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1. BEVEZETES

Az 6sbaktériumok felfedezését kovetéen azok rogton a tudomanyos érdeklédés
kdzéppontjaba kerultek, mivel olyan tulajdonsdgokkal rendelkeznek, amelyek a
prokaridta es az eukaridta sejtekre is jellemzoek, €s melyeket sok esetben még extrém
tulajdonsagok egészitenek ki. A kezdeti vizsgalatok alapjan ugy gondolték, hogy e
mikroorganizmusok csak extrém (példaul kimondottan savas, sos vagy éppen forro)
kortlmeények kozott képesek €lni. Napjainkra ez a kép sokat valtozott, hiszen ma méar
tudjuk, hogy az Osbaktériumok a F6ldon mindenhol megtalélhatéak és akar a
mikrobiota 20%-at is Kitehetik (DeLong & Pace, 2001). Felfedezésiik utan, a kutatok
ugy vélték, hogy megtalaltak a legdsibb csoportot, amely magyarazatul szolgal
szamos evolucios kérdésre, mivel ezek a mikroszervezetek képesek voltak az extrém
korilményekhez adaptalodni, amelyek fO6ként a Fold keletkezésének korai
idoszakaban voltak jellemzéek. Emellett az Gsbaktériumok a biotechnolégusok
érdekl6dését is felkeltették, ugyanis enzimeik adaptalodtak az extrém kornyezeti
kortlményekhez (példaul kis viztartalma kozegekhez, magas hdmérséklethez), vagyis

sokkal ellenallobbak, mint a normal kéralmények kdzott aktiv enzimek.

Az Osbaktériumok morfologidjuk és fobb anyagcsere utvonalaik szempontjabol
inkdbb a baktériumokra hasonlitanak, viszont rendelkeznek olyan anyagcsere
utvonallal, mint a metanogenezis, amely egyediilallo az egész éldvilagban. A
genetikai informéacid feldolgozdsa tekintetében és enzimeik felépitésében is
Iényegesen jobban hasonlitanak az eukariétadkra, mint a baktériumokra, ezeért is
kertltek a kutatasok fokuszaba.

Egy kiilonleges 6sbaktériumot, a Thermoplasma acidophilum-ot valasztottam
kutatasaim targyaul. A mikroorganizmus extrém termoacidofil
tenyészkoriilményeihez meglepd morfoldgiai tulajdonsag tarsul, a szervezet nem
rendelkezik sejtfallal, ennek hattere nem teljes mértekben feltart. 1970-ben tortent
izolalasat kovetden azt feltételezték, hogy ez az organizmus az eukaridta sejtek Gse
(Searcy et al., 1978), de ez az elmélet hamar megdélt az organizmus genom
projektjének eredményei alapjan. A 2000-ben befejezett genom projekt eredményei
viszont feltartdk a T. acidophilum szamos egyedulallo tulajdonsagat. A T.

acidophilum-nak  fontos szerep jut napjainkban az eukariota fehérjék,



enzimkomplexek struktirajanak feltarasaban. A szervezet kis mérete és a sejtfal teljes
mértékii hidnya miatt idealis vizsgalati alanya a legmodernebb elektronmikroszkdpian
alapuld strukturbioldgiai vizsgalatoknak. Ilyen vizsgélatok segitették megérteni
tobbek kozobtt az eukaridta sejtekben is megfigyelhetd, a mar sziikségtelen fehérjék
lebontasat végzo proteaszomak térbeli szerkezetét és funkciojat. Feltartak, hogy a T.
acidophilum-ban lezajlo proteolitikus folyamatok analdgjai az eukariota sejtekben
zajlo folyamatoknak, és igy ezen enzimkomplexek vizsgalatanak igen jelent6s klinikai
vonatkozasai vannak. Erdekes adalék, hogy az e szervezetben feltart proteoszéma
szerkezet a 2004-ben odaitélt kémiai Nobel dij, a huméan proteoszoma miikodésének
leirdsdhoz vezetett, melynek magyar szarmazasu dijazottja is volt, Avram Hershko

szemelyében.

A T. acidophilum-mal folytatott intenziv proteomikai kutatdsok és genom projekt
eredmények ellenére a mikroba egy sor olyan tulajdonsaggal bir, amely rendkivil
megneheziti a vele valé munkat. A mikroba klonalis munkaja nem megoldott, a
folyamatos és nagy erdfeszitések ellenére a mai napig nincs eszkdzrendszer a
Thermoplasma genus tagjainak genetikai manipulélaséra. Tovabba, e szervezet
fehérjéi nem minden esetben alkalmasak a heterol6g expressziéra, az Escherichia
coli-ban kifejezett fehérjék, fehérje komplexek pedig sok esetben elveszitik bioldgiali
aktivitasukat. Ez a hianyzd eszkdzrendszer lehetetlenné teszi szamos fehérje
szerkezet-funkcid vizsgalatat, valamint az annotéalt genom 29%-at kitevé ismeretlen
funkcidja fehérje bioldgiai hatéas alapu azonositasat, tovabba az annotalt genom 16%-

at kitevd ismeretlen fehérjék vizsgalatat.

Munkam célja az eddig hianyz6 alapvet6 genetikai eszkdzrendszer fejlesztése volt

a T. acidophilum modellszervezet szamara. Ennek elemei a kovetkezok voltak:

- Az organizmus rutinszerii tenyésztésének megoldasa szilard taptalajon, amely
a klonalis munka nélkildzhetetlen eleme a genetikailag homolog sejtvonalak
létrehozésahoz.

- A vad tipusu és a genetikailag manipulalt sejtek elvalasztasa, szelekcids
markerek fejlesztése, rezisztencia Kkialakitdsa olyan antibiotikumokkal
szemben, melyek képesek toleralni a szervezet extrém tenyészkoriilményeit.

- A genetikai elemek transzferére alkalmas vektorok és konstrukciok

kialakitasa, amelyek tartalmazzak a megfeleld szelekcids marker gént.



- Egy miikod6é transzformécids rendszer fejlesztése, amellyel a vektorok,
nukleinsav konstrukciok hatékonyan és megismételhetd6 modon bejuttathatok

az Osbaktérium sejtekbe.

A Kkitlizott célok megvalosulasa teljesen (j utakat nyithat a Thermoplasma
kutatdsban. Az ismeretlen funkcioju fehérjék szerepének feltarasara a munkamat
tdmogatd mincheni Max Planck Intézet Strukturbiologiai osztalyan 80 célfehérjét
jeloltek ki idaig és a kis mennyiségben jelenlevé nagy molekulakomplexek
vizsgalatanal, a szerkezet-funkcid relaciok analizisénél is hasznalnak a genetikai

eszkozrendszert.

A doktori értekezésben bemutatott Kkisérletek, eredmények és tézisek sajat
laboratériumi vizsgalatokon és méréseken alapulnak, az eredmények 6sszevetéséhez

pedig az Osszegylijtott és hivatkozott szakirodalom szolgalt alapul.






2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1 Az Gsbaktériumok rendszertananak, morfoldgiajanak, anyagcseréjének,

genetikajanak fobb jellemzoi

Az 6sbaktériumokrol vagy mas néven archedkrol kezdetben azt gondolték,
hogy a baktériumok egy specialis csoportja, amelyek képesek extrém korilmények
kozott élni. Az 1970-es években Carl Woese munkassaga nyoman nyilt lehetdség
ezen csoport taxonomiai elkulonitésére. Carl Woese volt az elsd, aki egy univerzalis,
minden mikroorganizmusban megtalélhat6 riboszoma egyik alegységének nukleinsav
sorrendje alapjan vizsgalta a mikroorganizmusok rokonsagi-leszarmazasi viszonyait
(Woese & Fox, 1977). Az élévilag rendszerét ez alapjan megreforméaltédk és elsé
lepésként 6 f6 domént alakitottak ki: Eubacteria, Archaebacteria, Protista, Fungi,
Plantae, Animalia. Ezt kovetéen 1990-ben ezt mddositottdk egy 3 domén-es
rendszerre: Bacteria, Archaea, Eukarya (Woese et al., 1990).

Habar az Archaea és Bacteria filogenetikai szempontb6l két kilonalldé domén,
szamos, féként morfologiai és a kdzponti anyagcsere folyamataik tekintetében nagyon
hasonloak, viszont az Archaea domén molekularis bioldgiai folyamatai, az informéacié

feldolgozésa nagyban hasonlit az Eukarya doménhez (Allers & Mevarech, 2005).

Az Archaea domén 4 torzsbél all: Crenarchaeota, Euryarchaeota, Korarchaeota,

Nanoarchaeota (1. abra).
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1. ABRA OSBAKTERIUMOK FILOGENETIKAJA (ALLERS AND MEVARECH, 2005)

Morfolégiai szempontbdl a szamos hasonlosag (Archaea-Bacteria) mellett az egyik
jelent6s kiilonbség az Gsbaktériumok sejtmembranja, melynek alkotdelemeiben a
lipidekben éter és nem észter kotések vannak. A legjelentésebb lipid komponens az
6sbaktériumok membranjaban a glicerol-diéter, amelyhez 20 szénatombol all6 egyseg
kapcsolodik, és a diglicerol-tetraéter, amelyhez 30 szénatombdl all6 egység
kapcsolodik. Ez a szerkezet altalaban eredményezhet kettés lipid-réteget és egyszeres
lipid-réteget is (2. abra).

Az Osbaktériumok sejtfaladt nem a bakteridlis genetikdban ismert jellegzetes
peptidoglikdn (mas néven murein) alkotja, hanem kiilonb6z6 poliszacharidok,
feherjék és glikoproteinek. A metant és természetes gazokat termelé Gsbaktériumok
(metanogének) sejtfalat pszeudomurein alkotja, amely egy mureinhez hasonlo
poliszacharid. Viszont mig a mureint N-acetil-glik6zamin és N-acetil-muraminsav
alkotja, addig az pszeudomureinnél a masodik komponens N-acetil-tall6zamin-
uronsav. Példaul Methanosarcina fajok eseteben a sejtfalat mas poliszacharidok

alkotjak, ugymint a gluikdz, glukuronsav és acetat.
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2. ABRA AZ OSBAKTERIUMOK SEJTMEMBRAN FELEPITESE

A sejtmembréan alkotoelemeit az abra a. és b. részei mutatjdk, mig az egyrétegii és
kétrétegii lipid membrént a c. és d. részek (Madigan et al., 2008).

Az Osbaktériumok az anyagcsere folyamatok szempontjabdl a legkilénlegesebb
¢lélények. Unikalis metabolikus Gtvonalak egész arzenaljaval rendelkeznek, szamos
kiilonboz6 szén és energiaforrast képesek hasznositani. Energiaforras szempontjabol
megkulonboztetiink oxigen, nitrat, szulfat, kén, fémion (vas, arzén vagy szelén)
1égzbket, €s metanogenezisre képes fajokat (Blum, 2008). A kozponti anyacsere
folyamatok, glikolizis, glikoneogenezis, citrat ciklus, részben hasonlitanak a
baktériumok kdzponti anyagcsere folyamataira (Zillig, 1991). Habar szdmos enzim
megegyezik a baktériumok altal termeltekkel, jonéhany esetben csak Gsbaktérium-
specifikus enzimeket azonositottak, mint példaul egy bifunkcionalis frukt6z-1,6-
bifoszfatot, melyet thermofil dsbaktériumokbol izolaltak és a gliikoneogenezisben
jatszik szerepet (Sato & Atomi, 2011). Az 6sbaktériumokban a cukor metabolizmus a
klasszikus vagy egy modosult Embden-Meyerhof és Entner-Doudoroff dtvonalon
zajlik, amelyekben szamos olyan enzim vesz részt — példaul ADP-dependens

glikokindz -, amelyek méas doménekben nincsenek is jelen (Sato & Atomi, 2011).

Az Osbaktériumok genetikai felépitése és szervezOdése részben bakterialis, részben

eukaridta jegyeket hordoz, emellett szamos egyedi tulajdonsdggal rendelkeznek.



Altalaban egy cirkularis kromoszémat hordoznak, amely nincsen membrannal elzart
sejtrészecskében — ebben példaul a baktériumokhoz hasonlitanak, — emellett
extrakromoszomalis elemeket is tartalmaznak, példaul plazmidokat; ezeket ugyanugy
képesek atadni egyméas kdzott, mint a baktériumok. A baktériumokhoz hasonl6an a
gének operonokba szervezddtek, vagyis egy szabalyozo régio egyszerre tébb, a DNS-
en egymdas utan levd, fehérje szintézisét szabalyozza. Viszont az informécid
feldolgozasaban részt vevo enzimek és molekulak szerkezetiikben és felépitésiikben
foként az eukaridtékra hasonlitanak. A DNS szerkezetében kiemelkedé szerepet jatszo
fehérjek, az eukariota genetikabol mar jol ismert hisztonok homologjai az
Euryarchaeaota csoportban is megtalalhatéak, mig Crenarchaeota Gsbaktériumok
teljesen méas DNS-kot6 fehérjéket alkalmaznak (White & Bell, 2002). Wolfram Zillig
és munkatarsai részletes vizsgalatokat végeztek a 80-as években az ésbaktériumokban
talalhatdé DNS-dependens-RNS-polimerazzal, és felismerték, hogy az Gsbaktériumok
ezen polimerazanak kozponti egysége strukturalisan sokkal kdzelebb all az eukariota
RNS-polimerdz 1l enzimhez, mint a bakteridlishoz (Huet et al., 1983). Emellett,
hasonl6an az eukariota RNS-polimeraz 11-hdz, az 6sbaktériumok RNS-polimeraza is
igényel tobb, a genomon elhelyezkedd, felismeré helyet a hatékony promoter
felismerés és szabalyozas érdekében. Az Gsbaktériumoknal is azonositottak egy
TATA-box-hoz hasonl6 strukturat, melyet kezdetben AT-gazdag felismeré régidnak
véltek, majd a helyzetébdl fakaddan — 25 bp upstream talalhat6 az elsé struktargént6l
— felismerték a hasonl6sagot az eukaridta TATA-box-szal (Garrett & Klenk, 2007,
Thomm, 1996); emellett szintén azonositottak a eukaridtdkkal homoldg transzkripcios
faktort (TFB) (Bell & Jackson, 2001). Ezzel parhuzamosan felfedeztek transzkripcios
szabalyozo elemeket, amelyek homoldgok a baktériumoknal talalhatéakkal, tobbek
kozott helix-turn-helix régiokat, amelyek DNS-ko6t6 domének (Aravind & Koonin,
1999). Az O4sbaktériumokban a transzlacid folyamata nem olyan részletesen
tanulmanyozott, mint a transzkripcio, viszont komplexitasat tekintve az eukariotakra
hasonlit a mechanizmus, az Osbaktériumokban és eukaridtakban tobb, mint tiz
iniciacids faktort azonositottak, mig baktériumokbdl csak harmat. Ezenkivil a
transzlacio kezdetéhez az 6sbaktériumok és az eukaridtdk metionint hasznélnak, mig a
baktériumok N-formil-metionint. Osszességében elmondhaté, hogy az Ssbaktériumok
kdzponti anyagcsere funkcidi és Utvonalai a baktériumokra hasonlitanak, mig az

informacio feldolgozas folyamatai jellegzetesen az eukariétékra.



2.2 Osbaktériumok, modell organizmusok

Szamos Osbaktérium valt modell organizmussa a felfedezésiik ota, mivel olyan
tulajdonségokkal rendelkeznek, amelyek egyediek az élévilagban, sehol méshol nem
talalhatbak meg, mint példaul a metanogenezis, vagy mas doménre (Eukarya)
jellemz6é tulajdonsagaik vannak, viszont Iényegesen egyszeriibb felépitéstiek.
Ezenkiviil az 6sbaktériumok olyan korilmények kozott képesek élni, amelyek a Fold
keletkezésekor voltak jellemzoek, ezaltal megismerésik segitséget nyUjthat az

evolucio és az élet kialakulasaban megértésében (Fani & Fondi, 2009).
Az 6sbaktériumok kozott is négy kiemelkedd f6 modell organizmus csoport van:
Methanogens - metanogének

A metanogének minden esetben anaerob kortlmények kozott élnek, ahol a szerves
anyagok lebontasianak végsé terméke a metan, melyet a metanogének termelnek,
innen szarmazik a nevilk. A metanogenezisrdl Ggy tartjak, hogy a Foldon kialakult
egyik elsé metabolizmus tipus, amely a fotoszintézissel versenyzett (Kasting &
Siefert, 2002). Mar csak a metanogenezis folyamata miatt is kiemelked6 csoportrol
van sz0, emellett az Gsbaktériumok transzkripcids, transzlacids folyamatainak és
ozmoregulaciojanak modell szervezetei (Geiduschek & Ouhammouch, 2005;
Spanheimer & Miiller, 2008; Walters & Chong, 2009). Az dsbaktérium koziil az elsé
faj, melynek teljes genom szekvenciajat megfejtették, a metanogén
Methanocaldococcus jannaschii volt (Bult et al., 1996). A metanogének kozil két
csoport emelkedik ki a Methanococcus és Methanosarcina, amelyeknek genomi

manipulacios eszkdztarat mar kifejlesztették (Leigh et al., 2011).
Halophiles - halofilek

Az Gsbaktériumokon kiviil baktériumok, gombak és algak is életképesek magas
sokoncentracid jelenlétében, viszont az Gsbaktériumok az egyedili csoport, amely
képes az ozmotikus egyensulyt ugy fenntartani a kornyezettel, hogy a
citoplazméjukban ekvimolaris mennyiségli sot halmoznak fel (Oren, 2008). Mas
organizmusok az ugynevezett ,salt-out” stratégiat alkalmazzak, vagyis megkisérelik
eltavolitani a felesleges sé6t a citoplazmabdl, e folyamat meglehetésen nagy
energiaigényl, ezért is valhattak a halofil 6sbaktériumok a magas sotartalmu kdzegek

dominans csoportjava, néhany kivételtol eltekintve (pl. a Salinibacter ruber baktérium



hasonlo stratégiat folytat, mint a halofil archaeak) (Oren, 1999; Oren et al., 2002).
Mivel az Gsbaktériumok halofilek, fehérjéik és enzimeik képesek kimondottan nagy
sokoncentracio és kis vizellatottsdg mellett is hatékonyan miik6dni, igy kiemelked6
eléonnyel rendelkeznek biotechnolOgiai szempontbdl és a strukturélis biologiai
vizsgalatokban is fontos szerepilk van. A halofilek ma mar teljes genetikai
eszkoztarral rendelkeznek, és ezen csoport tagjainal oldottak meg els6ként az idegen
DNS bejuttatadsdnak problémajat, vagyis a transzforméciot (Charlebois et al., 1987;
Cline et al., 1989).

Thermococcales

A Thermococcales csoport tagja hipertermofilek, az optimalis novekedéshez 80 °C
feletti hdmérsékletet igényelnek, enzimeik kiemelked6 fontossaguak voltak az enzim
aktivitds hofiiggésének megértésében €s azon strukturalis jegyek azonositasaban,
amelyek a thermostabilitasért felelnek (Daniel et al., 2010). A proteomikai kutatasok
mellett az archea genetika és informéacié feldolgozds megértésében is jelentds
szereplk van (Hirata et al., 2008; Mayanagi & Kiyonari, 2009; Yoshimochi et al.,
2008), tovabba szén és energia metabolizmusuk is részletesen kutatott (Siebers &
Schénheit, 2005; Verhees et al., 2003). A Thermococcales renden belll négy faj van,
amelynek genetikai manipulaciéja mar megoldott, ezek az aldbbiak: Pyrococcus
abyssi, Pyrococcus furiosus, Thermococcus kodakarensis €s Thermococcus

onnurineus (Atomi et al., 2012)
Sulfolobales

A Crenarchaeota torzs egyetlen rendjében oldottak eddig meg a genetikai
manipuléaciot, a Sulfolobales rend tagjainal, amelyek optimalis ndvekedésikhdz
thermoacidofil koriilményeket igényelnek (hémérsékleti optimum 70-85 °C, pH 2-3).
Ezen szervezetek az O&sbaktériumok informacio feldolgozasdnak (transzkripcio,
transzlacio, replikacio) és sejt metabolizmusanak modellszervezetévé valtak (Duggin
et al., 2008; Siebers & Schonheit, 2005). Emellett egyre inkabb a strukturalis
proteomikai vizsgalatok fokuszaba keriilnek, mivel fehérjéik modfelett alkalmasak a
3D strukturalis vizsgalatokra. A rend tagjai — mint példaul Sulfolobus acidocaldarius,
Sulfolobus islandicus, Sulfolobus solfataricus fajok - rendelkeznek teljes genetikai
eszkoztarral, melyek alkalmazédsa napjainkban mar rutinszeri (Berkner & Lipps,
2008; Leigh et al., 2011).

10



2.2.1 Thermoplasma acidophilum

2.2.1.1 Taxonémia
Az altalunk vizsgalt Thermoplasma acidophilum DSM 1728 taxondmiai
besorolasa a kovetkez6 (Huber & Stetter, 2006):

Domén : Archaea
Torzs: Euryarchaeota
Osztaly: Thermoplasmata
Rend: Thermoplasmatales
Csalad: Thermoplasmataceae
Nemzetség: Thermoplasma
Fajok: Thermoplasma acidophilum
Thermoplasma volcanium

A Thermoplasmatales rendbe egészen 1995-ig egyetlen csalad és nemzetség tartozott,
a Thermoplasmataceae — Thermoplasma. Majd elészor a Picrophilaceae, majd a
Ferroplasmaceae csaladok tagjait izolaltdk és azonositottdk (Golyshina et al., 2000;
Schleper et al., 1995). A rend minden tagja fakultativ anaerob, termoacidofil és
autotrof vagy heterotof anyagceseréjii. A T. acidophilum fajt elséként Darland és
munkatarsai izolaltak. Egészen az 1970-es évek végéig ugy Vélték, hogy a
Mycoplasmatales rendbe (Bacteria) tartozik (Darland et al., 1970). A 70-es évek
végén Carl Woese és munkatarsai elsdként reformaltdk meg az é16vilag rendszerét,
majd a Mycoplasma csoportot is részletesebb analizisnek vetették ald (Woese & Fox,
1977; Woese et al., 1980), ekkor soroltak az ésbaktériumok kozé.

2.2.1.2 ElGhely és izoldlds

Els6é torzseit egy szénbanya felmeleged6 meddéhany6jabol izolaltdk (Friar
Tuck Bénya, Délnyugat Indiana, Egyesiilt Allamok) a hatvanas években (Darland et
al., 1970), ezzel parhuzamosan igazoltak azt a teoriat, hogy a szervezet csak emberi
beavatkozas kovetkezében keletkezett éléhelyen fordul el6, természetes kdzegben,
mint példaul a Yellowstone Park savas forrasaiban nem (Belly et al., 1973), bar ezt a
késébbiek soran megcafoltak. 1988-ban Segerer és munkatarsainak sikertlt
kiilonb6z6 szolfatara teriiletekr6l (Azori-szigetek, Olaszorszag - Napoly) T.

acidophilum térzseket azonositani, emellett felfedezték a kdzel rokon Thermoplasma
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volcanium fajt (Segerer et al., 1988). Ezt kovetéen 1995-ben japan melegvizii
forrasokbdl (Hakone, Japan) is sikerllt szamos torzset izolalni, melyeket T.
acidophilum fajként azonositottak, viszont morfologiajukban kilénbdznek az eddig
leirtaktdl (Yasuda et al., 1995a).

A thermoplasma-k eredeti él6helye minden esetben meleg, 50 °C-fo16tti milid (Friar
Tuck banya: 56 °C; Hakone: 53-63 °C; Napoly: 50-85 °C), amely jelentdsen savas pH-
val (Friar Tuck banya pH 1,96; Hakone pH 2,5-3,5; Napoly pH 1-4,5) jellemezhetd

kdrnyezet volt. Aerob és anaerob koriilmények koziil is izolaltak e faj képviseldit.

2.2.1.3 Morfolégia

A T. acidophilum sejtek gombdlyded vagy szabalytalan alakdak, méretik igen
valtozo lehet, atmérdjiik 0,2 és 5,0 um kozott valtakozik (3. dbra). A szervezet nem
rendelkezik sejtfallal, csak egy haromrétegii, 5-10 nm vastag membran hatérolja, ami
meglepd a mikroba kiilonleges kornyezeti igényei tukrében. Membranja egy
egyrétegll tetraéter-lipidbdl épiil fel, melyhez manndz és gliikdz oligoszacharid lancok
kapcsolodnak, emellett tartalmaz glikoproteint és lipoglikdnt, ez utobbit tartjak
felelésnek a szervezet rendkiviili toleranciajaért. A szervezet rendelkezik
flagellummal, mely 4&ltalaban monopoléris és monotrich, de néhany esetben

megfigyeltek multiflagellumot is (Black & Freundt, 1979).

3. ABRA T. ACIDOPHILUM SEJT KERESZTMETSZETI KEPE (DARLAND ET AL., 1970)

2.2.1.4 Tenyésztés

Szamos folyékony médiumot fejlesztettek ki a T. acidophilum aerob
tenyésztéséhezi. A torzs elsé izolaldsanal Darland és munkatarsai a legkeveshé
komplex médiumot alkalmaztak, amely tartalmazott 3 g KH,PO, -ot, 1 g MgSO;-ot,
0,25 g CaCl,-ot, 0,2 g (NH;)SO4-0t, 1 g élesztokivonatot és 10 g glikozt 1 liter
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médiumra vonatkoztatva. A élesztékivonatbol és glikozbdl kuldn steril oldatot
készitettek, amit utdlag adtak a steril médiumhoz (Darland et al., 1970). A tenyésztés
ezzel a taplevessel nagyjabol harom hetet vett igénybe. Ezt a médiumot madositottak
Yasuda és munkatérsai, kiegészitették kazaminosavval és NaCl,-dal, emellett a
komponensek mennyiségét is optimalizaltak es a gliikozt kihagytak a rendszerbél. A
Yasuda-meédium 6sszetétele az alabbi (1 liter médiumra vonatkoztatva): 1 ¢
¢lesztékivonat, 1 g kazaminosav, 0,3 g KH,PO,, 0,25 g MgSO,, 0,05 g CaCl,, 1,3 g
(NH4)SO4, 0,2 g NaCl (Yasuda et al., 1995a). Christiansen és munkatarsai
fejlesztették a legkomplexebb médiumot: 100 ml Médium B-t, 10 ml Médium A-t,
100 ml 10%-os glikdz oldatot, 20 ml 10%-os éleszté oldatot tartalmazott, minden
médiumot kulon sterileztek, majd 1000 ml-re egészitettek ki steril ultratiszta vizzel és
pH 2-re Allitottdk tomény kénsavval. Médium A 0&sszetétele (g/liter): 1,93 g
FeCl3«6H,0, 0,18 g MnC1+4H,0, 0,45 g Na,B;07+10H,0, 0,022 g ZnSO4+7H,0,
0,005 g CuC1,+H,0, 0,003 g NaMoO4+2H,0, 0,003 g VOS04+2H,0, 0,001 g CoSQ,.
Médium B 0Osszetétele (g/liter): 13,2 g (NH4):SO4, 3,72 g KHyPO4 2,47 g
MgSO,+7H,0 és 0,74 g CaC1,+2H,0 (Christiansen et al., 1975).

