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1. BEVEZETES

Napjaink egyik legsiirgetobb egészségiigyi problémdja az antimikrobidlis rezisztencia ter-
jedése. Eves szinten tobb, mint egymillié ember hal meg multirezisztens baktérium-vagy gom-
bafert6zés miatt, a fenyegetés minden egyént érint nemtdl, kortdl és egészségiigyi allapot-
tol fuggetleniil [83]. Az antimikrobidlis rezisztencia elleni harc egyik kulcsfontossagu 1épése
az eltérd baktériumfajok kozott eléforduld horizontdlis géntranszfer (HGT) mechanizmusdnak
megértése. A godolldi székhelyl, nemzetkozi szinvonald infrastruktirdval rendelkez6 Genetika
¢és Biotechnoldgia Intézet Gazda-patogén Interakcié és Mikrobidlis Genomika Csoportja éltal
végzett kutatds els6dleges célja ennek a folyamatnak a mélyebb szintl feltdrdsa a Salmonella
spp. multirezisztens genomi szigetének, az SGI1-nek a tanulmdnyozdsan keresztiil. A bakte-
ridlis kromoszomadra integralédott SGI1 kédol a konjugicidhoz sziikséges bizonyos elemeket,
azonban HGT-re kizdrélag a mds, vele nem rokon integrativ mobilizdlhat6 elemek transzferét
is segitd IncA/C plazmidok kozremiikodésével képes. A sziget kivagddasért felelds génjét az
IncA/C plazmidok transzferhez sziikséges génjeit szabdlyoz6 AcaCD fehérjekomplex aktivdlja,
mely az FIhDC-tipusu regulatorfehérjék kozé sorolhaté. A folyamat sordn az SGI1 a plazmi-
dok szekrécids rendszerének egyes komponenseit sajat homoldgjaira cseréli, ezdltal magasabb
konjugacios frekvenciaval jut 4t az j gazdasejtekbe. A sziget sajat, szintén az FIhDC-csaladba
tartozd aktivator-homolégot is kddol, melyrdl tudjuk, hogy képes komplementélni a plazmid
hidnyz6 aktivatordt. Munkam sordn a kétféle alegységbdl felépiild reguldtorok kozott fenndlld
szekvencabeli és funkcionélis hasonl6sdg nyoman elindulva vizsgaltam az egyes komponensek
kompatibilitdsat. Megmutattam, hogy kialakulhat olyan hibrid fehérjekomplex, mely szintén
képes a komplementaciéra, emellett bizonyos mértékben aktivdlja az AcaCD éltal irdnyitott to-
vabbi gének expresszidjat is mindkét mobilis genetikai elemen. A jelenségnek fontos szerepe
lehet a konjugiciés folyamat szabédlyozdsa sordn, hiszen az SGII egyértelmien befolydsolja
valamilyen médon a plazmid nativ aktivatordnak hatdsat, az FIhDC-csalad tovabbi képvisel6i
kozott pedig szintén taldlhatunk olyan heteromer reguldtorokat, melyek komplex hierarchikus

halézaton keresztiil irdnyitjak az altaluk szabdlyozott gének transzkripcidjat.
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2.1. Az antimikrobialis rezisztencia és a Salmonella

Az Enterobacteriaceae csalad Salmonella nemzetségének tagjai az egyik legismertebb élel-
miszer eredetli, zoondzist okoz6 patogének. Képviseldik Gram-negativ, palca alakd, nem spd-
raképzd, peritrich csillézatd baktériumok. A Salmonella, mely nevét Daniel Elmer Salmonrdl
(1850-1914), egy amerikai dllatorvosrdl kapta, a mai napig az egyik leggyakrabban el6fordu-
16 élelmiszer eredetli megbetegedés okozdja. A szalmonelldzis forrdsa a fert6zott dllatokban,
szarnyasokban, sertésben és szarvasmarhdban, sot, vadon €16 énekesmadarakban is el6forduld,
onnan az emberi szervezetbe keriild human patogén, mely a bélrendszerbe jutva toxinfehér-
jéket termel és komoly mérgezést okoz. A nemzetség két fajanak, a S. enterica-nak €s a S.
bongori-nak hat f6bb alfajat kiilonboztetjilk meg, melyek tobb, mint 2500 szerovaridnsa ko-
ziil csupan néhany felelés a human fert6zések legnagyobb részéért [52]. Az emberi €s allati
mintdkban leggyakrabban azonositott szerovaridns a S. enterica ser. Typhimurium DT104-es
fagtipus, melyet mar 1960-ban leirtak, azonban genomjdban csak az 1980-as években jelent
meg az Ot antibiotikum elleni rezisztenciat kodol6 régid, melyet mint Salmonella genomi sziget
1 (Salmonella Genomic Island 1, SGI1; GenBank: AF261825.2) azonositottak [7, 8, 29, 61].
Az 6t koziil négy: a tetraciklinek, a béta-laktdmok, az aminoglikozidok és a szulfonamidok az
allatgydgydszatban legszélesebb korben alkalmazott antibiotikum-osztalyba tartoznak [20, 27].
Aggodalomra ad okot, hogy a szigetet az6ta viladgszerte tobb szerovaridnsban (Agona, Albany,
Paratyphi B, Meleagridis, Newport, Derby, Cerro, Kiambu, Emek, Diisseldorf, Infantis), vala-
mint Morganella morganii-ban €s Proteus mirabilis-ben is azonositottdk [6, 22, 24, 74]. Az
SGI1-rdl kidertilt, hogy a mobilis genetikai elemeken beliil az integrativ mobilizalhat6 elemek
csoportjdba tartozik, melyek nem képesek autondm moédon terjedni, horizontalis transzferiik-
hoz sziikségiik van egy segitd elem, egy helper plazmid jelenlétére, 4m a konjugécids folyamat

pontos mechanizmusa nem teljesen ismert.

2.2. Ugralé gének

Mobilis genetikai elemek (mobile genetic elements, MGE), masnéven ugral6 gének széles
korben megtaldlhatok prokariotak és eukariotdk géndllomanyaban egyarant, szervesen hozzaja-
rulnak az egyes él6lények Uj kornyezeti hatdsokhoz valé adapticiéjahoz és dinamikus genomi
fejlodéséhez. Bakteridlis szinten kulcsszerepiik van a kiillonb6zd szimbiotikus és virulencia-

faktorok, alternativ metabolikus utvonalak és antibiotikum-rezisztencidk (ABR) terjedésében.
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Megkiilonboztetiink adott organizmusok genomjdn beliili transzpoziciora képes MGE-ket (int-
racellularis MGE-k), valamint baktériumsejtek genomja kozti helyvaltoztatasra képes elemeket
(intercellularis MGE-k) [31]. Intracelluléris elemek példdul az inzercids szekvencidk (inserti-
on sequence, 1S), integronok €s a transzpozonok (transposon, Tn). Az intercelluldris elemek
kozé soroljuk a konjugativ és mobilizalhaté plazmidokat, bakteriofdgokat és a genomi szige-
teket (genomic island, GI). Legtobb esetben a kiilonb6zd MGE-k gyakran rokonsagban nem
all6 organizmusok kozti mozgédsahoz kothetd a direkt sejt-sejt kapcsolat [3, 15] sordn megva-
16sul6 lateralis vagy médsnéven horizontalis géntranszfer jelensége, mely nagyban hozzajarul a

multidrog rezisztencia (MDR) és mds adaptiv tulajdonsdgok terjedéséhez.

2.2.1. Integronok, inzercids szekvenciak, transzpozonok és bakteriofagok

Az integronok olyan helyspecifikus rekombindciéra képes operon-szertien rendez6d6 mobi-
lis génkazettdk, melyeket els6ként az 1980-as évek vége felé irtak le, bar méar sokmilli6 éve for-
maljék a baktériumok genomjat [33]. Genomi helyzetiik alapjan beszélhetiink kromoszomélis
integronokrol és mobilis integronokrdl. Harom f6 szerkezeti egységiik a 3’ és az 5° konzervalt
szegmensek (conserved segments, 3’/5’-CS) és az altaluk kozrefogott nyitott leolvasési keret
(open reading frame, ORF). A helyspecifikus rekombinaci6t a tirozin rekombindz csalddba tar-
toz0 integron integrdz enzim katalizdlja, melyet az intl gén kédol [28], a rekombindci6 helye a
cirkuldris génkazetta artC helye, mely az attl kapcsolddasi helytdl downstream tud beépiilni. A
génkazettak expresszidjaért felelés promoter (P¢) és az intl az 5’-CS-en taldlhat6 (lasd: 1 dbra).
Bér az intergronok nem képesek ondlléan fajok genomjan beliili, vagy azok kozotti transz-
poziciéra, gyakran képezhetik részét Osszetettebb inter-vagy intracelluldris mobilis genetikai
elemeknek, példaul plazmidoknak és GI-knek, melyek igy transzmisszids vektorként funkcio-
ndlva effektiv segit6i a génkazettdkban 0sszegyiilt ORF-ek dltal kédolt adaptiv tulajdonsdgok

fenntartdsanak és terjesztésének.

1. dbra. Az integronok dltaldnos felépitése (lila: integron integrazt kédol6 gén;
piros/zold/kék: a génkazettak elhelyezkedése)[33]

Az IS elemek a legegyszeriibb transzpozabilis elemek (TE): révid, nagyjabsl 700-2000 bp
hosszuisagu szekvencidk, melyek csak 1-3 ORF-et tartalmaznak, termindlis résziikon néhany

10 bp-es forditott ismétlédésekkel (inverted repeat, IR). Altalaban csak a transzpozicijukhoz
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sziikséges transzpozdz (TPaz) gént kodoljdk [75, 84]. A Tn-ok hosszabb, néhany kbp nagy-
sagu elemek, két nagy csoportjuk a retrotranszpozonok (RTn) és a DNS Tn-ok. A bakteridlis
Tn-ok altaldban a DNS Tn-ok kozé sorolhatdk, lehetnek egyszer( (unit), vagy osszetett (compo-
site) Tn-ok. Az egyszerd Tn-okat az IS elemekhez hasonléan IR-ek hatdroljdk, mig az Gsszetett
Tn-okat IS elemek, k6zos vondsuk, hogy sajat TPazukon kiviil tovabbi, a gazdaszervezet sza-
mara hasznos géneket is kddolhatnak, példaul virulencidt vagy antibiotikum-rezisztenciat. Az
integronokhoz hasonldan ezek a TE-k sem kédoljdk a horizontdlis transzferhez sziikséges mo-

lekularis gépezet elemeit, igy csak transzmisszids vektorok segitségével képesek arra.

Inzercids szekvenciak

A B
154/155/15256 e
-2 Kp

Egyszer( és Osszetett transzpozonok

Tn3csalad
5->30 kpb

110 1S10-Left 1S10-Right
P = = e pe——
9 kpb

2. dbra. Az inzercids szekvencidk €s a transzpozonok altaldnos szerkezete (lila: terminélis
IR; piros: termindlis DR; fekete nyilak: transzpozazt k6dolé ORF; narancssarga: "elfogott"
gének)([75] alapjan)

De—————]

A bakteriofdgok 5-300 nm-es, baktériumokat fert6z6 virusok, melyek nagy szamban meg-
taldlhatok véltozatos kornyezeti koriilmények kozott, szdmos gazdaszervezetben. A faggenom
lehet cirkuldaris vagy lineéris, mérete 3,5-500 kb k6zott mozog. A fagok két el6fordulési formdja
a gazdasejten kiviili virion, illetve temperalt fagok esetében a gazdasejt genomjaba integralos-
dott vegetativ virus vagy profag. A fagrészecske fejbdl vagy kapszidbdl, farokbdl és az ahhoz
kapcsolddo fehérjerostokbdl all. A célsejt feliiletéhez kapcsolédva a virion a citoplazméba in-
jektalja sajat génkészletét, ahol az cirkularizdlddik, majd a lizogén ciklusban a profag helyspeci-
fikus rekombinécidval a bakteridlis kromoszémaba €piil és hozzdjarulhat annak virulencidjahoz,
patogenitidsdhoz. Sok bakteriofdg csak litikus életciklussal rendelkezik, melynek sorédn lezajlik
a faggenom replikdcidja, transzlacidja, az 0j virusrészecskék szintézise, azok osszeépiilése és
csomagoldsa, majd a gazdasejt lizise, melynek eredményeképpen az 1j virionok kiszabadulnak
a kornyezetbe. A virionok 0szecsomagolddasa kézben eléfordulhat, hogy a degradalédott bak-
teridlis DNS-tormelék egy része a kapszidba keriil, ez a jelenség az dltalanos transzdukcié. A
profag hibas kivagdddsa esetén a faggenom egy része helyett a gazdasejt genomjanak egy része
keriilhet a kapszidba, ezt specidlis transzdukcidnak nevezziik. A bakteriofdg-medialt transzduk-

cid szintén nagyban hozzdjarulhat az ABR gének horizontélis transzferéhez.
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2.2.2. Konjugativ plazmidok

A plazmidok cirkuldris vagy linedris, autoném replikécidra képes extrakromoszomdlis DNS
molekuldk, méretiik a néhdny ezer bp-t6l akar 2 mbp-ig is terjedhet. Szerkezetiik gyakran modu-
laris: a konzervalddott gerincen funkciondlis blokkokba rendezédve talalhatok a plazmid rep-
likacigjaért és kopiaszdmaért, stabilitasaért, adaptacidjaért és konjugativ plazmidok esetén a
konjugdcidért felelds gének. Az adaptécids régio tartalmazza a valtozatos, a gazdasejt szdmara
jellemz&en nem esszencidlis, de adott kornyezeti koriilmények kozott elényos tulajdonsdgokat
hordoz6 géneket. A replikdciéért felelés modulban taldlhat6 a replikdcids origd (oriV), vala-
mint az inicidcidért felel6s Rep fehérjét és egyéb jarulékos fehérjéket (pl. DnaA), vagy szaba-
lyozé faktorokat kodold részek. A konjugacios transzfert a tra gének €s a cisz elem, a transzfer
origdja (oriT) biztositja. Azon plazmidok, melyek alacsony képiaszdmban fordulnak el a gaz-

dasejtben, dltaldban rendelkeznek egy particids (partitioning, Par) rendszerrel is, ami biztositja

a vertikalis transzfert mindkét utédsejtbe a sejt osztdddsa soran. [5, 10, 37].

