hogy a vizsgalt célzott muticid tipusok beépitése
esetén, a tradicionalis modszerhez hasonléan, magas hatasfoku allélkicserélést tesz
lehetdvé.

Ezt kovetden hosszii tavi MAGE evolucios kisérletben is megvizsgaltuk az
optimalizalt folyamat hatasfokat, illetve a hattér-muticidos események gyakorisagat. A

kisérlet soran elvégzett 20 MAGE ciklus soran, az optimalizalt modszer hatasfoka és
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sebessége a tradicionalis modszerével kozel megegyezett. A hattér-mutacidos események
szama a kisérlet soran azonban az optimalizalt eljaras esetén ~85%-kal alacsonyabbnak
bizonyult a tradicionalis eljaras soran bekovetkezd hattér-mutacios események szamanal.
Eredményeink bizonyitottdk, hogy a sejt metilacio-fiiggd DNS hibajavito
rendszerének miikddése az altalunk kidolgozott eljaras alapjan atmenetileg gatolhatd, a
MAGE ciklusok célzott mutacid beépitésre szolgald 1épése soran. Ezaltal a Multiplex
Automatikus Genommérnokség elonyds tulajdonsagainak megtartdsa mellett sikeriilt
kikiiszobolni a tradicionalis médszer miikodése soran megfigyelhetd karos hattér-mutaciok
felhalmozddasat, igy egy preciz, magas hatasfokt és nagy-ateresztoképességgel rendelkezd
genommérnoki eljaras jott 1étre. Ezen gyorsitott evoluciods eljaras pedig lehetévé teszi akar
az evolucidbioldgiai kérdések gyors ¢€s nagyléptékli tanulmanyozasat, tovabba a
biotechnologiai alkalmazason keresztiil szdmos gyodgyszerhatbanyag, ipari alapanyag,
emberi felhasznalas szempontjabol értékes metabolit konnyebb €s hatékonyabb eldallitasat

is.
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