A szervezet anaerob korilmények kozotti tenyésztésekor 0,4% (w/v) elemi kénnel
egészitették ki a médiumot, tovabba a légkort N,, No/CO, (80:20 v/v) vagy H,/CO,
(80:20 v/v) gazokra cserélték le (Huber & Stetter, 2006; Segerer et al., 1988).

2.2.1.5 Fiziolégia

A T. acidophilum, épplgy a Thermoplasma nemzetség minden tagja, obligat
heterotrof, fakultativ anaerob és termoacidofil. A szervezetet laboratoriumi
korilmények kozott csak komplex médiumban voltak ezidaig képesek szaporitani,
melyet élesztékivonattal egészitettek ki. Tovabba igazoltak, hogy az éleszt6kivonat
eldallitasanak moddja nagyban meghatarozza annak nodvekedést serkentd hatdsat.
Emellett feltétlezték, hogy egy 8-10 aminosav hosszusagu oligopeptid felelds a
novekedést serkenté hatasért (Smith et al., 1975). Tovéabba igazoltdk, hogy az
élesztékivonatot felvalthatja huskivonat vagy bakterialis biomasszabdl késziilt kivonat
IS (Segerer et al., 1988). A mikroba novekedését fokozza a szénhidratok jelenléte,
szacharéz, glukéz, mannoz, galaktéz eés fruktdz, habar hianyukban is képes
szaporodni. Nem tapasztaltak novekedést csak cukor vagy csak ¢élesztokivonat
jelenlétében (Huber & Stetter, 2006). Egészen 1988-ig Ugy tartottdk, hogy a T.

acidophilum nem képes szaporodni anaerob korilmények kozott, ekkor igazoltak,
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hogy a szervezet képes szulfatlégzésre (Segerer et al., 1988). A mikroba
szaporodasahoz 45-67 °C szilkséges, az optimalis homérséklet 59 °C kortl van,
tovabba a szervezet képes ndvekedni a 0,5-4 pH tartomanyban, az optimélis pH 2
korul van. Neutrdlis pH-n a sejtek spontan lizise kovetkezik be, mely nagyban

megkonnyiti a fehérje és nukleinsav izolalast a szervezetbdl.

2.2.1.6 Genetika

A T. acidophilum DSM 1728 torzs teljes genomjat 2000-ben fejtették meg
Ruepp és munkatérsai. A genom teljes mérete 1 564 905 bazispar, mely az akkor mér
azonositott genomok kozil az egyik legkisebb. Azonositottak 1509 nyitott leolvasasi
keretet (ORF — open reading frame), a G+C arany 46,0%, melyek kozul 360 ORF
(23,9%) csak a T. acidophilum genomjaban talalhat6 meg. A tobbi fehérje homoldgia
szempontjabol az aldbbi modon oszlik meg: 185 (12,3%) csak az archeakban talalhatd
fehérjekkel homoldg, 254 (16,8%) archedkban és baktériumokban talalhato
fehérjekkel homoldg, 66 (4,4%) archeakban és eukaridtdkban talalhatd fehérjékkel
homoldg, 40 (2,6%) csak baktériumokban talalhatd fehérjékkel homoldg, 24 (1,6%)
baktériumokban és eukaridtdkban taldlhatd fehérjékkel homoldg, 6 (0,4%) csak
baktériumokban talalhat6  fehérjékkel homolég, 574 (38%) archeédkban,
baktériumokban és eukaridtakban is megtalalhaté fehérjékkel homolég (Ruepp et al.,
2000). A T. acidophilum genomjaban azonositott géneket két nagy csoportba lehet
sorolni: ,haztartasi” vagy ’housekeeping” gének, amelyek féként a filogenetikai
eredetre utalnak; ,lifestyle” gének, melyek foként a szervezet specifikus kornyezeti
igényeit tiikrozik vissza, ezek a gének fehérjéi foként az anyagcserében vesznek részt
(Ruepp et al., 2000). A genom projekt soran azonositott fehérjék 29%-anak nem
ismert a funkcidja, tovabba a fehérjék 16%-a nem mutat hasonldsagot eddig ismert
fehérjeszekvenciakkal. A riboszomalis gének (mMRNS, tRNS, rRNS) kdzil mind a
hérom jelen van a genomban, viszont ellentétben mas 6sbaktériumokkal szétszérva
vannak jelen a genomban. Az azonositott fehérje gének kozil 252 (16.7%), amelyek
foként a fehérjék lebontasi tutvonalaban eés transzportjaban vesznek részt, a
legnagyobb homologiat a S. solfataricus faj fehérjéivel mutatta, ami nem meglepd,
figyelembe véve a két faj hasonld kdrnyezeti igényeit (Huber & Stetter, 2006). A
genomi vizsgalatok soran tovabba azonositottak egy DNS-koté fehérjét, amely

nagyban hasonlit az eukariota sejtekben megtalalhaté hisztonhoz, toébbek kozott
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aminosav szekvenciaban is, és hiszton-like protein-nek (Hta) nevezték el (DeLange et
al., 1981).

A T. acidophilum tipustorzsenek (DSM 1728) genom analizise soran nem
azonositottak extrakromoszomalis genetikai elemet, példaul plazmidot. 1995-ben
japan kutatok szdmos plazmidot azonositottak a meleg vizii forrasbdl izolalt
torzsekbdl, ezek koziil egy a pTAL plazmid, amelyet a kés6bbiekben részletesen
jellemeztek (Yasuda et al., 1995b). A plazmid 15,2 kbp nagysagu, 7-13 kdpiaszamu
(4. &bra). A pTAL plazmidon tizennyolc ORF-et (Open Reading Frame — Nyitott
Leolvasasi Keret) azonositottak, melyek termékei az ORF1-es gén termékét kivéve
egyetlen eddig leirt szekvencidval sem egyeznek (Yamashiro et al., 2006). Az ORF1-
es gén terméke hasonlosagot mutatott a Cdc6 genom replikacids iniciator fehérjével,

amelyet archedkban és eukariotikban is azonositottak mar (Giraldo, 2003).
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4. ABRA A HO-122 TORZSBOL AZONOSITOTT PLAZMID FIZIKAI TERKEPE (YAMASHIRO ET
AL., 2006)

Yasuda és munkatarsai a japan melegvizii forrasbdl izolalt torzsek koziil Iétrehoztak
egy novobiocin rezisztens sejtvonalat (HO-62N1C). Az eredetei HO-62-es sejtvonalat
hosszi id6n keresztil (3 honap) inkubaltak alacsony novobiocin koncentarcid
jelenlétében (Yasuda et al., 1995a). A késobbiek folyaman megallapitottak a sejtvonal
novobiocin érzékenységét: 1Cso 1000 ng/ml, amely 100-szoros rezisztencia
novekedést jelent a vad tipushoz képest (HO-62 1Cso 10 ng/ml). Osszehasonlitva a

HO-62N1C és a tipustorzs girdz szekvencidjat, azonositottak a giraz genben tortént
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mutaciokat: 8 aminosav a gyrA alegységben és 9 aminosav a gyrB génben mutalddott
(Yamashiro & Yamagishi, 2005). Szakirodalmi adatok alapjan tudjuk, hogy szamos
aminosav a gyrB génen kulcsfontossagu a novobiocin rezisztencia szempontjabol.
Halofil 6sbaktériumoknal &llapitottdk meg, ha hdrom aminosavat kicseréltek, a torzs
rezisztenciaja 1000-szeresre nétt. Az egyik ilyen aminosav a 136-0s pozicidoban levé
arginin, melyet hisztidinre cseréltek ki az emlitett halofileket érinté kisérletben
(Holmes & Dyall-Smith, 1991). A HO62N1C tdrzs gyrB génjén is elvégezték ezt a
mutéciét (R136H), amely az in vivo kisérletek soran tovabbi 4,6-szoros rezisztencia
novekedest okozott (Yamashiro & Yamagishi, 2005).

2.3 Egy uj genetikai eszkdzrendszer létrehozasanak alapjai

Egy miikodo genetikai eszkdzrendszernek négy alappillére van:

1. Genetikailag homoldg sejtvonalakkal valé munka képessege — klonalis

szelekcid
2. A vad tipus és a transzformans elkllonitése — szelekcid
3. Vektor konstrukciok
4. Transzformacids madszer a genetikai anyag bejuttatasara a célszervezetbe.

2.3.1 Szilard médium, mint a klonalis szelekcio alapfeltétele
A rutinszeri klonalis munka Kkivitelezéséhez elengedhetetlen a szilard

taptalajon valo tenyésztés, mert ezzel a mddszerrel lehet genetikailag homoldg
sejtvonalakat létrehozni. Robert Koch az 1860-as években dolgozta ki a szilard
taptalajon torténd tenyésztés alapjait és ezaltal tiszta tenyészeteket hozott létre,
megteremtve a modern mikrobioldgia alapjait. A szilard taptalaj az esetek
tobbségében a mikroorganizmus folyékony médiuma megszilarditva. A
legelterjedtebb szilarditd agens a tengeri algabdl kivont agar (vagy agar-agar), amely
egy komplex poliszacharid, olvadaspontja 84 °C és 37 °C-on szilardul meg. Az
6sbaktériumoknal csak elenyész0 esetben lehet az agart, mint szilardito agenst
alkalmazni (Pritchett et al.,, 2004). Az esetek tulnyomo részében az extrém
tenyészkorilmények (magas hémérséklet, alacsony pH) miatt az agar nem képes

megszilarditani a médiumot. Kevés olyan szilarditd agenst azonositottak ez idaig,
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amely képes az extrém koriilményeket toleralni, ezért sok dsbaktérium— tébbek kdzott
az altalunk vizsgalt T. acidophilum — esetében nem megoldott a rutinszerii szilard
taptalajon torténd tenyésztés. Mostanaig harom szilarditd &genst alkalmaztak az
archea genetikdban: gelrite, noble agar és phytagel. A phytagel egy bakterialis
szénhidrat, amely glukuronsavat, ramndzt és glikozt tartalmaz; féként novényi
szOvetek tenyesztésere hasznaljak az agar helyettesitésére. Néhany esetben mar
alkalmaztak Gsbaktériumok tenyésztésére, tObbek kozdtt a Thermogymnomonas
acidicola (Itoh et al., 2007) és S. islandicus (Zheng et al., 2012) fajok szaporitasara
0,8-1,2%-0s koncentracioban. A noble agar az agarnak egy nagy tisztasagu tipusa,
amely nem tartalmaz szennyezédéseket. A Methanococcus maripaludis faj esetében
sikeresen alkalmazzak a noble agart 1,5%-0s koncentracioban szilardito &gensként
(Sandbeck & Leigh, 1991). Az O&sbaktérium genectikdban legelterjedtebben
alkalmazott szilardité agens a gelrite, egy nagy tisztasagu heteropoliszacharid, amely
nem tartalmaz olyan szennyezOdéseket, ami gatolhatna a mikroorganizmus
szaporodasat; tovabba magas hémérsékleten  stabil, ami a  termofil
mikroorganizmusok tenyésztése szempontjabdl jelentés. A gelrite megszilardulasahoz
sziikség van egyértékli vagy kétértékll kation jelenlétére, ami altalaban magnézium
vagy kélcium; a legjobb eredményeket CaCl, alkalmazasaval érték el. A gelrite-ot
Sulfolobus fajok és P. furiosus esetében mar rutinszerien alkalmazzak magas
hémérsékleten (75— 85 °C-on) (Aucelli et al., 2006; Waege et al., 2010).

T. acidophilum esetében Black és munkatéarsai az 1980-as években kifejlesztettek egy

= sz

« 7=

acidophilum torzseket izolaltak egy 0,6%-0s gelrite bazist szilard médiumon, 30
napos inkubacios idét kdvetéen 1 mm atmérdji tukortojas formaju telepeket figyeltek
meg (Yasuda et al., 1995a).

Néhany esetben hasznéljdk az Ugynevezett extinkcids higitas technikat, amikor a
kevert mintat egy sejtre higitjak, majd ezt kovetden tenyésztik. TObbek kozott e
modszer segitségével vizsgaltak a fekete fiistolok Gsbaktérium populacioit (Takai &
Komatsu, 2001), hipertermofileket (Baross, 1995) vagy a Thermoplasma rendbe
tartoz6 Ferroplasma acidiphilum els6 torzsét is (Golyshina & Timmis, 2005). A
modszer nagy héatranya, hogy néhany mikroorganizmus nem képes szaporodni egy

bizonyos kiindulasi sejtkoncentracio alatt ¢s a modszer kimondottan id6igényes.

17



2.3.2 Szelekcids markerek
A szelekcidés markerek, — melyek a vad tipusu és genetikailag manipulalt

sejtek elkilonitésére szolgalnak — a genetikai anyag bejutasaval a célszervezetet Uj
tulajdonsaggal, szelekcids elénnyel ruhazzak fel. Erre a feladatra a legkiilonb6z6bb
szelekcidos agensek hasznélatosak, melyek koziil legelterjedtebbek, egyszeri
alkalmazhatésaguk miatt, az antibiotikumok. Emellett szelekcios markerként
auxotrofiat is szoktak hasznalni, amikor a mutans torzs nem képes eléallitani egy
adott szerves vegyuletet (példaul aminosavat vagy vitamint), és annak hianyadban nem
képes novekedni, mig a vad tipus képes. Ilyen példaul az éleszté genetikaban és a
Sulfolobus fajoknal is hasznalatos uracil-auxotrofia vagy az E. coli baktériumnal
hasznalatos fenilalanin auxotréfia (Kurosawa & Grogan, 2005). A mutansok

szelekcidja replika technikéval torténik.

A bakteriélis genetikdban hagyomanyosan hasznalt antibiotikumok a legtébb esetben
hatastalanok az extrém kornyezeti feltételek vagy az Osbaktériumok fiziologiai-
szerkezeti adottsagai miatt. Példaul az antibiotikumok nagy része nem képes toleralni
a magas hOmérsékletet, sotartalmat vagy az alacsony pH-t, amely a legtobb
6sbaktérium optimalis novekedéséhez szilkséges. Tovabb neheziti a szelekcidt, hogy
az Gsbaktériumok sz&mos olyan fizioldgiai-szerkezeti tulajdonsaggal rendelkeznek,
amelyekre hatastalanok a bakterialis antibiotikumok, ilyenek példaul a sejtfal
szintézist gatld penicillin szdrmazékok. Ennek ellenére néhany antibiotikum esetében
igazoltak, hogy képesek kiilonb6z6 Osbaktériumok novekedesének gatlasara. A
nukleinsavszintézist gatlé antibiotikumok koziul a novobiocin egy lehetséges
szelekcios agens, mivel a DNS girazt (gyrB) gatolja, amely megtalalhaté a
baktériumokban és az archedkban is. Szakirodalmi adatok alapjan tudjuk, hogy
szamos archea érzékeny a novobiocinra, és ez az antibiotikum képes toleralni az
extrem korilményeket is (Allers & Mevarech, 2005). Holmes és munkatarsa
azonositottak egy novobiocin rezisztens Haloferax torzset, melynek segitsegével
vektort fejlesztettek és sikeresen létrehoztak rezisztens sejtvonalakat (Holmes &
Dyall-Smith, 1990). Ezt kovetden sikeriilt feltarni a rezisztencia hatterét, a gyrB
génben jelen levé harom mutaciot (Holmes & Dyall-Smith, 1991). Fehérjeszintézis-
gatlo antibiotikumok kozil is néhany esetben azonositottdk a gatlo hatast, pl: a
Halobacterium fajokat gatlé anizomicint (10 pug/ml koncentracioban) (Mankin et al.,
1992), a Halobacterium volcanii fajt gatl6 mevinolint, mas néven lovastatint (10 pM
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koncentracidban) (Lam & Doolittle, 1989), a Methanococcus maripaludis fajt gatlo
neomicint (1000 pg/ml koncentracioban) (Argyle et al., 1996) és puromicint (2-20
pg/ml koncentracioban) (Sandbeck & Leigh, 1991), és a Halobacterium halobium fajt
gétld tiosztreptont (3 pg/ml koncentracioban) (Mankin et al., 1992).

Antibiotikum érzékenységi vizsgalatokat a Thermoplasma rendbe tartoz6 fajoknal is
végeztek mar. A mar emlitett novobiocinra érzekenységet mutat az altalunk is vizsgalt
T. acidophiulm (100 ng/ml koncentraciéban) (Darland et al., 1970) és a nem olyan
régen leirt T. acidicola faj is (100 pg/ml koncentracioban) (Itoh et al., 2007). Ez
utobbi faj érzékenységet mutatott a rifampicinre is (100 pg/ml koncentracidban),
ellentétben a T. acidophilum-mal, ahol in vitro kisérletek soran a DNS-dependens-
RNS-polimerdz nem mutatott érzékenységet erre az antibiotikumra (Sturm et al.,
1980). Emellett a T. acidophilum érzékenységet mutatott neomicinre 10 pM-0s
koncentracidéban (Londei et al., 1988). Tovabbd a rendbe tartoz6 Ferroplasma
acidophilum  kiemelked6 érzékenyseget mutatott tetraciklinre (2 pg/ml

koncentracidban) és gentamicinre (2 pug/ml koncentracioban) (Golyshina et al., 2000).

2.3.3 Vektor konstrukciok
Az 6sbaktériumok genetikai  manipulélédsara két vektortipust szoktak

alkalmazni:

1; integrativ vektorokat, amelyekkel homoldg rekombinaciét (a genetikai

informacio beépullését a kromoszomaba) akarnak elérni

2; shuttle vektorokat, amelyek képesek két kiilonboz6 torzsben a

kromoszomatol flggetlenul, 6nalléan replikalodni (Allers & Mevarech, 2005).

Az integrativ vektorokat a genomba val6 beépulésre (integralddasra) tervezték, emiatt
nem tartalmaznak Osbaktérium-specifikus replikacios origot, ezaltal nem kepesek a
celszervezetben (Gsbaktériumban) a kromoszématol flggetlendl replikdlodni. Egy
integrativ vektor altalanos térképét az 5. dbra szemlélteti. A vektor konstrukcidonak
harom f6 épitéeleme van: 1. Archea-specifikus szelekcidés marker gén (5. abra, piros
nyil); 2. E. coli specifikus replikacios origo (5. abra, szurke szakasz); 3. E. coli-
specifikus szelekciés marker gén (5. &bra, zold nyil). Az 6sbaktérium-specifikus
régionak tartalmaznia kell egy promdtert (5. &bra, lila szakasz), amely felelés a

szelekcios marker gén atirodasaért, tovabba egy tgynevezett ,,flanking” vagy kisérd

19



szakaszt (5. abra, kék szakaszok), amely meghatarozza a gen beépulésének helyét: ez
a szakasz teljes mértékben homolég a megszakitandd — Kilttetendé génnel.
Amennyiben az Archea specifikus régio nem tartalmaz flanking szakaszt, a beépilés
random lesz. Az E. coli-specifikus replikacios origo felelds a vektor fennmaradasaért
az E. coli baktériumban, ezéltal lehet a vektort nagy mennyiségben megtermeltetni.
Az E. coli-specifikus szelekcids marker gén segitségevel lehet a vektort tartalmazé E.
coli sejteket elvélasztani a transzformécidé sordn. Az integrativ vektorokat gének
kittése (knock-out) céljabol tervezik, melynek homoldg rekombinéciés mechanizmus
az alapja (Albers & Driessen, 2008; Allers & Ngo, 2003; Allers et al., 2004; Zhang &
Whitaker, 2012).

flanking
régio

Archea szelekcios

E.coli szelekciés marker gén

marker gén

Integrativ
vektor

promoter

flanking
régio

E.coli replikacios
origo

5. ABRA INTEGRATIV VEKTOR ALTALANOS TERKEPE (A SZERZO SAJAT ABRAJA)

A shuttle vagy bifunkcionalis avagy ingazé vektorokat altaldban 6nall6 replikaciora
tervezték két kiillonboz6 szervezetben. A shuttle vektorok négy 6 részbol épiilnek fel
(6. abra): 1. Archea-specifikus szelekcios marker gén (6. abra, piros nyil) prométerrel
egyutt; 2. Archea-specifikus replikéacids origd (6. abra, kék szakasz); 3. E. coli-
specifikus replikacios origo (6. abra, sziurke szakasz); 4. E. coli-specifikus szelekcios
marker gén (6. abra, zold nyil). Tehat az integrativ vektorhoz képest minden esetben
egy O6sbaktérium specifikus replikdcids origd is taldlhatd, mely a vektor a
kromoszématol valo fliggetlen replikalodaséért, és ezaltal a fennmaradéséért is felelds
a célszervezetben. Altaldban ez az ori régid az Gsbaktériumbél izolalt endogén
plazmid ori régidja, példaul a H. volcanii shuttle vektorahoz a szervezetb6l korabban
izolalt pHV2 vektort hasznéltak fel (Charlebois et al., 1987; Lam & Doolittle, 1989);
ilyen tovabba a P. abyssi shuttle vektorahoz alkalmazott pGT5 plazmid ori régidja

(Aagaard et al., 1996) vagy a Methanosarcina fajok shuttle vektora esetében
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alkalmazott M. acetivorans fajbol izolalt pC2A plazmid ori régioja (Metcalf et al.,
1997). Sulfolobus fajok esetében egy a Sulfolobus shibatae fajbol izolalt virus (SSV1)
DNS-ét hasznaltadk egy onalldan replikalodd vektor épitésére és tapasztaltak, hogy a
vektor sikeresen fennmarad E. coli és S. solfataricus mikroorganizmusban is (Cannio
et al., 1998; Jonuscheit et al., 2003). A shuttle vektorokat altaldban homolog vagy
heterolog fehérje taltermeltetésre (overexpresszid) tervezik, ennek érdekében a
megtermelendé fehérjét rendszerint egy konstitutiv vagy indukalhaté promoter
iranyitasa ala helyezik (Berkner et al., 2010). Tovabba a késobbi fehérje tisztitas
érdekében a fehérjét egy mesterséges farokkal (tag) latjak el, példaul a hat
hisztidinb6l all6 HIS-tag vagy a Strep-tag, amely egy nyolctagl mesterséges
fehérjelanc (Trp-Ser-His-Pro-GIn-Phe-Glu-Lys).

Archea szelekcios

) - marker gén
E.coli szelekcios

marker gén
promoter

E.coli replikacios

origé Archea replikacios

origé
6. ABRA SHUTTLE VEKTOR ALTALANOS TERKEPE (A SZERZO SAJAT ABRAJA)

2.3.4 Transzformacids modszer
A transzforméciés modszer egy genetikai eszkdzrendszer kdzponti eleme,

melynek segitségével kiils6 DNS anyagot jutattunk be a célszervezetbe. Szdmos
modszert fejlesztettek Gsbaktériumok transzformacidjara, ilyen a PEG-medialt
transzformdacio, hdsokk altali transzformacio, lipofekcid ¢€s elektroporacid. Néhany
olyan potencialis mddszer is targyalasra kerll, amelyek elméletileg alkalmazhatdk

genetikai anyag bejuttatasara a T. acidophilum fajba (génpuska és magnetofekcid).

2.3.4.1 Polietilén-glikol (PEG) medidlt transzformdciés moédszer

A modszer elsé 1épéseként a felszaporitott és lecentrifugélt sejteket egy
szferoplaszt oldatba felszuszpendaltak, majd EDTA-t (etilén-diamin-tetraecetsav)
adtak a mintdhoz, ami a sejtfal atjarhatosagat segiti el6. Ezt kovetden a

transzformalandd DNS-t majd PEG-et (polietilén-glikol) adtak a mintahoz, ami a
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sejtmembrant instabilla teszi, ezaltal a porusokon keresztil a DNS be tud jutni a
sejtbe. A mddszert els6ként a halofil &sbaktériumok esetében alkalmaztak a
Halobacterium volcanii' és Halobacterium halobium? fajokra (Charlebois et al., 1987;
Cline & Doolittle, 1987; Cline et al., 1989). Ezt kdvetéen Tumbula és munkatarsai a
modszert adaptaltdk az obligat anaerob metanogén Gsbaktérium, a Methanococcus
maripaludis, transzformaciojara (Tumbula et al., 1997). A maodszert kisebb
modositasokkal sikeresen alkalmaztak a metanococcusok egyik jeles képviseldjére, a
P. abyssi fajra (Lucas et al., 2002). Ezen a fajon tesztelték, hogy eltéré molekulasulyu
PEG alkalmazasa nem okoz-e valtozast a sejtek tuléléseében, vagy a transzformacids
hatékonysagban; a legnagyobb transzformacios gyakorisagot egy csokkentett PEG
mennyiségli (30%-r6l 25%-ra) transzforméci6 soran érték el, ahol 10° transzformans
volt életképes 1 pg DNS-re vetitve.

2.3.4.2 CaCl, kezelést kovetd hdsokk transzformdcio

A modszerhez a felszaporitott sejteket hiitve centrifugaljuk, felszuszpendalast
kovetéen CaCl, oldatot adunk hozza, mely eldsegiti a DNS sejthez kotodését. Ezt
koveti a hdsokk, mely a mikroorganizmus optimalis novekedési hdmérséklete vagy
annal magasabb hémérséklet, mely soran a genetikai anyag atjut a sejtmembranon.
Vegsé 1épésként a sejtek regeneracidja és szelekcidja kovetkezik. A modszert
eredetileg az E. coli K12-es torzsre fejlesztették ki, melynél a sejteket tobb
alkalommal mostak és szuszpendaltak kiilonboz6 koncentracioju CaCl, oldattal
(Cosloy & Oishi, 1973). Osbaktériumok esetében elséként a M. voltae fajnal
alkalmaztak e transzformaciés modszert, ahol vizsgaltak, hogy szlikséges-e a magas
koncentracioju CaCl, oldat hasznélata. Azt tapasztaltdk, hogy a transzformacios
gyakorisag nem valtozott a CaCl, kezelés kihagyasa kovetkezteben, s6t novekedett.
Megjegyezendd, hogy a tenyésztési médium tartalmazott CaCl,-ot, de Iényegesen
kisebb koncentracioban, ami létfontossaginak bizonyult a transzformécid
szempontjabol (Bertani & Baresi, 1987). Az anaerob T. kodakaraensis fajnal a DNS
hozzaadasat kovetden jabb hideg inkubacids 1épéssel modositottak a M. voltae fajnal
alkalmazott mddszert, és a hideg inkubaciot jégen végezték el. Tovabba azt észlelték,

hogy a CaCl, nem létfontossagu a transzformaciohoz (Sato et al., 2003). Egy masik

.~z

L A késobbiekben ezt a fajt egy uj nemzetségbe (Haloferax) soroltdk, és Haloferax volcanii fajnak
nevezték el.
2 A fajt atnevezték Halobacterium salinarum-ra.