Daonor ccipiens
3. dbra. A konjugativ transzfer és a rolling circle replikacié folyamata az F-plazmid
példdjan bemutatva ([5] alapjan)

A replikécio és a konjugacio folyamatdhoz sziikséges fehérjekomplex a relaxoszéma, mely-
nek egyik legfontosabb komponense a relaxdazként (MOB) ismert helyspecifikus endonukledz.
A relaxdzt a tra operon kédolja jellemz8en az oriT kozelében, szerepe a DNS-szdl elhasitdsa
transzészterifikdcidval a nic helyen. A folyamat kezdetén a relaxdz kovalensen kotddik az el-
hasitott szal 5 végéhez, és kiilonboz6 jarulékos elemek kozremitikodése mellett, mint példaul
a ,,coupling” fehérjék (coupling protein, CP), a szekrécids rendszer MPF (mating pair forma-
tion) alegységéhez kapcsolddik. Az egyszali DNS (ssDNS) transzfere a recipiens sejtbe egy
IV-es tipusu szekrécids rendszeren keresztiil torténik (type 4 secretion system, TASS)[21, 54],
ezzel parhuzamosan a donor DNS gordiild gytri replikacidval (rolling circle replication, RCR)
ismét duplasziluva egésziil ki. A folyamat végén a relaxdz recirkularizalja a recipiens sejtben
a plazmidot, végiil végbemegy a dsDNS szintézise a gazdasejt replikédcids rendszerén keresz-

tiill. A konjugativ plazmidokat relaxdzaik szekvenciaanalizise alapjan 8 MOB csalddba soroljdk

(MOBf, MOBp, MOBy, MOBy, MOB¢, MOBy, MOB7, MOB7(p), mely csoportok tobb
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esetben nem csak plazmidokat, hanem mas konjugativ elemeket is magukba foglalnak. [32, 38,

40]

2.2.3. Genomi szigetek

A genomi szigetek (genomic island, GI) olyan kromoszomélis DNS szegmensek, melyek
laterélis transzferrel terjednek és gazdaszervezet kromoszomdjdba integralodva a profagokhoz
hasonlé médon, stabilan képesek fennmaradni, azzal egyiitt replikdlédni és tovabboroklddni az
utdédsejtekbe. Erre utal, hogy egy fajon beliil csak bizonyos térzsekben taldlhatok meg, emellett
a bakteridlis genomhoz képest gyakran eltér6 GC tartalom is jellemzd rajuk. A GI-k 4ltal hor-
dozott gének szdmos adaptiv tulajdonsdgot kédolhatnak, ez alapjan megkiilonboztetiink szim-
bidzis, metabolikus, rezisztencia, fitnesz €és patogenitdsi (PAI) szigeteket. Az integrativ GI-k
kédolhatjak a konjugativ transzferiikhoz sziikséges géneket, ezeket integrativ konjugativ ele-
meknek (integrative and conjugative element, ICE) hivjuk, egy résziik pedig csak az integraci6-
jat tekinve autoném, de mas konjugativ elemek kozremiikodését igényli mobilizacidjdhoz, ezek

az integrativ mobilizdlhat6 elemek (integrative and mobilizable element, IME) [5, 9, 31, 37].

A GI-k kivagédaséanak inicidcidjaért a xis (exciziondz) gén altal kédolt rekombindcids sza-
balyoz6 faktor (recombination directionality factor, RDF) felel. A helyspecifikus rekombina-
cidval torténd integraciot és a kivagddast az integrdz (Int) enzim katalizalja, mely jellemzden
egy tirozin rekombindz, de leirtak mér szerin rekombindzt és DDE transzpozazt kédolé GI-t
is. Az ICE-k és IME-k a konjugativ plazmidokhoz hasonléan rendelkeznek sajit oriT-vel, a
relaxoszémat €s egyéb jarulékos komponenseket kodolé génekkel, azonban a T4SS elemeit, a
CP-t, illetve MPF-et csak az ICE-k hordozzdk, az IME-k esetében a transzferhez sziikséges egy
olyan segit6 MGE jelenléte, mely kompatibilis konjugéacids apparatusan keresztiil képes in trans
mobilizalni 6ket [76]. Az ICE-k 4ltal kédolt konjugécids apparatus nagymértékii hasonlésiagot
mutat a plazmidok kojugécids rendszerével, és gyakran helper elemként szolgdlnak az IME-k
szamadra [38, 87]. Az utébbi 10 év kutatdsai ravilagitottak arra, hogy az IME-k jéval nagyobb

gyakorisaggal és diverzitdssal fordulnak eld, mint azt eredetileg gondoltuk [12].

2.3. Az IncA/C plazmidok jellemz6i

A plazmidokat kiilonb6z6 inkompatibilitdsi csoportokba (Inc) soroljuk replikacids és Par
rendszeriik alapjan, mivel az azonos csoportba tartozok nem képesek ugyanazon toérzsben egy-
szerre fennmaradni ezen rendszerek miikodésének interferencidja miatt [73]. Az IncA és IncC

inkompatibilitasi csoportok képviseldi (pl. pPRA1, pRSS, pR16, pRSTI8, pTC2 stb.) széles gaz-
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daspektrumd, elsGsorban Enterobacterioceae fajokban eléforduld, nagymérett (110-320 kb),
alacsony kopiaszamu plazmidok, melyek fontos eszkozei az ABR-gének terjedésének [13, 43,
44]. Az IncA/C plazmidokrél kideriilt, hogy koztiik az Un. entry exclusion (Eex) jelensége all
fenn, melynek sordn a donor sejt T4SS-ének TraG¢ alegysége felismeri a recipiens sejt memb-
ranjaba dgyazott EexC fehérjéjét (TraSc) és blokkolja a DNS transzportjit, amennyiben az mar
tartalmaz azonos vagy hasonld csoportba tartozd plazmidot [25, 43]. Az IncA/C plazmidok
nagymértékben konzervalt gerincét a fennmaradasért, replikacioért, transzpozicidért, regulacios
folyamatokért és stabil fennmaradasért felelds gének alkotjdk. A konzervalt gerincet valtozatos,
un. antibiotikumrezisztencia-szigetek tarkitjdk (ARI-k), melyekben kiilonb6zd virulenciafakto-
rokat, rezisztenciagéneket, tobbszorosen egymdsba agyazott integronokat, IS €s Tn elemeket

azonositottak.

Az IncA/C plazmidok konjugaciés apparatusit szabalyoz6 mesterregulator az FlhDC-
csalddba tartoz6 AcaCD fehérjekomplex, mely a plazmid 27 promoterét aktivalja. Az ak-
tivator altal felismert, nagy mértékben konzervalddott, szokatlanul hosszi szekvencia a
"GCCCAAAATGGGC" motivum. Az AcaCD-szabalyozas alatt 4ll6 promoterek kozott taldl-
juk példaul a konjugdaci6 inicidcidjdhoz elengedhetetlen relaxazt (tral), vele egy operonban a
relaxdz CP-jét (traD), egy feltételezett relaxoszoma-faktort (mobl) a transzferhez bizonyitottan
sziikséges komponenseket (traN, traF, traG, traH), a konjugaciés folyamat in silico prediktélt
tovabbi elemeit kodol6 géneket (traDLEKBVACWUN), egy partitioning fehérjét (P;s), egy 213
aminosavbdl 4ll6, az AcaCD operontdl upstream kot6dod aktivétort (acaB), mely egy feedback
loop-on keresztiil pozitivan befolydsolja az acaCD expresszidjat, valamint tovabbi, egyenl6re

ismeretlen funkciéja géneket (pl. S009, S067) [42, 59].

2.4. A Salmonella Genomi Sziget 1

A Salmonella ser. Typhimurium DT104 MDR fenotipusu klénjainak kromoszéma4jara integ-
ralodott Salmonella Genomi Sziget 1 egy 42.4 kb méretli IME, mely 0sszesen 44 ORF-bdl 4ll és
beépiilt formdjaban 18 bp-nyi direkt ismétlddd (direct repeat, DR) szekvencidk hatdroljak (DRL
€s DRR). Az SGI1 egy 14 kb méretii komplex integron régidban (In104) hordozza az ampicillin,
kloramfenikol/florfenikol, streptomycin, sulfonamid €s tetraciklin antibiotikumok elleni rezisz-
tenciagéneket (ACSSuT fenotipus)[41, 45, 66]. A sziget els6dleges integracids helye (attB) a
Salmonella thdF génjének 3’ végén taldlhatd, melynek utolsd 18 bp-os szakaszdbdl szdrmaz-
tathat6 a DRR illeszkedési régi6 ([7, 23]). Mas GI-khez hasonléan az SGI1 is rendelkezik sajat

oriT-vel, Int, Xis és Rep fehérjékkel, valamint relaxoszéma-komponensekkel (MpsAB), azon-
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ban a T4SS elemei koziil csupdn néhdny alegységet azonositottak rajta.

)
Y e R T,
146
(1)

In104

¢ @@ﬂﬂ--@‘@%#ﬂl@@b

42596
(42450)

i

4. dbra. Az SGI1 sematikus térképe (zold:rekombinaciéért felels gének, transzpoziz;
narancssdrga: replikdcidért felelds gének; kék: transzkripcids reguldtor; sarga:
konjugéciéért felelds gének; sziirke: toxin/antitoxin rendszer; piros:
antibiotikum-rezisztencagének; fehér: ismeretlen funkci6)([59] alapjan)

Korabbi kutatdsok soran kimutattdk, hogy az IncA/C plazmidok 4ltal kédolt AcaCD komp-
lex indukdlja az SGI1 kivdgddédsat és mobilizacigjat a sziget xis génjének aktivalasdval [12,
58], mely egy RDF-et kdédol (exciziondz). Az AcaCD kulcsszerepét a folyamatban delécids ki-
sérletekkel igazoltdk, bebizonyitottdk, hogy hidnydban sem a sziget, sem a plazmid nem képes
mobilizdciéra. Mas inkompatibilitdsi csoportba tartoz6 konjugativ plazmidok (IncFI, FII, HI2,
I1, L/M, N, P) annak ellenére nem képesek mobilizalni az SGI1-et, hogy természetes koriilmé-
nyek kozott gyakran megtaldlhatéak MDR Salmonella és egyéb Enterobacteriaceae térzsekben
is [23]. Kideriilt, hogy az AcaCD tovabbi nem rokon IME-k, példdul az MGIVchHai6 (V. chol-

erae) és az MGIVmil (V. mimicus) xis-ét is képes aktivélni [14].

