Génkiutés A-Red rekombinéacioval Escherichia coli-ban
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ABSTRACT

Industrial biotechnology is an important tool for the production of many commodity and specialty chemicals
using microorganisms. Many microorganisms are able to produce industrially important organic compounds, but
there are some barriers in the economical production. Metabolic engineering can be used to overcome these
problems. The J-Red recombination system is an efficient method for preparing precisely defined insertions,
deletions, and point mutations in the Escherichia coli genome. In this study the J-Red recombination system has
been used to knockout the pyruvate format lyase gene from the E. coli genome which was isolated from animal
faeces.

OSSZEFOGLALO

Az ipari biotechnolégia nagyon fontos eszkdz sok alap-, illetve specialis vegyi anyag eléallitasdara mikroor-
ganizmusokkal. Tobb mikroorganizmus képes iparilag hasznos szerves vegyiiletek elédllitdsdra, azonban a gazda-
sagos termelésnek van néhany akaddlya. Ezen problémdak megoldasara az anyagcsere mérnokség ad lehetiséget. A
A-Red rekombinaciés rendszer egy olyan hatékony modszer, amelynek alkalmazéasaval pontosan meghatarozott
beillesztéseket, torléseket illetve pontmutdaciokat lehet végezni az Escherichia coli genomjaban. Kutatasunk soran A-
Red rekombinéci6s rendszer alkalmazasaval eliminaltuk a piruvat-format liaz génjét dllati eredetii fekaliabdl izo-
lalt E. coli genombol.

Kulcsszavak: génkiiités, A-Red rekombinacio, Escherichia coli, piruvat-format lidz, anyagcsere mér-
nokség

1. BEVEZETO

Napjainkban szdmos szerves anyagot biotechnologiai uton allitanak eld, mégpedig fermentacioval [1].
Fermentacio soran a mikroorganizmusok sajat élettevékenységiikhdz sziikséges energiat termelnek, mikézben
iparilag hasznos metabolitokat allitanak el6 [2]. Viszont ezen anyagok ily moédon valo gazdasagos el6allitasa-
nak korlatai vannak, mint peldaul az alacsony termelékenység, illetve hozam, probléméak a mikroorganizmus
nevelési korilményeivel stb. [3] Ezen problémak megoldasara az anyagcsere mérnokség ad lehetéséget [1].
Az anyagcsere mérndkség a sejt tulajdonsagainak iranyitott megvaltoztatasat teszi lehetdévé, meghatarozott
biokémiai reakciok médositasaval vagy Ujak bevezetésével, a rekombindns DNS technoldgiét felhasznélva.
Olyan torzsek kialakitasa a cél, ahol a kivant metabolitot nagy mennyiségben tudja eldallitani a sejt [4].

Ennek megval6sitasahoz Uj anyagcsere Utvonalakat lehet beépiteni a sejtbe, enzimaktivitast lehet novel-
ni, vagy a mar meglévé utvonalakat meg lehet valtoztatni génkiiitéssel [3, 5]. A A-Red rekombin&cios rendszer
egy olyan hatékony mddszer, amelynek alkalmazésaval pontosan meghatérozott beillesztéseket, torléseket
illetve pontmutéaciokat lehet végezni a sejtek genomjaban [6]. A rendszer mitk6déséhez a A-fdg harom génjére
van szikség: az exo, bet és gam génekre [7].
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A génkiiités 1épéseit az 1. abra szemlélteti. Els6 1épésben egy génspecifikus kazettat kell késziteni,
amely polimeraz lancreakcio segitségével valosithatd meg. Ez a génspecifikus kazetta tartalmaz egy antibioti-
kum rezisztenciaért felelés szakaszt, amelyet két FRT szakasz (flipaz rekombinaz felismerd helyek) hatarol. A
polimeraz lancreakcio sordn olyan primereket kell hasznalni, amelyek lehet6vé teszik, hogy a génspecifikus
kazetta végei homoldgok legyenek az elimindland6 gén két hatéarolo régidjaval. A génspecifikus kazetta bejut-
tatasa el6tt, a sejteket transzformalni kell egy pKD46 nevii plazmiddal. Ez a plazmid a homoldg rekombina-
cioért felelos géneket tartalmazza, vagyis a Red rekombinaz részeit (exo, bet, gam). A kovetkezo 1épés a
génspecifikus kazetta bejuttatasa a sejtekbe, ami elektroporalas réven valosithatd meg. Miutan a kazetta beju-
tott a sejtekbe, megtorténik a homoldg rekombinacid. A génmegszakitott torzsek szelektalasa antibiotikum
tartalmu taptalajon torténik, a kazettat alkot6 antibiotikum rezisztenciaért felelos szakasznak kdszonhetéen. A
rezisztencia megsziintetéséhez pCP20-as plazmidot lehet alkalmazni, amely egy flipaz enzimet kodol. Ez az
enzim felismeri az FRT helyeket és kivagja a koztiik 1év0 génszakaszt, vagyis az antibiotikum rezisztenciaért
felelds részt.