22



adaptaltak a moddszert, abban az esetben ha a hdsokk idétartamat az eredeti 45

masodpercrdl 3 percre novelték (Waege et al., 2010); egyébként az eredeti protokoll

cres

2.3.4.3 Liposzoma medidlt transzformdcio

A liposzoma medialt transzformacio vagy lipofekcié soran a transzformalando
sejteket biomolekulaval hatarolt vezikulummal DNS-t tartalmaz6 transzformaljak.
Osbaktériumok  esetében a Methanosarcina nemzetségbe tartozd fajokat
transzformaljak rutinszerien e modszerrel. A biomolekula Methanosarcina fajok
esetében egy a Boehringer Mannheim GmbH (Németorszag) altal fejlesztett DOTAP
(N-[1-(2,3-Dioleoyloxy)propyl]-N,N,N-trimethylammonium methyl-sulfate) volt (7.
abra). Ez egy negativan toltott biomolekula, ezaltal képes DNS, RNS, oligonukleotid
vagy fehérje kotésére. A DOTAP transzformacio soran dsszeolvad a sejtmembrénnal,
igy bejuttatva a DNS anyagot a sejtbe.

7. ABRA A DOTAP SZERKEZETI FELEPITESE (CHOOSAKOONKRIANG ET AL., 2001)

A transzformacio elsd lépéseként a log-fazisban levd sejteket lecentrifugaltak és
szachar6z oldatban felszuszpendaltak. Ezzel parhuzamosan eldéllitottak a
DNS:liposzdma komplexet, 0Osszekeverve a DNS-t a DOTAP-pal, majd
szobahémérsékleten inkubaltak 15 percig. Ezt kovetden a sejtekhez hozzamerték a
DNS:DOTAP komplexet, majd 4 oran keresztiil szintén szobahOmérsékleten
inkubaltak. Ezzel a modszerrel sikeresen transzformaltak a M. acetivorans, M.
barkeri, M. siciliae és M. thermophila fajokat (Metcalf et al., 1997).

2.3.4.4 Elektropordcio

Elektroporacio soran elektromos impulzusok segitségével az elektromos erétér
tranziens lyukakat eredményez a sejteken, ezen keresztul tud a DNS a szervezetbe
bejutni. Elektroporaciot prokariota és eukariota sejtek transzformacidjara rutinszeriien

alkalmaznak. Osbaktériumok esetében foként Sulfolobus fajok transzformaciojara
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alkalmazzak (Berkner & Lipps, 2008). Elséként a S. solfataricus faj esetében
alkalmaztak elektroporaciot, melynél a sejtek tulélése még csak 50%-o0s volt
(Schleper et al., 1992); az eldinkubaciokat ekkor még jégen végezték el és nem tortént
regeneracid a transzformaciot kovetden. Az alacsony tulélési rata feltételezhetéen a
jégen torténd inkubacionak volt koszonhetd, mivel a faj optimalis szaporodasahoz 75—
80 °C sziikséges. Ezt kdvetéen a modszert adaptaltdk a S. acidocaldarius fajra, a
elektroporacidot mar szobahOmérsékleten végzeték el, és egy regenerdcios lépést is
beiktattak, ezaltal a sejtek tulélése jelentdsen novekedett (Aravalli & Garrett, 1997). A
S. islandicus fajnal az eredeti, Scleper és munkatarsai altal fejlesztett médszeren két
modositast eszkdzbltek, minden inkubaciot szobahdmérsékleten végeztek el, tovabba
egy regeneracios Iépést vezettek be (Deng et al., 2009). A Sulfolobus fajok mellett a
kordbban mar emlitett M. voltae faj esetében is sikeresen alkalmaztdk az
elektroporaciot (Patel et al., 1994).

2.3.4.5 Magnetofekcio

A magnetofekcié soran a transzforméland6 DNS-t magneses részecskékhez
kotik, majd kihasznalva a magneses eréteret, a DNS-t a sejtbe juttatjak (8. abra). A
esetében hasznaljak (Mehier-Humbert & Guy, 2005). Napjainkban mar elérhet6 olyan

Kisméretii magnetit mikrohordoz6 (50-200 nm atmér6jii), amely megfeleld

= z=7

Magnetofection™ %
Nanoparticles %

%

% DNA + Nanoparticles
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8. ABRA A MAGNETOFEKCIO FOBB LEPESEI (HTTP2)
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9. ABRA KULONBOZO MAGNETIT MIKROHORDOZOK (HTTP3)

2.3.4.6 Génpuska — biolisztikus transzformdciés modszer

A génpuska az egyik legelterjedtebb biolisztikus modszer, melyet foként allati
és novenyi sejtek és szOvetek transzformaciGjara, néhany  esetben
mikroorganizmusoknal is hasznaljak (Klein & Fitzpatrick-McElligott, 1993; Sawahel
& Cove, 1992). A modszer elsé lépéseként a transzformalandd DNS-t egy
biol6giailag inert mikrohordozéhoz kotik, amely &ltaldban wolfram vagy arany. A
génpuska segitségével, nagy sebességgel beldvik a mikrohordozéra kétoétt DNS-t (10.
abra). A transzformacié sikeressége szempontjabol fontos tényezok, hogy a 16vést
milyen nyomassal végezzik el és hogy a targylemez milyen tavolsagra talalhat. A
génpuska mikroorganizmusok transzformaciojara valé alkalmazéasara nagyon kevés
példa van, ennek oka valoszinlisithetden a nagyméreti mikrohordozé volt. A
mikrohordozé 4tlagos atmérdje 1 pm volt egész az elmult néhdny évig, ez nem
okozott problémat a nagyméretii novényi-allati sejtek transzforméciojanal, viszont
kozel lehetetlenné tette a kisméretii baktériumok transzformaciojat ( példaul az E. coli
baktérium 0,5x2 um nagysagu). Ennek ellenére néhany kisérletet tettek baktériumok
transzformacidjara génpuska segitségevel. Elséként a Bacillus megaterium fajra
alkalmaztak sikeresen a moddszert, amely az egyik legnagyobb ismert talajlako
baktérium (Shark et al., 1991). Ezt kdvetden tovabbi 6t fajra adaptaltak a modszert —
E. coli, Agrobacterium tumefaciens, Erwinia amylovora, Erwinia stewartii és
Pseudomonas syringae. Bar transzformacios gyakorisdg meglehetésen eltéré volt
(10°-10%/pg DNS).
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10. ABRA A GENPUSKAVAL TORTENO TRANSZFORMACIO ELVI MAGYARAZATA (HTTP4)

2.4. T. acidophilum, mint a proteomika modellszervezete

Ez az Gsbaktérium az elmult évtizedben a ,,vizualis proteomika” (11. abra)
kiemelkedé modellszervezetévé valt, kdszonhetéen szamos, az eukaridta sejthez
kozeli, tulajdonsaganak, amely foként protein- és enzimkomplexek felépitésében és
szervezddésében nyilvanul meg (Nickell et al., 2006). Egészen a 2000-ben befejezett
genom projektig ugy tekintettek a thermoplasmakra, mint az eukariéta sejt lehetséges
6sére (Ruepp et al., 2000). Annak ellenére, hogy a genom projekt a rokonsagot
megcafolta, a T. acidophilum a mai napig a proteomika kiemelt fontossagu
modellszervezete (Sun et al., 2009, 2007). Koszonhetéen a mar emlitett, az eukariota
sejthez kozeli tulajdonsagainak, kis méretli genomjanak és a szervezet fehérjéinek
konnyti izolalasa miatt, szamos kutatas és modszerfejlesztés alapjat képezi e faj vagy
e faj fehérjéinek vizsgalata (Knispel et al., 2012). Ezt bizonyitjak a szervezet 20S
proteaszomajan végzett struktara/funkcié vizsgalatok, amelyek feltartdk, hogy a
proteolitikus folyamatok analdgjai az eukariota sejtekben zajlé folyamatoknak és igy
igen jelent6s klinikai vonatkozasa is van az itt folyo kutatdsoknak. A T. acidophilum
proteoszdmaja ugyanazt a proteolitikus lebontési Utvonalat hasznalja, mint a human
proteoszéma, habéar kisebb hatékonysaggal (Mayr et al., 1999). A 2004-es évben
kémiai Nobel dijjal értékelték az ubiquitin altal iranyitott fehérje lebontas felfedezését
és e molekula szerepének tisztazasat a proteoszéma altali lebontasban (HTTPL1).
Kordbbi vizsgalatok soran igazoltak, hogy fehérjék ubiquitinnel torténd
eléinkubacidja elegend6é ahhoz, hogy a T. acidophilum 20S proteaszémaja felismerje

és lebontsa ezen fehérjéket (Wenzel & Baumeister, 1993). Err6l az ubiquitin
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molekulardl ezzel egy id6ében igazoltak, hogy az N-terminalis aminosav szekvenciaja
nagyban megegyezik a human és mas eukariota ubiquitin molekulakéval (Wolf et al.,
1993).
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11. ABRA A VIZUALIS PROTEOMIKA ATTEKINTO ABRAJA (NICKELL ET AL., 2006)

A Mincheni Max Planck Intézet Wolfgang Baumeister professzor altal vezetett
Molekularis Struktarbiolédgiai Tanszéke az €len jar a T. acidophilum modellen alapuld
proteomikai kutatasokban. Ezt kétségkiviil alatdmasztja az elmult évtizedben mutatott
publikacios tevékenységuk - 14 Nature és 9 Science cikk sziletett az egység
kozremiikodésével. A proteomikai, iigymint a mar emlitett ,,vizuélis proteomikai”,
kutatasokat 6t hagyomanyos elekronmikroszképpal és jelenleg a legmagasabb
tudomanyos szinvonalat képvisel6 Titan krio-elekronmikroszkopokkal vegzik. A
genetikai eszkdzok alkalmazasanak hianya a modellszervezetnél nagyban gatolja,
hogy Kkiterjesszék munkajukat tobbek kozott (a) labilis ismeretlen komplexek
vizsgalatara — amely megoldhaté lenne a célfehérjék HIS-taggal valo ellatasaval, in
vivo expresszidval és az azt kovetd kimeletes affinitas kromatografiaval; (b) a
szervezet genom projektje sordn azonositott ismeretlen funkciéju feherjék
vizsgalatara, ahol knock-out mutagenezis segitségével az ismeretlen funkcidju

fehérjékhez biologiai hatés lenne kapcsolhatd; (c) olyan fehérjék nativ expressziojara,
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melyek heteroldg expresszio soran elveszitik biologiai aktivitasukat (pl. peroxiredoxin

komplex).

A PhD disszertaci6 f6 célkitlizése nem volt kevesebb, mint e hidnyzd genetikai

eszkOzrendszer megteremtésére tett Kisérlet.

28



3. ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1 Mikroba torzsek és taptalajok

3.1.1 Mikroba torzsek

A munkam soran alkalmazott torzseket a 1.

1. tablazat Vizsgalt mikroba térzsek

tablazat tartalmazza.

Név

Genotipus

E. coli SURE2

endAl gIinV44 thi-1 gyrA96 relAl lac
recB recJ sbhcC umuC::Tn5 uvrC el4-
A(mcrCB-hsdSMR-mrr)171 F'[ proAB*
lacl® lacZAM15 Tn10 Amy Kan"]

E. coli TOP10

F- mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC)
¢80lacZAM15 AlacX74 nupG recAl
araD139 A(ara-leu)7697 galE15 galK16
rpsL(Str") endA1 X

T. acidophilum DSM 1728 (tipustorzs)

T. acidophilum JCM 17946 — 17956

3.1.2 Alkalmazott taptalajok és taptalaj komponensek
A taptalajok és komponensek mennyiségét minden esetben 1 liter médiumra adtam

meg (2. tablazat), és 121 °C-on 1 atm nyomason 20 percen keresztil sterileztem.

Amennyiben a csiramentesités soran eltérd eljarast alkalmaztam, azt kiilon jeloltem.

2. tablazat Alkalmazott taptalajok és taptalaj komponensek

Név Osszetétel
10 g Tripton,
. . 5 g Elesztd kivonat
LB folyékony médium 10 g NaCl

pH 7,0-ra allitva

LB agar

LB folyékony médium, 1,5% agar

Thermoplasma alap folyékony médium

100 ml MédiumB

10 ml MédiumA

20 ml Elesztd kivonat ( 10w%)
100 ml Glikéz oldat (10w9%)

pH 2,0-ra allitva tomény kénsavval

Thermoplasma tovabbfejlesztett folyékony
médium vitaminnal

100 ml MédiumB

10 ml MédiumA

40 ml Eleszt kivonat ( 10w%)
100 ml Glukdz oldat (10w%)

29



50 ml Eleszt6 vitamin

Glukoz oldat (10w%)

100 g glikoz

Sterilezése: sterilre sziirés, 0,2 um porusu
szlr6n (Millipore Corporation, Darmstadt,
Germany)

Thermoplasma Folyékony MédiumB

13,2 g (NH4)2804
3,72 g KH2PO,4

2,47 g MgSO4+7H,0
0,74 g CaCl»2H,0

Thermoplasma Folyékony MédiumA

1,93 g FeCl3+6H,0

0,18 g MnC|2*4H20

0,45 g Na,B,07+10H,0

2,2 ml ZnSO4+7H20 (1 w%)
0,5 ml CuCl,+2H,0 (1 wo%)
0,3 ml Na,M00O4+«2H,0 (1 W%)
0,38 Ml VOSO4+5H,0 (1 W)
0,1 ml CoSO4+7H,0 (1 W%)

FEleszt6 vitamin

10 g siitéélesztd

100 ml 0,5 M H,SO4

Az oldalt szonikalasa 2-szer 1 percig 40%-0s
teljesitményen (Branson Sonicator, Thomas
Scientific, Swedesboro, USA); majd 3 6ran at
inkubécio 60 °C-on; ezt kdvetéen
centrifugalas: 4600 rpm, 4 °C, 20 perc; végll a
feltlUszo sterilezése sziiréssel.

Thermoplasma szilard médium
(Phytagel, Nobel agar, Seakem Gold agardz,
Szilika)

Thermoplasma folyékony médium, 2%
szilardito agens, szilika esetében 1%

Thermoplasma szilard medium gelrite

500 ml gelrite MédiumA

450 ml gelrite MédiumB

2 ml gliikéz oldat (10%)

2,5 ml CaCl, 10 mM

50 ml élesztd vitamin

A médiumot minimum 80 °C-on kell
dsszeallitani.

Thermoplasma szilard médium gelrite
MédiumA

2 g ¢lesztokivonat

2 g kazaminosav

1,3 g (NH4)2804

0,2 g NaCl

0,3 g KH2PO4

0,25 g MgS0O4+7H,0
0,05 g CaCl,«2H,0,

Thermoplasma szilard médium gelrite
MédiumB

1,2 g gelrite
El6szor 100 °C-on 30 percig tartjuk, majd 121
°C-on 1 atm-n 30 percig sterilezziik.
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3.2 Mikroszkopos vizsgalatok

3.2.1 Alkalmazott mikroszképok

A munka&m sorén alkalmazott mikroszkdpokat a 3. tdblazat tartalmazza.

3. tdblazat Alkalmazott mikroszkopok

Név Gyarto - forgalmazo

LEICA M205FA Automata fluoreszcens

sztered mikroszkop BioMarker Kft, G6d6116, Magyarorszag
LEICA DFC425C Kamera

Olympus SZH Sztere6 mikroszkop Olympus Optical Co., Hamburg,

Canon PowerShot A540 Kamera Németorszag

Philips CM300 FEG Cryo-electron-

microscope with Gatan CCD digital Philips Ltd, Brisszel, Belgium

camera and energy filter

3.2.2 Kiilonleges elektron-mikroszkopos eljaras
A krio-elektronmikroszkdpos vizsgélatok a Miincheni Max Planck Intézet

Molekularis Strukturbioldgiai Tanszékén Christine Kofler végezte. A T. acidophilum
sejteket normal Thermoplasma médiumban tenyésztettik. A sejtszuszpenziot
Quantifoil 4/1 szénfilmmel bevont réz gridekre mértiik. Egy 30 masodpercig 60 °C-on
torténd inkubaciét kovetden a sejteket lefagyasztottuk foly€kony etilénben
(vitrifikacid) és a tovabbi fejdolgozasig folyékony nitrogénben taroltuk. Az
elektronmikroszkopos vizsgalatokat egy CM300 FEG elektronmikroszkoppal

végeztik -8 um-es fokusz alatt.

3.3 Vegyszerek és reagensek

A munkam soran alkalmazott vegyszereket és reagenseket a 2. Melléklet 4. tablazat

tartalmazza.

3.4 Pufferek és oldatok 6sszetétele

Minden puffert és oldatot ultratiszta vizben allitottunk 6ssze, a pufferek és oldaltok

Osszetétele a 2. Melléklet 5. tablazata tartalmazza.

3.5 Felhasznalt kitek és enzimek

A munkdm soran alkalmazott kiteket és enzimeket a 2. Melléklet 6. tablazat

tartalmazza.

31



3.6 Molekularis bioldgiai madszerek

3.6.1 Genomi DNS izolalas
A genomi DNS izolalasahoz baktériumok esetében a MoBio UltraClean

Microbial DNA Isolation Kit-et alkalmaztam a gyarto6 altal megadott protokoll szerint.
Az izolalt genomi DNS mindségét minden esetben agardz gélelektroforézissel és

nanofotométer (Implen GmbH, Miinchen, Germany) segitségével ellenériztem.

3.6.1.1 T. acidohilum genomi DNS izolalds

A T. acidophilum esetében tobb kiilonb6z6 DNS izolalasi modszert
alkalmaztam, tobbek kozott kis mennyiségli genomi DNS eldallitasara a MoBio
UltraClean Microbial DNA Isolation Kit-et hasznaltam a gyart6 altal megadott
protokoll szerint. Nagyobb mennyiségli genomi DNS eldallitdsara az aldbbi két

modszert alkalmaztam.

3.6.1.1.1 Fenol-kloroformos DNS izolalas

A biomasszat lecentrifugalast kovetéen elomelegitett steril pH 2-es vizzel
haromszor mostam. Ezt kovetden a biomasszat vizben felszuszpendaltam és 1:1
aranyban 100 mM-os Tris-t adtam hozza. Ekkor kdvetkezett be a sejtek lizise.
Kovetkezd 1épésként 500 pl fenolt adtam a mintdhoz, 2 percig szobahdmérsékleten
inkubaltam, majd 15 000 rpm-en 20 percig 4 °C-on centrifugaltam. A feltliszot a
pellettdl elvalasztottam, majd a feliiluszohoz 500 pl fenolt és 500 upl kloroformot
mértem, szobahOmérsékleten inkubaltam 1 percig, majd 15 000 rpm-en 20 percig 4
°C-on centrifugaltam. A feluliszéhoz 500 pl kloroformot adtam, majd
lecentrifugaltam a korabbiakban alkalmazott modon. A feliilisz0 DNS-tartalmat ezt
kovetden 700 ul jéghideg izopropanollal kicsaptam, majd egy Ujabb centrifugalést és
70%-o0s alkohollal torténé mosast kovetéen kiszaritottam. A DNS-t végil TE
pufferben vettem fel. A késobbi felhasznalas elétt minden esetben a DNS minGségét
agaroz-gélelektroforézissel és nanofotométer (Implen GmbH, Miinchen, Germany)

segitségével ellendriztem.

3.6.1.1.2 Na-perklorat segitségével torténé DNS izolalas
A biomasszat centrifugalast és tobbszori mosast (elémelegitett, steril, pH 2-es

vizzel) kovetéen 1:1 aranyban 100 mM-os Tris pufferben szuszpendaltam, majd

crer

extraktumhoz el6szor Na-perkloratot (1 M-os végsé koncentracidban), majd egyenld
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térfogatnyi kloroform:izoamil-alkohol 24:1 aranyu keverékét adtam és extrahalassal
eltavolitottam a fehérjéket (60 perc lassu razatas 4 °C-on). A DNS-t tartalmazd vizes
oldatot centrifugélassal elvalasztottam a kloroformtol, és a DNS-t két térfogatnyi
etilalkohol/izopropanollal kicsaptam. A DNS csapadékot négyszer mostam 70%-0s
etanolban, majd szaritast kovetéen TE pufferben feloldottam. A késébbi felhasznalas
elétt minden esetben a DNS mindségét agardz-gélelektroforézissel és nanofotométer

(Implen GmbH, Miinchen, Germany) segitségével ellendriztem.

3.6.2 Agaroz gélelektroforézis
A genomi DNS, PCR termékek és restrikcios emésztmények detektaldsdhoz

1%-o0s agardz gélt ontottem, amely a kovetkezOket tartalmazta: 1 g agar6z, 10 ml
10xTBE, 90 ml bdH0, és 0,5 pl/ml etidium-bromid. A gél zsebeibe 5-15 pl DNS-
mintat és 3-6 ul STOP TBE puffert, illetve az els6 zsebbe 5 pul DNS Iétrat (GeneRuler
DNA Ladder Mix, Thermo Fisher Scientific Inc, Waltham, USA) pipettaztam. A gélt
IXTBE pufferben 100-130 V-on 20-60 percig futtattam, majd UV fényben
detektaltam a gélfutattas eredményét.

3.6.3 Vektor épités
Vektor konstrukcioim alapja minden esetben E. coli vektorok voltak, puC18

és pRSF-Duet. A T. acidophilum genetikai elemek és kazettak elkészitéséhez
hagyomanyos kl6nozasi mddszereket (Sambrook & Russel, 2001) és overlapping
mega-primer alapl PCR technika (Kanoksilapatham & Gonzalez, 2007) modositott
valtozatat alkalmaztam. Az overlapping mega-primer modszernél tébb fragmentet
vagy linearizalt vektort fragmenttel kivantam 0Osszeilleszteni. Minden esetben a
primerek segitségével létrenoztam egy atfedd régiot a két fragment kozott. A modszer

Iépései az alabbiak (12. abra):

I. 1épés
N ) Y
I R
I1. Iépés \ p /

L

12. ABRA OVERLAPPING MEGA-PRIMER MODSZER FOBB LEPESEI
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I. lépés: A Kiindulé szakaszok PCR-je, hagyomanyos PCR reakcio
optimalizélva a fragment vart méretére és az anellacios homérsékletre. A
fragmentet ellendriztem agardz gélelektroforézissel. Ezt kdvetden a PCR

terméket megtisztitom Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System-mel.

I. Iépés: A talnyalé részekkel (overhang-gal) rendelkez tisztitott PCR
termékek osszeillesztése. A reakcioknal kritérium, hogy az osszefiizend6
szakaszok ekvimolarisan egyezzenek. A PCR reakciot az alabbi mddon
allitottam 0Ossze steril PCR csovekbe 10 pl dNTP, 4 ul Pfu puffer, 6 pl
MgSQy4, 1 U Pfu enzim, PCR termékek az el6z6 reakciobol és annyi
desztillalt viz, hogy a végs6 térfogat 50 ul legyen. A reakcié héprofilja a

kovetkez6 volt:

. 98 °C 3-5 perc Kezdeti denaturéacio

. 95°C 3 perc Denaturacio

. 48-65 °C 30 mp Anellacio )

. 72°C 30 mp-8 perc Elongaci6 20 ciklus
. 94 °C 30 mp Denaturécié

. 72°C 10 perc Végs6 extenzid

A 20 ciklust kovetéen hozza lehet adni a flanking primereket és még 1pl
Pfu-t. Az annealing értelemszerien a primerek Tm-je alapjan torténik.

Ciklusszam: 32.

A vektorkonstrukciok készitéséhez minden esetben Pfu nagy pontossagi DNS

polimeréaz enzimet hasznaltam.

3.6.4 Primer tervezés
A primerek tervezése sordn minden esetben betartottam a tervezés

alapszabalyait. Az ujonnan tervezett primereket minden esetben ellenériztem az IDT
— Integrated DNA Technologies - honlapjan megtalalhatd Oligo Analyzer program
segitségével. Szamos esetben a primer talnyuld (overhang) végével hoztam létre
restrikcios enzim felismerd helyet, mely a késdbbi vektorba klonozast, vagy a két
fragment Osszeligalasat (az atfedé talnytlo szakaszok segitségével) szolgalta. A
munka soran felhasznalt primereket a Integrated DNA Technologies Inc (USA) cégtdl
rendeltem minden esetben. Az alkalmazott primerek szekvenciaja és olvadasi

hémérséklete a 2. szamu mellékletben talalhato.
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3.6.5 Polimeraz lancreakcio
A polimeraz lancreakciohoz a korabbiakban leirt médon specifikus primereket

terveztem. A PCR reakciot az alabbi modon allitottam 6ssze: steril PCR csovekbe 5
pl 10x-es PCR puffert (Thermo Fisher Scientific Inc, Waltham, USA), 3 pl 2 mmol/l
koncentréaciéja MgCl, oldatot (Thermo Fisher Scientific Inc, Waltham, USA), 0,5
pmol forward és 0,5 umol reverse primert, 1 U Taq DNS polimerazt, 10 pl dNTP-t
(Thermo Fisher Scientific Inc, Waltham, USA), 1-5 ul templatot és annyi desztillalt
vizet pipettaztam, hogy a végsé térfogat 50 pl legyen. Ezutan a PCR csovek tartalmat
kémcsdkeverd segitségével Osszekevertem, majd lecentrifugaltam. A PCR reakcidt
Eppendorf Mastercycler EP Gradient S (Eppendorf AG készilékkel végeztem. A

hoprofil a kovetkezo volt:

. 98 °C 3-5 perc Kezdeti denaturéacio

. 95°C 3 perc Denaturacio ]

. 48-65°C  30mp Primer anellacié r 28- 32 ciklus
. 72°C 30 mp-8 perc Extenzi6 - elongacié

. 72°C 10 perc Végs6 extenzid

n 4 OC o0 Hiutés

A primer anellacié minden esetben 3 fokkal volt alacsonyabb a primerparok k6zos
olvadasi hémérsékleténél. Az extenzidt minden esetben 1000 bp/1 perccel szamoltam.
Minden PCR terméket agardz gélelektroforézissel detektaltam a 3.6.2-as pontban

leirtak szerint.

3.6.6 Helyspecifikus mutagenezis
Helyspecifikus mutagenezist QuikChange Site-Directed Mutagenesis Kit-tel

végeztem a gyartd altal megadott protokoll szerint, valamint overlapping PCR

mutagenezis modszert is hasznaltam:

A reakcidéhoz minden esetben Pfu, nagy pontossagi DNS polimerazt hasznaltam. A
reakciot az alabbi médon allitottam 6ssze: steril PCR csdvekbe 10 mM dNTP-t (mind
a 4 nukleotidot tartalmazza 10 mM végs6 koncentracioban), 5 pl 10x Pfu polimeraz
puffert (mely Mg-t is tartalmaz), 0,2 pumol forward és 0,2 umol reverse primert, 1 U
Pfu DNS polimerazt, 10 ng plazmid templatot és annyi ultratiszta vizet pipettaztam,
hogy a végsd térfogat 50 pl legyen. A reakciot jégen mértem Gssze, legutoljara az
enzimet mértem be, majd az elémelegitett PCR gépbe helyeztem a cséveket. A PCR

program a kovetkezo volt:
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. 95°C 1 perc Kezdeti denaturéacio

. 94 °C 30 mp Denaturacio ]

. 55 °C 30 mp Primer anellaci6  t15ciklus
. 68 °C 13 perc Elongaci6 J

. 68 °C 10 perc Végsé extenzid

. 4°C o0 Hutés

A reakciot kovetéen a terméket szobahémérsékletiire htitéttem, majd 1 U Dpnl
enzimet adtam a reakciohoz és 37 °C-on egy orat inkubaltam. A Dpnl enzim a metilalt
(sziil6i, nem mutans) dsDNS-t hasitja el. A sziil6éi plasmid DNS-t kordbban dam+
(DNS adenin metil-transferaz) E. coli sejtvonallal termeltettem meg. igy az eredeti
nem mutélt DNS szélak fel lesznek hasogatva, viszont az Ujonnan szintetizalt DNS

szélakat érintetlenil hagyja.