Az AcaCD a Py;; mellett tovabbi négy, az SGI1-en taldlhat6 gén promoterét aktivélja, ezek
a traN (S005), traH/traG (S012-11), S004 és SO18 régidk. A tra gének az IncC plazmidok kon-
jugativ pilusdnak egyes elemeivel homoldg fehérjéket kodolnak (MPF)[11], az s003-as ORF-el
atfedd S004 a replikaci6 inicidcigjaért felelds, IncN plazmidokkal rokon RepA expresszidjat
szabalyozo leader peptidet, az SOI8 funkcidja pedig egyenldre nem ismert [80]. Megfigyelték,
hogy transzfere sordn a Tra fehérjék hasonlosaga miatt az SGI1 az IncA/C plazmid T4SS-ének
egyes fehérjéit (TraN, TraG, TraH) sajat homoldgjaira cserélheti, ezdltal megnovelve konjugaci-
s frekvencidjat a helper elemével szemben [11]. A sziget SO07-S006-es ORF-je altal kédolt fe-
hérjék (FIhDCgg;1) szintén az FIhDC-csalad képvisel6i, az AcaC és AcaD alegységekkel 89%,
ill. 67%-o0s homologiét figyelhetiink meg. A konstitutiv promoterrdl expresszal6dé FInDCggry

ugyancsak kotédik a xis promoteréhez, bar megkozelitéleg haromszor gyengébben aktivélja a

10
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xis expresszidjat, mint az AcaCD. A traN, traH, traG, S004 és SO18 gének expresszidjat szin-
tén indukdlja. Emellett kimutattdk, hogy az FIhDCggy; képes in trans komplementalni az R16a
plazmidon végzett AacaCD delécidt, helyredllitva mind a sziget, mind a helper plazmid konju-

gdciojdt [67].

Yo

T4cp

@. T4SS
/nt xis 9T traN traG traH. I‘I

a ttB

attL SGI1 attrR

5. dbra. Az SGI1 mobiliz4cidjanak feltételezett mechanizmusa [13]

A transzfert segitd plazmid hidnyaban az SGI1 kromoszémadra integralodott forméja nagy-
mértéki stabilitdst mutat: 17 Salmonella ser. Typhimurium varidnsban vizsgélva 350 generéci-
on keresztiil csupan PCR-el kimutathatd, minimalis spontan veszt6dését figyelték meg [57]. Ezt
a sziget 5’ végén kodolt, konstitutivan expresszdlodé helyspecifikus integraz biztositja (int).
Stabil fennmaraddsat egy toxin/antitoxin (TA) rendszer is segiti (ORF S025-S026: sgiAT).
IncA/C plazmid jelenlétében az SGI1 instabilld vélik, a kozvetlenill az int mellett kodolt,
AcaCD-kontroll alatt 4116 RDF, a Xis termel6dése a kivagddds irdnyédba tolja el az inegriz-
medidlt rekombindcids reakcidt, ezzel nagyban megndvelve a sziget elvesztodésének esélyét.
Kivéagodott dllapotdban az SGI1 plazmid-szerd, cirkuldris formét vesz fel, mely a megfelel
konjugécids apparatus jelenlétében alkalmas a transzferre (lasd: 5. dbra). Az SGI1 sajat funk-
ciondlis TraG homolégot kédol (TraGg; 37%-ban azonos a TraG¢-vel), melyet az EexC nem
képes megkotni, ezdltal az IncA/C plazmidok és a sziget kozott nem érvényesiil az Eex [49]. A
sziget jelenlétében a helper plazmid is instabilld vélik, szegregdl, és kisebb gyakorisaggal konju-
gdl, mint maga az SGI1. Kimutattdk, hogy az AcaCD 4ltal indukalt kivagédott forma az IME-k
esetében eddig egyediildllé médon képes replikalddni, mely folyamat sejtenként 4-8 cirkuld-
ris kopiat eredményez [48, 80]. Ez a jelenség nagyban segiti az SGI1 stabil fennmaradasat és
transzferét IncA/C plazmid jelenlétében, emellett valdsziniileg hozzdjarul a helper elem gyors

eliminacidjahoz is [26].
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2.5. Az FIhDC-csalad mesterregulatorai

Az FIhDC-tipust regulatorokat (lasd: 6. dbra) els6ként az E. coli és mas rokon Gram-negativ
baktériumok flagelldris operonjainak transzkripcids folyamatait szabalyoz6 komplexeként azo-
nositottak, ahol tobb, mint 60 gén expresszidjit szabalyozzdk [16, 17], azonban késdbb kidertilt,
hogy egyéb folyamatok, példaul eltér6 funkcidji gének expresszidjanak szabdlyozdsdban, vala-
mint mobilis genetikai elemek és konjugativ plazmidok transzferének szabdlyozasédban is részt

vehetnek (pl. FIhDC, SetCD, AcaCD; lasd:1. tablazat) [58, 62, 68-70, 79].

1. tablazat. Homol6gia/Hasonldsag (%) Az FIhDCggy; fehérje szekvencidjanak
0sszehasonlitdsa az FIhDC-csalddba tartozé AcaCD (IncA/C plazmidok), SetCD (SXT
ICE-k) és a Salmonella, valamint az E. coli reguldtoraival (Protein BLAST)

AcaCpgss [ SetCgxr | FIhCgy | FIhCg,
FIhCggr1 (S006) | 79/89 33749 28743 27743

AcaDgs5 | SetDgxr | FIhDgy | FIhDg,
FIhDggr (S007) | 46/67 21/45 25744 |1 29/50

FIhDIADA142G4L9|SGI1 0.28357 FIhC|POA8SO|Escherichia 0.03619
AcaD|A0A1YOF578|Vibric 0.24674 FIhC|POA2R2|Salmonella 0.02631
SetD|COESDY)|Vibrio 0.39515 SetC|COESDE|Vibrio 0.33167

FIhD|POA8S9|Escherichia 0.05082 FIhC|ADA142G4L8|SGI1 0.12301
FIhD|POA2R2|Salmonella 0.06422 AcaCJAOA1YOF578|Vibrio 0.12842

(a) (b)

6. dbra. Az FIhD-(a) és FIhC-(b) tipust fehérjék filogenetikai kapcsolatai (Clustal Omega)

A konjugativ transzfer €és a flagellaris génexpresszid szabdlyozdsi mechanizmusat részletesen
tanulmanyoztak E. coli -ban, S. enterica Typhimurium-ban, Agrobacterium tumefaciens-ben €s
szamos egyéb Gram-negativ baktériumban (pl. V. parahaemolyticus, V. cholerae, P. aeruginosa,
P. putida, C. crescentus, R. sphaeroides, H. pylori, C. jejuni) [63, 64, 76, 81]. A génexpresszio
regulonokon keresztiil torténd koordinéldsa széles korben megfigyelhetd prokariétdkban és eu-
kariétakban egyardnt. A kiterjedt szabalyozasi rendszerek hal6zata hasonlé hierarchikus szerve-
z0dési szinteket mutat a kiilonb6z6 fajokban, igy a flagellaris bioszintézis, mely a baktériumok

fiziol6gidjanak szdmos elemét 6tvozi, idedlis modellként szolgdlhat a komplex regulaciés fo-

lyamatok pontosabb megértéséhez [78].

A baktériumok kiils6 membranjdhoz kapcsol6dé flagellaris appardtus egy komplex makro-
molekuléris szerkezet, mely széles kor( feladatokat 14t el. Felépitése és miikodtetése egyardnt
energiaigényes folyamat, ezért az ostor és a bazdlis test (hook-basal body, HBB) egyes kompo-
nenseinek megfeleld sorrendben torténd expresszidja szigorian szabdlyozott folyamat (lasd: 7.
abra). Kiilonboz6 kornyezeti hatdsok és metabolikus dllapotok indukéljdk vagy gatoljak (homér-

séklet, pH, ozmolarités, szénforrasok elérhetdsége, quorum sensing) a o-faktorok keletkezését,

12
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melyek a transzkripcié inicidcidjahoz sziikségesek: felismerik a starthelytdl 10, ill. 35 bp-al

upstream talalhaté rovid szekvencidkat, aktivdlva az adott gének expresszidjat.

Sapka o}~ Class | Class Il Class Il
<\ fihbc @D
Ostor —{Aicorrig Class | 'I'l P
) — FIhD,C, \
Osszekots fehérjék \r_ng
. — — —
Class Il
(FiK ) Kampd — [
o o o> = S ’
Ktilsé membran — | 8 B S - = __. _-
., .. riec-Tengely
Peptidoglikan  P-gydird —{ris— DuslFicTy - - _A
. MotB Il :::ﬂ:w:;:%d fgrk-Tengely \FD Q)‘D Q;‘E‘) Elkészilt struktdra
Cltoplazlma- Stator wvota iF=MS-gydrd / @ (c®)
membran 2 {FiG Class 11116 operon @
{— (M C-gy(ird 29 gén — @ @
L ANy (Fh T Felszabadult chaperonok
T 1 @* Megkotott chaperonok T Class Il késGi szekrécids szubsztratumok
D

7. abra. A bakterialis flagellum felépitése és a flagellaris gének expressziojanak hierarchikus sza-

balyozasi szintjei [16]. A bioszintézis elsé 1épése az MS-gy(ird, ill. a kapcsold komplex kiépiilése,
majd a III-as tipusu szekrécids rendszer (T3SS) Osszedllitdsa torténik. A T3SS appardtus csatorndjan
keresztiill exportdlédnak és a megfeleld helyen polimerizalédnak a citoplazméban szintetizalodott ko-
zeli és tavoli tengely-fehérjék, végiil felépiil a sejtfalhoz kot6dd kettds gytir. Ezutan kialakul a kampd,
melynek megfelel6 hossza meghatdrozé jelentdsségli a baktérium mobilitdsdnak szempontjabdl; ez a
folyamat fontos visszacsatoldsi és ellendrzd pontja.[56, 86] Ekkor egy szabalyoz6 faktor megvaltoztat-
ja a T3SS szekréckids specificitdsat, ami az FIgM exportjat eredményezi és a felszabadulé o28-faktor
(FliA) indukdélhatja a IIT osztély tagjainak transzkripciéjat. [47]

A flagellaris gének transzkripcidjdnak kulcsszabalyoz6i hdrom hierarchikus promo-
ter osztdlyba sorolhaték (Class I, II és III), mely rendszer nagy mértékben konzervald-
dott a Gram-negativ, peritrich ostorral rendelkezd bélbaktériumok korében (Proteobacteria,
Enterobacteriaceae spp.). A Class I csoport egyediili képviseldjeként szamontartott flhdc ope-
ron az FIhD és FIhC fehérjéket kédolja. A 4 FIhD és 2 FIhC alegységbdl felépiilé FIhD4C,
heterohexamer metallo-enzimkomplex egy atipikus transzkripcids faktor, jelenléte promotalja
a o/9-faktor-fiiggé Class II operonok expresszidjat, ezzel egyidejlileg auto-represszdlja sajét
transzkripcidjat [18, 19, 30]. A II osztalyt tovabbi, a kés6i flagellaris gének transzkripcidjat
szabalyozo o028 _faktorok (F1gM, FliA) [77], valamint a HBB strukturélis elemeit kédolé gének
promoterei alkotjdk. A Class III promoterek irdnyitjdk a késoi flagellaris komponenseket (fila-
mentum, sapka, kapcsolé komplex) kédol6 gének expresszidjat. A fliA és flgM géneket a 11 és
IIT osztily promoterei egyardnt expresszdljak, mindig a megfeleld ardnyban, ami szépen pél-
ddzza a folyamat Osszetett, precizen hangolt mechanizmusat: a folyamat késébbi szakaszdban
sziikséges elemek csakis akkor szintetizalodhatnak, amikor a bazalis test, melyhez kapcsolddni
fognak, mdr elkésziilt [39, 51, 60]. A nanostruktira komponenseinek exportjat, monomer for-
maban tartdsat és transzkripcids regulaciojat segitik a dajkafehérjék vagy chaperonok, melyek

az egyes alegységek C-termindlis domainjéhez kapcsolédnak [2, 50].
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(b)

8. dbra. a) Az E. coli FIhDC komplexének (PDB:2AVU) felépiilése (ChimeraX); b) A
2AVU-DNS-komplex ([85]); c¢) A tetraéderes szerkezetli 2AVU-ligandum interakcié (ChimeraX).
Sziirke: cink-ion, sarga: ciszteinek kénatomjai, kék: FIhD, rézsaszin: FIhC

Az E. coli FIhD4C;-komplexének szerkezetét 2005-ben hataroztdk meg rontgenkrisztallog-
rafias vizsgalatokkal, 3.0 A felbontissal (PDB:2AVU). Az FIhC alegység protomer-kotd ré-
szét képezi egy négy cisztein-maradék dltal koordinalt cink ion (lasd: 8c. dbra), mely motivum
megtaldlhaté a C4-tipusu cink-ujjal rendelkez6 eukaridta transzkripcids faktorokban (PFO0105
csalad). Az F1hD alegység egy elsdsorban o-hélixekbdl all6 polipeptid, ami a citoplazmaban di-
mereket képez, majd mindkét FIhD, egy-egy FIhC-domainnel kotddik (l14asd: 8a. dbra), melynek
sordn a dimerek konformdcidja jelentGsen megvaltozik. Elektroforetikus mobilitds-eltolddds
vizsgalatokkal (Electrophoretic Mobility Shift Assay, EMSA) kimutattdk, hogy a vizsgalt flagel-
laris operonok (fliA, flhB, fliL) -40; -80 régdjahoz kotddott hexamer komplex nagyjabdl 111°-os
szogben hajlitja meg a DNS-t (lasd: 8b. abra). A direkt DNS-fehérje interakcid becsiilt helye
két 17-18 bp hossziisagu forditott ismétlodés, melyeket egy 10-11 bp spacer elem vélaszt el. Az
FIhD és FIhC alegységek kiilon-kiilon is képesek DNS kotésére, bar jelentdsen kisebb affinitas-
sal, mint amit a komplex esetében tapasztalhatunk, de olyan promotereket is azonositottak mdr,
melyek csak az FIhD szabdlyozasa alatt dllnak. Az ehhez hasonl6 heteromer reguldtorok euka-
riotak korében nem ritkdk, 4m prokaridta rendszerekben az FIhD4C; egyediilallonak mondhaté