Els 1épés. FRT helveldcel kozrefogott rezisztencia gén (génspecifikus kazetta) készitése Harmadik lépés. A-Red rekombinacio - linearis fragment transzformalasa 1-Red rekombingz
PCR segitségével enzimet expresszdlo torzsbe (expresszio induksldsa L-arabinozzal)
FRT FRT

PABIF

pABIE
Masodik lépés. E. coli sejtek transzormalasa pKD46 expresszids plazmiddal (A-Red rekombindzzal)

N

E. coli kromoszoma

E. coli kromoszoma

E. coli kromoszdéma

1. dbra

Génkiiités lépései 1-Red rekombinacids rendszerrel

Kutatasunk célja, hogy a kiilonboz6 allati eredetii fekaliakbol izolalt, és a legjobb glicerin hasznosito
Escherichia coli térzsben alkalmazzunk egy génmodositd technikat, a A-Red rekombinaz rendszert. A folya-
mat sordn a piruvat format lidz (pfIB) gént eliminaltuk a sejt genomjabol, annak érdekében, hogy iparilag
hasznos torzset allitsunk eld.

2. ANYAG ES MODSZER

2.1. A génspecifikus kazetta elkészitése polimeraz lancreakcioval

A génkiltéshez els6 1épésében elkészitettiik a génspecifikus kazettat polimeraz lancreakcié (PCR) al-
kalmazésaval, templatként pKD3 plazmidot hasznélva, amely FRT-vel kdzrefogott kloramfenikol kazettat
tartalmaz. Az PCR soran alkalmazott oligonukleotidokat OligoExplorer 1.2 programmal terveztik. Ezek a
primerek lehetévé tették, hogy a génspecifikus kazetta végei homoldgok legyenek a pfIB gén 5” és 3” végével.
A forward primer, pfIB 1F 5> CGATTTCAGTCAAATCTAATTACATA
GATTGAGTGAAGGTACGTGTAGGCTGGAGCTGCTTCG 3°, a reverse primer, pflB 2R: 5 AGC

Miiszaki Szemle e 63 11



TTAATGAAAAGTTAGCCACAGCCTGGGAAGGTTTTACATGGGAATTAGCCATGGTCC 3.

A PCR sikerességét 1%-os agaroz gélen ellendriztiik, ezt kovetéen PCR tisztito kitt alkalmazésaval tisz-
titottuk a gyarto utasitasait kovetve, és 4°C-on taroltuk a felhasznalasig.

Annak érdekében, hogy eltavolitsuk a fel nem sokszorozott DNS-t, a tisztitott PCR terméket Dpnl rest-
rikcids enzimmel emésztettiik. Az emésztési reakcid soran 30 pl tisztitott PCR terméket 1U Dpnl restrikcios
enzimmel emésztettiink 1x Tango puffer jelenlétében, 37°C-on 3 6ran keresztiil. Ezt kévetéen az enzim inak-
tivalasa érdekében a reakcidelegyet 80°C-on 20 percig inkubaltuk, majd a DNS-t 2,5 térfogat jéghideg abszo-
lat etanollal kicsaptuk. A kicsapott DNS-t 1 ml jéghideg 70%-0s etanollal mostuk, majd a centrifugalas és
szaritasa utan a pelletet felszuszpendaltuk 20 pl desztillalt vizzel.

2.2. E. coli KCTC2441:pfIB null mutans létrehozasa A-Red rekombinécioval

Kémiai kompetens E. coli KCTC2441 sejteket készitettiink, a sejtek MgCl, és CaCl, oldataval val6
tobbszori mosasa altal, és pKD46-0s plazmiddal transzformaltuk, amely a homoldg rekombinacioért felelés
Red rekombindz génjeit tartalmazza (beta, gam és exo). Ezek transzkripcidja arabin6z indukéalhatd P,.g
promoter szabalyozasa alatt all.

A transzformalashoz 100 ul kémiai kompetens E. coli sejthez hozzaadtunk 1 pl pKD46 hérezisztens
plazmidot. A transzforméacids keveréket 20 percen at jégen tartottuk, majd 1 percre 42°C-ra helyeztiik, ezutan
ismét jégre tettlik. Az optimalis 37°C-r6l 42°C-ra emeltiik a hémérsékletet, mely id6 alatt a fellletre tapadt
plazmidok a fluid membranon keresztlil nagyobb valosziniiséggel keriilnek a sejt belsejébe. Ezt kvetéen hoz-
zadadtunk 900 pl LB tapoldatot, és ezzel inkubaltuk egy 6rat 30°C-on razatva. Végiil a transzformalasi mixbél
100 pl-t ampicillin tartalmua LB taptalajra szélesztettlink és 37°C-on inkubaltuk egy éjszakan keresztiil.