Ezt kovetéen 5 ul terméket 50 ul E. coli kompetens sejtbe transzforméaltam a

késébbiekben leirt modon.

3.6.7 A PCR-termék tisztitasa és fragmentek tisztitasa gélbdl
A PCR termékek tisztitast a PCR reakciot kovetden és a fragmenetek tisztitast

g¢é1b6l a Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System-mel végeztem a gyarté altal
megadott protokoll szerint. A PCR termék és fragment tisztitas 1ényege, hogy a 100
bp- 10 kbp méreti DNS fragmentek kaotripikus sok jelenlétében a szilika alapu
membranhoz kotédnek, majd tobb tisztitasi fazist kovetéen, melyek soran lemossuk a

felesleges sokat, primereket, dNTP-t, elualom a terméket a membranrol.

3.6.8 Emésztés restrikcidos endonukleazokkal
Az emészteni kivant DNS-t kiilonb6z6 specifikus  endonukleazokkal

hasitottam el, melyekhez a megfelel6 restrikci0s enzim puffereket alkalmaztam; az
emészteni kivant DNS koncentracidja 0,5-5 pg volt. A reakcio végtérfogata minden
esetben 50 pl volt, amelyet ultratiszta vizzel allitottam be, majd megfeleld
homérsékleten 1-2 drat inkubaltam. Magas DNS koncentracio esetén az idétartamot

megnoveltem.

3.6.9 Transzformacid E. coli-ba
A -80 °C-on tarolt E. coli kompetens sejteket jégen lassan felolvasztottam, 50

ul sejthez (Topl0-Ca-os kompetens és SURE2-szuperkompetens sejtek) 1-3 pul
plazmidot hozzadmértem, majd jégen inkubaltam 30 percig. Ezt kovetéen 30
masodpercig 42 °C-on (hésokk) inkubaltam, majd megint 2-3 percig jégre helyeztem,
végll 450 pl 37 °C-ra elémelegitett LB médiummal razattam egy oran keresztiil 37

36



°C-on. Antibiotikum tartalm( lemezekre szélesztettem, majd 16 oran at novesztettem
37 °C-on.

3.6.10 Dializis transzformdcié T. acidophilum-ba
Egy dializis membranra (Millipore VSWPO2500 - Millipore GmbH,

Németorszag) 200 pl 2-3 napos T. acidophilum kultdrat (ODggo: 0,8-1) helyeztem. A
membrant 60 °C-ra elémelegitett petri-csészényi ultratiszta viz felszinére helyeztem
(20 ml), melynek pH-jat 4,5-re allitottam szarazjég segitsegével. A sejteket ezt
kovetéen 60 percig inkubaltam, melynek sordn a sejtszuszpenzido pH-ja 3,5-re
emelkedett, majd 10-20 pl plazmid DNS-t (koncentracio: 0,5-2 pg/pl) mértem hozza
és Ujabb 60 percig inkubaltam, végul 1 ml antibiotikumot nem tartalmaz6 friss
médiumba helyeztem 58 °C-ra 12 Orara regeneracio céljabol. A regeneraciot
thermomixerben (Eppendorf) végeztem el 600 rpm-es razatassal. A regeneralodott
sejteket megfelelé antibiotikumot tartalmazo 10 ml médiumba helyeztem és 3-4
napon keresztill inkubéaltam 58 °C-on; ezzel parhuzamosan antibiotikumot tartalmazé
szilard médiumra is Kiszélesztettem a sejteket. Minden transzformacional
alkalmaztam egy pozitiv novekedési kontrollt, amely ugyanazt a kezelést kapta, mint
a transzforméciés mintdk, viszont antibiotikumot nem tartalmazé médiumban
inkubaltam. A pozitiv novekedési kontrollt annak céljabol alkalmaztam, hogy
ellendrizzem a sejtek tulélik-e a transzformaciot. Tovabbd hasznaltam minden
transzforméacio soran negativ kontrollt, amelyhez a transzformacié sordn nem adtam
plazmidot, viszont ezt kdvetden antibiotikumot tartalmazé médiumban inkubaltam.

Ezen kontroll célja, hogy teszteljem az esetleges spontan mutéciokat.

3. 6. 11. Magnetofekcio altali transzformacios T. acidophilum-ba
Két kiilonb6zé6 DNS-t kotni képes magnetit szemcsét alkalmaztam:

fluidMAG-DEAE, fluidMAG-PEA. A magnetofekciot a gyartdé altal javasolt
transzformacios modszernek megfeleléen vittem véghez, optimalizdlva a T.
acidophilum tenyészkorilményeihez. 200 pl sejtkultdrat  (ODggo:  0,8-1,0)
lecentrifugaltem 4600 rpm-en 40 °C-on 10 percig, majd 50 pl pH 2-es ultratiszta
vizben dvatosan felszuszpendaltem. Ezzel parhuzamosan 1-2 pg/pl koncentracioju
DNS-b61 5 pl-t mértink 20 pl magnetit szemcséhez, majd 0sszepipettaztam és 10-15
percig szobahdmérsékleten inkubaltuk. Ezt kovetden az 50 pl biomasszat egy
MagnetoFACTOR plate-be mértem, 25 ul végtérfogati DNS:magnetit keveréket

adtunk hozza és az 58 °C-os termosztatban elémelegitett magnes platet alahelyeztem.
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Miutan hozzaadtuk a DNS:magnetit kevereket a sejtekhez, 20-60 percig inkubaltuk 58
°C-on. A transzformaciot kovetden a transzformalt sejteket 1 ml friss antibiotikumot
nem tartalmazo T. acidophilum folyékony médiumba mértem és 12-14 éran keresztil
58 °C-on 700 rpm rézatds mellett Eppendorf Thermomixerben regeneraltattam. A
regeneraciot kovetéen 200 ul-t Kiszélesztettem novobiocin és rifampicin tartalmu

gelrite-bazisu szilard taptalajra.

3. 6. 12. Liposzoma altal medialt transzformacio T. acidophilum-ba
A liposzoma medidlt transzformaciohoz a DOTAP-ot (Roche GmbH)

alkalmaztam a Methanosarcina nemzetségnél fejlesztett protokoll alapjan. 200 pl
sejtkultdrat (ODggo: 0,8-1,0) lecentrifugaltam 4600 rpm-en 40 °C-on 10 percig, majd
50 pl pH 2-es ultratiszta vizben dvatosan felszuszpendaltam. Ezzel parhuzamosan 1-2
pg/ul koncentraciojd DNS-b61 5 pl-t mértem 2-25 pl DOTAP-hoz és inkubaltam 10-
30 percig. Ezt kovetéen a DNS:DOTAP mixet hozzamértem az 50 ul biomasszahoz
és 30-180 percig inkubaltam 58 °C-on. A transzformaciot kovetéen a transzformalt
sejteket 1 ml friss antibiotikumot nem tartalmazé T. acidophilum folyékony
médiumba mértem és 12-14 oOran keresztil 58 °C-on 700 rpm razatds mellett
Eppendorf Thermomixerben regeneraltattam. A regeneraciot kdovetden 200 pl

kiszélesztettem novobiocin és rifampicin tartalmud gelrite-bazisa szilard taptalajra.

3.6.13. Nukleotidsorrend meghatarozas
Minden konstrukciot a késobbi alkalmazas elott restrikcidos emésztésnek és

nukleotidsorrend meghatarozasnak vetettem ald. A nukleotidsorrend meghatéarozést
BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Ready Reaction Kit felhasznalasaval
végeztem el. A kapott szekvencidkat a MEGA4 program segitségével dolgoztam fel.

A szekvenciakat GenBank adatbazisban BLAST segitsegével azonositottam.

A szekvendld reakciot az aldbbi modon allitottam Ossze: steril PCR-cs6vekbe a
kovetkezoket mértem be: 2 ul BigDye Terminator, 3 ul puffer, 1 ul primer, 8 ul
dH,O, 6 ul tisztitott DNS. A reakciot Eppendorf Mastercycler EP Gradient S
(Eppendorf AG) késziilékben végeztem el az alabbi hoprofil szerint:

. 96 °C 10mp |

. 50 °C 5mp r 28 ciklus
. 60 °C 4 perc |
] 4°C 00
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A termékhez a reakcio utan hozzamértem: 3 pl 3 M Na-acetéat oldatot (pH 4,6); 62,5
pl 96%-o0s etanolt; 14,5 ul dH,0-t. A reakcidelegyet kémcsékeverével 6sszekevertem,
majd 15 percig allni hagytam szobahOmérsékleten. A mintakat lecentrifugaltam
(14000 rpm; 20 perc, 4 °C), majd a feliilliszo6t dvatosan eltavolitottam. A pelletre 250
Ml 70%-0s etanolt mértem, ezutin kémcsékeverdvel Osszekevertem. Ismét
lecentrifugaltam (14000 rpm; 10 perc, 4 °C) a mintat, majd a feltlUszot ismét
leszivtam, végll vdkuum centrifugaban kiszaritottam (15-20 perc). A mintat Hi-Di
formamidban vettem fel és Applied Biosystems 3130 Genetic Analyzerrel vizsgéltam.

3. 7 Statisztikai modszerek

A tenyésztéses vizsgalatok eredményei kozotti  kapcsolatrendszer vizsgalatat
statisztikai modszerrel végeztem el. A statisztikai vizsgalatokat Microsoft EXCEL

(Microsoft Inc.) szoftver felhasznalasaval végeztem.
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4. Eredmények és megvitatasuk

4.1 Thermoplasma médium optimalizalasa

4.1.1 Médositasok a Thermoplasma folyékony médiumban
Munkam egyik alapfeltétele volt a T. acidophilum rutinszeri tenyésztése

folyekony médiumban. A szervezet 1970-ben tortént felfedezése Ota szamos
kiilonboz6 médiumot fejlesztettek tenyésztéséhez. Folyékony tapkozegben elvégzett
kisérleteim sordn a Christiansen és munkatérsai (Christiansen et al., 1975) altal
fejlesztett médiumot hasznaltam. Szakirodalmi eredmények alapjan tudjuk, hogy a
szervezet minden esetben igényel élesztokivonatot, mig a tdptalaj mas komponensei,
példaul a glik6z, nem esszencidlisak. Az eredeti folyékony médium 1 g gyari
¢lesztkivonatot tartalmazott literenként. Kisérleteim soran azt tapasztaltam, hogy a T.
acidophilum pozitivan reagalt a megnovelt élesztokivonat mennyiségre (13. abra). A
kétszeresre novelt éleszté mennyiség csekély mértékben, mig a négyszeres

¢lesztokivonat mennyiség jelentdsen megndvelte a sejtek szaporodasi sebességét.

1.6
1.4

T -
1.2 I

4 g/ liter médium

=0==2 g / liter médium

=@=1 g /liter médium

0 12 24 36 48 72 96
Inkubacios id6 (6ra)

13. ABRA NOVEKEDESI TEST KULONBOZO KONCENTRACIOJU GYARI ELESZTOKIVONATTAL

Az optikai denzitds 600 nm-en torténé meghatarozasaval, az abra minden egyes

koncentracional harom mérés atlagat és szorasat mutatja.
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4.1.2 Nativ élesztokivonat hatasanak vizsgalata
Korabbi kisérleteim soran igazoltam (4.1.1 fejezet), hogy a szervezet pozitivan

reagal a megndvelt gyari élesztokivonat mennyiségre. Szakirodalmi adatok alapjan
tudjuk, hogy az élesztékivonat eldallitasdnak modja meghatarozd a ndvekedest
serkentdé hatas szempontjabdl (Smith et al., 1975). Mivel nem rendelkeztem
informacioval a gyari ¢lesztokivonat eldallitdsnak modjardl, emiatt sajat-készitési
¢lesztokivonatot kivantam eldallitani, hogy megvizsgaljam a kiilonb6z6 modon
eléallitott élesztokivonatok hatasat. Eldkisérleteim sordn szamos mddszert teszteltem
szakirodalmi adatok alapjan, ugymint: acetonos Kkicsapas, kloroform-metanolos
kezelés és savas hidrolizis. Ezek kodzil a savas hidrolizist valasztottam, mivel igy a
késObbiekben nem kellett a médiumbol acetont vagy kloroform-metanolt
eltavolitanom és a Thermoplasma médium alapvetden tartalmaz. A tovabbiakban ezt a
sajat-készitési éleszté hidrolizatumot éleszté vitaminnak nevezem. Az élesztd
vitamint hagyomanyos siit6éleszt6bol (Saccharomyces cerevisiae) allitottam el6 savas
hidrolizis és hdsokk kombinacidjaval. Az élesztd vitamin eldallitdsat az anyagok és
modszerek fejezetben foglaltam dssze. Mivel a Thermoplasma médium pH-jat minden
esetben kénsavval allitottam be, ezért az élesztdo vitamin eloallitashoz is ezt
hasznaltam. Az optimalis élesztd vitamin mennyiségének meghatirozédsa érdekében
teszteltem a 2 g és 4 g gyari élesztd és kiillonbozo koncentracioju élesztd vitaminok
hatasat (0,05-1 g éleszté vitamin/liter médium). A feltiintetett éleszté vitamin
mennyiség minden esetben a sz&razanyagtartalmat (DCM-Dry Cell Mass) jelenti. Az
eredményeket a 14. és 15. abra szemléltetik. Jol lathatd, hogy mindkét esetben a 0,5 g
éleszté vitamin/liter dozis valtotta ki a legnagyobb serkenté hatast, mig ha tovabb
ndveltem a vitamin koncentracidjat (1 g/liter), mar nem volt olyan mértéki a pozitiv
hatdsa. Az élesztd vitamin egyrészt novelte a sejtek szaporodasanak sebességét,
ezaltal lecsOkkentve a generacios idot, emellett a sejtkultira denzitasara is pozitiv
hatéassal volt. A legjobb eredményt a 4 g gyari élesztokivonat és 0,5 g éleszté vitamin
kombinacidjaval tudtam elérni (15. abra, lila szinli gorbe). A késdbbiekben az élesztd

vitamint a szilard tenyésztés soran az inkubacios id6 csokkentésére alkalmaztam.
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OD 600
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Inkubacios ido (ora)

=0=2g élesztOkivonat + 1g
vitamin

—o—2g ¢élesztdkivonat +
0,59 vitamin

=ie=2g élesztOkivonat +
0,25g vitamin

=>=2g ¢lesztokivonat +
0,1g vitamin

==he=2g0 élesztOkivonat +
0,05g vitamin

—8—2g ¢lesztékivonat

14. ABRA NOVEKEDESI TESZT 2 GRAMM GYARI ELESZTOKIVONAT ES KULONBOZO

MENNYISEGU ELESZTO VITAMIN JELENLETEBEN

Az optikai denzitds 600 nm-en torténé meghatarozasaval, az abra minden egyes

koncentracional harom mérés atlagat és szorasat mutatja.
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15. ABRA NOVEKEDESI TESZT 4 GRAMM GYARI ELESZTO KIVONAT ES KULONBOZO

MENNYISEGU ELESZTO VITAMIN JELENLETEBEN

Az optikai denzitas 600 nm-en torténé meghatarozasaval, az abra minden egyes

koncentracional harom mérés atlagat és szorasat mutatja.
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4.1.3 Szilard médium fejlesztése
A genetikai eszkozrendszer fejlesztésének egyik kiemelkedd fontossagu

alapfeltétele, a klonalis munka lehetdsége, ezéltal tudunk genetikailag homogén

sejtvonalakat létrehozni. Ennek feltététele a megfeleld szilard médium alkalmazasa.

A rendelkezésemre allé informécidk alapjan egy olyan szilard taptalaj fejlesztését
kezdtem el, amelyen a T. acidophilum sejtek telepet formalnak viszonylag rovid id6
alatt, és a szilardité anyag nem hidrolizal a sejtek szaporodasahoz sziikséges magas
homérsékleten és alacsony pH-n. Szakirodalmi adatok alapjan szamos szilardito
anyagot teszteltem, ugymint gelritet-ot (Sigma Aldrich Ltd) (Yasuda et al., 1995a),
szilikat (Sigma Aldrich Ltd.), phytagelt (Sigma Aldrich Ltd.) (Itoh et al., 2007),
noble-agart (Becton Dickinson Hungary Kft) (Black & Freundt, 1979) és seakem gold
agarézt (Lonza Group Ltd). A szilard médiumokat minden esetben az Anyagok és
Modszerek fejezetben leirt mddon készitettem el. Az &ltalam Kkivalasztott szilardito
agensek minden esetben képesek voltak toleralni a magas hémérsékletet és az
alacsony pH-t, viszont a T. acidophilum nem volt képes ndvekedni, telepeket formalni
a seakem gold agardz és a noble-agar alapu szilard médiumon. A mikroba névekedett
a szilika-bazisu szilard médiumon, melyet 10%-os szilika oldattal szilarditottam meg.
Ezen a taptalajon a T. acidophilum sargés-barnés 1-2 mm atmérdji telepeket formalt
az inkubécié 7. napjara 58 °C-on (16. abra). Ezek a telepek azonban a koévetkez6

atoltast kovetden mar nem voltak szaporodasra képesek folyékony médiumban.

16. ABRA T. ACIDOPHILUM TELEPEK SZILIKA-BAZISU MEDIUMON

A phytagel-bazist szilard médiumon a szervezet 0,5-2 mm atmér6jii barnas telepeket

képzett az inkubéacid 10. napjara (17. abra). A taptalajon kinbtt telepeket alkoto sejtek
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szintén nem novekedtek folyékony médiumban a passzalast kdvetéen, ami kizarta a
tovabbi felhasznalasat.

17. ABRA T. ACIDOPHILUM TELEPEK PHYTAGEL-BAZISU MEDIUMON
A gelrite-bazist szilard médiumot Yasuda (Yasuda et al., 1995a) leirdsa alapjan
készitettem, amelyet a japan szerzok altal kozolt 30 napos inkubacios id6 csokkentése

érdekében maddositottam. Annak érdekében, hogy a téptalaj szilardsagat fokozzam,

Tovébba, alkalmaztam a korabbiakban fejlesztett éleszté vitamint 5% (w/v) végso
koncentracidban. A szilard gelrite-tdptalajon elvégzett tenyésztéseket minden esetben
zarhatd tenyészté edényben (anaerob jar) végeztem annak érdekében, hogy a
hémérsékletet és a nedves kornyezetet fenntartsam. Igy a szervezet 1-3 mm atmérdji

telepeket formalt az inkubécioé 12. napjara (18. és 19. abra).

1mm
>

18. ABRA T. ACIDOPHILUM TELEPEK GELRITE-BAZISU SZILARD
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19. ABRA T. ACIDOPHILUM TELEPEK GELRITE-BAZISU SZILARD MEDIUMON

A gelrite- taptalajon kindtt telepekbdl szarmazd sejtek mar képesek voltak a
tenyésztést kovetéen folyékony médiumban is szaporodni. A transzforméciét
kovetden ezt a gelrite-bazisu szilard médiumot alkalmaztam, kiegészitve a megfeleld

antibiotikummal a klonalis szelekcid céljabol.

UJ TUDOMANYOS EREDMENY (l. tézis, a 4.1.3. fejezetben bemutatott
eredmények alapjan): A modositott gelrite-bazisu szilard médium alkalmas a
Thermoplasma acidophilum rutinszeri tenyésztésére szilard mediumon, igy ez a
médium megfelel a klonalis szelekciora, genetikailag homogén sejtvonalak
létrehozasara. Az eredményeket nemzetkdzi publikaciéban adtuk kozre (Baka et
al., 2013).
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4.2 Antibiotikum érzékenységi vizsgalatok és marker gének

Egy genetikai eszkdzrendszer fejlesztésénél kritikus elem, hogy hogyan
valasztjuk el a genetikailag manipulalt sejteket a vad tipustdl. Ennek érdekében
altalaban kiilonboz6 antibiotikumokat szoktak alkalmazni. Ezen antibiotikumoknak
toleralniuk kell a magas homérsékletet és alacsony pH-t, ami a T. acidophilum
tenyészkoriilményeire jellemzd. A rezisztencia vizsgalatokat eldszor folyékony
médiumban majd szilard taptalajon is elvégeztem. A szilard taptalajon elvégzett
kisérleteknél tapasztaltam, hogy a folyékony médiumban eredményesen alkalmazott
antibiotikum koncentracié nem volt hatékony szilard médiumon, mert azon szatellit
telepek jelentek meg. Ezen probléma megoldasara szilard taptalajon tizszeres
antibiotikum koncentraciot alkalmaztam a tovabbiakban. A minimum gatlé
koncentraciét (Minimum Inhibitory Concentration — MIC) minden egyes
antibiotikumnal meghataroztam, viszont a T. acidophilum generécids idejére valo

tekintettel a MIC-et 4 napos (96 6ras) inkubaciot kovetden hataroztam meg.

4.2.1 Nukleinsav szintézis gatlok
A kumermicin (Coumermycin Al) egy amino-kumerin antibiotikum, mely a

DNS giraz miikodését gatolja, ezaltal lehetetlenné teszi a sejtek szaporodasat. T.

acidophilum esetében a kumermicin MIC értéke 10 ng/ml (20. abra).

2.5
2.0 m
o = Cou 0 ng/ml
8 1.5
A / = Cou 10 ng/ml
o 10
/ Cou 100 ng/ml
0.5 { = Cou 500 ng/ml
0.0 [ Tee———————

Cou 1000 ng/ml
0 16 42 67 8 110

Inkubacids id6 (6ra)

20. ABRA T. ACIDOPHILUM KUMERMICIN ERZEKENYSEGI TESZT EREDMENYEI

Az optikai denzitds 600 nm-en torténdé meghatarozasaval, az abra minden egyes

koncentracional harom méres atlagat és szorasat mutatja.
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A novobiocin, mely szintén az amino-kumarinok csoportjaba tartozik,
hatdsmechanizmusaban megegyezik a kumermicinnel. Szakirodalmi adatok alapjan
tudtam, hogy a thermoplasma sejt nagyfoku érzékenységet mutat erre az
antibiotikumra (Darland et al., 1970). A novobiocin érzékenységi teszt eredmenyeit a
21. abra szemlélteti. A novobiocin T. acidophilum-ra vonatkoztatott MIC értéke 10

ng/ml. Kisérleteink sordn 100 ng/ml-es koncentracioval szelektaltam a rezisztens

sejteket.

25
2.0 = +—Nov 0 ng/ml

g 15 =#-Nov 1 ng/ml

g =#=Nov 10 ng/ml

0 =>4=Nov 50 ng/ml
0.5 ==Nov 100 ng/ml
hGgEE — SETERTES e -+ Nov 500 ng/ml

0 16 25 38 50 63 72 88 112 137 Nov 1000 ng/ml

Inkubacids id6 (6ra)

21. ABRA T. ACIDOPHILUM NOVOBIOCIN ERZEKENYSEGI TESZT EREDMENYEI

Az optikai denzitds 600 nm-en torténé meghatarozasaval, az abra minden egyes

koncentracional harom mérés atlagat és szorasat mutatja.

A rifampicin gatolja a prokariota transzkripciot a DNS-dependens-RNS polimerdzhoz
vald kotédésen keresztiil. Meglepd modon az altalam elvégzett in vivo Kiserletekben a
T. acidophilum nagy érzékenységet mutatott a rifampicinre, mig a korabbi in vitro
kisérletekben a T. acidophilum-bdl izolalt RNS polimerazt rezisztensnek talaltak
(Sturm et al., 1980), ez utébbi cikk alapjan jelenleg valamennyi mikroba
taxonomiaval foglalkozo kiadvanyban rifampicin rezisztensként tartjak nyilvan a T.
acidophilum-ot (Prokaryotes, Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology). A
rifampicin antibiotikum T. acidophilum-ra vonatkoztatott MIC értéke 1000 ng/ml (22.
abra) meréseim szerint.
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22. ABRA T. ACIDOPHILUM RIFAMPICIN ERZEKENYSEGI TESZT EREDMENYEI

Az optikai denzitds 600 nm-en torténé meghatarozasaval, az abra minden egyes

koncentracional harom mérés atlagat és szorasat mutatja.

4.2.2 Fehérje szintézis gatlok
Az anizomicin gétolja a fehérje szintézist az 50S riboszéma alegység gatlasan

keresztul. Az altalanosan hasznalt koncentracioban nem gatolta teljes mértékben a

szervezet szaporodasat (23. bra).
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23. ABRA T. ACIDOPHILUM ANIZOMICIN ERZEKENYSEGI TESZT EREDMENYEI

Az optikai denzitds 600 nm-en torténé meghatarozasaval, az abra minden egyes

koncentracional harom mérés atlagat és szorasat mutatja.

Az apramicin a fehérje szintézis sordn a transzlokaciot géatolja. Az altaldnosan

hasznalt koncentracio tartomanyban nem gatolta a mikroba szaporodéasat (24. abra).
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24. ABRA T. ACIDOPHILUM APRAMICIN ERZEKENYSEGI TESZT EREDMENYEI

Az optikai denzitds 600 nm-en toérténd meghatarozasaval. Az abra minden egyes

koncentracional harom méreés atlagat és szorasat mutatja.

Az eritromicin a prokaridta riboszoma nagy alegysegét gatolja. A eritomicin T.

acidophilum-ra vonatkoztatott MIC értéke 100 pug/ml (25. abra).
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25. ABRA T. ACIDOPHILUM ERITROMICIN ERZEKENYSEGI TESZT EREDMENYEI

Az optikai denzitas 600 nm-en torténé meghatarozasaval. Az abra minden egyes

koncentracional harom mérés atlagat és szorasat mutatja.

A kléramfenikol a riboszoma 50S alegységét ezen belll is a peptidil-transzferaz
mitkodését gatolja, T. acidophilum-ra vonatkoztatott MIC értéke 250 pg/ml (26.

abra).
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26. ABRA T. ACIDOPHILUM KLORAMFENIKOL ERZEKENYSEGI TESZT EREDMENYEI

Az optikai denzitds 600 nm-en torténd meghatarozasaval. Az abra minden egyes

koncentracional harom méres atlagat és szorasat mutatja.