[1, 55, 85].
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3. CELKITUZESEK

Az SGI1 és a transzferét segitd helper plazmid mesterregulatorai kozott fennél6 szerkezeti

homolégia és funkciondlis analdgia alapjan kutatocsoportunk azt feltételezte, hogy az IncA/C

plazmidok AcaCD és az SGI1 4ltal kodolt FIhDC aktivatorfehérjéinek egyes alegységei egy-

massal is képesek aktiv komplexet alkotni. Els6dleges célom volt ezt a hipotézist igazolni, to-

vabba célom volt feltdrni az igy 1étrejové hibrid reguldtorok esetleges szerepét a konjugécios

folyamat sordn. Emellett hosszabb tdvi célom volt rekombinédns kiméra aktivatorfehérjék 1ét-

rehozésa, expresszidja és tisztitdsa. Jelen dolgozatban a kovetkez6 feladatok megvaldsitasanak

folyamatét targyalom:

AcaCD-KO mutéans R55 helper plazmidot tartalmazé torzsek létrehozédsa és fenntartdsa az
SGI1 genomi sziget €s a mobilizacidjaért felelés IncA/C plazmidok éltal termelt, FIhDC-
csalddba tartozé aktivatorfehérjék kompatibilitdsanak vizsgalatdhoz.

Az acaCD és flIhDC gének klénozésa fehérje expresszids, illetve -galaktoziddz mérésre
alkalmas vektorokba.

A létrehozott hibrid aktivatorok expresszidjanak vizsgélata poliakrilamid gélelektroforé-
zissel

Az R55 plazmid feltételezetten vagy bizonyitottan AcaCD-szabalyozas alatt 4116 promo-
tereinek klonozasa f3-galaktoziddz mérGplazmidba.

Promoteraktivitds kvantitativ vizsgdlata a wt és a hibrid aktivatorok jelenlétében Miller

[53] protokollja alapjan kidolgozott médszerrel
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4.1. Felhasznalt tapkozegek és oldatok

IXTE puffer:

SXTBE puffer
(Tris-Borate-EDTA):

LB tapkozeg (Luria broth):

Miniprep 1xLizis puffer (10
ml):

Alkalikus SDS (100 ml):

1xSDS lizis puffer
(6sszfehérje

prepardtumhoz):

15%- os poliakrilamid

elvélaszt6 gél (4 ml):

10 mM Tris (pH=7,4-8,0)
1 mM EDTA
ddH,O

Tris (tris(hydroxymethyl)aminomethane): 54 g
boérsav (H3BO3): 27,5 g

EDTA (0,5M, pH 8,0): 20 ml

HCI hozzdadéséval allithat6 pH=8,3- ra

10 g/l pepton (tripton)

5 g/l élesztdkivonat

10 g/l NaCl

ddH;0O-val 1 1-re kiegészitem, majd 121 °C- on 20 percig autokldvozom
Lemezontéshez (Luria agar): 1.5%- os végkoncentrdciéban agart adok
és idbszakos keverés mellett melegitem, amig teljesen feloldédik.
Felhasznaldsig 60 °C- os vizfiirdébe helyezem.

7,65 ml ddH,O

2 ml 50% gliik6z

100 1 EDTA (1 M, pH=8,0)

250 pl Tris-HCI (1 M, pH=8,0)

20 mg lizozim

91 ml ddH,O
5 ml SDS (5%)
4 ml NaOH (5 M)

50 mM Tris-HCI (pH=6,8)
2% SDS

10% glicerin

0,1% bromfenolkék

A mintakhoz a lizis puffer hozzdaddsakor 100 mM végkoncentraciéban

DTT-t(ditiotreitol)/ 3 -Merkapto-etanolt (BME) adtam.

1500 ul akrilamid-biszakrilamid (37,5:1)

500 pl resolving gél puffer (3M Tris-HCI, pH=9,0)
1965 ul MQ viz

30 ul APS (10%-0s ammonium-perszulfat)

5 ul TEMED (tetrametilén-diamin)
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Stacking poliakrilamid gél 94 ul akrilamid-biszakrilamid (37,5:1)

(1ml): 250 ul tacking puffer (0.5 M Tris-HCl, pH=6,8)
644 ul MQ viz
10 ul APS (10%)
2 ul TEMED

10x SDS Futtaté puffer: 32,2 g Tris-HCl (pH=6.8)
144 ¢ glicerin
10 g SDS (6%)
1 1 végtérfogatra egészitem ki desztillalt vizzel és felhasznaldsig sotét

iivegben, hiitében tartom.

A-puffer (1 1): 20,214 g (0,0754 M) NapHPO4- 7TH,O
3,394 g (0,0246 M) NaH,PO4- H,O
NaOH/HCI hozzaaddsaval pH=7,0-re allitom, desztillalt vizzel 1 1 végtér-

fogatra egészitem ki

Z-puffer (1 1): 16,1 g (0,06 M) NaHPO4- 7TH,O
5,5 g (0,04 M) NaH2P04- H20
0,75 g (0,01 M) KCl
0,246 ¢ (0,001 M) MgSO4- 7H,0
2,7 ml (0,05 M) BME
ddH;O: 1 I-re kiegészitem
A BME fényérzékenysége miatt azt csak kozvetleniil a felhasznélas elstt

adtam a felhaszndlni kivant mennyiséghez a megfeleld koncentraciéban

A haszndlt baktériumtorzseket (lasd: 2. tdblazat) -80°C-on, 30%-os végkoncentracidban glice-
rint tartalmazé LB tapkozegben taroltam. A kisérleteket megel6z6en a megfeleld antibiotiku-
mokkal ellatott médiumban, 37°C-on egy éjszakan 4t (overnight, ON) tenyésztettem razaté/rol-

ler berendezésben.

2. tablazat. A dolgozatban bemutatott kisérletek sordn hasznalt baktérumtorzsek

| Torzs | Genotipus, relevins tulajdonsagok
E. coli TG1 supE hsdA5 thiA(lac-proAB) F’[traD36 proAB™ lacl? lacZAM15]
E. coli TGINal | TG1 Nal® szdrmazéka
E. coli TG2 supE hsdA5 thi (lac-proAB) A(srl-recA)306::Tnl0 (Tc®) F'[traD36 proAB™

lacl lacZAM15]

E. coli TG990 TG1-szarmazék, pcn B8O zad::Tnl0 (TcR)

E. coli TG90Nal | TG90 Nal® szdrmazéka

HP2416 TG1Nal::SGI1-C KO21/R55dTnSm® AacaCD::Km® (Nal®, Sm/SpR, CmF,
KmR)
HP2417 TG1Nal::SGI1-C KO21/R55dTnSm® AacaCD (Nal¥, Sm/SpR, CmF, Km®)
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A Kisérletek soran alkalmazott antibiotikumok (AB) végkoncentracigja:

Ampicillin (Ap) 150 pg/ml
Gentamycin (Gm) 25 pg/ml
Kloramfenikol (Cm) 20 pg/ml
Kanamycin (Km) 30 ug/ml
Nalidixinsav (Nal) 20 pug/ml
Streptomycin (Sm) 50 pug/ml
Spektinomycin (Sp) 70 pg/ml
Tetraciklin (Te) 10 pg/ml

4.2. Kompetens sejtek készitése és transzformalas

A kompetens sejtek készitését és a transzformdldsokat standard protokoll alapjan [71] vé-
geztem. A haszndlni kivéant torzsekbdl ON kultirat készitettem, majd 100x-os mennyiségii an-
tibiotikumos LB-ben, folyamatos rdzatds mellett ODgp=0,3-ig ndvesztettem a sejteket. Ezutdn
10 percen at 5000 rpm-en, 4°C-on centrifugéltam €és a feliilisz6 ledntése utan Gvatosan fel-
szuszpendaltam a sejteket 10x-es mennyiségti, 0,1 M-os CaCl,-oldatban. Egy 6ran 4t jégen
pihentettem a baktérium szuszpenzidt, majd djabb centrifugalést kovetden (6000 rpm, 10 perc)
0,05%-06s térfogatnyi CaCl,-oldatban vettem fel a pelletet. Az igy el6készitett kompetens sej-
tekbdl egy transzformaldshoz 200 pl-t hasznaltam fel, ehhez 0,5-1 ul plazmid DNS-t adtam,
majd 30 percen at jégen pihentettem a sejteket. Ezutan 2 percig 42°C-ra termosztalt vizfiird6-
ben hésokkoltam Sket és Gjabb 15 perc jégen pihentetést kovetden 1-1 ml antibiotikumot nem
tartalmazo taplevesben novesztettem a transzforméansokat 1-1,5 6ran at, 37°C-on. Végiil 50-
200 ul-t szelektiv lemezekre szélesztettem €s az ON, 37°C-on feln6tt transzformans telepekkel

dolgoztam tovabb.

4.3. DNS extrakcidja és tisztitasa
4.3.1. Plazmid DNS izolalasa etanolos precipitacioval

A nukleinsavak koncentrdldsara és somentesitésére széles korben alkalmazott technika elvi
alapja, hogy etanolos oldatban a sékoncentrici6 novelésével (Na’T-ionokkal) semlegesitjiik a
cukorfoszfat-gerince miatt hidrofil DNS-molekulak negativ toltési foszfat (PO; )-csoportjait,
csokkentve azok vizoldhatdsdgat. Az etanol a vizénél joval alacsonyabb dielektromos dllanddja
révén segiti az ionok kozti elektrosztatikus interakciét és a nukleinsavak kicsapddasat az ol-
datbdl. A vizes oldatban 1év6 DNS-hez 2,5x-es térfogatnyi (tf) jéghideg abszolut alkoholt és
egytized tf 3M-os natrium-acetatot (pH=5,2) adtam, majd 15 perc termosztdlast kdvetden (-

20°C) centrifugdltam (10 perc, 4°C, 16000 rpm) és Gvatosan ledntdttem a feliiliszot. Ezutdn
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kétszer mostam a flokkuldlodott DNS-t 70%-os etanollal, hogy a maradék sét eltavolitsam az
elegybdl (5 p, 25°C), majd centrifugéltam (5 p, 4°C, 16000 rpm) és vakuumszaritéban teljesen

megszaritottam a pelletet, végiil reszuszpendaltam egyotod térfogatnyi MQ vizben.

4.3.2. DNS izolalasa fenol-kloroform extrakcioval

z. 2

A mddszert genomi DNS a sejtlizdtum egyéb komponenseitdl torténd megtisztitdsara alkal-
mazzuk. A mintdhoz 0,5-0,5 tf fenolt, ill. kloroformot adtam, majd kézzel alaposan 0sszerdztam
€s centrifugdlast (5 perc, 4°C, 13000 rpm) kovetden a felsd frakcidt Gvatosan steril Eppendorfba
vittem at. Ezutdn az oldatot kétszer 0,5 tf kloroformmal centrifugdltam 1 percig és a felsé frak-
ciéval dolgoztam tovabb, iigyelve, hogy minimalizdljam a fenol/kloroform szennyezddést. A
masodik centrifugdldst kovetden alkoholos kicsapdssal folytattam az izoldlast a 4.3.1 részben

foglaltak szerint.