Egy telepbél kiindulva, amely pKD46 plazmid tartalm( E. coli (E. coli + pKD46) sejteket tartalmaz,
elektrokompetens sejteket készitettlink, a sejtek glicerinnel valé mosasa altal. Az 50 pl elektrokompentensé
tett sejtszuszpenziohoz 1 ul génspecifikus kazettat adunk, 1 percig jégen inkubdljuk, majd a lehiitott
elektroporal6 kivettak aljara pipettazzuk, és az elektroporalé kamraba helyezzik. Az elektroporalas kérilmeé-
nyei C=25 pF, PC=200 ohm, V=2,5 kV. Az clektrosokkot kovetden azonnal 1 ml steril, szobahomérsékletii
SOC tépoldatban szuszpendaljuk a sejteket, és steril Eppendorfba pipettazzuk. A felszuszpendalt sejteket
37°C-on 2 oran keresztll inkubaljuk 250 rpm-en razatva. Végiil a transzformalasi mixb6l 100 pl-ert szélesz-
tink kloramfenikol tartalmu LB taptalajra, és 37°C-on inkubaljuk egy éjszakan at a telepek megjelenéséig.

SOC tapoldat elkészitésé¢hez 100 ml SOB oldathoz hozzaadunk (2 g tripton, 0,5 g élesztdkivonat, 0,2 ml
5 M NaCl, 0,25 ml 1 M KCI, 90 ml desztillalt viz, pH=7, 100 ml-ig kiegésziteni desztillalt vizzel, autoklavo-
zas 20 percig 121°C-n) 2 ml steril 1 M gliikdz oldatot.

2.3. A piruvat format liaz gén eliminacidjanak ellenorzése PCR-el

A piruvat format liaz gén megszakitasat az E. coli térzsben PCR segitségével igazoltuk.

A piruvat format lidz gén megszakitasat a pfIB 3F: 5°- AAATCCACTTAAGAAGGTAG
GTG -3’ és pflIB 4R: 5°- TCGTGGAGCCTTTATTGTAC -3’ primerekkel végeztik. 4 db E. coli null pfilB
telepet ellendriztiink. A PCR mixbe templatként egy steril fogpiszkald segitségével jutattuk bele a transzfor-
malt telepeket. A PCR termékeket 1%-os agar6z gélen ellendriztiik.

A piruvat formét lidz gént eliminalt telepeket LB-kloramfenikol tartalm( téptalajra szélesztettik, és
37°C-on egy éjszakan at inkubaltuk a telepek kifejlédéséig, majd ismét ellen6rzé PCR-t készitettlink.

2.4. Antibiotikum rezisztencia gén eltavolitasa

Annak érdekében, hogy eltavolitsuk az antibiotikum rezisztencia gént egy mutans telepbél kiindulva,
elektrokompetens sejteket készitettiink, és a sejteket pCP20 hémérséklet-szenzitiv plazmiddal transzformal-
tuk. A pCP20 egy flipaz nevii enzimet kddol, valamint kloramfenikol rezisztenciaért felelos gént tartalmaz. Ez
az enzim felismeri az FRT helyeket és kivagja a koztiik 1évo génszakaszt, esetiinkben az antibiotikum rezisz-
tenciaért felelGs szakaszt. A transzformalt telepeket egy ujabb kloramfenikol taptalajra oltottuk at és 2 napon
keresztiil 43°C-on inkubdltuk, annak érdekében, hogy a sejtek elveszitsék a plazmidot.

3. EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

3.1. A génspecifikus kazetta elkészitése polimeraz lancreakcioval

Gének inaktivalasa, vagy Uj gének bevitele egy eukariota vagy prokariéta sejt genomjaba az anyagcse-
re-mérndkseg segitsegével valdsithatd meg, amelynek soran a sejt valamilyen metabolitot nagyobb mennyi-
ségben fog termelni a vad tipusu sejthez képest. A piruvat format lidz gén inaktivalasat A-Red rekombin&cio-
val valositottuk meg, amely homol6g rekombinéacidn alapul.
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A génkiltéshez hasznalt génspecifikus kazettat polimeraz lancreakcioval készitettiik el, amelynek
eredményét agardz gélelektroforézissel ellendriztiik. A 2. abran lathatd, hogy a PCR termék 1100 bp, ami
megfelel a génspecifikus kazetta méretének.

i X 3

1500
1000
730

2. dbra
PCR amplifikalt génspecifikus kazetta ellendrzése 1%-0s agardz gélen
1: 1 kb DNS molekulastly-marker (Fermentas, 1 ul); 2, 3: piruvat format lidz génspecifikus kazetta.