A tiosztrepton akadalyozza a prokaridta fehérje szintézist, azaltal hogy gatolja az
elongécios faktor és a GTP kotodését a riboszéma nagy alegységéhez. A tiosztrepton
T. acidophilum-ra vonatkoztatott MIC érteke 200 pg/ml (27. &bra).
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27. ABRA T. ACIDOPHILUM TIOSZTREPTON ERZEKENYSEGI TESZT EREDMENYEI

Az optikai denzitds 600 nm-en torténd meghatarozasaval, az abra minden egyes

koncentracional harom méres atlagat és szorasat mutatja.

A tetraciklin a riboszoma kis alegysegét gatolja a tRNS-hez val6 kotédésén keresztiil.
Az altalanosan hasznalt koncentracié gradiensben nem gatolta teljes mértékben a
szervezet novekedését, kismértékii szaporodas megfigyelhetd volt minden esetben
(28. abra).
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28. ABRA T. ACIDOPHILUM TETRACIKLIN ERZEKENYSEGI TESZT EREDMENYEI

Az optikai denzitds 600 nm-en torténé meghatarozasaval, az abra minden egyes

koncentracidnal harom mérés atlagat és szorasat mutatja.

4.2.3 A szelekcios markerekhez alkalmazott rezisztencia gének

Az antibiotikum érzékenységi vizsgalatokat kovetden két antibiotikumot —
novobiocin és rifampicin — valasztottam ki a tovabbi kisérletekhez. Egy adott
antibiotikum csak akkor hasznalhato megfelelden szelekcios markerként a
célszervezetben, ha benne kifejez6d6 és rezisztenciat okozo szelekcios marker gént

tudunk hozzarendelni.
Novobiocin és marker génjei

A novobiocin esetében mar leirtak egy novobiocin rezisztenciat okozé mutans gyrB
gént. Els6 generécids vektor konstrukcioimhoz az eredeti vad tipusu gyrB génben Pstl
és Psil hasitd helyei kdzotti DNS darabot eltavolitottam és a HO-62N1C torzs gyrB
génjének hasonlo, de a megfeleld (novobiocin rezisztenciaért felelés) mutaciokat
hordoz6 darabjaval helyettesitettem (génbanki azonosit6 szam: AB206999)
(Yamashiro & Yamagishi, 2005). A késobbiek soran ezaltal novobiocinnal tudtam
szelektalni a manipulélt sejteket. A két gén kilenc aminosavban tér el, ezen
aminosavakat kodold nukleotidok megtalalhatdak a Pstl és Psil hasitohelyek kozotti

régidban.

A mésodik generacios konstrukciokhoz a kevésébe homolog T. volcanium gyrB génjét

alkalmaztam. A vad tipusd T. volcanium gyrB génje nem okoz novobiocin
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rezisztenciat, ezért, hogy céljaimnak megfeleljen, 7 aminosavat kicseréltem
helyspecifikus mutagenezissel szakirodalmi adatok alapjan. A Kicserélt aminosavak
az aldbbiak voltak: a 136-o0s pozicioban levé arginint hisztidinre, a 174-es pozicioban
levd glicint glutaminsavra, a 177-es pozicidban levd treonint alaninra, a 224-es
pozicidban levé leucint lizinre, a 226-0s pozicidban treonint izoleucinre, a 246-0s

pozicidban levé leucint alaninra, a 348-as pozicioban levé lizint argininre.

A harmadik generacios vektorokhoz egy mesterséges gyrB gént hasznaltam, amely
aminosav szinten 100% homoldgiat mutatott gyrB_A136H fehérjével, mig nukleotid
szinten torekedtem arra, hogy 5 bazisnal nagyobb teljes atfedés ne legyen a két gén
kozott. Ezt a T. acidophilum kodon-preferenciajat figyelembe véve triplettcserékkel
hajtottam végre. A synth_gyrB gén és a vad tipust gyrB gén kozott 65%-os total
homoldgia volt. A mesterséges gént az Eurofins MWG Operon (Ebersberg,
Németorszag) ceég szintetizdlta meg. A mesterséges gén nukleotid és aminosav
szekvencidja a NCBI génbank-ban letétbe lett helyezve az alabbi azonositd szamon:
JX456395. A gén osszevetése (alignment) a vad tipusd gyrB génnel a 4. szamu

mellékletben talalhato.
Rifampicin és marker génje

Két fotipust rifampicin rezisztencia alakult ki: (a) az antibiotikum kotéhelyének
mutécidja a DNS-dependens-RNS-polimeraz B-alegységében (rpoB gén altal kddolt
régio), ezaltal nem képes az antibiotikum kotddni és gatolni a szervezet szaporodasat
(Williams et al., 1994), (b) az ADP-ribozilacié soran az arr2 gén termékének
segitségével inaktivalodik az antibiotikum (Tribuddharat & Fennewald, 1999).
Kiserleteink sordn egy, a Pseudomonas aeruginosa-bdl szarmazd (génbanki
azonositd szam: AF078527), arr2 gent hasznéltam, mely Gerard D. Wright
(McMaster University, Kanada) nagylelkii ajandéka volt.
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UJ TUDOMANYOS EREDMENY (ll. tézis, a 4.2.1. és 4.2.2. fejezetekben
bemutatott eredmenyek alapjan): Az elvégzett antibiotikum érzékenységi
vizsgélatok alapjan az eritromicin 100 pg/ml-es koncentracioban, a
kloramfenikol 250 pg/ml-es koncentracioban, a kumermicin 10 ng/ml-es
koncentracidban, a novobiocin 10 ng/ml-es koncentracidban, a rifampicin 1000
ng/ml-es koncentracioban és a tiosztrepton 200 pg/ml-es koncentracioban

alkalmas a transzforménsok szelekcidjara.
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4.3 Vektor konstrukciok

Genetikai eszkozrendszer letfontossagu elemei a vektor konstrukciok,
amelyekkel a célszervezetet 0j informacioval, tulajdonsaggal tudjuk felruhazni,
tovabba genetikailag modositani.

4.3.1 Shuttle vektorok
A shuttle (ingdz6 avagy bifunkcionalis) vektorok képesek két kiilonbozd

szervezetben a kromoszomatol fuggetlendl, dnalléan replikalodni. Ezen vektorokat a
késobbi fehérje tultermeltetési célokbdl terveztem. Jelen esetben az ingazd vektorok
onalléan képesek fennmaradni E. coli és T. acidophilum sejtekben, vagyis
tartalmaztdk a mindkét szervezetre a specifikus replikacios origot (a replikacio
kiindulési pontja, amely egy adott szervezetre specifikus szekvenciat hordoz) és a
rezisztencia marker gént. Ezen vektorok 3 {6 részbdl épiilnek fel: (a) a vektor alapjat
képez6 pRSF Duett E. coli specifikus vektor, mely hordozza a E. coli specifikus RSF
ori-t és Kan" (kanamicin rezisztenciat), (b) a T. acidophilum specifikus rezisztencia
marker gent es (c) egy 6106 bp Ncol DNS fragmentet a T. acidophilum-bdl izolalt
egyetlen plazmidbol, pTA1 (pozicio 13534 — 3916), amely 4 feltételezhetd ori-régiot

(‘Yamashiro et al., 2006) tartalmaz.

4.3.1.1 Plazmid izoldlds T. acidophilum kérnyezeti térzsekbél

A shuttle vektorok fejlesztéséhez alkalmazott legcélszeriibb eljaras egy olyan
vektor hasznalata, amelyet természetes kortilmények kozott is hordoz a szervezet.
Szakirodalmi adatok alapjan tudtam, hogy a Japanban izolalt T. acidophilum térzsek
kézll szamos hordoz plazmidot (Yasuda et al., 1995b). Vizsgélataim soran
megkiséreltem az 6sszes Japanbol szarmazd T. acidophilum torzsbél (JCM 17946—
17956) plazmidot izolalni, viszont csak két torzsbdl, a HO-121 (JCM 17955) és a HO-
122 (JCM 17956) sikeriilt megfeleld6 mennyiségli plazmidot kinyerni a késdbbi
munkankhoz, a QIAGEN Plasmid Mega Kit segitsegével, a gyartdi instrukcioknak
megfeleléen. A plazmidokat restrikcios emeésztéssel (Ncol es Hincll enzimekkel) és
nukleotidsorrend meghatarozassal vizsgaltam és megallapitottam, hogy a két plazmid
azonos. A HO-122-es torzsbdl izolalt pTA1 plazmid és a Ncol-gyel tortént restrikcios
emésztés képét a 29-es abra szemlélteti. A shuttle vektorok fejlesztéséhez ezt a

plazmidot hasznaltam.
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29. ABRA A HO-122 TORZSBOL IZOLALT PLAZMID (1), RESTRIKCIOS HASITASA NCOI-GYEL

(2)

4.3.1.2 Kisérleteink sordan alkalmazott vektor konstrukciok — pSTA, pSTRif

A kisérletek soran alkalmazott vektorokat az altaluk hordozott rezisztencia
marker gén alapjan neveztem el: pSTA — T. acidophilum Nov® gyrB gén (30. &bra)
(génbanki azonositd szam: KC710297), pSTRIif — Rif" felelés arr2 gén (31. abra).

A rezisztencia gének (Nov® gyrB és arr2 gének) folyamatos vagy nagy
mennyiségli atirodasat elésegitendé olyan promotereket klonoztam e gének elé,
melyek feltételezhetden konstitutiv (Tall37 — fehérje foldingért felelés gén) vagy
nagy mennyiségben termel6dé fehérje (Tal288 — proteoszoOma alfa alegységének
génje) promoterei. A vektorokat a T. acidophilum-ba torténd transzformaciot

megel6zéen nukleotidsorrend meghatéarozassal ellendriztem.

30. ABRA A PSTA SHUTTLE VEKTOR TERKEPE
A relevans restrikcios enzimek hasito helyeit az enzimek roviditett nevevel jeloltem.
Jelmagyarézat: a fekete nyilak az E. coli pRFS Duet vektort, mely a Kan® gént és a
RFS ori régiét tartalmazza, a barna szakasz a pTAL vektorbdl szarmaz6 6106 bp

nagysagu fragmentet (4 feltételezhetd ori régid), a zold nyil a T. acidophilum gyrB

56



gént, benne a pirossal jelzett szakasz a Nov® gyrB gént, a narancssarga szakasz a gyrB

gén elé klénozott Tal137 promotert jeldli.

31. ABRA APTSRIF SHUTTLE VEKTOR TERKEPE

A relevans restrikcios enzimek hasito helyeit az enzimek roviditett nevével jeldltem.
Jelmagyarazat: a fekete nyilak az E. coli pRFS Duet vektort, amely a Kan® gént és a
RFS ori régiot tartalmazza, a kék nyil a pTAL vektorbol szarmazé 6106 bp nagysagu
fragmentet (4 feltételezhetd ori régid), a piros nyil az arr2 gent, a z6ld szakasz a gén

elé klénozott 20S proteoszoma alfa alegységének (Ta1288) promoterét jeldli.

4.3.2 Integrativ vektorok
Az integrativ vektorok, amelyek homoldg rekombinacidés (a genetikai

informacio beépllése a kromoszomaba) célbdl lettek épitve, nem tartalmazzak a

célszervezetben torténd 6nallo replikacidhoz sziikséges informacidkat.

4.3.2.1 pDTA és pNTA vektorok — helyspecifikus mutagenezis

Az elsé generacids integrativ vektorok alapja a pUCI18-as E. coli specifikus
plazmid volt. Ndel és EcoRI hasitd helyeire klonoztam be a T. acidophilum vad tipusu
(DSM 1728) torzs roviditett girdz operonjat, mely a gyrB (girdzB) és részlegesen a
gyrA (girdzA) gént is hordozo6 )4 kb nagysagd DNS fragment) (génbanki azonosit6
szam: AL445066), ezéltal létrehozva a pDTA plazmidot (génbanki azonosité szam:
KC710295). A vektor nem tartalmaz T. acidophilum specifikus ori régiot, ezaltal
elméletileg nem képes 6nallo replikaciora a celszervezetben. A vad tipusd gyrB gent
modositottam a 4.2.3-as fejezetben leirtaknak megfeleléen. Az integrativ vektor
sematikus térképét a 32. &bra szemlélteti. A pNTA vektor a pDTA vektor
helyspecifikus mutagenezissel modositott valtozata, amelyben kicseréltem a 136-0s
pozicidban levé arginint hisztidinre (gyrB_A136H). Szakirodalmi adatok alapjan

tudtam, hogy ezen modositas jelentdsen megnoveli (~4,6-szorosara) a tisztitott enzim
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novobiocin rezisztencidjat az in vitro kisérletek soran (Yamashiro & Yamagishi,
2005). Munkam soran ezt a hatast kivantam vizsgalni in vivo korilmények kozott.

Mindkét vektortipust a felhasznalés el6tt szekvenalassal ellendriztem.

g Pstl

32. ABRA APDTA INTEGRATIV VEKTOR TERKEPE

A relevans restrikcidés enzimek hasitdé helyeit csillaggal és az enzimek roviditett
nevével jeldltem. Jelmagyarézat: a fekete nyil az E. coli pUC18 vektort, mely az
Amp® gént és a pMBL ori régiét tartalmazza, a kék nyilak a roviditett Tal054 (gyrA
gén), Tal056 és Tal057 géneket kodold DNS szakaszokat, a z6ld nyil a Tal055
(gyrB gén) gént és benne a piros résszel a HO-62N1C t6rzsbdl szarmazo novobiocin
rezisztenciat hordoz6 mutans gén darabot (mely a Psil-Pstl klonoz6 helyekre lett
beépitve) jelolik.

4.3.2.2 pVTA — Thermoplasma volcanium gyrB

A masodik generacios integrativ vektor a kevésbé homolég T. volcanium
gyrB-jét tartalmazta. A pVTA vektort a pDTA vektorbol hoztam létre (33. abra),
melyben a gyrB gént kicseréltem a T. volcanium Nov® gyrB génjére overlapping
mega-primer alapt PCR technika segitségével. A vektort a felhaszndlds eldtt
szekvenalassal ellenériztem. A T. volcancium Nov® gyrB génje nukleotid szinten a
modositasokat kovetéen 75%-0s hasonlosagot mutatott a vad tipust T. acidophilum
gyrB génjével. Viszont meg kell jegyezni, hogy a T. volcancium Nov® gyrB génje és a
T. acidophilum genom koz6tt voltak olyan szakaszok (~100 bp hosszusaguak)

amelyek 100% homoldgiat mutattak.
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33. ABRA APVTA INTEGRATIV VEKTOR TERKEPE

A relevans restrikcios enzimek hasito helyeit az enzimek roviditett nevével jeldltem.
Jelmagyarazat: a fekete nyil az E. coli pUC18 vektort, mely az Amp® gént és a pMB1
ori régiot tartalmazza, a kék nyilak a Tal054 (gyrA gén), Tal056 és TA1057 géneket
kodolé DNS darabot, a z6ld nyil a TVNO0541-et (gyrB gén) és benne pirossal jeldlve a

helyspecifikusan modositott aminosavak helyeét jelolik.

4.3.2.3 pDTA_synth és a mesterséges gyrB

A harmadik generacios integrativ vektor egy mesterséges girazB (synth_gyrB)
gént hordoz. A pDTA vektorban a gyrB gent kicseréltem a synth gyrB génre
overlapping mega-primer alapt PCR technika segitségével, majd felhasznalas el6tt

nukleotidsorrend meghatarozassal is ellendriztem.

4.3.2.4 pDTA_arr2 és a rifampicin rezisztencia

A novobiocin rezisztencia markert hordozo, csak E. coli ori régiot tartalmazé
pDTA-vektorral transzformalt T. acidophilum tenyészetbdl nem vart modon sikertlt
az intakt plazmidot visszaizolalnunk. Ez felvetette annak lehetéségét, hogy a T.
acidophilum képes volt az E. coli ori régi6 felismerésére. gy adédott egy egyszerti
lehetdség a rifampicin rezisztencia faktor gyors tesztelésére. A pDTA vektorba a gyrB
gén helyére a rifampicin rezisztenciat okozé arr2 gént klonoztam overlapping mega-
primer alapi PCR technika segitségével, ezaltal létrehozva a pDTA_arr2 vektort. A

vektort késobbi felhasznalas el6étt nukleotidsorrend meghatarozasnak vetettem ala.

4. 3.3 Linearis konstrukciok
Osbaktériumok és eukariota sejtek esetében szamos esetben értek el pozitiv

transzformacios eredményeket linedris DNS konstrukciok bejuttatasaval.
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4.3.3.1 KO konstrukciok

A knock-out (gén Kilités; KO) konstrukciéimmal két gént céloztak meg. A
Ta0895 és Tald90-es géneket valasztottam ki, el6bbi egy nem azonositott funkcidju
fehérje génje, melyrdl ugy tartjak, hogy egy ubiquitinhez hasonld dsbaktériumok altal
kodolt fehérje. A Tal490-es gén pedig a tricorn proteazt kddolja. A KO konstrukciok
3 16 elembdl épiiltek fel: a konstrukcidé magja a rezisztencia gén, mely esetemben a
synth_gyrB és az arr2 gén volt, ett6l upstream (5’ irdnyban) és downstream (3’
iranyban) atfedd, homolog régiok voltak. Az upstream régi6 mindkét esetben a
kititend6 géntdél 5° iranyban talalhaté ~500-600 bp-nyi szakaszt tartalmazta, amely
100%-ban homoloég volt a kiilitendd géntdl 5’ iranyban levo régiora. A downstream
régio a kititend6é géntdl 3’ iranyban talalhaté ~500-600 bp-nyi szakasszal fedett at. A
34. dbra a KO_Tal490 synth gyrB és KO_Tal490 arr2 konstrukciok sematikus
rajzat mutatja a cél genomi régioval. Az 5’ iranyban levé atfedd régiok génbank-i
azonositdja az alabbi: Ta0895-6s konstrukcid esetében AL445065 bazisok 281025-
281643; Tal490-es konstrukcio eseteben U72850 bazisok 596-1191. A 3’ iranyban
levé atfedo régiok génbank-i azonositdja az alabbi: Ta0895-0s konstrukcio esetében
AL445065 bazisok 281917-282519; Tal490-es konstrukcid esetében U72850 bazisok
4404-5040.

Ta1489 Tal490

AWT - < — - -

KO_Ta1490_synth_gyrB —-ﬁ—
KO_Ta1490_arr2 —-»—

—1kb ,
34. ABRA LINEARIS KONSTRUKCIOK: KO_TA1490_SYNTH_GYRB Es KO_TA1490_ARR2

A piros nyilak jelolik a rezisztencia géneket (synth_gyrB és arr2). A relevans
genetikai elemeket kiilonboz6 szinek (z6ld és kék), a gén nevéz és iranyultsagat (a
nyil iranya) feltlintetve. A z6ld és kék téglalapok a gének (Tal489 és Tal490) egy
részét jeloli a KO konstrukciokban.

4.3.3.2 HIS-tag konstrukciok
Linearis HIS-tag konstrukcidim Iényege, hogy a célgént egy dupla homolog
rekombinacié (double homologous recombination) segitségével egy 6 hisztidinbdl

(HIS-tag) allo egységgel latjuk el késobbi fehérje tisztitasi célbol. A 6 hisztidinbdl
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allo egyseget a celgén (Ta0895) stop kodonja (TAA) elé klonoztam overlapping

mega-primer alapt PCR technika segitségével (35. abra).

partial partial
Ta0894 Ta0895 Arr2 Ta0896
HIS

tag
35. ABRA LINEARIS KONSTRUKCIO: HIS_TA0895_ ARR2

A fekete szin jeloli a célgént (Ta0895), benne a pirossal jelolt 6xHIS egységgel (HIS-
tag). A rezisztencia gént (arr2) kék szin jeloli. A konstrukcioban szereplé homolog,
relevans genetikai elemek szintén jeldlve vannak, lila szinnel a struktirgének,

szlirkével a gének kdzotti nemkaddold szakaszok.

Az vektor konstrukciét dsszefoglalé tablazat a 5. Mellékletben talalhato.

UJ TUDOMANYOS EREDMENY (l11. tézis, a 4.3.1., 4.3.2. és 4.3.3. fejezetekben
bemutatott eredmények alapjan): A szelekciés marker gének (Nov® gyrB és Rif?
arr2) alkalmazasaval shuttle (pSTA és pSTRIf), integrativ (pbDTA, pNTA, pVTA,
pDTA synth és pDTA _arr2) eés linearis vektor  konstrukciokat
(KO _Tal1490 synth_gyrB, KO Tal490 arr2 és HIS Ta0895 arr2) épitettem a

Thermoplasma acidophilum szamara.

Az eredményeket hazai és nemzetkdzi publikicioban adtuk kozre (Baka, 2010;
Baka et al., 2013)
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4.4 Transzformacios modszer

Egy genetikai eszkdzrendszer fejlesztésénél a legkritikusabb épés a
transzformaciés modszer fejlesztése, mely soran a célszervezetbe kiils6 DNS-t
polietilén-glikolos (PEG) szferoplaszt transzformaciot Halobacterium és Haloferax
torzsek esetében 10? — 10° transzformans/pg DNS hatékonysaggal (Allers & Ngo,
2003; Cline et al., 1989); liposzoma kozvetitett transzforméaciot Methanosarcina
fajokban (Metcalf et al., 1997); hosokk altali transzformaciét Thermus thermophilus-
nal (Koyama et al., 1986) vagy a Sulfolobus torzsek transzforméaciojat

elektroporacioval (Schleper et al., 1992).

A doktori munkdm sordn a fent emlitett mddszereket teszteltem T.
acidophilum transzformacidjara, a szakirodalmi protokolloknak megfelel6en,
eredmény nélkil. Néhany olyan mddszert is teszteltem, mely baktérium és
6sbaktérium genetikaban nem hasznalatos, viszont elvileg alkalmazhatdo a

célszervezetre: a ballisztikus elven miikddd génpuskat és magnetofekciot.

4.4.1 Génpuska
A génpuska transzformacios modszert foként novényi és allati szovetek

génpuskaval torténd transzformacié soran a DNS-sel bevont kiilonb6z6 atmeérdjii (100
nm, 250 nm) aranyszemcséket (bioldgiailag inert részecskék) kiséreltem meg
fizikalisan beldni a sejtekbe. A kisérleteteket a godolldi Mezdgazdasagi
Biotechnologiai Kutatokdzpontban végeztem. Az altalunk haszndlt aranyrészecskék
mérete 2040 nm volt. Els6 1épésként sikeresen optimalizaltam a modszert E. coli
sejtekre (36. abra), annak érdekében, hogy teszteljem egy rutinszeriien tenyésztett
labor mikroorganizmus transzforméacidjat génpuska  segitségével.  Sikerult
visszaigazolnom az intakt plazmid (pUC18) jelenlétét a transzformalt sejtvonalakban.
Ezt kovetéen megkiséreltem T. acidophilum sejtek transzforméaciojat; amellyel
elvétve sikerilt pozitiv eredményt elérnink, viszont a transzformaciot nem tudtuk
rutinszerien megismételni, ami pedig |étfontossdgi lenne egy genetikai

eszkozrendszernél.
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36. ABRA E. COLI GENPUSKA ALTALI TRANSZFORMACIO EREDMENYE

4.4.2 Magnetofekcio
Ezt kovetéen a magnetofekcié modszert teszteltem az anyagok és modszerek

fejezteben leirtaknak megfeleléen. Az inkubacios id6 elteltével nem tapasztaltam
ndvekedést, a transzformécio sikertelen volt, habar az alkalmazott pozitiv ndvekedési
kontroll — azonos kezelésen atesett, de antibiotikumot nem tartalmazo taptalajra lett
kiszélesztve — az inkubacios id6 elteltével képes volt novekedni. Vagyis a sejtek
¢letképesek maradtak a transzformacid soran, viszont valdszintsithetéen a vektor

konstrukcidk nem jutottak be a célszervezetbe.

4.4.3 Liposzoma medialt transzformacio
A liposzoma medidlt transzforméciét az anyagok és mddszerek fejezteben

leirtak szerint végeztem el. Az inkubécids id6 elteltével nem tapasztaltam novekedést
sem a transzformansoknal, sem a pozitiv novekedési kontrollnal, vagyis a
transzformdcioé nem volt sikeres és feltételezheten a sejtek nem voltak életképesek a

transzformaciot kovetden.

4.4.4 Dializis
Ezen sikertelen kisérleteket kovetdéen egy teljesen 0j modszert probaltam Ki.

Szakirodalmi adatok alapjan tudtom, hogy ha a T. acidophilum pH-jat emeljem, a
sejtek plasztikussa valnak (Kofler, 2006) (37. &bra). Tovabba szamos
mikroorganizmusrél tudott, hogy képesek természetes transzformaciora, vagyis
spontan DNS felvételre a konyezetiikb6l (Lorenz & Wackernagel, 1994). Ezen
informaciokat hasznaltam fel az altalam fejlesztett 0j transzformaciés modszerhez.
Elsé Iépésként vizsgaltam, hogy milyen pH értékeket képesek a sejtek tolerdlni,
tovabbd, hogy milyen id6s sejtkultira képes legjobban toleralni a

tenyészkoriilményekhez képest magasabb pH értéket. Ezt kovetden fejlesztenem
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kellett egy olyan technikat, melynek segitségével valtoztatni tudom a transzformalni
kivant sejtek pH-jat. Ehhez egy dializis membrant hasznaltam, melynek porusmérete
kisebb a T. acidophilum sejtek méreténél. Mivel ez a dializis membrén atjarhat6 az
oldat molekulai szd&méra, tudtam valtoztatni a transzformalando sejtek kdrnyezetének
pH-jat. A dializist kovetéen a sejtekhez hozzamértem a DNS-t, majd Gjfent
inkubaltam — ezt volt a transzformacios 1épés. A moddszer fébb 1épéseit a 38. abra
szemlélteti. A dializis és a transzforméacids inkubécié hossza kritikus volt, ha a dializis
id6tartalma nem érte el a 30 percet, a sejtek membranja nem valt permeabilissa és a
DNS felvétel nem tortént meg. Emellett, ha a dializis és transzformacié id6tartama
hosszabb volt, mint 150 perc, a sejtek életképessége jelentésen csokkent. Tovabba, a
DNS koncentracidja limitalé faktor volt, nagy koncentréacioju és tisztasdgi DNS-re
volt sziikség; a minimum DNS mennyiség, amely egy transzforméciohoz szikséges, 5

ng volt. Szamos optimalizacios 1épést kovetden az alabbi modszert fejlesztettem:

58 °C-ra elémelegitett 30 ml steril ultratiszta viz pH-jat 4,5-re allitottam
szarazjéggel, melyet egy Petri csészebe pipettaztam, ez volt a dializis folyadék vagy
transzformaciés puffer. Ezt kovetéen 200 pl sejtkultirat (ODgoo: 0,8-1,0) a dializis
membran felszinére mértem, mely a dializis folyadék felszinén Uszott. A sejtkultdrat
addig inkubaltam, mig pH-ja el nem érte a 3,5-6t, ehhez nagyjabol 60 percre volt
szikség. Majd 5 pg DNS hozzaadasat kovetden Gjabb 60 percig inkubaltam a
rendszert. A transzformaciot kovetéen a sejteket 1 ml friss, antibiotikumot nem
tartalmazo folyékony Thermoplasma médiumba helyeztem a dializis membrannal
egyutt, és 12 o6ran keresztil 58 °C-on 700 rpm razatas mellett Eppendorf
Thermomixerben regeneraltattam. A regeneraciot kovetden 200 pl sejtszuszpenzidt
szélesztettem novobiocin és rifampicin tartalmu gelrite-bazisa szilard taptalajra. Ezzel
a modszerrel sikeriilt 10%-10* transzformans/pg DNS transzformaciés hatékonysagot

elérnem.
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37. ABRA KRIO-ELEKTRONMIKROSZKOPOS FELVETEL T. ACIDOPHILUM SEJTEKROL

NORMAL ALLAPOTBAN (A) ES DIALIZIST KOVETOEN (B) (KOFLER, 2006)

Dializis puffer pH > Sejtek dializisea

R - A —> DNShozzdaddsa —> Regenerdcié —> Klonalis szelekcié
beéllitdsa szarazjéggel membréanon

38. ABRA A DIALIZIS-TRANSZFORMACIO FOBB LEPESE]I

UJ TUDOMANYOS EREDMENY (IV. tézis, a 4.4.4. fejezetben bemutatott
eredmények alapjan): Az Uj és specifikus transzformacids médszer alkalmas a
idegen genetikai anyag bejutattasara a a Thermoplasma acidophilum- ba, 10%-10"
transzformans/ug DNS transzformacios hatékonysaggal. Az eredményeket
nemzetkozi publikaciéban adtuk kozre (Baka et al., 2013).
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4.5 Rezisztens T. acidophilum sejtek analizise

Iépésként leoltottam 100 ng/ml novobiocin vagy 2500 ng/ml rifampicin
koncentraciéju folyekony médiumba. A transzformacié sikerességét egyrészt az
antibiotikum rezisztencia megjelenésével igazoltam. Ezzel parhuzamosan molekularis
modszerekkel analizaltam a plazmid fennmaradast vagy a genomi integraciét a vektor
konstrukcionak megfeleléen. Klonalis szelekciot is végeztem az egyes rezisztens
transzformansokkal azok tovabbi analiziséhez, illetve a transzformécids gyakorisag

meghatarozasahoz.