4.3.3. Plazmid DNS extrakcidja alkalikus lizissel (''miniprep')

A megfel6l AB-okat tartalmazé LB médiumban novesztett ON kultdrardl (3 ml) centrifu-
galassal eltavolitottam a tapkozeget (1 p, 13000 rpm), majd a pelletet 100 ul jéghideg lizis
pufferben szuszpendéltam és 15 percig jégen inkubdltam. Ezid6 alatt a pufferben 1évé lizozim
hidrolizdlja a sejtfal peptidogliikdnjat, mig az EDTA gétolja a nukledzok miikodését a szamukra
esszencialis kétérték kationok megkotésével (Mg?t, Ca’*), igy azok nem képesek lebontani a
plazmid DNS-t. A lizist kovetden 200 ul alkalikus SDS-t adtam az oldathoz, majd 5 perc jégen
pihentetést kdvetden a feltisztult oldatban 150 ul 3 M-os natrium-acetat (pH=4,8) hozzdadasa-
val 15 percen at jégen neutralizdltam a kicsapddott plazmid DNS-t, igy az ismét a vizes oldaba
kertilt. Ezt kovetden a kicsapodott fehérjéket, sejttormeléket és genomi DNS-t centrifugdldssal
elvdlaszottam a vizes fazistdl és az oldatot (400 ul) dvatosan egy tiszta Eppendorfba vittem
at. Az alkalikus lizis utdn a fentebb mdr ismertetett etanolos kicsapdssal tisztitottam tovabb a

plazmid DNS-t, végiil a vakuumszaritoban szaritott prepardtumokat 75 ul TE-ben oldottam fel.

4.4. Polimeraz lancreakcio

Mara rutinmiiveletnek szamit a K. B. Mullis 6tlete nyomén tokéletesitett polimeraz lancre-
akcio (polymerase chain reaction, PCR) [65], melynek segitségével egy adott DNS- szekvenciat
amplifikdlhatunk. A természetben a DNS-fiiggd DNS polimerdzok végzik a sziil6i szal (temp-
1at) alapjan az Uj szél szintézisét: a primaz enzim daltal elkészitett oligonukleotid primer 3’~OH

végéhez épiti a komplementer nukleotidokat. A PCR reakcid sordn 18-25 bp hossziisagu, mes-
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terségesen elballitott forward, illetve reverse primerekkel definidljuk a megsokszorozni kivant
DNS-szegmenst. A folyamat elsd 1épése a magas hdmérsékleten (94-98°C) torténd hddena-
turdcid, ezutdn kovetkezik az amplifikdcids ciklus, ami a templédt denaturdciébdl, a primerek
csatoldsabdl (anelldlds) és a primer extenzids (elongacid) szakaszbdl dll, ezt a harom 1€pést
20-35 alkalommal ismételve exponencidlisan megsokszorozhatjuk a templdt DNS-t. Az utol-
sO szakasz az enzim optimdlis miikodési homérsékletén torténd termindlis extenzid, melynek
sordn minden, esetlegesen nem teljes fragmentum szintézise befejezddik. Mindegyik szakasz
er0sen homérséklet- és idotartam-fiiggd, igy ezeket a faktorokat koriiltekintéen kell megter-
vezni a primerek, illetve az alkalmazott enzim tulajdonsdgainak és a templét hosszanak figye-
lembevételével. A kisérletek soran végzett PCR reakciokhoz GeneAmp® PCR System 9700
késziiléket haszndltam. A reakcidkat dltalanosan 25 ul végtérfogatban végeztem, reakcionként
1-10 ng DNS templat, primerek (0,2 uM), enzim (5 U/ul Phusion®/Taq polimeraz) és dNTPs
(0,2 uM) hozzaadasaval és a megfeleld pufferrel. Az eredményeket agaréz gélelektroforézissel

ellendriztem a templat méretének megfeleld felbontasa gélen (1-1,5%).

Az R55 plazmid AcaCD-reszponziv promotereinek klénozdsa soran (lasd: 5.5. fejezet) a
kovetkezd bedllitdsokat haszndltam: 1.) El6denaturacié: 98°C, 30 s; 2.) Amplifikdcios ciklus
(35): Templat denaturécio: 98°C, 10 s - Anelldlds: 55°C, 15 s - Elongaci6: 72°C, 20 s; 3.)
Termindlis extenzi6: 72°C, 5 m. (a fragmentumok mérete: 158-316 bp; primerek: p012-, ptral-,

p059-, ptraN-, pacaB-, ptraF-, p152rev és -for, ill. pucfor24)

Az 5.1. fejezetben ismertetett kisérletben az RS5dTnSmSAacaCD plazmid 1172 bp-os frag-
mentumdt koldnia (colony) PCR-el amplifikdltam a parB_Ndefor—parB_BamHIrev primerpér
hasznalataval az alabbiak szerint: 1.) 98°C, 20 s; 2.) (35) 98°C, 10 s — 64°C, 5 s — 72°C, 40 s;
3.)72°C, 1 m.

Szintén colony PCR-rel teszteltem az SGI1 kivagddott, illetve beépiilt formdjanak ardnyat
(14sd: 5.2. fejezet): 1.) 94°C, 2 p; 2.) (35) 94°C, 20 s — 55°C, 30 s — 72°C, 60 s; 3.) 72°C, 5 m.
Primerek: LJ2-RJ2 (atP, 827 bp), ill. RJ2-attsgirev (DRR, 509 bp). Ugyanilyen bedllitasokat al-
kalmaztam az 5.3. és ??. fejezetekben targyalt aktivator-fragmentumokra specifikus colony PCR
sordn a pKKfor (pJKI391)/pTXBfor (pET16b) és S006_Bamrev 1) (acaD-flhC)/flhc_BamHIrev
(fihD-acaC) primerek hasznélatdval.

20



4. ANYAGOK ES MODSZEREK

4.5. Fehérje expresszio vizsgalata poliakrilamid gélelektroforézissel

Az SDS-PAGE gélelektroforézis kiilonb6zd proteinek méret szerinti elvélasztisara alkal-
mazott standard laboratériumi eljards. Elvi alapja, hogy erds anionos detergens (SDS) és a
diszulfid-hidakat bontani képes redukaldszer (f3-merkaptoetanol) jelenlétében a negativ tolté-
st polipeptid ldncok elveszitik masodlagos szerkezetiiket és elektromos erd hatdsara a pozitiv
elektroda felé vandorolnak a poliakrilamid gélen keresztiil. Az EDTA keldtkomplexet képez a
kalcium- és magnézium-ionokkal, melyek sziikséges kofaktorai a proteolitikus enzimeknek, ez-
altal redukdlja azok miikodését. A Tris biztositja a megfeleld pH-t a tomorités (stacking) soran,

a glicerin siiribbé teszi a mintat, ezdltal az a gél zsebeibe siillyed, a bromfenolkék festék pedig

segiti a mintdk felvitelét a gélre €s az elvdlasztds nyomon kovetését.

A célfehérjét expresszal6 plazmidot heteroldég génexpresszidra optimalizalt torzsbe transz-
formdltam. Az ON tenyészetbdl kivalasztott 4 telepet antibiotikumos LB-be oltottam és mas-
fél 6ran at, 37°C-on inkubdltam (ODgpp=0,5). A friss kultirdk felét ezutan 0,2 mM izopropil-
B-d-tiogalaktopiranozid (IPTG) hozzdaddsdval indukédltam folyamatos rdzatds mellett 3 érdn
keresztiil, 30°C-on. Az indukalt sejtekrdl (+) és az indukdlatlan kontrollrél (-) centrifugalas-
sal tavolitottam el a tipkozeget, majd SDS lizis pufferben [71] vettem fel, egytized térfo-
gatnyi BME hozzdadédsdval. A fehérjelancokat 95°C-on, 5 perces hdkezeléssel denaturdltam,
majd az egyes mintakbol 5-5 ul-t futtattam poliakrilamid gélen. A futtatast egy gél esetén
rendszerint 250 V fesziiltség, 20 mA dramerdsség mellett végeztem, molekulasuly-markernek
Thermo Scientific™ PageRuler™ Unstained Broad Range Protein Ladder-t, vagy ProSieve™
QuadColor™ 4.6 kDa—-300 kDa Ladder-t haszndltam. Az elvélasztds végén Coomassie brilli-
ant blue festéket tartalmazé staining oldatban (30% metanol, 10% ecetsav, 0,1% Coomassie
Blue R250) festettem a géleket 1 6ran at, ami savas kozegben elektrosztatikus és van der Waals-
kolcsonhatasokkal kotddik a fehérjékhez, majd destaining oldatban (30%metanol, 10% ecetsav)

kioldottam a gélbdl a nem kot6dé festéket a megfeleld szinintenzitds kialakuldsdig.

4.6. DNS ligalasa és emésztése restrikcios endonukleazokkal

A ligélasokat 20 ul végtérfogatban végeztem 16°C-os vizfiirdGben overnight, 1-1 ul DNS,
1 ul T4 ligdz, 2ul gyari ligédz puffer és MQ viz hozzdadédsdval. A restrikcids emésztéseket 20
ul végtérfogatban végeztem 5-10 unit enzim, egyszeres mennyiségli megfelel6 puffer, 1 mg/ml
RNase, 50-100 ng plazmid DNS és MQ viz hozzdadasdval. A reakciét az enzim optimadlis h6-
mérsékletén, 1,5 6rdn at végeztem, majd az eredményt agaréz gélelektroforézissel ellendriztem

az elegy 3-5 ul-ének felhasznéldsdval.
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4.7. Konjugacios tesztek

A donorok 4-4 parhuzamos telepébdl €s a recipiens torzsbdl kozépso log fazisban 1€vS bak-
térium szuszpenzidt készitettem, melyek 200-200 ul-ét elegyitettem, majd rovid centrifugdlast
(1 perc, 16000 rpm) kdvetden kétszer mostam a pelletet 0,5 ml fiziologias séoldattal (0,9%-os
NaCl-oldat). A sejteket AB mentes LB agar lemezekre szélesztve kereszteztem (6 6ra, 37°C). A
feln6tt baktériumpdzsitot fizioldgids séoldattal mostam le (4-4 ml), ebbdl 96 lyukd mikrotiter-
talcdban higitasi sort készitettem (cc.—10~7) és a megfeleld antibiotikumokat tartalmazé sze-
lektiv taptalajra cseppentettem 5-5 ul-t. Kiilon lemezeken szelektaltam a donor, a recipiens, a
sziget, illetve a helper plazmid ABR-markereire. Az ON 37°C-on inkubdlt lemezekr6l megha-
tdroztam az egyes genotipusok titereit, majd az adatok alapjan a konjugaciés frekvenciat transz-

konjugéns/donor cfu (tkj/d cfu) egységben adtam meg.

4.8. Promoteraktivitas vizsgalata [-galaktozidaz méréssel

A B-galaktozidaz enzim egy 120 kDa méretli homotetramer, melyet a lac operon lacZ génje
kédol. Feladata a rendelkezésre 4116 laktéz hasitdsa gliik6zza és galakt6zz4, amennyiben a sejt
nem jut elegendd gliikézhoz. Laktdz, vagy egyéb azzal analdg induktor (pl. IPTG) hidnydban a
konstitutivan expresszal6dé Lacl represszor az operdtor régidhoz kotddve megakadélyozza az
RNS-polimeraz kotddését a promoterhez, igy az enzim nem termelddik. Az induktor kotddése
a represszorhoz allosztérikusan inaktivdlja annak kotdédését az operatorhoz, igy a struktirgének

(lacZ, lacY, lacA) kifejezOdnek.

Az X-gal (5-bromo-4-kloro-3-indolil-f3-D-galaktopiranozid, BCIG) a f-galaktoziddz en-
zim egy laktézzal anal6g szintetikus szubsztratja, melyet els6ként Jerome Horwitz és kollégai
allitottak el 1964-ben [46]. Az X-gal egy galaktdz és egy indolmolekuldbdl all, a B-glikozidos
kotés elhasitasat kovetden egy erdsen kék szinii termék, 5,5’ -dibromo-4,4’-dikloro-indigo-2 ke-
letkezik. Mivel az X-gal alapvet6en szintelen, a kék bomlastermék megjelenése alkalmazhat6 a
B-galaktoziddz enzim jelenlétének monitorozasara. Ez a jelenség képezi az alapjat a rekombi-
néns telepek azonositasara széles korben alkalmazott kék-fehér szelekcionak. A B-galaktozidaz
madsik kromogén szubsztratja az ONPG (o-nitrophenyl--D-galactoside), mely elhasitva galak-
tézra €s o-nitrofenolra, egy sarga szinli anyagra bomlik. Az enzim aktivitdsa e két vegyiilet
szinintenzitdsdval mérhetd az id6 fiiggvényében, amennyiben feleslegben vannak jelen a rend-
szerben. A lacZ gén elé mds promoter régidkat klénozva a -galaktozidaz éltal idGegység alatt

termelt szinanyag mennyisége a vizsgalni kivant promoter aktivitasdval ardnyos.
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A promoteraktivitds mérését Jeffrey Miller [53] modszere nyoméan kidolgozott, mikrotiter-
talca olvasé berendezésre optimalizalt protokoll alapjan végeztem [4, 36, 72, 82] kisebb mo-
dositasokkal. Az ImmunoGenes Kft jévoltidbél a mérésekhez CLARIOstar®”/“S EDR (BMG
LABTECH) monokrométoros berendezést, a mért adatok feldolgozdséhoz a MARS Data
Analysis szoftvercsomagot haszndltam. Az enzimaktivitast ,,Miller Unit” egységben adtam meg

a kovetkez6 Osszefiiggés szerint (1 Miller U: 1 umol ONPG elbontdsa 1 perc alatt 28°C-on):