3.2. E. coli KCTC2441:pfIB null mutans létrehozasa A-Red rekombinéacidval

A génspecifikus kazetta elkészitését kovetden, E. coli kémiai kompetens sejteket hoztunk létre a sejtek
kétértéki kationokkal vald mosasaval, és pKD46 ampicillin rezisztenciaért felelés gént tartalmazo plazmiddal
transzformaltuk. Innen, egy telepb6l kiindulva, -elektrokompetens sejteket készitettink, amelyekbe
elektroporalassal bejuttatuk a génspecifikus kazettat. Az elektroporalas eredménye a 3. abran lathato.

Az antibiotikum tartalmu taptalajon kin6tt telepek arra engednek kovetkeztetni, hogy a bakterialis ge-
nomban megtortént a rekombinacid, vagyis a pflB gén kicserél6dott a génspecifikus kazettara a homolog sza-
kaszok mentén.

3. &bra
A génspecifikus kloramfenikol kazettat tartalmazo elektroporalt sejtek LB-kloramfenikol tartalmu taptalajon

3.3. A piruvat format lidz gén eliminéci¢janak ellenérzése PCR-el
A pfIB gén elimindcidjanak sikerességét E. coli torzsb6l egy tijabb polimeraz lancreakcioval valdsitot-
tuk meg, amelynek eredménye a 4. abran lathatd.
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4, dbra

A génspecifikus kazetta bejuttatasanak ellendrzése polimeraz lancreakcioval,
és a PCR termékek futtatasa 1%-os agardz gélen
1: 1 kb DNS molekulasuly-marker (Fermentas, 1 pl); 2, 3, 4, 5: génspecifikus PCR termékek;
6: az E. coli piruvat format lidz génje; 7: kontroll reakcio.

A transzformalt telepek koziil négyben ellendriztiik le a gén kiltését, kontrollként a vad Escherichia co-
li KCTC2441 torzset hasznaltuk. Az eredmények azt mutatjak, hogy sikerilt a pflB gén cseréje a
kloramfenikol kazettdra. A masodik, harmadik, negyedik és 6todik oszlopokban négy telepbdl kapott PCR
termék lathatd, amelyek mérete megegyezik a génspecifikus kazetta méretével (1100 bp). A 6. oszlopban ta-
lalhat6 kb. 2300 bp nagysagu termék megfelel a vad tipust torzsbél felszaporitott pflB gén méretének (2295
bp). Tehat elmondhatjuk, hogy a transzformalt sejtekben a gén helyét a genomban a génspecifikus kazetta
vette at.

3.4. Antibiotikum rezisztencia gén eltavolitasa

Az antibiotikum rezisztencia gén eltavolitasa érdekében pCP20 plazmidot juttattunk a sejtekbe
elektroporalassal, majd ampicillin tartalmu taptalajon szelektaltuk a plazmidot tartalmazé sejteket. Ezt kdve-
téen a kinott telepeket 0j lemezre oltottuk at, és 2 napig 43°C-on inkubaltuk. Mivel a pCP20 egy hémérséklet-
szenzitiv plazmid, ezért 43°C-on a sejtek elveszitik. Ezt kovetéen a 2 napos telepeket harom 0j lemezre oltot-
tuk at, egy antibiotikum nélkdli, egy ampicillin tartalmud és egy kloramfenikol tartalmd lemezre. Amint az 5.
abran lathato, a sejtek csak az antibiotikum nélkiili taptalajon fejlédtek. Ez azt jelenti, hogy a génspecifikus
kazetta kloramfenikolt kodolo része sikeresen elimindlodott, mivel a telepek nem fejlédtek a kloramfenikol
tartalma taptalajon, és a sejtek elveszitették a pCP20 plazmidot is, mivel mar nem rendelkeznek ampicillin
rezisztenciaval sem.

5. dbra
A mutans torzs kiilonbozé antibiotikum tartalmu téptalajon
A. Antibiotikumot nem tartalmaz6 LB taptalajon fejlodott telepek.
B. Ampicillint tartalmaz6 taptalajra oltott mutans torzs.
C. Kloramfenikolt tartalmazo taptalajra oltott mutéans torzs.
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4. KOVETKEZTETESEK

Kovetkeztetésként elmondhatd, hogy sikeresen megvalositottuk a pfIB gén kiltését egy izolalt E. coli
torzsben, A-Red rekombinécids rendszert alkalmazva.

Tovabbi céljaink kdzé tartozik, hogy a létrehozott mutans térzset minimal taplevesben neveljik, ahol a
baktérium sejt szénforrasként glicerint hasznosithat, és meghatarozzuk a termelt metabolitokat kromatografias
madszerekkel. Ezek mellett tovabbi gének kititését szeretnénk megvaldsitani annak érdekében, hogy egy ipari-
lag hasznos E. coli torzset alakitsunk Ki.
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