4.5.1 Novobiocin rezisztens T. acidophilum sejtvonalak
Novobiocin rezisztencia gént hordozé sejtvonalakat a kovetkez6 vektorokkal

sikerdlt kialakitanom: shuttle vektorok- pSTA,; integrativ vektorok- pDTA, pNTA,
pVTA, pDTA synth; linearis KO konstrukciok— KO _Tal490 synth gyrB,
KO_Ta0895 synth_gyrB.

4.5.1.1 Antibiotikum érzékenységi tesztek

Novobiocin érzékenységi tesztet végeztem el az alabbi sejtvonalakkal: TA-
WT, pDTA, pNTA, pDTA synth. Az eredményeket a 39. abra szemlélteti. Jol
lathat6, hogy a vad tipust T. acidophilum (kék szinii vonal) nem képes toleralni a
novobiocin jelenlétét mar kis koncentracioban sem. A pDTA vektort (narancsszinii
vonal) és a pDTA_synth (zold szinii vonal) hordoz6 sejtek hozzavet6legesen 1500
ng/ml-es novobiocin koncentraciot voltak képesek tolerdlni. A pNTA vektort
tartalmazo6 sejtek 2500 ng/ml-es novobiocin koncentraciot voltak képesek elviselni. A
pDTA vektor ugyanazt a mutans Nov® gyrB gént hordozta, melyet a HO-62N1C
torzsbol azonositottak (Yamashiro & Yamagishi, 2005). Szakirodalmi adatok alapjan
a HO-62N1C torzs 1000 ng/ml-es novobiocin koncentraciot képes toleralni. Mivel az
altalam épitett vektor (pDTA) ugyanazt a gyrB gent hordozta, arra szamitottam, hogy
a rezisztenciaja meg fog egyezni a kornyezeti torzzsel. A rezisztencia névekedésre
magyarazat lehet, hogy a transzforméns sejtek feltételezhetéen tobb GyrB enzimet
expresszaltak, hiszen tobb kdpiaban tartalmaztak a plazmid lokalizaci6ju mutans gyrB
gént, mint a vad torzs sejtjei, ahol csak genomi lokalizacio volt. A pNTA sejtvonal
egy helyspecifikusan madositott Nov® gyrB (A136H)-t hordozott. Szakirodalmi
adatok alapjan ismert, hogy ez a modositas jelentésen megnoveli (~4,6-szorosara) a

tisztitott enzim novobiocin rezisztencigjat in vitro kisérletek soran (Yamashiro &
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Yamagishi, 2005). Igy az in vivo kisérletek soran tapasztalt rezisztencia novekedés
nem meglepd, megfelel a szakirodalmi eredményeknek. A pDTA synth vektor
aminosav szinten megegyezik a pNTA vektor altal hordozott gyrB génnel (Nov®
gyrB-A136H), viszont rezisztenciaja alacsonyabb, valészinilleg a ritka kodonok
hasznalata miatt alacsonyabb GyrB expresszio miatt.

N

% o TA WT
g mpDTA
S *pNTA

ApDTA_synth

0 1000 2000 3000
Novobiocin koncentracié (ng/ml)

39. ABRA NOVOBIOCIN ERZEKENYSEGI TESZTEK KULONBOZO REZISZTENS

SEJTVONALAKKAL

Jelblések: pDTA - narancsszinii vonal és narancsszinii négyzet; pDTA_synth - z4ld
szinli vonal ¢€s zOld szinli haromszog; pNTA-—piros szinli vonal és piros szinll
gyémant, tovabba a vad tipust T. acidophilum sejtvonallal (kék szinii vonal és kék
szin{i kor). A kiilonb6z6 torzseket 0-3000 ng/ml novobiocin jelenlétében inkubalvtam
58 °C-on 72 o6ran keresztiil. Az optikai denzitast 600 nm-en mértem, az egyes pontok

harom parhuzamos atlagat képezik. A novobiocin jelenléte nelkuli ndvekedést vettem
100%-nak.

4.5.1.2 Molekuldris bioldgiai analizis

A molekularis biolégiai analizis soran minden esetben, attol fuggetlendl, hogy
integrativ vektorral vagy shuttle vektorral transzformaltam a T. acidophilum sejteket,
végeztem a plazmid fennmaradasi teszteket €s a genomi integracio analizist is. A

linearis konstrukciok esetében csak a genomi integracid analizisét végeztem el.
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4.5.1.2.1 Plazmid fennmaradasi tesztek

Els6 1épésként a novobiocin rezisztens sejtvonalakbol (10 mi-bol)
megkiséreltem plazmidot izolalni Qiaprep Spin Miniprep Kit-tel, melyet agar6z-
gélelektroforézissel és nanofotométerrel vizsgaltam. Ezt kovetéen az izolalt
plazmidokat visszatranszformaltam E. coli sejtekbe, melyeket ampicillin és kanamicin
tartalmu taptalajon tenyészettem 37 °C-on egy éjszakan at. Az el6zetes varakozassal
ellentétben a shuttle vektorral (pSTA vektor) transzformalt T. acidophilum sejtekb6l
nem sikerllt plazmidot izolalni. Ennek oka az lehet, hogy vagy tal nagyméretii volt a
plazmid vagy a pTA1-bél hasznalt 6106 bp-nyi szakasz nem tartalmazott olyan
genetikai elemet, amely a plazmid fennmaradasaért felel6s; esetleg a szelekcios
marker gén és a vad tipust gyrB gén kozoétti nagy homoldgia kedvezett a homolog
rekombinacionak. Ezzel ellentétben, meglepé mddon azt tapasztaltam, hogy a pDTA
integrativ vektorral transzformalt sejtekb6l néhany esetben, vagy az eredeti vagy egy
modosult plazmid volt visszanyerheté és azzal E. coli transzformalést lehetett
vegrehajtani. Meg kell jegyezni, hogy T. acidophilum-bol torténé izolalast kovetden a
plazmid DNS mennyiség olyan alacsony volt, hogy azt sem agardz-
gélelektroforézissel, sem nanofotométer segitségével nem sikerilt kimutatni, igy a
kopiaszam igen alacsony volt. A pDTA vektort hordoz6 T. acidophilum sejtvonalak
kdzul 10 klont analizaltam, ebbdl a 10 klonbdl 3 klon esetében (Klon 1,4,7) sikerdlt
plazmidot izolalni. A restrikcios emésztést Xhol enzimmel (1,3,5 és 7-es sor) vagy
EcoRI - Xhol enzimkombinaciéval (2,4,6 és 8-as sor) végeztem, az eredményeket a
40. abra szemlélteti. A vart fragmentek mérete Xhol-gyel torténé hasitasnal: 6401 bp,
EcoRlI - Xhol hasitasanal: 3644 + 2757 bp. JOl lathato, hogy a Klon 4-es (5-6. sor) ez
eredeti vektort hordozta, mig a masik két klonbdl izolalt plazmidok nem egyeztek
meg az eredeti vektorral. Valdszintsithetd, hogy a szervezet képes volt néhany
esetben az E. coli-specifikus replikacios origot felismerni, és igy a pDTA plazmid

fenn tudott maradni a sejtekben.
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40. ABRA T. ACIDOPHILUM-BOL IZOLALT, MAJD E. COLI SEJTEKBE TRANSZFORMALT ES

UJRAIZOLALT PLAZMIDOK RESTRIKCIOS EMESZTESE XHOIl ES ECORI-XHOI ENZIMEKKEL

Jelolések: L - GeneRuler™ DNA Ladder Mix, 100-10,000 bp; 1-2, pDTA vektor
(pozitiv kontroll); 3-4, Klon 1; 5-6, Klon 4; 7-8, Klén 7.

4.5.1.2.2 Genomi integracié igazolasa

A genomi integracio vizsgalata érdekében elsé 1épésként genomi DNS-t
izolaltam a novobiocin rezisztens T. acidophilum sejtekb6l. Az integrativ genomi
région kiviil es6 szakaszra specifikus primerek segitségével felszaporitottam elsd
Iépésként a tdgabb genomi régidt, majd nested PCR reakcidkkal megszekvenaltam a

gyrB gént. A modszer sémajat pDTA vektorok esetében a 41. abra szemlélteti.

Ta1058F . _—— s Tal054R
Homolég rekomb visszaigazolé PCR Pa—
1

Ta1l056
Ta1059 Tal058 Tal057 Ta1055 - gyrB Ta1054 - gyrA Tal053
----- L R -

GyrF GyrR1 GyrR2

41. ABRA A HOMOLOG REKOMBINACIO VISSZAIGAZOLASANAK GENOMI ALAPJAI

A genom specifikus primerek shuttle es integrativ vektorok esetében: Tal058F eés
Tal054R, lineéris konstrukciok esetében: 895 genom_up és 895 genom_down,

emellett Tricorn_genom_up és Tricorn_genom_down voltak. A rezisztencia génekre

69



specifikus primerekkel megkiséreltem felszaporitani a T. acidophilum gyrB (pSTA és
pDTA vektor) és gyrB-A136H (pNTA vektor), T. volcanium gyrB (pVTA vektor) és
synth_gyrB (pDTA_synth vektor) géneket. Az elsé harom esetben (pSTA, pDTA és
PNTA vektorok) sikerult visszaigazolnom a homoldg rekombinaciét. Az azonositott
szekvencidk génbanki azonosité szama a pSTA vektor esetében: KC710298-
KC710299; a pDTA és pNTA vektorok esetében: KC710300-KC710319. Viszont a
T. volcanium gyrB és synth_gyrB géneket nem sikerilt az adott régiobol
visszaigazolni. Mivel a novobiocin rezisztencia tesztek sordn ez a két sejtvonal
rezisztensnek bizonyult, elvégeztem a rezisztencia génekre specifikus PCR reakcidi
(TVGyrBreverse és TvGyrBforward; Synth_ GyrB_R és Synth_GyrB_F primerekkel)
a teljes genomi izoladtumra, amely pozitivnak bizonyult (42. és 43. abra), ezt
nukleotidsorrend meghatarozassal is igazoltam. Vagyis, a rezisztencia gének jelen

voltak, viszont aspecifikusan integralédtak.

bp 1 2

42. ABRA T. VOLCANIUM NOVR GYRB GEN SPECIFIKUS PCR REAKCIOJANAK EREDMENYEI

A PCR reakciot TVGyrBreverse és TvGyrBforward primerekkel végeztem el, a
templat a pVTA vektorral transzformalt genomi izolatum volt. Jel6lések: L -
GeneRuler™ DNA Ladder Mix, 100-10.000 bp; 1 — genomi izolatum pVTA vektorral
transzformalt T. acidophilum sejtekbdél, 2 — pozitiv kontroll, pVTA vektor, 3 — negativ

kontroll.

bp

3000

1000

500

43. ABRA SYNTH_GYRB GEN SPECIFIKUS PCR REAKCIO EREDMENYEI
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A PCR reakcidt Synth_GyrB_R és Synth_GyrB_F primerekkel végeztem el, a templat
a pDTA synth vektorral transzformalt genomi izolatumok voltak. Jel6lések: L -
GeneRuler™ DNA Ladder Mix, 100-10.000 bp; 1 — 3 parhuzamos genomi mintak T.
acidophilum novobiocin rezisztens sejtvonalakbdl, 4 — pozitiv kontroll, pDTA_synth

vektor, 5 — negativ kontroll.

A lineédris KO konstrukciokkal elvégzett transzformaciokat kovetben sikeriilt
novobiocin rezisztens sejtvonalakat l1étrenoznom, viszont ugyanazt tapasztaltam, mint
a pVTA és pDTA synth vektorokkal vald transzformaciot kovetben. A linearis
konstrukciot nem tudtam a célrégiobol visszaigazolni, viszont a rezisztencia gént
sikerdlt visszaigazolnom a genomi izolatumbdl, tehat az aspecifikusan integralodott a

genomba.

4.5.2 Rifampicin rezisztens T. acidophilum sejtvonalak
A rifampicin rezisztencia gént (arr2 gen) hordozo6 sejtvonalak a kovetkezok

voltak: shuttle vektor— pSTRIf; integrativ vektor- pDTA_arr2; linearis konstrukciok—
KO Tal490 arr2, KO _Ta0895 arr2, HIS Ta0895 arr2.

4.5.2.1 Antibiotikum érzékenységi tesztek

Rifampicin érzékenységi tesztet végeztiink el az alabbi sejtvonalakkal: TA-
WT, pDTA_Arr2. Az eredményeket a 44. abra szemlélteti. JOI lathatd, hogy a vad
tipusu T. acidophilum sejtvonal (kék szin) nem képes toleralni a rifampicin jelenlétét
mar kis koncentraciéban sem, ahogy azt méar kordbban is igazoltam. Viszont a
pDTA _arr2 vektort (piros szin) hordozd sejtvonal hozzavetélegesen 2500 ng/ml

rifampicin koncentracidt volt képes elviselni.
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44, ABRA RIFAMPICIN ERZEKENYSEGI TESZT KOLUNBOZO SEJTVONALAK ESETEBEN

Jelolések: pDTA_arr2 - piros szinii vonal és piros szinii négyzet, a vad tipust T.
acidophilum sejtvonallal - kék szini vonal és kék szinti telt kor. A kiilonbozo
torzseket 0-10000 ng/ml rifampicin jelenlétében inkubaltam 58 °C-on 72 64ran
keresztil. Az optikai denzitdst 600 nm-en  mértem, az eredmények héarom
parhuzamos atlagat képezik. A rifampicin jelenléte nélkili névekedést vettem 100%-
nak.

4.5.2.2 Molekuldris bioldgiai analizis

A molekularis biol6giai analizist ugyanolyan elvek alapjan végeztem el, mint
a novobiocin rezisztens sejtvonalakkal, vagyis minden rifampicin rezisztens
sejtvonallal elvégeztem a plazmid fennmaradasi teszteket és a genomi integracio
analizist. A linearis konstrukciok esetében szintén csak genomi integraciot

vizsgaltam.

4.5 2.2.1 Plazmid fennmaradasi tesztek

A kordbban mar leirt modszerrel vizsgaltam a plazmidok fennmaradasat.
Sikerilt a shuttle (pSTRIf) vektorral transzformalt T. acidophilum sejtekbdl plazmid
DNS-t visszaizolalnom. Meg kell jegyezni, hogy T. acidophilum-bol torténd izolalast
kovetéen a plazmid DNS mennyisége olyan alacsony volt, hogy azt sem agar6z-
gélelektroforézissel sem nanofotométer segitségevel nem sikerilt Kimutatni. A
korébbi, shuttle vektorral tortént transzformaciok sordn a vektor nem volt keépes

fennmaradni, a rifampicin rezisztencia gén alkalmazasa a korabbi feltételezhetd
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problémaékra jelentett megoldast, vagyis a plazmid nagy méretére és a rezisztencia gen
szekvencia hasonldsagara. A pSTRif vektor konstrukcio tébb mint 2000 bp-ral kisebb
a korébbi shuttle vektoroknal és az arr2 gén nem mutat szekvencia azonossagot a T.
acidophilum genommal. A pSTRif sejtekbdl visszaizolalt plazmidokat Ncol és Sacl
restrikcios enzimekkel analizaltam elGszor, majd nukleotidsorrend meghatarozasnak
is alavetettem. A vart fragmentek mérete Ncol-gyel torténd hasitasnal: 6106 + 4727
bp, mig a Sacl enzimmel tortént hasitdsndl: 10810 bp. A restrikcios emeésztések
eredményeit a 45. &bra szemlélteti. JOI lathatd, hogy néhény esetben az eredeti
plazmidot sikerilt visszaigazolni (Klon 3, 4), de volt olyan plazmid, amely jelent6s

atrendez6désen ment keresztil.

Ncol digestion Sacl digestion

45. ABRA T. ACIDOPHILUM-BOL (PSTRIF) IZOLALT, MAJD E. COLI SEJTEKBE
TRANSZFORMALT ES UJRAIZOLALT PLAZMIDOK RESTRIKCIOS EMESZTESE Ncol Es SAcI

ENZIMEKKEL

Jelolések: L - GeneRuler™ DNA Ladder Mix, 100-10,000 bp; 1, pSTRif vektor
(pozitiv kontroll); 2-4, Kl6nok.

4.5 2.2.2 Genomi integracio igazolasa

A genomi integracid vizsgalatat a korabbiakban mar leirt moédon és emlitett
primerekkel végeztem el. Kimutattam, hogy helyspecifikus homoldg rekombinacio
nem tortént egyetlen esetben sem (pSTRif, pDTA arr2, KO_Ta0895 arr2,
KO_Tal490 arr2 és HIS Ta0895 arr2), viszont a rezisztencia gén jelen volt a

genomban (46. bra).
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46. ABRA ARR2 GEN SPECIFIKUS PCR REAKCIO EREDMENYEI GENOMI DNS-RE

A PCR reakcidt Arr2_forward és Arr2_reverse primerekkel végeztem el, a templat a
pDTA arr2 vektorral transzformalt genomi izolatumok voltak. Jeldlések: L -
GeneRuler™ DNA Ladder Mix, 100-10.000 bp; 1-3 parhuzamos genomi minték T.
acidophilum rifampicin rezisztens sejtvonalakbol, 4 — pozitiv kontroll, pDTA_arr2

vektor, 5 — negativ kontroll.

A KO_Tal490 arr2 konstrukciéval transzformalt T. acidophilum-nal szerettem volna
azonositani a rezisztencia gen beépulésének helyét, hogy random beépiilésrdl van-e
sz0. Ennek érdekében a teljes genomi izolatumot restrikcios analizisnek vetettem ala
EcoRI enzimmel, mely a teljes genomot nagyjabdl 1000-10.000 bp nagysagu
darabokra vagja, viszont a rezisztencia (arr2) génbe nem hasit. A hasitast kovetéen a
DNS darabokat Osszeligaltam, majd a rezisztencia génb6l kimend primerekkel
(Arr2_Nterm_out és Arr2_Cterm_out) PCR reakcidt futattunk. Az igy kapott PCR
termékeket beklonoztam egy pUC18-as vektorba, hogy egyenként azonositani tudtam
a beépulési helyeket. Harom genomi integraciot sikerilt azonositanunk: Ta0060,
Ta710 és Tal490-es gének esetében. A legutdbbi esetben, bar a célgénbe (Tal1490)
tortént a beépilés, de nem az eredetileg tervezett N-terminalis régidba, hanem a C-
terminalishoz kodzel. A genomi integraciok szekvenciai megtalalhatoak az alabbi
génbanki azonosito szamok alatt: JX890289-JX890291.
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UJ TUDOMANYOS EREDMENY (V. tézis, a 4.5.1. fejezetben bemutatott
eredmények alapjan): A sikeres transzformaciot antibiotikum rezisztencia
tesztekkel és molekuléris médszerekkel — plazmid fennmaradasi tesztekkel és a
genomi integracid vizsgalatdval igazoltam. Az eredményeket nemzetkozi
publikacioban adtuk kozre (Baka et al., 2013).
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5. U TUDOMANYOS EREDMENYEK

. Tézis: A modositott gelrite-bazisu szilard médium alkalmas a Thermoplasma

acidophilum rutinszerli tenyésztésére szilard médiumon, igy ez a médium
megfelel a klondalis szelekcidra, genetikailag homogén sejtvonalak

létrehozasara.

. Tézis: Az elvégzett antibiotikum érzékenységi vizsgalatok alapjan az

eritromicin 100 pg/ml-es koncentracioban, a kléramfenikol 250 pg/ml-es
koncentracidban, a kumermicin 10 ng/ml-es koncentraciéban, a novobiocin 10
ng/ml-es koncentracidban, a rifampicin 1000 ng/ml-es koncentracidban és a
tiosztrepton 200 pg/ml-es koncentracidban alkalmas a transzformansok

szelekciojara.

. Tézis: A szelekcids marker gének (NovR gyrB és RifR arr2) alkalmazésaval

shuttle (pSTA és pSTRIf), integrativ (pDTA, pNTA, pVTA, pDTA_synth és
pDTA arr2) és linearis vektor konstrukcidkat (KO_Tal490 synth gyrB,
KO _Tal490 arr2 és HIS Ta0895 arr2) épitettem a Thermoplasma

acidophilum szamara.

. Tézis: Az Uj és specifikus transzforméciés modszer alkalmas a idegen

genetikai anyag bejutattdsara a a Thermoplasma acidophilum- ba, 10°-10*

transzformans/ug DNS transzformaécids hatékonysaggal.

. Tézis: A sikeres transzforméaciot antibiotikum rezisztencia tesztekkel és

molekuléaris modszerekkel — plazmid fennmaradasi tesztekkel és a genomi

integracid vizsgalataval igazoltam.



6. KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK

Az Osbaktériumok felfedezésiik ota az érdeklédés kozéppontjaban allnak, szamos
kilonleges tulajdonsdguk miatt. Egy organizmus megismeréséhez, részletes,
mélyrehaté  tanulméanyozdsdhoz elengedhetetlen a genetikai  manipulécids
eszkozrendszer megléte. Csak igy eérthet6k meg teljesen a sejtben lezajlé folyamatok
és azok kapcsolata, a fehérjék szerepe és a feherje-enzim-komplexek alegység
szervezddése. A munkam fokuszaban a termoacidofil dsbaktérium, a Thermoplasma
acidophilum &llt. Ezen szervezet az elmdlt évtizedben a strukturalis proteomika
jelentds modellszervezetévé valt, koszonhetden eukaridta sejthez  kozeli
tulajdonsagainak, egyszeri genom ¢és proteom felépitésének, illetve annak, hogy a
krioelektronmikroszkopos vizsgalatokhoz tokéletesen megfelelnek a mikronos
tartomanyba es6 gombalakl sejtek. A proteomikai, struktirbioldgiai munkak
kiszélesitését nagyban hatraltatja a genetikai manipulacids eszkozok teljes mértékii

hidnya e taxonban, igy e probléma feloldasa volt doktori munkam f6 célja.

A feladat nehézségét az adta, hogy a terileten szinte alig volt a munkamban
felhasznalhato elézetes eredmény, és két fliggetlen német kutatocsoport is munkam

kezdetekor hagyott fel a teriilet kutatasaval.

A genetikai eszkozrendszer kialakitdsakor négy teriiletre kellett koncentralnom
parhuzamosan, hogy mikodé rendszert tudjak kialakitani: a klonalis munka
megoldasara, szelekciés markerek megtalalasara, vektorok épitésére és hatékony

transzformacios rendszer kiépitésére.

A genetikai eszkoztar fejlesztésének els6 1épéseként a szervezet tenyesztésének, ezen
beliil is szilard taptalajon torténd kultivacidjanak optimalizacidjat, a klonalis munka
felteteleinek megteremtését dolgoztam ki. A szervezetet mar korabban is keépesek
voltak japan kutatok szilard médiumon tenyészteni, viszont az inkubacios id6 olyan
hosszl volt (t6bb mind 30 nap), hogy a rutinszerti klondlis szelekcio kivitelezhetetlen
volt (Yasuda et al., 1995a). Annak érdekében, hogy fokozzam a Gelrite-bazisu szilard
hogy egy, a mechanikai hatdsokra sokkal ellenallobb, az oltokacsos szélesztest is
lehetové tevé szilard médiumot hozzak Iétre. Ezzel parhuzamosan kisérleteket

inditottam, hogy csokkentsem a lathat6 telepek megjelenéséhez sziikséges inkubacios
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id6t, azaz csokkentsem a generacios id6t. A T. acidophilum szaporodasahoz
nélkilozhetetlen egy Aaltalaban élesztékivonatot tartalmazé komplex médium,
melynek eldallitdsi mddja meghatdroz6 a novekedést serkentd hatds szempontjabol
(Smith et al., 1975). Annak érdekében, hogy ndveljem a szaporodasi ratat, a gyari
¢lesztékivonat mennyiségét kétszeresére emeltem a taptalajban. Emellett kidolgoztam
egy élesztOkivonat (élesztdvitamin) keszitési eljarast, amely jelent6sen serkentette a
sejtek szaporodasat. Mivel a sejtek a szilard taptalajon torténd tenyésztés soran
kimondottan érzékenyen reagalnak a homérséklet és nedvességtartalom valtozasara, a
probléma megoldasara egy zart edényt (anaerob jar) hasznaltam. Ezen mddositasok
segitségével sikeriilt egy hatékony és rutinszertien alkalmazhatd szilard médiumot
fejlesztenem, melyen a T. acidophilum képes 12 napos inkubaciot kovetéen 1-3 mm
atméroju telepeket formalni, vagyis a klonalis szelekcid kivitelezhetd a szervezetnél.
A tovabbiakban tervezem az ¢élesztd vitamin részletesebb vizsgdlatit, hogy
azonosithassam a feltehetGen egy rovid aminosavlancbéol (8-10 aminosav) allo

fehérjét, amely a novekedést serkentd hatasért felelds.