I Miller U= 1000080 CLT3ODss0)), ypo

At: eltelt id6 (perc);

V: areakci6 végtérfogata (ml);

ODy0: az o-nitrofenol abszorbancisja;

ODs5s0: a sejttormelék abszorbancidja;

ODg: steril tapkozegre nulldzott spektrofotométerben a baktérium- szuszpen-

zi6 fényelnyelése kozvetleniil a reakci6 inditdsa elStt
A 37°C-ra termosztélt razatégépben, polipropilén anyagu, 96 lyukd, sikfenekdi mikrotiter tal-
caban (Corning®), cellanként 150 ul antibiotikumos LB-ben tenyésztett ON kulturakat 200
ul friss szelektiv LB-be oltottam 4t és ugyanilyen koriilmények kozott ODggg 0,1-0,2-ig no-
vesztettem a sejteket (~110 perc). A mintak fényelnyelését mikrotiter-talca olvasoban mértem
600 nm-en, a méréseket indukalt és indukdlatlan koriilmények kozott is elvégeztem (indukcid:
0,05 mM IPTG). Ezt kovetden 2- 2 ul kloroform és 5-5 pl SDS (0,02%) hozzdadasaval li-
zaltam az egyes mintdkat, majd rovid ideig szobahdmérsékleten hagytam, hogy elparologjon a
kloroform. Az indukalt mintdk esetében tizszeres, az indukdlatlanok esetében pedig kétszeres
higitast készitettem bel6liik a megfelel6 mennyiségli Z-pufferrel, vak kontrollnak sima LB és
Z-puffer ugyanilyen ardnyud keverékét hasznéltam. A ty id6pontot rogzitve 20-20 ul szubszt-
rat oldat (4 mg/ml ONPG A-pufferben) hozzdadasdval inditottam el a reakciét, melyet 28°C-
os razatogépben inkubdlva végeztem a megfelel6 sarga szin kialakuldsdig. Ekkor 50-50 ul ml
1,0 M-os Na,COs3-oldattal leéllitottam a folyamatot. A Na,CO3 magas pH-ja denaturdlja a f3-
galaktoziddz enzimet és megkozelitdleg megdupldzza a sdrga szin intenzitdsat. Az egyes mintdk
abszorbanciajat 550 és 420 nm-en is megmértem, végiil a promoteraktivitdst a mar ismertetett

képlet alapjan szdmoltam.

4.9. Oligonukleotid primerek

A kisérletek soran hasznalt primerek tervezéséhez az SGI1 (GenBank: AF261825) illetve

az R55 plazmid (GenBank: JQ010984) online elérhetd szekvencidjat hasznaltam. A tervezést
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a SnapGene, ill. az NCBI Primer Blast szoftverekkel végeztem, iigyelve a primerparok megfe-
lel6 hosszara (18-25 bp), 40-60% kozotti GC-tartalmara, paronkénti lehetéleg azonos olvadasi
hémérsékletére (50-65°C), valamint arra, hogy az egyes parok ne alakithassanak ki masodlagos
kotést egymadssal, vagy onmagukkal (hetero- vagy homodimer, ill. hajt{i). A 3’—végek utolsé 5
bazisparjaban taldlhat6 egy vagy két G/C a bazisok kozti er6sebb hidrogénkotések révén segit-
heti a specifikus csatoldst, hdromndl tébb G/C ellenben a primer-dimerek képz6désének kedvez,
valamint az olvadasi hdmérsékletet befolydsolja, igy ez keriilendd. A molekuldris klénozashoz
hasznélt oligonukleotidokat ugy terveztem meg, hogy azok tulnyul6 5’—végiikon olyan, restrik-
ciés endonukledzok éltal felismerhet6 szekvencidkat is hordozzanak, melyek a klénozni kivant
région beliil és a vektor egyéb részén nem taldlhatok meg. Az alkalmazott primerek pontos

leifrasa a 3. tablazatban lathato.

3. tdblazat. A dolgozatban bemutatott kisérletek sordn hasznalt primerek pontos szekvencidja

Név Szekvencia (5° — 3°)

attsgilfor gctctagageggecgeatggaaggeggcetteetgge
attsgilrev gctctagageggecgcaaatgtgaatcgaatcacaatcg
LJ2 agctgecageggecgcaagttttactetgtettccag
RJ2 agctgcageggecegetcgaagaggtagageag
parB_Ndefor ggccatatggcattgaacaatttaaaaggcctg
parB_BamHIrev ataggatccttagecttcgacactcaggag
pucfor24 cgccagggttttcccagtcacgac

p012for aactgcaggtcaggtaaaaacctcctgttectg
pO12rev aaccatggattcacctcctataccaaccagcg
ptralfor aactgcagcgtgtcgttcctcatcaaaaattgtcg
ptralrev tcaccatggaggttgaccatattcctatcg
p059for aactgcagcatgtaggttgaccatattcctatcg
p059rev gtcccatggtgtegttcctcatcaaaaattgteg
ptraNfor aactgcagccctatttacaccatctggcgatgg
ptraNrev ttcccatggtgttctecatttcaaccttcec
pacaBfor aactgcagatgtgcatggtgttgctcctatg
pacaBrev ctgccatgggagatactcctaaatttgaggtac
ptraFfor aactgcagcgacagaagttgaagaggacac
ptraFrev tttccatggtctcacgcacgtattttceca
pl152for aactgcagggtaaggtctgtttatctgagee
pl52rev gacccatggaatcctccaaagattgcettttag
pTXBfor ggggaattgtgagcggataacaattce

pKKfor ttgaattctatggetgtgcaggtcgtaaate
s006_Bamrev 1j ttggatcctcaggeagcttttgagacccgge
flhc_BamHlIrev ataggatcctcaagcacactctttctccececac
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5.1. AcaCD-deficiens R-plazmidot hordozé torzsek létrehozasa
konjugacioval

Annak vizsgalatahoz, hogy komplementalhatok-e in trans az aktivatort nem expresszalo,
ezéltal konjugécidra onmagaban nem képes helper plazmid konjugativ funkcidi, olyan térzse-
ket hoztam létre, melyekbe az R55dTnSmSAacaCD plazmidot juttattam be konjugacioval. A
donor torzsekbdl (HP2416, HP2417) ON tenyésztett kultirabdl a 4.2. fejezetben ismertetett mo-
don kompetens sejteket készitettem és a vad tipusd (wt) aktivatorokat P;,. promoterrdl kifejez6
AcaCD (pJKI1038), ill. FIhDC (pJKI1040) expresszios plazmidokat transzformaltam beléjiik.
A pJKI1038 plazmidot tartalmazé donorokat 10:1 ardnyban, a pJKI1040-et tartalmazdkat 5:1
ardnyban adtam a recipiens torzshoz (E. coli TG90), a keresztezést a 4.7 fejezetben leirtak sze-
rint végeztem. A megfeleld antibiotikumos lemezeken (Tc/TcCm/NalCm) ON felndtt telepek
koziil morfolégiai vizsgélat alapjan (kerek, ép, enyhén dombort, fehéres szinf, egyediil allé
telep) vélasztottam ki 3-3-at, melyeket a tovdbbi kisérletekhez LB agar+AB (Tc/Cm) fenntarté
lemezre vittem 4t és ON tenyésztést kovetden 4°C-on tartottam. A cfu/ml értékek rogzitése utan

kolénia (colony) PCR-rel ellendriztem az R55 plazmid meglétét a mutdns torzsekben. Ehhez egy

S| HP2416/pJK11038 | HP2416/pJK11040 |17/38| HP2417/pJK11040
- R EEFAERT TErar

Nal TcCm
16/38 16/40 [17/38] 17/40 16/38 16/40 [17/38] 17/40

(a)

9. abra. a) Colony PCR az R55dTnSmSAacaCD plazmid 1172 bp hosszi fragmentjére b)
Szuras teszt LB agar+Nal/TcCm szelektiv lemezekre (37°C, ON)

1172 bp fragmentet amplifikdltam fel a parB_Ndefor—parB_BamHIrev primerpar hasznalatdval
a 4.4. részben leirtak szerint, az eredményeket agar6z gélelektroforézissel ellendriztem 1%-os
gélen (lasd: 9a. abra). A colony PCR mellett a pozitivnak bizonyult telepek szelektiv lemezre
torténd atszdrdsaval is megerdsitettem (Nal/TcCm), hogy a transzkonjugdnsok tartalmazzak az
acaCD-deléciét hordozé RSS plazmidot (ldsd: 9b. dbra), majd friss ON tenyészeteket készi-
tettem belSliik, melyekbdl 700-700 ul sejtszuszpenziét 300 ul glicerinben felvéve -70°C-on

taroltam tovabbi felhasznéldsig és a HP2549-HP2558 jelz&szdmokkal lattam el.
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5.2. Az Flh/Aca D és C alegységek kompatibilitasanak vizsgalata

Az FIhD/FIhC és AcaD/AcaC fehérjék kompatibilitdsdnak teszteléséhez az aktivatort nem
expresszalé E. coli TG1Nal®::SGI1-CA006-007 torzsbdl készitett kompetens sejtekbe transz-
formaltam az alabbi plazmid konstrukcidkat, melyek a pJKI391 (Km¥; kisebb képiaszam), il-
letve a pKK223-3 (ApX; nagyobb képiaszdm) plazmidokon hordozzik az egyes alegységeket
kiilon-kiilon, vagy egy operonban kddold géneket az 4. tdblazatban lathaté kombinécidk szerint.

A kisérlet sordn azt kivantuk vizsgalni, hogy az egyes alegységeket kiilon expresszélva azok

4. tablazat. KettOs transzformalds 12 kombinécio szerint az
aktivatorfehérje-alegységek kompatibilitdsanak teszteléséhez

| | Km®(~ 15 képia) | Ap®(~ 25 képia) |

1 | pJKI391 (-) pKK223 (-)

2 | pJKI888 (AcaDC) | pKK223 ()

3 | pJKI1095 (AcaC) | pJKI1101 (AcaD)
4 | pJKI1096 (AcaD) | pJKI1100 (AcaC)
5 | pGMY6 (FIhDC) | pKK223 ()

6 | pJKI391 (-) pJKI1105 (FIhDC)
7 | pJKI1097 (FIhC) | pJKI1103 (FIhD)
8 | pJKI1098 (FIhD) | pJKI1102 (FIhC)
9 | pJKI1095 (AcaC) | pJKI1103 (FIhD)
10| pJKI1096 (AcaD) | pJKI1102 (FIhC)
11| pJKI1097 (FIhC) | pJKI1101 (AcaD)
12| pJKI1098 (FIhD) | pJKI1100 (AcaC)

képesek-e aktiv komplexet alkotni, valamint, hogy amennyiben kizardlag hibrid kialakuldsara
van lehetdség, tigy ez megtorténik-e €s a kialakult komplex képes-e indukalni az SGI1 kivago-
désat a sziget AcaCD-kontroll alatt 4116 xis génjének aktivalasaval. A szelektiv lemezeken ON
felnott kettds transzforméns telepekben colony PCR-rel vizsgaltam az SGI1 kivagdédott, illetve
beépiilt formdjdnak ardnydt, majd agaréz gélen ellendriztem az eredményeket (1asd: 11. dbra).

Az integralddott formdt a DRR amplifikalasdval teszteltem (DRR: RJ2-attsgilrev, 509 bp), a

thdF
attB
attsgilfor attsgilrev
atpP
R]2 Lj2
SGI1

10. dbra. Az SGI1 kivagddott, ill. beépiilt formdjanak
detektédldsara haszndlt primerek pozicidja
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kivagodott, cirkularis forméat pedig az artP régidra specifikus, a sziget két végére kifelé csatold
primerparral (LJ2-RJ2, 827 bp) (lasd: 10. dbra). A colony PCR-el kvalitativ informaciét kapunk

az aktivacié mértékérdl is az alapjan, hogy a sejtpopulicié mekkora szdzalékaban nem vagddott

ki az SGI1: nagyobb mennyiségli integralt forma gyengébb aktiviciora utal.

1C) 2 | 3| 4 |wl 51 6] 7] 8 |u

attP -
(LJ2-RJ2)
827 bp - -—— ) - el b e . A
IC) 2 |1 3 | 4 |ww] 51 6 | 7 | 8 |ue
DRR -
(RJ2-
attsgirev)
509 bp - = - — - — -— - - gy W -
9 | 10 | 11 | 12
attP
(LJ2-R]2)

- o - - 527 bp

9 | 10 | 11 | 12
DRR
(RJ2-

attsgirev)

- we == -509bp

11. dbra. Colony PCR TG1Nal::SGI1-CA006-007 kivag6dédsra. Mw: ADNS
Pstl emésztése; ntc: nontemplat kontroll

Az eredmény szinte minden esetben pozitiv lett, a hibrid aktivatorok mindegyike képes
tehat aktiv komplexet alkotni és indukdlni a sziget kivdgodasat. A 4-es és 6-os mintak eseté-
ben kapott negativ eredmény valdszintileg annak tudhat6 be, hogy a kis képiaszamban termelt
AcaD/AcaDC nem elegendd a folyamat indukdldsdahoz. Egyes esetekben (10, 11) nagyobb mér-
tékl kivagodast tapasztaltam, mint a nativ fehérjékkel, ezért a kisérletet megismételtem az egy
operonbdl expresszalddoé hibrid aktivatorokkal (1asd: 5.3. fejezet), tovabba konjugacids tesztek-

kel vizsgéltam, hogy azok képesek-e komplementalni a helper plazmid AcaCD-deficiencidjat

(1asd: 5.4. fejezet).

5.3. A vad tipusi acaCD és flhDC, valamint az flhD-acaC és acaD-flhC fi-

zi6s operonok klonozasa PCR-rel

A nativ és hibrid regulédtorok lehetséges funkcidjdnak tovédbbi vizsgdlatdhoz a wt aktivéito-
rokat hordoz6 pGMY6 (flhDC), ill. pJKI877 (acaCD), valamint a Dr. Kiss Janos éltal elkészi-
tett és szekvendldssal is ellendrzott, fiziés operonokat tartalmazé pJKI1107 (acaD-flhC), ill.
pJKI1108 (flhD-acaC) plazmidokrol (pBluescript II SK (+) alapu konstrukciok) a pJKI391 fe-

hérje expresszids vektorba vittem 4t az egyes aktivatorokat kodold szekvencidkat. A pJKI391
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plazmid (Km®) egy p15A klénozé vektor szarmazéka, melyben a P,,. promoter utén egy tobb-
sz0ros klonozasi hely vagy polilinker 1égid (multicloning site, MCS) és egy lacl? (represszor)
gén taldlhat6. A trp €s lac operonok kombinéacidjabol szarmazo Py, promoter nem represszalha-
t6 teljes mértékben, minimalis expresszié indukcié nélkiil is detektdlhaté rajta (szivargd/leaky
promoter), igy alkalmazdsdval a nativ kornyezetben konstitutivan expresszal6dé aktivatorok

esete megfelelden modellezhetd.

A hibrid operonok kiemeléséhez és a pJKI391 expresszids vektor felnyitdsdhoz az Ndel,
BamHI, illetve az insertek esetében Pvull (NEB) restrikcidés endonukledzokat hasznaltam. A
Pvull enzim tompa végeket generdlva felhasitja a vektort az insert région kiviil, ezdltal csok-
kenthet6 a visszaligdlodds esélye. A fragmentumokat fenolos extrakcidval tisztitottam meg a
4.3.2. fejezetben leirtak szerint, majd 10-10 pl TE-ben oldottam vissza. Az insertek és a vektor
ligdlasat kovetden az Ndel-BamHI région beliil hasité Xhol (37°C, 1 6ra) restrikcids enzim-
mel emésztettem a ligdtumokat, hogy eliminaljam az insert-et nem tartalmazo, iires vektorokat,
majd E. coli TG1 kompetens sejtekbe transzformaltam azokat. Az SGII1-C s007-es ORF-je
(flhD) tartalmaz egy Ndel hasitéhelyet, igy a klénozds sordn kiilon markerrel nem rendelkezd,
csonka SO07-fragmentumot tartalmazo termékek is keletkeztek, ezért a transzformalast kovets-
en a teljes fragmentumra specifikus poolozott colony PCR-el kerestem meg azokat a telepeket,
melyek a helyesen Osszeligdlédott vektor konstrukciot tartalmaztak a pKKfor és SO06_Bamrev
Uj (acaD-flhC)/filhc_BamHIrev (flhD-acaC) primerek hasznélatival. A termékeket miniprep
protokoll (lasd: 4.3.3. fejezet) szerint izoldltam a megfeleld telepekbdl frissen készitett ON

sejtszuszpenziobdl és a pJKI1109 (acaD-fIhC), ill. pJKI1111 (flhD-acaC) jelzésekkel lattam el.

7z

Az eldallitott vektorokat az 5.2. fejezetben leirtakkal egyezé médon kompetens TG1 sejtek-
be transzforméltam és ON tenyésztést kovetden colony PCR-rel vizsgéltam az SGI1 kivagddott,

ill. beépiilt form4djanak aranyat a telepekben (lasd: 12. dbra). Az eredmények alapjén az egy

Me] 1 ] 2 3| 41 5 |Mw] 1] 21 31 41 5

anP ]()RP};{_
(15122%1212) attsgirev)
p- - - - - - w=w -509bp

12. dbra. Colony PCR TG1Nal::SGI1-CA006-007 kivag6dasra. Mw: ADNS Pstl
emésztése; 1. pJKI888 (acaCD) 2. pGMY6 (flhDC) 3. pJKI1109 (acaD-flhC) 4. pJKI1111
(flhD-acaC) 5. pJKI391 (C-)

promoterrdl expresszalt hibrid konstrukcidk esetében is megéllapithatjuk, hogy er6sen indukal-

jak az SGI1 kivagddasat a vizsgélt sejtpopuldcidban, bar a pJKI1109 (AcaD-FIhC) esetében
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joval nagyobb mennyiségi integralédott format mutatott ki a reakcid, ami megerdsiti a korabbi

vizsgalatok sordn tapasztaltakat.

5.4. Az R55 plazmidon végzett acaCD-deléci6 komplementacidjanak vizs-

galata hibrid aktivatorokkal

A D és C alegységek nagyfoku hasonlésdga (67% és 89%), valamint az AcaCD és az
FIhDCggy; aktivatorok dltal felismert azonos promoter célszekvencia miatt a kovetkezd kisérlet-
ben megvizsgaltam, hogy a wt FIhDCggy1-hez hasonldan a kiméra aktivatorok is képesek komp-
lementélni az acaCD-KO helper konjugécids funkcioit. A komplementicids teszteket a korabbi
kisérletek soran elkészitett mutdnsokkal végeztem, melyekbe az RS5AacaCD plazmidot jut-
tattam be konjugdci6val (lasd: 5.1. fejezet). Ezen E. coli TG90ONal®/R55ATnSm’ ™" torzsekbe
transzformaltam a pJKI391 (insert mentes kontroll), pPGMY6 (wt flhDC), pJKI888 (wt acaCD),
pJKI1109 (acaD-fihC), pJKI1111 (flhD-acaC) expresszios plazmidokat, majd a transzformén-

sokat E. coli TG2 recipiens sejtekkel kereszteztem a 4.7. fejezetben leirtak szerint. Az eredmé-

5. tdblazat. Az R55AacaCD konjugédcidjanak komplementacidja vad tipus, ill hibrid aktivatorokkal

Donor ti- | Recipiens | R55 transzkonju- | R55 konjugaciés gyako-

ter (cfu) titer (cfu) | gans titer (cfu) risag (tkj/d cfu)
pJKISSS 109 09 a7 . s
(AcaCD) 3,00-10° |2,76 10 9,15-10 3,40-1072 £ 9,58-10
pGMY6 102 108 107 10-3 0-3
(FIhDC) 9,85-10° | 2,55:10 5,30-10 5,33-1073 +£1,57-10
pJKI1109 109 108 a7 o o
(AcaD-FIhc) | 200107 | 5.95-10 8,25-10 1,65-1072 +7,90-10
pJKI1111 109 09 a7 o o
(FIhD-AcaC) | 79107 | 1,25-10 6,90-10 5,44-1072 £ 4,35-10
pJKI391 () |6.98-10° [2,90-10° |3,00-10" 4431077697 10710

nyek alapjan elmondhatd, hogy a hibrid konstrukciok is képesek helyettesiteni az R55AacaCD
hidnyz6 aktivatorat (lasd: 5. tdblazat). A legmagasabb transzfer frekvenciat az AcaCD jelenlé-
tében tapasztaltam. Az AcaD-FIhC hibrid ersebb aktivatornak tlinik az FIhDCggyi-nél, mig az

FIhD-AcaC esetében a magas szords értékek miatt ez nem jelenthetd ki egyértelmden.
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5.5. Az R55-plazmid AcaCD-reszponziv promotereinek fiizioja lacZ gén-

nel

A hibrid aktivatorok hatdsanak mértékét B-galaktoziddz méréssel vizsgaltam az SGI1, illet-
ve a helper plazmid AcaCD/FIhDCggy-reszponziv promoterein. Ehhez a pJKI1118-pJKI1124
vektorokat dllitottam el oly médon, hogy a pJKI990 (Ap®) méréplazmid lacZ génje elé kl6-

noztam az R55 plazmid 7 vizsgélni kivant promoterét a kovetkezdk szerint: A Pyi2, Praip,

lacZout

pucfor24

Ncol
BamHI

SmRS

Pstl
xXbal EcoRY

e e — se e
1 20007 40001

| pHP45Q-SmR cassette 1 O 0 I E. coli chromaosome
|

rrnB T1 terminator rrnB T2 terminatar

SmR
o)
synthetic MCS
M13 fwd

13. dbra. A pJKI990 (9470 bp) plazmid polilinker régidja

Pos9, Prrans Pacas Prrarcrs P1s2 régidkat a megfeleld primerpdrokkal PCR-rel amplifikdltam,
majd 1,2%-os agardz gélen ellendriztem a termékek méretét és alkoholos precipitdcidval izoldl-
tam a fragmentumokat (lasd: 4.3.1. fejezet). Ezutan 9-9 ul TE-ben felvett DNS-t emésztettem
Ncol-Pstl restrikcios enzimekkel (Y+ puffer; 37°C) és fenolos extrakcidt kovetden (1asd:4.3.2.
fejezet) minden mintat 10 ul TE-ben oldottam vissza. Ezutdn az egyes promoter régidk 1-1
ul-ét osszeligdltam az el6zdleg szintén Ncol-Pstl enzimekkel linearizalt pJKI990 vektorral (1
ul), majd a transzformadlés el6tt BamHI-el is emésztettem a ligditumokat. A BamHI a pJKI990
MCS régidjanak Ncol-Pstl szakaszan beliil hasit, ezdltal az insertet esetlegesen nem tartalmazé
ires vektorokat linearizalja. Az igy eldéllitott ligaitumokat (pJKI1118-pJKI1124) E. coli TG90
kompetens sejtekbe transzforméltam és az ON felndtt transzformansokban colony PCR-rel el-
lendriztem a megfeleld méreti insert régidk jelenlétét a pucfor24 (Ncol-hasitéhelytdl downst-
ream, a lacZ génen csatol), ill. a promoter fragmentek amplifikdcidjdhoz is haszndlt, Pstl-oldali
primerekkel (14sd: 13. dbra). Ezutdn 2-2 parhuzamos, a PCR alapjin pozitivnak bizonyult tele-

pekbdl minipreppel izoldltam a plazmidokat és tjabb restrikcids emésztéssel gydzddtem meg

a konstrukciok helyességérol (Xbal-EcoRV; 1,5 6ra, 37°C). Az Xbal az insertt6l upstream, a
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MCS-ban hasitja el a DNS-t, az EcoRV pedig a lacZ génben, igy minden minta esetén egy 8278

bp-os, illetve egy kisebb, az inzertalt promoter régié méretétdl fiiggd fragmentet kaptam (lasd:

14. abra).

T T ——t | 7 | v T

pJKI1118 pJKI1119 pJKI1120 pIKI1121 pJKI1122 pJKI1123 plKI1124
SEppenapenepp— N e
8278 bp

R
—

e

. —

1287bp | 1310bp | 1313bp | 1304bp | 1444bp | 1309bp |1346bp

14. dbra. Az R55 promoterek Xbal-EcoRV emésztése (5-5 ul). A *-gal jelolt mintak az els6 izoldlas
sordn negativ eredményt ad6 két telep ismételt tisztitdsanak emésztési képei.