A tenyésztési kisérletekkel parhuzamosan, a szelekcios markerek keresésénél, kozel
egy tucat antibiotikumot vizsgltam meg annak érdekében, hogy a genetikailag
maodositott sejteket el tudjuk kiloniteni a vad tipustaktél. A T. acidophilum esetében
csupan par antibiotikum érzékenységet irtak le (Darland et al., 1970), a novobiocinét,
amely mar kis koncentracioban (10 ng/ml) képes a szervezet ndvekedését gatolni és
az aminoglikozidok kdzé tartoz6 neomicint. Emellett az eritromicin, kléramfenikol,
kumermicin, rifampicin és tiosztrepton antibiotikumokrél is igazoltam, hogy az
altalanosan hasznalt koncentracidban gatoljak a szervezet szaporodasat. A rifampicin
mar nagyon kis koncentracioban (1000 ng/ml) gatlé hatést valtott ki. Ez meglep6 volt
a szakirodalmi adatok ismeretében, hiszen ez az antibiotikum az eukaridtakra nem,
csak a baktréiumokra hatasos szer, és a T. acidophilum eukaridta szerii, DNS-
dependens RNS-polimerazarol in vitro kisérletekben igazoltak, hogy nem érzékeny a
rifampicinre. In vivo kisérleteim soran ennek az ellenkez6jét tapasztaltam, ami
ellentmond a legnivosabb prokariota taxondmiai kényvekben napjainkig hivatkozott
rifampicin rezisztencia bélyegnek (Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology,
Prokaryotes). A részletes antibiotikum érzékenységi vizsgalatoknak csak akkor van
értelmik egy genetikai eszkdzrendszer fejlesztésben, ha az adott antibiotikumra

specifikus rezisztenciat okozo marker geént is tudunk hozzarendelni, amely képes
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kifejezddni a célszervezetben. A novobiocin ¢és rifampicin esetében taldltam olyan
marker géneket, melyek segitségével rezisztenciat tudtam Kkialakitani a T.
acidophilum-ban. Tovabbi lehetéségként az eritromicin, kloramfenikol és tiosztrepton
esetében valosziniileg lehet majd talalni marker géneket, amelynek a késGbbiekben
jelentdsége lehet példaul tébb gén kiutése/inaktivalasa esetében, a jelen munkaban

azonban erre nem volt lehetdségem.

A genetikai manipulécio legkritikusabb pontja a transzformacio, az idegen genetikai
anyag bejuttatisa a célszervezetbe. Mivel a T. acidophilum genetikai
transzformacidjat ez idaig senkinek sem sikerult megoldania, talan ez volt a
legnehezebb feladatom. Szamos fizikai, kémiai és bioldgiai mddszer létezik, melyek
segitségével rutinszerlien tudnak més dsbaktérium fajokat transzformalni, ilyenek az
elektroporacio, liposzéma-medialt vagy PEG-szferoplaszt transzformécié. A
kisérleteim sordn az Osbaktérium genetikdban altaldnosan hasznalt és szadmos
kilénleges transzformaciéos modszert, példaul a génpuska alapt biolisztikus
transzforméacio, teszteltem reprodukalhaté eredmény nélkil. Emiatt egy teljesen Uj €s
egyedi transzformacios modszert kellett kifejlesztenem, amely a szervezet egyedi
morfoldgiai tulajdonsagan (nem rendelkezik sejtfallal) és fizioldgiai sajatsagan (a
sejtek a pH novelése hatasara plasztikussa valnak) alapul. Az 0 transzforméacios
médszerrel 10°-10* transzformans/pug DNS hatékonysagot tudtam elérni, amely
Osszevetve mas Osbaktériumok transzformaciés hatékonysagaval atlagosnak
mondhatd. Mddszerem masik nagy eredménye lehet az, hogy az valdsziniileg
hasznalhatdé lesz a Thermoplasmatales rend tovabbi, eddig genetikailag

manipulalhatatlan tagjainak vizsgalatara is.

A vélasztott szelekciés markerek, a mutans girazB (gyrB-novobiocin) és a
Pseudomonas eredetti rifampicin-ribozildz (arr2) rezisztencia gének alapjan vektor
konstrukciokat épitettem, hogy teszteljem az génbevitel lehetdségét a kifejlesztett
transzformacios maddszer segitségével. A novobiocin szelekcids marker gén egy
novobiocin rezisztens kornyezeti izolatumbdl azonositott girdz (gyrB) gén volt
(HO62N1C) (Yamashiro & Yamagishi, 2005) és annak helyspecifikusan modositott
valtozata, mivel kordbban in vitro vizsgalatokban igazoltdk a mddositas hatasara
bekOvetkezett rezisztencia ndvekedést a novobiocinnal szemben, egy tisztitott girazB—
nukleinsav rendszerben. Munkdm legjelentdsebb pillanata volt, amikor elsdként

sikerilt novobiocin rezisztens T. acidophilum klonokat eldallitanom. A
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transzformansok novobiocin rezisztencigja 1500 ng/ml volt, mely masfélszeres
novekedest jelent a mutans japan T. acidophilum térzshdz képest, amely ugyanazt a
girdzt kddolja. Ennek magyarézata lehet, hogy a transzforméns sejtben tébb a Nov®
gyrB kopia szdma, igy az expresszalt enzim mennyisége is. A helyspecifikus
mutagenezissel tovabb moédositott Nov® gyrB-A136H gént hordozé sejtvonalak
novobiocin rezisztenciaja 2500 ng/ml-re nétt, ami egybevag a publikalt adatokkal, mi
szerint ez a Kituntetett pontja az antibiotikum-enzim kapcsolat kialakuldsanak. A
kialakitott Nov® gyrB-A136H kival6 szelekciés marker jelélt.

A molekuléris bioldgiai vizsgalatok soran tapasztaltam, hogy a novobiocin rezisztens
sejtvonalakban a vektoron talalhaté Nov® gyrB gén homolég rekombinaciéra képes a
genomi gyrB génnel, amely a két gén nagymértékii nukleotid szekvencia
hasonlosagara vezetheté vissza. Annak érdekében, hogy irdnyitani tudjam a
rekombinaciot, olyan szelekciés marker génre volt szikségem, amely nem képes
spontan rekombinéciéra. Ezen probléma feloldasaként, elséként a kozel rokon
Thermoplasma volcanium gyrB génjét kivantam alkalmazni szelekcios marker
génként, mely természetes korllmények kozoétt nem rendelkezik novobiocin
rezisztenciat okoz6 varianssal. A Nov® gyrB-A136H alapjan megtervezett és
helyspecifikusan médositott Nov® T. volcanium gyrB gént hordozé integrativ
vektornal azt tapasztaltam, hogy e gén is képes rekombinacidra, amire magyarazat
lehet, hogy a T. acidophilum és T. volcanium gyrB génje kdzétt 75% homoldgia van.
Annak érdekében hogy ezen probléméat megoldjam, egy mesterséges Nov® gyrB gén
terveztem, amelynek aminosav szekvencidja teljes meértékben megegyezik a T.
acidophilum Nov® gyrB-A136H génjével, viszont nukleotid szinten térekedtem az 5
bazisnal nagyobb homoldgia elkerulésére. A mesterséges gyrB gén alapl integrativ
vektorral is sikerilt novobiocin rezisztens sejtvonalat Iétrehoznom és a szelekcios
marker gén fennmaradasat igazolnom, viszont az integracio vizsgalatanal szintén
nem-specifikus integraciot tapasztaltam. Ezek eredmények felvetik annak a
lehetéségét, hogy a T. acidophilum-ban a homoldg rekombinacio mellett egy illegitim
rekombinaciés mechanizmus is miikddik, melynek feltarasa talmutatott a jelen

disszertacion.

A Nowv® gyrB génnel elvégzett vizsgalatokkal parhuzamosan a Rif? arr2 génnel is
fejlesztettem integrativ vektort. Ennek a rezisztencia markernek szamos elénye van a

novobiocin markerhez képest: 1. a rezisztencia kifejez6dése az antibiotikum
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inaktivacidja Utjan valdsul meg és nem a célenzim aktiv helyének strukturajanak
maodosulasa révén; 2. az arr2 gén egy igen rovid rezisztencia gén, amely el6ny lehet a
kisebb méretii vektorok épitése soran. A transzformaciot kovetden sikeriilt rifampicin
rezisztens sejtvonalakat letrehnoznom, melyek 2500 ng/ml rifampicint is toleraltak. Az
arr2 gén alapu integrativ vektornal is tapasztaltam a random integracié jelenséget.
Ezen eredmények alapjan kijelenthetem, hogy a T. acidophilum DSM1728-as térzse
genomi rekombin&cidra képes, viszont a DNS beéplilésének mddja vagy specificitasa
ismeretlen terilet, ennek a mechanizmus feltarasa nem szerepelt a célkitlizéseim

kdzott.

A szervezet plazmid fenntartd képességének tesztelésére shuttle vektorokat
fejlesztettem, melyhez a T. acidophilum HO-122 t6rzsbdl izolaltam ~16 kb endogén
plazmidot (pTAl). A pTAl plazmid ori-régiojat tartalmazé 6000-bazisparnyi
fragmentjébdl és az E. coli eredetti pRSF-Duet plazmid fuzidjabol kialakitott E. coli-
T. acidophilum shuttle vektorokkal végrehajtott transzformaciot kovetden sikeriilt
rezisztens (novobiocin és rifampicin) sejtvonalakat létrehozni, viszont a plazmid
fennmaradasat csak az arr2 gén alapu shuttle vektorral (pSTRif) transzformalt
sejtekbdl sikeriilt visszaigazolni. Ennek magyardzata talan a plazmid méretében
keresend6, mivel a pSTRif plazmid ezer bazisnyival kisebb volt mint a gyrB gén
alapt plazmid. Az eredetileg fehérje expresszids célra készilt plazmid ugyan
fennmaradt, de olyan alacsony kopiaszammal sikerllt visszaigazolni, ami a
késObbiekben fehérje overexpresszids (thltermeltetési) céloknak nem felel meg. A
kopiaszdm ndvelésére a T. acidopilum-ban a tovabblépést az jelentheti, ha sikeril
feltarni a pTAL1 plazmidon kddolt gének szerepét, mivel az ori région kivil ezek
funkcidja teljesen ismeretlen. Ehhez egy EZ-transzpozon alapl random mutagenezis
latszik a leggyorsabb megoldasnak, ahol a pTAl plazmidon talalhato 17 ismeretlen
gén egyenkénti Kkiltéese, majd a plazmid sorozat T. acidophilum-ba valo
transzformaldsa és a kopiaszam kovetése vezethet egy milkddd expresszids vektor

elkészitéséhez. A munka jelenleg folyamatban van.

Munkam eredményei elindithatjdk a Thermoplasma acidophilum modellszervezet
sz¢leskorti genetikai kutatasait. Egy atfogd genetikai eszkdzrendszer alappilléreit
sikerdlt lefektetnem a PhD kutatasi periddus alatt. Sikertlt megoldani a mikroba
klonalis tenyésztését, hatékony transzformacios rendszert dolgoztam ki, két fiiggetlen

szelekcios marker segitségével pedig az elsé miikodé vektorokat siker(lt 1étrenoznom.
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Ez a keretrendszer, vagy annak elemei, egy sor, a Thermoplasmatales rendbe tartozo,
jelenleg genetikailag nem manipulalhaté fajnél is jo eséllyel alkalmazhat6 lesz. Egy
praktikusan hasznélhatd, kilonleges fehérjék expresszidjara vagy T. acidophilum
gének KO-jara alkalmas rendszerhez azonban tovabbi erdfeszitések sziikségesek,
hiszen a T. acidophilum DSM1728 torzsnél tapasztalt illegitim rekombinacids
események nehézze teszik a célzott feladatok végrehajtasat. Talan megoldast jelenthet
a probléméara més T. acidophilum torzsek hasznélata, amelyek mar egy éve elérhetéek
a japan nemzeti torzsgytijteményben. A vizsgalatokhoz hasznalt DSM 1728 tipustorzs
ugyanis a miincheni Max Planck Intézetbdl szarmazik, ahol mintegy harminc éve,
klonalis szelekcio nélkul, egyszertien folyékony taptalajbol passzaltak a torzset havi
rendszerességgel, igy ez a torzs egy sor alapvetd informacid vesztésen, mutacion

mehetett keresztil az elmult évtizedek alatt.
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7. OSSZEFOGLALAS

A termoacidofil ésbaktérium, Thermoplasma acidophilum felfedezése 6ta kiilonleges
szerepet tolt be a mikrobioldgiai, biokémiai és proteomikai vizsgalatokban A
szervezet ecukariota sejthez kozeli tulajdonsagai, egyszeri genom és proteom
felépitése, egyszerii DNS és fehérje izolalasa miatt kiemelked6 fontossagu proteomika
modellszervezetté valt az elmuilt évtizedben. Az intenziv kutatasok ellenére a
szervezet genetikai manipulécidja ez idaig nem megoldott, mely nagyban hatréltatja a
tovabbi munkat. Munkam célkitiizése egy hatékony genetikai eszkozrendszer
létrehozasa volt a T. acidophilum modellszervezet szamara. Ez az eszkdzrendszer
négy pilléren all: (a) rutin szilard taptalajon torténd tenyésztés, hogy genetikailag
homogén sejtvonalakat lehessen létrehozni; (b) a vad tipusu sejtek elvalasztésa,
szelekcidja a transzformaltaktdl antibiotikum rezisztencia markerek segitségével; (c)
vektor konstrukcidk, melyek hordozzak a kivant informaciét; (d) és végil egy
hatékony transzforméciés modszer az idegen genetikai anyag bejuttatasara a

célszervezetbe.

A T. acidophilum-ot japan kutatok tudtak sikeresen tenyészteni elészor egy Gelrite-
bazisu szilard médiumon (Yasuda et al., 1995a), viszont az inkubacios id6 hosszisaga
miatt — 30 nap — ez nem volt alkalmazhat6 rutinszeri munkara. Annak érdekében,
hogy noveljem a sejtek szaporodasi sebességet, egy specialis éleszté hidrolizatumot
allitottam el6, mivel szakirodalmi adatok alapjan tudhato volt, hogy a szervezet csak
egy komplex médiumon képes ndvekedni, mely rendszerint éleszt6kivonatot
tartalmaz és a kivonat eléallitasanak modja meghatarozo a novekedést serkent6 hatas
szempontjab6l (Smith et al., 1975). Ezen modositds segitségével sikeresen
csokkentettem az inkubacios idét 12 napra, melynek végén 1-3 mm atmérdji sargas-
barnés telepek jelentek meg a taptalaj felszinen. A T. acidophilum esetében néhany
antibiotikummal, a novobiocinnal és neomycinnel szembeni érzékenységrol volt
elérhet6 publikacio ezidaig. Tobb gén kiltésénél, elényos, ha tobb szelekcids markert
és marker gént tudunk alkalmazni a célszervezetnél. Ennek érdekében elvégeztem
szamos antibiotikum erzékenységi vizsgalatot és igazoltam, hogy a novobiocin mellett
a szervezet érzékeny tobbek kodzott eritromicinre, kloramfenikolra, kumermicinre,
rifampicinre és tiosztreponra. A rifampicin esetében az eredmények kimondottan

varatlanok voltak, mivel korabbi in vitro vizsgélatok szerint a szervezet DNS-
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dependens-RNS-polimeraza nem érzékeny erre az antibiotikumra. Ennek ellenére a
teljes sejten elvégzett in vivo vizsgalatok azt mutattdk, hogy a rifampicin képes
gatolni a T. acidophilum ndvekedését viszonylag alacsony koncentraciéban (1000
ng/ml) is. Ezen antibiotikumok kozil a novobiocin és rifampicin antibiotikumokra
fellelheté rezisztencia markereket hasznaltam kisérleteimben és a plazmid
konstrukciok kialakitasahoz. Szamos GOsbaktérium ¢és extermofil genetikaban
altalanosan alkalmazott transzformécids mddszert teszteltem, de egyik sem bizonyult
hatékonynak a thermoplasma esetében. Ezért egy teljesen U] és egyedi
transzformacios modszert fejlesztettem ki, mely kihasznalja a szervezet egyedi
morfoldgiai tulajdonsagat (nem rendelkezik sejtfallal) és azt a megfigyelést, hogy a
sejt plasztikussd valik a pH ndvelés hatasara (Kofler, 2006), ezaltal feltételezhetd
hogy a sejtmembran atjarhatésdga megnovekszik és a szervezet képes a spontan DNS
felvételre is. Az altalam fejlesztett transzformacids moédszerrel sikeriilt 10%-10*
transzformans/ug DNS transzformacios hatékonysagot elérnem, elséként genetikai

anyagot bejutattnom a szervezetbe.

A genetikai elemek transzportjara két {6 tipusu plazmid konstrukciot terveztem és
épitettem: egy shuttle és egy integrativ vektort, emellett teszteltem a linearis PCR-
konstrukciokat is. Novobiocin esetében kezdetben egy mutans kornyezeti torzsbol
szarmaz6é Nov® gyrB (pDTA plazmid) és annak altalam helyspecifikusan médositott
(Nov® gyrB-A136H; pNTA plazmid) véltozatat alkalmaztam. Transzforméci6t és
szelekciot kovetden analizaltam a sejtvonalak novobiocin toleranciajat, a Nov® gyrB-t
hordoz6 sejtvonalak 1500 ng/ml novobiocint voltak képesek toleralni, mely 150-
szeres rezisztencia novekedés. Tovabba a Nov® gyrB—A136H hordozé sejtvonalak
2500 ng/ml antibiotikum koncentracidt voltak képesek toleralni, ami tovabbi 1,6-
szoros rezisztencia novekedést jelent. A rezisztens sejtvonalak molekulds biologiai
vizsgalata soran azt tapasztaltam, hogy a szelekciés marker gén képes genomi
integracidra. A szervezet esetében kordbban nem szamoltak be homoldg
rekombinéciorél. A két gén (vad tipust és Nov® gyrB) jelentés homologiaja adhat
magyarazatot erre az eredményre. Annak érdekében, hogy a homolog rekombinaciot
elkeruljem a gyrB szelekcios marker génnél, eldszor a kozel rokon T. volcanium gyrB
génjét adaptaltam kisérletemhez, melyet (gy modositottam, hogy novobiocin
rezisztenciat okozzon a célszervezetben. A transzformacio utdn sikerilt novobiocin

rezisztens sejteket szelektdlnom, viszont a szelekciés marker gén random modon
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integralodott a genomba valdsziniisithetéen révid homoldg régioknak (~100 bp). Ezt
kovetden megterveztem és megszintetizaltattam egy mesterséges gyrB gént, mely
aminosav szinten teljesen homoldg volt a T. acidophilum Nov® gyrB-A136H génnel,
viszont nukleotid szinten ki tudtam kertlni az 6t bazisndl nagyobb homoldgiakat.
Sikerilt novobiocin rezisztens sejteket szelektalnom a mesterséges gyrB génnel,
viszont azt tapasztaltam, hogy a marker gén nem specifikusan integralédott a
genomba. Ezen illegitim rekombinacids események hatterének azonositasa tovabbi
munkat igényel. A novobiocin rezisztencia genekkel parhuzamosan elvégeztem a
rifampicin rezisztenciat okoz6 Pseudomonas aeruginosa eredetti arr2 gen tesztelését
T. acidophilum-ban. A pSTRif shuttle vektor esetében sikerilt igazolnom, hogy a
vektor képes volt fennmaradni és replikalodni a célszervezetben, azonban a kopia
szam nagyon alacsony volt. A tovabbiakban lineéris KO konstrukcidkat hoztam létre
az arr2 gén alkalmazasaval, melyeknél nem specifikus rekombinaciot tapasztaltam.
Ezen transzformansokat tovabbi analizisnek vettettem ala, hogy lokalizaljam a
genomi integracio pontos helyét. Eredményeim szerint a T. acidophilum esetében a

rekombinécié random volt.

Ezen eredmények igazoljak, hogy a vildgon els6ként sikeriilt létrehoznom egy
genetikai eszkdzrendszert a T. acidophilum modellszervezet szamara, mely a jovében

lehetdvé teszi majd e szervezet rutinszerli genetikai manipulalasat.
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8. SUMMARY

Since its discovery the thermo-acidophilic archaeon Thermoplasma acidophilum
gained a special role in microbiological, biochemical, and proteomics research. The
organism became an important model organism of proteomic studies due to its
resemblance to eukaryotic cells, its low genome and proteome complexity, and simple
DNA and protein isolation from the organism. Despite intensive research, genetic
manipulation of T. acidophilum has not been solved, which hampered the further
work. The main aim of my work was to develop genetic tools for the model organism
T. acidophilum. Genetic manipulation is based on four major elements: (a) cultivation
on solid medium in order to obtain genetically homogeneous cell lines; (b) separation
or selection of the genetically modified cells from wild-type cells by antibiotic
resistance markers; (c) creation of vectors carrying the genetic information; and (d) a

transformation method to introduce the vectors into the target organism.

T. acidophilum was for the first time successfully cultivated on a Gelrite-based solid
medium by Japanese researchers (Yasuda et al., 1995a). Incubation time until visible
colonies formed was 30 days, thus not optimal for routine work. In order to increase
the growth speed of the organism | prepared a special yeast hydrolysate, since
according to the literature it is known that a complex medium containing yeast extract
is the essential nutrient for the organism and the way of preparation of the extract is
determinative regarding the growth promoting effect (Smith et al., 1975). With this
modification the incubation time decreased to 12 days, after which 1-3 mm in
diameter yellowish-brownish colonies were obtained. The organism has been reported
to have sensitivity against few antibiotics: novobiocin, neomycin. To perform
multiple gene knock-outs simultaneously it is advisable to use more than one selection
agent and marker genes. Several antibiotics were tested and | could demonstrate that
T. acidophilum exhibits sensitivity to erythromycin, chloramphenicol, coumermycin,
rifampicin, and thiostrepton. Finding sensitivity against rifampicin was unexpected,
because DNA-dependent-RNA-polymerase of T. acidophilum was reported to be
insensitive to rifampicin based on in vitro experiments (Sturm et al., 1980). However,
my in vivo investigations clearly indicated, that rifampicin concentrations as low as
1000 ng/ml effectively inhibit growth of the organism. For this reason, | generated

plasmid vectors bearing selection marker genes for novobiocin and rifampicin.
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Several transformation techniques routinely applied for Archaea and other
extremophilic organisms were tested, but none of these seemed to be effective in case
of T. acidophilum. For this reason, | developed a novel transformation method, taking
advantage of the unique morphology of the organism (cell wall-less) and the
observation that T. acidophilum cells become plastic at elevated pH (Kofler, 2006).
This presumably increases the cell membrane permeability, thus facilitating
spontaneous DNA-uptake. With this established transformation method, | could
obtain between 10°-10* transformants per pg DNA so | was able to introduce genetic

material into the organism for the first time.

| designed and built two types of plasmid constructs for transporting the genetic
material: shuttle and integrative vectors, beside these also linear PCR-constructs were
tested. A mutant Nov® gyrB gene (pDTA and pSTA plasmids) isolated from an
environmental strain and its site-specific modified version (Nov® gyrB-A136H; pNTA
plasmid) were applied as novobiocin resistance marker to my experiments. After
transformation and selection, novobiocin tolerance of resistant cell lines was
analyzed:; cell line carrying the Nov® gyrB gene tolerated 1500 ng/ml novobiocin; a
150-fold increase in resistance compared with wild-type cells. Nov® gyrB-A136H-
harbouring cell lines tolerated up to 2500 ng/ml novobiocin, an additional 1.6-fold
increase. During molecular biological analyses, | could verify that the selection
marker gene was able to integrate into the genome. Though surprising initially, as no
homologous recombination has been reported previously in this organism, high
sequence homology between the wild type and the Nov® gyrB gene provided an
explanation of these findings. In order to avoid homologous recombination, first gyrB
of the close relative Thermoplasma volcanium was adapted to my experiments. Its
gyrB gene was modified by side-directed mutagenesis to provide the relevant
novobiocin resistance in the target organism. After transformation | could select
novobiocin resistant cells, but the T. volcanium Nov® gyrB selection marker gene still
integrated into the genome, though this time at random genomic locations probably
due to the short homolog regions (~100 bp). Therefore, | designed a synthetic gyrB
gene by codon degeneration in a way that maximum 5 base pair long DNA stretches
were identical with the nucleotide sequence and on amino acid level it was completely
homologous with T. acidophilum Nov® gyrB-A136H. | was able to obtain novobiocin

resistant cells with the artificial gyrB but still observed non-specific integration of the

87



marker gene into the genome. For elucidating these illegitimate recombination events
further experimental work is needed. Parallel to the experiments applying the
novobiocin resistance marker, | developed a rifampicin resistance cassette using the
arr2 gene from Pseudomonas aeruginosa. By creating the pSTRif shuttle vector, |
could prove that this vector was conferring the desired resistance, and was maintained
and replicated in the target organism, albeit in considerably low concentrations.
Furthermore, linear KO constructs were built and tested using the rifampicin
resistance cassette. Here non-specific recombination was also observed. These
transformants were further analyzed to identify the precise location of the genomic

integration, but according to my results, the recombination was random.

In summary, my results prove that | developed the first effective set of genetic tools
for the model organism T. acidophilum, which paves the way for routine genetic

manipulations of this organism in the future.
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http://www.chemicell.com/products/Magnetofection/Magnetofection separation.html
- letOltési 2012. oktbber 4.

HTTP3 http://www.chemicell.com/products/ferrofluid/ferrofluids.ntml - letoltés
2012. oktéber 4.

HTTP4 http://www.muszeroldal.hu/MMK/nr65/jenei.html - let6ltés ideje: 2012.
oktdber 4.