5.6. Az AcaCD-reszponziv promoterek aktivitasanak vizsgalata f-

galaktozidaz méréssel

A B-galaktoziddz méréseket a kordbbiakban elkészitett wt és hibrid aktivatorokat Py,
promoterrdl expresszald vektorokkal végeztem (lasd: 5.3. fejezet). Az R55 plazmid hét lacZ
génnel fuzionéltatott promoterét (lasd: 5.5. fejezet), valamint tovabbi négy, az SGI1-16l szarma-
20, szintén AcaCD-reszponziv promotert hordozé B—galaktozidaz mérdplazmidot E. coli TG1
kompetens sejtekbe transzformdltam az aktivatorokat expresszalé vektorokkal kombindlva. A
kettds transzformédnsokat AB (Km, Ap)+X-gal tartalmd lemezekre szélesztettem, ily mdédon
az ON felnétt telepek kék szinébdl eldzetes kvalitativ informécié kaphaté a vizsgalt promote-
reken indukdlt transzkripcié mértékér6l. A lemezekrdl fizioldgids séoldatban szuszpendaltam
egy-egy telepet, melybdl 5-5 ul-t cseppentettem indukdlé és nem indukélé (0,05 mM IPTG),
AB+X-gal tartalmd LB lemezekre. (lasd: 15. dbra). Az eredményekbdl példdul lathatd, hogy
némely esetben a noninduktiv koriilmények kozott is, még a negativ kontroll esetében is detek-
talhato volt valamennyi aktivitds (9, 11), illetve az is, hogy a hibridek szinte minden esetben
erésebb hatdst valtottak ki az flhde-nél és gyengébbet az acacd-nél. A transzformansokat a to-
vabbiakban 4°C-on tartottam, az egyes promoterek kvanitativ mérését 8-8 parhuzamos telepbdl
inditott ON kultdrdn végeztem az 4.8. fejezetben leirtak szerint. Az X-gal tartalmu lemezek-
re cseppentett, IPTG-vel indukdlt mintdk szinintenzitdsdban nem tapasztaltam olyan mértékd
kiilonbséget, mint az indukdlatlan mintdk esetében, ami alapjin arra kovetkeztettem, hogy az

ON novesztés alatt mar a leggyengébb aktivator is olyan mértékl enzimtermelést valtott ki, ami
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SGI1-promoterek

A 8 - = t 1 k
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a ' » D: pGMY6 (FIhDC)
. E: pJKI391 (-)

15. abra. Promoteraktivitds vizsgalata indukaltalan és 0,05 mM IPTG-vel indukalt,
AB+X-gal tartalmud lemezen, wt (A, D) és hibrid (B, C) aktivatorok, valamint insert
mentes kontroll (E) jelenlétében.

telitette a rendszert, ezaltal az induktiv koriilmények torzitott, alacsonyabb felbontasu képet mu-
tatnak. A kvantitativ mérések ezt a feltevést megerdsitették, igy jelen dolgozatban a noninduktiv

koriilmények kozott végzett mérési eredményeket mutatom be.

Az SGI1 promoterei
60.00

2 5000 I
= pIKI888
= (ACD)
2 40.00 T PIKI1109
2 (ADFC)
2 pIKI1111
= 30.00 I (FDAC)
= PGMY6
S 2000 (FDC)
S pJKI391
g ©)
X 1000 =
E I
< T -
oo = =
A 000 — _ - = = : S

pJKI1003 (xis) pMSz965 (s004/rep) pMSz953(s005/traN)  pMSz954 (s012/traG)

16. dbra. Az SGI1 promoterein mért enzimaktivitas

Az egyes aktivatorok hatdsdnak er6ssége a kordbbi tapasztalatokkal dsszhangban minden
promoteren hasonlé mintdzatot mutatott. A wt AcaCD a leger&sebb, a wt FIhDC a leggyengébb
anégy konstrukci6 koziil, bar a negativ kontrollként haszndlt, aktivatort nem kédolo iires vektor
(pJKI391) tobb esetben hasonl6 vagy nagyobb mértéki aktivitast eredményezett az FIhDC-nél,
azonban a néhdny Miller U nagysagrendi aktivitds az észlelhetdség als6 hatdrahoz kozelit. A
masodik leger6sebbnek minden vizsgalt promoteren az AcaD-FIhC kiméra bizonyult, ez az ak-
tivator minden esetben szignifikdnsan erdsebb hatdst fejtett ki az FIhD-AcaC konstrukciondl.

Az SGII négy vizsgélt promotere koziil a leger6sebb aktivicié a traHG promoter régidéban
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Az R55 plazmid promoterei I.
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17. dbra. Az R-plazmid promoterein mért 3-galaktozidaz aktivitas (I. Az acaB és az imseretlen
funkcidju s152 promoterei; II. A Pyqp és a vele divergens Pyso; III. A T4SS elemeinek promoterei)

volt mérhetS, mely feltehetSleg egy, a konjugativ transzferhez elengedhetetlen peptidoglikan-
degraddlé enzimet kédol [34, 35]. A mdasodik legerésebben a replikdcid inicidcidjaért fele-
16s RepA promotere aktivalodott, a harmadik a sziget kivagddasaért felelos Xis (exciziondz)
promoter régidja, a leggyengébb aktivacid pedig a valészindsithetden a pilusképzésben szere-

pet jatszé TraN promoterén volt tapasztalhato.

Az R55 plazmid promoterei koziil a legerésebb aktivaciot a DNS-kotd tulajdonsiggal bi-
16 AcaB pozitiv regulédcids faktor promoterén mértem, mely mar az X-gal tartalmui lemezre
cseppentett eldzetes vizsgélat sordn is egyértelmiien detektalhat aktivitdst mutatott. Ez alapjan
feltételezhetd, hogy az acaB esetében az aktivitorok csak erdsitik a konstitutiv gén expresszi-
6jat; ugyanez igaz a masodik leger&sebb aktivitdst kivaltd, 6t gént hajté p/52 promoterre is,
melynek szerepét a folyamatban egyelOre nem ismerjiik, bar a wt AcaCD altal kifejtett hatas a
nagy szoras-értékek miatt itt megkérddjelezhetd. Ezutin a tralD és a vele divergens p059 ko-
vetkezett az acaB-hez viszonyitva koriilbeliil 25%-o0s erdsséggel. A konjugacids folyamat és a
T4SS ismert elemei, valamint az s0/2 ORF promoterein gyenge, az acaB-hez viszonyitva két

nagysagrenddel kisebb mértékii aktivaciot tapasztaltam.
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6. DISZKUSSZIO

Az AcaCD és FIhDC aktivatorok kozott fenndllo anal6gidbdl kiindulva in vivo kisérletekkel
igazoltam, hogy az SGI1 és az IncA/C plazmidok éltal kédolt aktivatorfehérjék egyes alegységei
egymadssal felcserélhetSk, beldliik egy operonbdl vagy kiilon-kiilon expresszalva is aktiv komp-
lex alakulhat ki, mely képes aktivélni a sziget kivagodasért felelSs xis génjének promoterét, s6t
komplementélja az acaCD-KO R55 plazmid konjugécids deficiencidjat is. A helper plazmid hét
AcaCD-reszponziv promoterét egy 3-galaktoziddz mérésre alkalmas vektorba klénoztam, majd
az SGI1 négy promoterével egyiitt kvalitativ és kvantitativ modszerekkel vizsgédltam az egyes
aktivatorok rajtuk kifejtett hatasat. Kimutattam, hogy a hibrid aktivatorok az IncA/C plazmidok,
illetdleg az SGI1 azon promotereit, melyek a horizontélis transzfer kulcsfontossagu elemeinek
expressziojaért felelnek, szintén aktivaljak. Az egyes promotereken kivaltott hatdsukat vizsgal-
va megallapitottam, hogy a helper plazmid aktividtora minden promoteren nagyobb mértéki
hatdst valt ki, mint barmelyik mésik konstrukcid, a sziget wt aktivatora viszont minden esetben

szignifikdnsan gyengébb transzkripciot eredményezett az AcaD-FIhC kiméranadl.

A sziget éltal kodolt aktivitor alacsonyabb aktivicids képessége alapulhat annak eltérd
DNS-felismerd képességén, eldfordulhat, hogy nem képes tartdsan stabil komplexet alkotni,
vagy hogy maguk az alegységek gyorsabban degraddlédnak, de az sem zarhat6 ki, hogy a fo-
lyamat elején feltehetéen nagyobb koncentracidban jelen 1évé FIhD/C alegységek ’elfoglaljak"
az er0sebb aktivitassal bir6 AcaD/C helyét az egyes promotereken, negativan befolyasolva a

plazmid 4ltal kédolt konjugéciés komponensek expresszidjat, ezaltal eldnyosebb helyzetet biz-

tositva a sajat homoldgjai szdmaéra.

A tapasztaltak pontos magyardzata és az SGI1 horizontdlis transzferében betoltott szerepe
tovabbi kutatdst igényel, az mindenesetre kijelenthetd, hogy amennyiben egy sejtbe keriilnek,
az SGI1 kiilonb6z6 rendszerekbdl szarmazé génjei segitségével joval hatékonyabban tud fenn-
maradni és terjedni is, mint maga a helper elem. A konstitutivan expresszal6dé FIhDC koncent-
rdcidja nem elegendd a sziget kivagddasdhoz, a plazmid aktivatoranak jelenlétében azonban egy
ongerjeszt6 folyamat indulhat el, melynek hatdsdra a konjugéicids apparatus kiépiilése felgyor-
sul, a sziget kivdgdddsa €s replikdcidja, valamint feltételezett particids funkcidi pedig az SGI1
szamdra kedveznek a folyamat sordn. Ezt a feltevést aldtdmasztja az 5.6. fejezetben bemuta-
tott mérés eredménye: a pozitivan visszacsatolo AcaB promoterén kiugréan magas értékeket

tapasztaltam mind az AcaCD, mind az AcaD-FIhC hibrid esetében.
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munkatarsdnak hozzaértd tanacsait és a sok remek hangulatban végzett labormunkat, azok id6-
igényességétdl, bonyolultsagatdl vagy egyszertiségétdl fiiggetleniil. Koszonom a kutatdcsoport
tovabbi tagjainak, dr. Murdnyi Gébornak, dr. Veress Alexandranak és Nagy Istvan PhD hallga-
ténak a hasznos gyakorlati tandcsokat €s a folyamatos timogatast, valamint Sztandné Keresztuiri
Erikdnak és Bogar Andrednak a folyamatos, kival6 technikai asszisztalast. Koszonom ba-
ratomnak, Szinger Davidnak, hogy figyelmembe ajanlotta a Mez6gazdasagi Biotechnoldgiai
Kutatéintézetet €s bemutatott a kutatdcsoport tagjainak. Nem utolsé sorban héldsan koszonom

a sziileim véget nem érd tdmogatasat.

A Genetika és Biotechnoldgia Intézetben toltott id6 hatalmas élmény szamomra, a folya-
matos tanulds €s technikai fejlodés mellett rendkiviili megtiszteltetésnek tartom, hogy ebben
a kedves, mégis professziondlis kdzegben tanulmanyozhatom az antimikrobidlis rezisztencia

terjedésének hatterében hiizédo bonyolult molekuléris folyamatokat.
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A. Roviditésjegyzék

aa
ABR/AMR
ACSSuT

cfu/ml

CP

ddH,O/MQ viz
DR

Eex

EMSA

GI

ICE
IME

IS

IR
HGT
LA/LB
MDR
MCS
MGE
MPF
Mw
OD
ON
oriT
oriV
ORF
RDF
rpm
SOE-PCR
PAGE
PCR
RCR
SGI1
TBE
TE
tkj/d
Tn
T3SS/T4SS

aminosav (amino acid)

antibiotikum-rezisztencia/ antimikrobidlis rezisztencia
ampicillin-, kloramfenikol/florfenikol-, streptomycin-, sulfonamid- és
tetraciklin-rezisztens fenotipus

telepképz6 egység/ml (colony forming unit/ml)

,coupling” fehérje

duplén desztillalt/Milli-Q ultratiszta viz

direkt ismétlodés (direct repeat)

belépés kizarasa (entry exclusion)

elektroforetikus mobilitas-eltol6dds vizsgdlat (electrophoretic
mobility shift assay)

genomi sziget (genomic island)

integrativ konjugativ elem (integrative and conjugative element)
integrativ mobilizdlhat6 elem (integrative and mobilizable element)
inzerciés szekvencia (insertion sequence)

forditott ismétl6dés (inverted repeat)

horizontalis géntranszfer

Lysogeny agar/Lysogeny tapleves (broth)

multidrog-rezisztencia

polilinker régi6 (multicloning site)

mobilis genetikai elemek

mating pair formation

Molekulasily marker (molecular weight marker)

optikai denzitds

egy €jszakén at (overnight)

transzfer origdja

replikacios origd

nyitott leolvasasi keret (open reading frame)

rekombinécids szabélyoz6 faktor (recombination directionality factor)
percenkénti fordulatszam (revolutions per minute)

splicing by overlap extension-PCR

poliakrilamid gélelektroforézis

polimeraz lancreakcid (polymerase chain reaction)

gordiil6 gyrd replikécio (rolling circle replication)

Salmonella genomi sziget 1 (Salmonella genomic island 1)
tris-borat-EDTA puffer

transzpozabilis elem

transzkonjugéns/donor

transzpozon

bakteridlis szekrécids rendszerek (type 3/4 secretion system)
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