101


http://www.nobelprize.org/nobel_prizes/chemistry/laureates/2004/
http://www.chemicell.com/products/Magnetofection/Magnetofection_separation.html
http://www.chemicell.com/products/ferrofluid/ferrofluids.html
http://www.muszeroldal.hu/MMK/nr65/jenei.html

2. MELLEKLET

4. tablazat Alkalmazott vegyszerek és reagensek

Név

Gyarto - forgalmazé

Agar, bakteriologiai

Reanal Finomvegyszergyar Zrt,
Budapest, Magyarorszag

Agardz, ultra-tiszta gélelektroforézishez

Lonza Ltd, Budapest, Magyarorszag

Agar6z, Seakem

Lonza Ltd, Budapest, Magyarorszag

Ammonium-szulfat

Sigma-Aldrich Kft, Budapest,

Magyarorszag
N Sigma-Aldrich Kft, Budapest,
Ampicillin Magyarorszag
Anizomicin Sigma-Aldrich Kft, Budapest,
Magyarorszag
Apramicin Sigma-Aldrich Kft, Budapest,
P Magyarorszag
Asvanvi olai Sigma-Aldrich Kft, Budapest,
yirola Magyarorszag
Borsav Reanal Finomvegyszergyar Zrt,

Budapest, Magyarorszag

Bromfenolkék

Reanal Finomvegyszergyar Zrt,
Budapest, Magyarorszag

Cink-szulfat-7 hidréat

Sigma-Aldrich Kft, Budapest,
Magyarorszag

Dimetil-szulfoxid (DMSO)

Reanal Finomvegyszergyar Zrt,
Budapest, Magyarorszag

Dinatrium-tetraborat-10 hidrat

Sigma-Aldrich Kft, Budapest,
Magyarorszag

Thermo Fisher Scientific Inc, Waltham,

dNTP USA

Gelrite Slgma-AIdrllch Kft, Budapest,
Magyarorszag

Glikoz BioLab Inc, Budapest, Magyarorszag

Glicerin (87%)

Reanal Finomvegyszergyar Zrt,
Budapest, Magyarorszag

Sigma-Aldrich Kft, Budapest,

EDTA .
Magyarorszag
ElesztSkivonat Merck Kft, Budapest, Magyarorszag
. - Sigma-Aldrich Kft, Budapest,
Eritromicin .
Magyarorszag
Etanol Reanal Finomvegyszergyar Zrt,

Budapest, Magyarorszag

Etidium-bromid

Sigma-Aldrich Kft, Budapest,
Magyarorszag

Fenol

Sigma-Aldrich Kft, Budapest,
Magyarorszag
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Hi-Di formamid

Life Technologies Magyarorszag Kift,
Budapest Magyarorszag

Thermo Fisher Scientific Inc, Waltham,

IPTG USA

Izoamil-alkohol Reanal Fmomvegyszergyar Zrt,
Budapest, Magyarorszag

Izopropanol Reanal Finomvegyszergyar Zrt,

Budapest, Magyarorszag

Kélcium-klorid

Sigma-Aldrich Kft, Budapest,

Magyarorszag
Kalium-dihidrogén-foszfat Sigma-Aldrich Kft, Budapest,
Magyarorszag
- Sigma-Aldrich Kft, Budapest,
Kanamicin .
Magyarorszag
Kénsav (96%) Reanal Finomvegyszergyar Zrt,

Budapest, Magyarorszag

Kléramfenikol

Sigma-Aldrich Kft, Budapest,
Magyarorszag

Kloroform

Reanal Finomvegyszergyar Zrt,
Budapest, Magyarorszag

Kobalt(I)szulfat-7 hidréat

Sigma-Aldrich Kft, Budapest,
Magyarorszag

Kumermicin (Coumermycin Al)

Sigma-Aldrich Kft, Budapest,
Magyarorszag

Magnézium-szulfat

Sigma-Aldrich Kft, Budapest,
Magyarorszag

Mangéan-klorid-4 hidrat

Sigma-Aldrich Kft, Budapest,
Magyarorszag

Natrium-acetat

Reanal Finomvegyszergyar Zrt,
Budapest, Magyarorszag

Natrium-hidroxid

Reanal Finomvegyszergyar Zrt,
Budapest, Magyarorszag

Natrium klorid

BioLab Inc, Budapest, Magyarorszag

Natrium-metaszilikat -5 hidrat - Szilika

Sigma-Aldrich Kft, Budapest,

Magyarorszag
Natrium-molibdat-2 hidrt Sigma-Aldrich Kft, Budapest,
Magyarorszag
Néatrium-perklorat-1 hidréat S'gma'Ald”,Ch Kit, Budapest,
Magyarorszag

Becton Dickinson Hungary Kift,

Noble-agar Budapest, Magyarorszag
N . Sigma-Aldrich Kft, Budapest,
ovobiocin )
Magyarorszag
Sigma-Aldrich Kft, Budapest,
Phytagel Magyarorszag

Primerek — 3. Melléklet

Integrated DNA Technologies, USA

Réz-klorid-2 hidrat

Sigma-Aldrich Kft, Budapest,
Magyarorszag

Rifampicin

Sigma-Aldrich Kft, Budapest,
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Magyarorszag

Reanal Finomvegyszergyar Zrt,

Sosav Budapest, Magyarorszag
, Sigma-Aldrich Kft, Budapest,

Szahar0z .
Magyarorszag

Tetraciklin Slgma-AIdrllch Kft, Budapest,
Magyarorszag

Tiosztrepton Slgma-AIdrllch Kft, Budapest,
Magyarorszag

TRIS Slgma-AIdrllch Kft, Budapest,
Magyarorszag

Tripton Reanal Finomvegyszergyar Zrt,

Budapest, Magyarorszag

Vas-klorid-6 hidréat

Sigma-Aldrich Kft, Budapest,
Magyarorszag

Vanadil-szulfat-5 hidrat

Sigma-Aldrich Kft, Budapest,
Magyarorszag

X-Gal

Thermo Fisher Scientific Inc, Waltham,
USA

5. tblazat Pufferek és oldatok dsszetétele

Név

Osszetétel

Toltd pufter

30 v/v % glicerin
0,25 mM brémfenolkék

TBE — agardz gélelektroforézishez

10,78 g TRIS-bézis
5,5 g bérsav

0,74 g EDTA

pH 8,3

TE puffer

10 mM Tris
1 mM EDTA
pH 8.0

6. tablazat Felhasznalt kitek és enzimek

Név

Gyarto - forgalmazo

Pfu és Taq polimeraz

Thermo Fisher Scientific Inc, Waltham,
USA

QuickChange Site-Directed Mutagenesis
Kit

Agilent Technologies Inc, Santa Clara,
USA

QIAquick Gel Extraction Kit

BioMarker Kft, G6do116, Magyarorszag

QIAprep Spin Miniprep Kit

BioMarker Kft, G6doll6, Magyarorszag

QIAGEN Plasmid Mega Kit

BioMarker Kft, G6doll6, Magyarorszag

Restrikcios enzimek

New England Biolabs GmbH, Frankfurt
am Main, Germany
Thermo Fisher Scientific Inc, Waltham,
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USA

RNaz

Thermo Fisher Scientific Inc, Waltham,
USA

T4 DNA Ligase

New England Biolabs GmbH, Frankfurt
am Main, Germany

TOPO TA cloning® kit

Life Technologies Magyarorszag Kft,
Budapest Magyarorszag

UltraClean® Microbial DNA Isolation
Kit

ELISABETH PHARMACON, spol. sr.
0., Brno, Czech Republic

Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up
System

Promega GmbH, Mannheim,
Németorszag
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3. MELLEKLET

Az alkalmazott primerek list4ja, feltiintetve az annelacios hdmérsékletet

PRIMER SZEKVENCIA Hossz | Tm
(bp) | (CC)
pDTA vektor | Tal057_forw_pdta | CGAATTCCATATGGCACGGGGTCGGAA | 38 66
és GTTTAATTGCT
T.acidophilum | Tal054_rev_pdta GGTGGTGAATTCCTTTGGCTGGTTACC | 37 68
specifikus CACAAGCACC
primerek Tal054F ATGGAGAAAAGAGCAGTTGAAGTT 24 54.8
Tal056_1055_nonc | TTCCAGTCCCTATTTGTTGTTTACATA 32 55.2
od_ R TTAAT
GyrF CTCCACAGCGGTGCGAAG 18 59.1
GyrR1 ACC ATG TGG CTG TCT ACCTC 20 56.6
GyrR2 GAT TCG TCT CCATGA ACGTC 20 53.2
pDTA vektor - | Tal054R ACTCTGCCCTCTATGACC 18 53.2
rekombinacié | Tal058F TTGGGAGACCATGGGGATGCG 21 62
visszaigazolas
T. volcanium TVGyrBreverse TTACAGATCTATGTTCTCAGC 21 55
specifikus TvGyrBforward CTTCAAAGTACTCTTCAAATAATTG 25 58
primerek
T. volcanium TVgyrfl R/H136 AAACTGATCGCAGTAGTGAAGCATGA | 46 79
gyrB TGGGCACATATACTACGAAG
helyspecifikus | Tvgyrrr2 R/H136 CTTCGTAGTATATGTGCCCATCATGCT | 46 79
mutagenezis TCACTACTGCGATCAGTTT
primerek Tvgyrf 3 GT/EA GGAATAGATATTAAATATCCAGAGCA 55 79
174177 CGGTGCAATAATAAAATTTTATCCTG
ATC
Tvgyrrd GT/EA GATCAGGATAAAATTTTATTATTGCA 55 79
174177 CCGTGCTCTGGATATTTAATATCTATT
CcC
Tvgyrf5 LT/KI AAGATGAAAGGACAGGATCTAAGGA 51 84
224226 GATACTGCATTACGAAGGTGGCATCG
Tvgyrré CGATGCCACCTTCGTAATGCAGTATC 51 84
LT/KI1224226 TCCTTAGATCCTGTCCTTTCATCTT
Tvgyrf7 L/A 246 CATCTTTCCGAAGGGAAGAACGCAAT 47 81
AGTTGACCCTCTGTATTGGAG
Tvgyrr8 L/A 246 CTCCAATACAGAGGGTCAACTATTGC 47 81
GTTCTTCCCTTCGGAAAGATG
Tvgyrf 9 K/R 348 TTCGAGGGTCAAACTAAAGCTAGGCT | 46 81
TGGCAACAGCAAGGTTAGAG
Tvgyrrl0 K/R 348 CTCTAACCTTGATGTTGCCAAGCCTA 46 81
GCTTTAGTTTGACCCTCGAA
T. acidophilum | SITF1 GCTTATAGCCGTGGTGAAGCATGACG 41 65.7
gyrB GCAAGATATACTACG
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helyspecifikus | SITR1 CGTAGTATATCTTGCCGTCATGCTTCA | 41 65.7
mutagenezis CCACGGCTATAAGC
primerek
Synth_gyrB Synth_GyrB_R TCACAGATCGATATTTTCTGCGTA 24 53.9
specifikus Synth_GyrB_F ATGACGGAGGATAACTATGATAGC 24 53.7
primerek
Arr2 Arr2_forward ATGGTAAAAGATTGGATTCCCATC 24 53.2
specifikus Arr2_reverse CTAGTCTTCAATGACGTGTAAACC 24 53.4
primerek Arr2_Nterm_out AGTCACCAATCGCCAAATTG 20 53.8
Arr2_Cterm_out TGT TGA AGA CTG GGA GGG 18 54
Linearis KO Ta0895Prof AGCTAAGCTTGACAATGCCATATCTA 30 59.9
konstrukcio TCGG
primerek Ta0895Pror CATAGTTATCCTCCGTCATAAATAAA 35 55.9
synth_gyrB és CGATTAATG
arr2 Ta0895Dowf CAGAAAATATCGATCTGTGATCAGGG 38 65.4
GATCGCAGCGAC
Ta0895Dowr CAGTGGATCCGCACTTACGCATACTG 28 53.5
GA
Ta0895_Pror_Arr2_ | GAATCCAATCTTTTACCATAAATAAA 35 54.4
forw CGATTAATG
Ta0895 Dowf arr2 | TTACACGTCATTGAAGACTAGTCAGG 34 65.4
_rev GGATCGCAGC
TricornProf AGCTGTCGACTATCTCCACATTCCTGC | 27 61.7
TricornPror_Synth_ | GTCTTTTCATTCATTATGAATGACGGA | 38 58.6
GyrB GGATAACTATG
TricornDowf_Synth | CAGAAAATATCGATCTGTGAAAATAT 42 57.7
GyrB ATTATAACAGCATCTG
TricornDowr CAGTGGATCCATGGCATTTTTTCGGGT | 29 63.4
GG
Tricorn_Pror_Arr2_ | GAATCCAATCTTTTACCATTCATAATG | 38 57.2
fowr AATGAAAAGAC
Tricorn_Dowf_Arr2 | GGTTTACACGTCATTGAAGACTAGAA 46 60.4
_rev ATATATTATAACAGCATCTG
Lineéris 895 _genom_up GCAACTGAGGACACAGTGGT 20 57.5
konstrukci6 - | 895_genom_down GTGGAGGACAAGGTGTCGT 19 57
rekombinacié | Tricorn_genom_up | GGATGTAGACGTCTGCGTTGA 21 56.8
visszaigazolas | Tricorn_genom_do | GCCTATGCAGAGCGTTTCTGA 21 57.4
wn
Linearis HIS Ta0895_His_arr2_r | GCTGCGATCCCCTGACTAGTCTTCAAT | 36 65.4
konstrukcio ev GACGTGTAA
primerek arr2 | Ta0895 His 895 re | ATTTAATGATGATGATGATGATGTCC 45 69.4
v GCCGGCCACAGGCGGGAAC
Ta0895_His_arr2_f | TGGCCGGCGGACATCATCATCATCAT 52 67.2
orw CATTAAATGGTAAAAGATTGGATTCC
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4. MELLEKLET

A vad tipusu gyrB gén (TA-WT gyrB) és a mesterséges gyrB gén (synth_gyrB)
Osszevetése (alignment), a csillagok (+) altal jel6lt szakaszokon a két gén azonos:

TA-WT gyr ATGACCGAAGACAATTACGACTCTTCACAGATACAGATACTTGAAGGGT-TGAAGGCTGT 59

synth_gyrB ATGACGGAGGATAACTATGATAGCAGCCAAATCCAAAT-CTTGGAGGGCCTCARAGCCGT 59
Kk KkKkKk kk kKk kKk kk Kk Kk kK kK kK Kk KkKk KKk kK *  kk  kk kK

TA-WT gyrB TAGAARAGTACCGGGCATGTACATAGGCTCCACCGATACAAGGGGCCTGCACCACCTGGT 119

synth_gyrB GCGCAAGGTTCCGGGAATGTATATCGGAAGCACGGACACGCGCGGATTACACCATCTCGT 119
* kk kk kkkkk kkkkk kk kK *k Kk kk kK * k% * kkkkk kk kK

TA-WT gyrB CTATGAGGTTGTGGACAACAGCGTTGATGAATCAGTTGCGGGATACTGCAGCAGGATATA 179

synth_gyrB GTACGAAGTGGTCGACAATTCGGTGGACGAGAGCGTGGCCGGCTATTGCTCGCGCATCTA 179
*k kKk kk kKk Kk Kkkk * Kk kk kK * Kk kk kk kk Kk Kk * kkx k%

TA-WT gyrB CGTTGTCATGGGGAGCGATGGTTCCATAACTGTGGAGGATGACGGCAGAGGTATACCTGT 239

synth gyrB TGTGGTTATGGGCTCGGACGGCAGCATCACGGTCGAAGACGATGGCCGCGGAATCCCAGT 239
* Kk kk kk Kk kK * Kk kK *kk kk kk kk kk kk kkk Kk Kkk Kkk Kkk Kk*k

TA-WT gyrB CGATATACATCCCAAGTACAACAGGCCAGGACTGGAGATCGTTCTTACGGAGCTCCACAG 299

synth gyrB GGACATCCACCCGAAATATAATAGACCGGGCTTAGAAATAGTGCTGACCGAGCTGCATTC 299

*Kk kk kk kk kk kk kk Kkk Kkk Kk* * kk kKk kk kk kk kkkkk kK

TA-WT gyrB CGGTGCGAAGTTTGATAAAAAGGTTTACAAGATAACCGGAGGCCTGCACGGGGTGGGCGT 359
synth gyrB CGGAGCCAAATTCGACAAGAAAGTGTATAAACTAACGGGCGGACTCCACGGCGTTGGACT 359

*kk kk kKk kk kk kk kk kk Kkk Kk*x *hkkk kk kk kk kkkkk kk kK *

TA-WT gyrB TCATGTCGTGAACGCGCTTTCAAAAAAGCTTATAGCAGTGGTGAAGAGAGACGGCAAGAT 419
synth gyrB TCACGTGGTCAATGCATTGAGCAAGAAACTGATCGCAGTTGTTAAACATGATGGAAAAAT 419
- *kKk kk Kk kk kK * *k kk kk kk kkkkk kk kK * Kk kk kk kK
TA-WT gyrB ATACTACGACATATTTGAACAGGGTATACCGGTGTCTGGCCTGAAAACTGCCAGCGATGT 479
synth_gyrB CTATTATGATATCTTTGAGCAAGGAATCCCAGTTAGCGGACTTAAGACAGCATCGGACGT 479
- *Kk kk kk kk kkkkk kk kk kk kk Kkk *k kk kk kk kK **x Kk kx
TA-WT gyrB CTCTGAGATTGAAAAACTTGGAATAAAGATTCAGTTCCCAGATCACGGTACCATAATAAA 539
synth gyrB GAGCGAGATAGAGAAGCTGGGCATCAAAATACAATTCCCGGAGCATGGCGCCATCATCAA 539

KAKKAK KAk KAk KAk kK Kk KKk kKk Kk KAkAkkKk Kk Kk K%Kk KKK K KKk kK

TA-WT gyrB ATTCTATCCAGATCCTGACATATTTGAGACGACCGAATTTTCATACGAARACCATACTGGC 599
synth_gyrB GTTTTACCCAGACCCGGATATCTTCGAAACCACAGAGTTCAGCTATGAGACGATCCTCGC 599
- KKk Ak KKKk KAkKk KAk kK kK kk KKk kk kk kK Kk R Ik S Ok Sk S O S O
TA-WT gyrB AAGGTTGACCGATCTCTCGTATCTGAATCCACAGCTCACGATAACATTCTTGGACGAAGC 659
synth_gyrB CCGCCTCACGGACTTGAGCTACCTTAACCCACAATTGACCATCACGTTTCTCGATGAAGC 659
- * * kKX kK * Xk kK Kk KKKk K * kk kk Kk kK * kK KKk KKK
TA-WT gyrB ATCTGGAAGGGAGGATGTACTCCATCATGAGGGCGGTCTGATAGAGCTGGTCAGGCACCT 719
synth_gyrB AAGCGGCAGARAGGACATACTGCACCACGAAGGAGGCTTGATAGAACTTGTGAGACATCT 719
- * * Kk kK * Kk Kk kKKK kk KKk kK kK kK KAk AkKkAkAkKk Kk kK kK kK Kk
TA-WT gyrB GTCCGAGGGAAAGGAGGTGTTGATGGATCCGCTGTACCTCAAGGAAGAGGTAGACAGCCA 779
synth_gyrB TAGCGAAGGCARAGAGGCGCTCATGGAACCATTGTATCTGAAAGAGGAAGTTGATTCGCA 779
- KkkKk KKk kK KKKk kK kK KAkkkKk kK kKKK Kk kK KAk Kk Kk KKk * x
TA-WT gyrB CATGGTAGAATTTTCGCTATTATACACAACGGATGTTCAGGAAACGCTCATGTCATTCGT 839
synth_gyrB TATGGTGGAATTTAGCCTGCTCTATACGACAGACGTGCAAGAGACCTTGATGAGCTTTGT 839
- KKK KK KAkKK KK * * * kK kk kk Kk kk kK Kk K%k * Kk Kk * Kk kK
TA-WT gyrB GAACAACATAAGCACGCCGGAAGGAGGTACCCATGTGGCGGGCTTTCACCAGGGCCTTTC 899
synth gyrB CAATAATATCTCTACACCAGAAGGTGGCACACACGTTGCAGGATTCCATCAAGGACTGAG 899

- * Kk Kk kK Xk kK KKk KkAkKk kK kK KKk kKk kk kk Kkk kk Kkk Kkk K%k
TA-WT gyrB GCGTGCAATACAGGACTACGC-CAGATCGAACAACAAGATAAAGGGTGTTGAGGACATAA 958
synth gyrB CAGAGCCATCCAAGACTATGCGCGCAGC-AATAATAAAATCAAAGGAGTGGAAGATATCA 958

* kK kk kk KAk KkKkKk kKk Kk * kK kk kk kk kk kk kk kk kk kk kk Kk

TA-WT gyrB CTGGCGACGATGTGAAGGAAGGGGTCATTGCAGTGCTTCACGTTAAGATGCAGAATCCCC 1018
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synth gyrB

TA-WT gyrB
synth gyrB

TA-WT gyrB
synth gyrB

TA-WT gyrB
synth gyrB

TA-WT gyrB
synth gyrB

TA-WT gyrB
synth gyrB

TA-WT gyrB
synth gyrB

TA-WT gyrB
synth gyrB

TA-WT gyrB
synth gyrB

TA-WT gyrB
synth _gyrB

TA-WT gyrB
synth _gyrB

TA-WT gyrB
synth _gyrB

TA-WT gyrB
synth _gyrB

TA-WT gyrB
synth gyrB

TA-WT gyrB
synth gyrB

TA-WT gyrB
synth gyrB

TA-WT gyrB
synth gyrB

CAGGAGACGACGTCAAAGAGGGAGTGATAGCGGTACTGCATGTGAAAATGCAAAACCCAC

* kK Kk KkkKk kKk kk kk kKk kKk kKk kKk kk kk kk kk kk Kkkkkk Kkk Kk*k X

AGTTCGAAGGCCAGACAAAATCAAAGCTTGGAAA--CAGCAGCGTGAGGGGCATCGTCCA
AATTTGAGGGACAGACGAAGAGCAAACTGGGCAATTCATCAG--TTAGAGGAATAGTGCA

*  kk  kk kk Kk KkKkKk kK * Kk  kk kKX kK * Kk Kk k Kk * kk kk kk kk kK

GTCCGTAACATCAAAGTTCATGAAGACGTTCATGGAGACGAATCCGCACGTTGCAGATGT
AAGCGTTACGGCGAAATTTATGAAAACCTTTATGGAAACCAACCCACATGTGGCCGACGT

* kK Kk Kk kk kk Ak kkk kk kk kkkkk kk kK kk kK kK kK kK Kk

TATAATAGGAAGGGTTCTATCCGCTGCGGCTGCCAGGGAGGCGTCAAGGAAGGCCAAGGA
AATCATTGGCCGCGTGCTGAGCGCAGCTGCGGCACGCGAAGCAAGCAGAAAAGCTAAAGA

* Kk Kk kK *  kk k% *kKk kK Kk kK *  kk k% Xk kk Kk kk kK

GCTTGTGAGGAGAAAATCTGCTCTTGAGGGCGGCGGTCTTCCAGGAAAGCTTGCCGACTG
ATTGGTGAGAAGGAAGAGCGCACTGGAAGGCGGAGGCTTGCCGGGCAAACTGGCAGATTG

* kkkkk kk kK *Kk kk kk kkkkk kK * kk kk kk kk kk kk Kkk

TT-CATCGAACGATCCGTCAAACAGCGAGCTTTACATAGTTGAGGGAGACTCTGCTGGAG
CAGCAGC-AATGACCCATCCAATTCAGAACTGTATATCGTGGAAGGCGATAGCGCAGGCG

* Kk kK kk kK kKX KKk kK *Kk kk kk kk kk kX kKk kK * Kk kKk Kk

GATCGGCCAAACAGGCGAGGAACAGGCAGTATCAGGCTGTACTTCCTCTCAGAGGAAAGA
GTAGCGCTAAACAAGCACGCAATAGACAGTACCAAGCAGTGTTGCCACTGAGGGGCAAAA

* * Kk kkkkk kK * kk kk kkkkk kk kk kK * kk kk kk kk kk Kk

TACTCAACGTTGAGAAAGCTTCGGACATGAAGGTTGTGGAGAACGAGATCATTCATGACC
TCCTGAATGTGGAAAAGGCAAGCGATATGAAAGTAGTTGAAAATGAAATAATCCATGATT

* kk kk kk kk kk kK *k kkkkk kk kk kk kk kk kk kk Kkkkk

TCGTTGTCGCCATAGGTACAGGCGTCAAGGAAGACCTGAATCCGAAGAAGCTCAGGTACG
TGGTGGTAGCAATCGGCACAGGCGTTAAAGAGGATCTTAACCCTAAAAAGTTGCGCTATG

* kk kk kk kk kk kkkkkhkkk kk kk kk kk kk kk kk Kkkk X *  kkx %

GGAAGATAATAATCATGACCGATGCCGATGTGGACGGCGCACATATAAGAACGCTGCTGT
GCAAAATCATTATAATGACGGACGCTGACGTTGATGGAGCCCACATCCGCACACTCCTCC

*  kk kk kk kk kkkkk kk kk kk kk kk kk kk kk kK * kk  kk k%

TGACATTCTTCTTCAGGTACGCAAGATCGCTGATAGAGAACGGAAACGTGTTCTTTGCAG
TGACCTTTTTCTTTCGCTACGCAAGGAGCCTCATCGAAAATGGCAATGTGTTTTTCGCAG

*hkkk kk kk Kk kK *  kk Kk Kk Kk kkk *k kk kk kk kk kk kkkkk kk Kk kk

AACCACCGCTGTACAGGATACAGAAGGGGCAGAACGTCAGATACGTTTACTCCGATGAGG
AGCCTCCACTCTATCGCATCCAAAAAGGCCAGAATGTTAGGTATGTGTATAGCGACGAAG

* kk kk kk kK * kk kk kk kk kkkkk kk kk kk kk kK * Kk Kk Kk Kk

AGAAGGAACAGGTAAGCCGTGAGTTCGGACCGAATGCAATAATACAGAGGTTCAAGGGTC
AAAAAGAGCGGGTTTCCAGGGAATTTGGACCTAATGCCATCATCCAGCGCTTTAAAGGCC

Rk S O S S o o * kK kK kK AAkKAkAkKk AAkAkAkKk Ak kK kkk kK kk kk KKk Kk

TTGGCGAAATGAATCCCGAGCAGCTGTGGGAGACGACCATGAATCCCAAGACTAGGAAGC
TGGGCGAGATGAACCCAGAACAGTTATGGGAAACCACGATGAACCCGAAAACGCGCAAAC

KX KKK KAK KAk KKAkK kK kk kAKX kK KAkAkAkKk kk kk KkAkkkk kk KkKk kK R S

TCGTTCAGGTAACAATAGAGGACGCTGAGGAGGCGGAGCGCATATTCACAATACTCATGG
TGGTGCAAGTGACCATCGAAGATGCAGAAGAAGCCGAAAGGATCTTTACGATCCTGATGG

* kk kk kk Kk Kk kk kk Kk Kkk Kkk Kkk Kk*k kX kk kk kK KAk kK KAk Kk

GAGAGAAGGTTGAACCAAGGAGGAAGTTCATCGAAGAAAACGCGGTTTATGCTGAGAACA
GCGAAAAAGTGGAGCCGAGGAGAAAATTTATAGAGGAGAACGCAGTGTACGCAGAAAATA

kX kK kK kK Ak Ak KKK AkKk Ak Ak KAk kK kK KAAkAkAkk Kk KAk kk kk Kk Kk

TAGACCTCTGA 1926
TCGATCTGTGA 1926

*x kK Kk Kk Kk

1018

1076
1076

1136
1136

1196
1196

1256
1256

1315
1315

1375
1375

1435
1435

1495
1495

1555
1555

1615
1615

1675
1675

1735
1735

1795
1795

1855
1855

1915
1915
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5. MELLEKLET

A doktori munka soran épitett vektor konstrukciok.

Vektor neve E. coli rész T. acidophilum rész
Alap rSnzae:ilgilos Plazmid Sgrr;grlgl I\/Iéﬁrker Szelekcids
vektor . rész . 9 g , marker gén
gén rész prométere
T. acidophilum
RSF 6106 bp
~ p — R _ _ R
23 pSTA Duet Kan 0TAL Tal137 HO-122 Nov
Es gyrB
)
. STRIf PRSF_ | | R 6106 bp | Ta1288 P. aeruginosa
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