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1. KUTATASI ELOZMENYEK

Az Osbaktériumok felfedezését kovetden azok rogton a tudoményos érdekldodés
kozéppontjaba kerlltek, mivel olyan tulajdonsagokkal rendelkeznek, amelyek a
prokariota és az eukariota sejtekre is jellemzoéek. A kezdeti vizsgalatok alapjan ugy
gondoltak, hogy ezen mikroorganizmusok csak extrem (példaul kimondottan savas,
s0s vagy eppen forrd) kortlmények kozott képesek élni. Napjainkra ez a kép sokat
valtozott, hiszen ma mar tudjuk, hogy az OJsbaktériumok a F6ldon mindenhol
megtaldlhatdak és akar a mikrobidta 20%-at is kitehetik. Felfedezésuk utén, a kutatok
ugy vélték, hogy megtalaltak a legdésibb csoportot, amely magyardzatul szolgal
szamos nyitott evollcios kérdésre, mivel ezek a mikroszervezetek képesek voltak
olyan extrém korulményekhez adaptalddni, amelyek foként az élet keletkezésenek
korai idészakaban voltak jellemzdek. Emellett az §sbaktériumok a biotechnologusok
érdeklodését is felkeltették, ugyanis enzimeik adaptalodtak az extrém kdrnyezeti
kortlményekhez (pl. joval 37 °C alatt és felett, mely tipikusan a human fizioldgia),

igy az ipari és klinikai alkalamzasok sokrétli eszkozei valtak.

Az Gsbaktériumok morfologiajuk és fobb anyagesere utvonalaik szempontjabol
inkdbb a baktériumokra hasonlitanak, viszont rendelkeznek olyan anyagcsere
utvonallal, mint a metanogenezis, amely egyediilallo az egész ¢€lovilagban. A
genetikai informéacié feldolgozasa tekintetében és enzimeik felépitésében azonban
lényegesen jobban hasonlitanak az eukaridtakra, és az enzimek szerkezete kisebb
komplexitasu igy a vizsgdlatok egyszerlibb modelljei lehetnek. Ezen okokbol az

elmult idészakban a kutatasok e mikroorganizmusok felé fordulnak.

Egy kiilonleges Osbaktériumot, a Thermoplasma acidophilum-ot véalasztottam
kutatasaim targyaul. A mikroorganizmus 40 és 60 °C kozotti hémérsékleten és pH 1
¢s 4 kozott noveszik és meglepé modon egyaltalan nem rendelkezik sejtfallal. Néhany
évvel az 1970-ben tortént izolalasat kovetden azt feltételezték, hogy ez az organizmus
az eukariota sejtek Ose, de ez az elmélet hibasnak bizonyult az organizmus genom
projekt eredményei alapjan. A 2000-ben befejezett genom projekt eredmenyei
feltartak a T. acidophilum szamos egyedilallé tulajdonsagat. A T. acidophilum-nak
fontos szerep jut napjainkban az eukaridta fehérjék, enzimkomplexek struktirajanak

feltardsaban, mivel egy egyszer(ibb felépitésii de az eukariéta hasonmashoz nagyon



hasonl6 modelkent szolgdl. A T. acidophilum preoteaszémajanak és kapcsolodd
faktorok vizsgalataval nyertek ertékes bepillantast az eukaridta sejtek proteolikus
folyamataiban, ezaltal is kihangsulyozvan ezen kutatasok klinikai jelentdségét. A
szervezet kis sejtmérete és a sejtfal teljes mértéki hianya miatt idealis vizsgalati
alanya elektron-kriotomografian alapuld vizsgalatoknak, melyek segitségével a
protecom szervezddésére vilagithatd meg. A T. acidophilum genom projekt
eredményei és az intenziv proteomikai kutatasok ellenére a mikroba egy sor olyan
tulajdonsaggal bir, amely rendkivil megneheziti a vele val6 munkat. A mikroba
klonalis munkaja nem megoldott, a folyamatos €s nagy erdfeszitések ellenére a mai
napig nincs elérhetd eszkdzrendszer a Thermoplasma genus tagjainak genetikai
manipulalasara. Habar egy genetikai eszkdzrendszer mérfoldké lehetne a fehérjék
struktira és funkcio vizsgalatanal, melyek jellemzésére eddig nem volt lehetdség,
mivel e szervezet fehérjéi nem minden esetben alkalmasak a heterolog expressziora,
az Escherichia coli-ban kifejezett fehérjék, fehérje komplexek pedig sok esetben
elveszitik bioldgiai aktivitdsukat. A szervezet azonositott fehérjéinek 29% nem ismert
funkcidval rendelkezik, és tovabbi 16% teljesen ismeretlen, unikalis fehérje. Egy
genetikai eszkdzrendszer nagyban hozzajarulnak ezen fehérjék megfelel6 mennyiségii

megtermeltetéséhez a eredeti szervezetben tovabbi vizsgalatok céljabdl.



CELKITUZESEK

Munkéam célja az eddig hidnyzé alapvetd genetikai eszkozrendszer fejlesztése volt a
T. acidophilum modellszervezet szdméara. A genetikai eszkdzrendszer kialakitasanal a

kovetkezo elemek fejlesztését, 1étrehozasasat tiiztem ki célként:

- Az organizmus rutinszeri tenyésztésének megoldasa szilard taptalajon, a
klonalis munka nélkilozhetetlen eleme a genetikailag homoldg sejtvonalak
létrehozésahoz.

- A vad tipusu és a genetikailag manipulalt sejtek elvalasztasa, szelekcids
markerek fejlesztése, rezisztencia kialakitasa 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 mikodod transzformécios rendszer fejlesztése, amellyel a nukleinsav
konstrukciok hatékonyan és megismételhetd6 modon Dbejuttathatok az

dsbaktérium sejtekbe.

A Kkitlizott célok megval6suldsa Uj utakat nyithat a Thermoplasma kutatasban. Az
ismeretlen funkcioju fehérjék szerepének feltardsara a munkamat timogaté mincheni
Max Planck Intézet Struktdrbioldgiai Osztadlyan mar ki is jeloltek prioritasként 6
célfehérjét a knock-out mutagenezis munkakhoz. Ezen tilmenden a kis mennyiségben
jelenlevé, labilis, nagy molekulakomplexek vizsgéalatanal, a szerkezet és aktivitas

analizisénél tervezik hasznalni az eszkOzrendszert.



2. ANYAGOK ES MODSZEREK

A klondlis munka feltételeinek megteremtése: tenyésztés folyékony- szilard

taptalajon

A T. acidophilum tenyésztéséhez a folyékony médiumot szakirodalmi adatok alapjan
allitottam 6ssze, melyet maddositottam, hogy noveljem a szervezet szaporodasi
sebességét. A folyékony médiumban néegyszeresére noveltem a gyari élesztékivonat
¢s kiegészitettem az altalam eldallitott €élesztd vitaminnal. Az élesztd vitamint friss
stitéélesztébol allitottam elé: 100 ml 0,5 M H,SO,4 kénsavhoz 10 g élesztét mértem,
majd az oldatot kétszer 1 percig 40%-o0s teljesitményen szonikaltam, majd 3 oran
keresztil 58 °C-on inkubaltam a szuszpenzidt. Az inkubécids id6 letelte utan a
sejttormeléket eltavolitottam centrifugalassal (4600 rpm, 4 °C, 20 perc), majd a
feliliszot sterilre szlirtem. Az éleszté vitaminbol 50 ml-t adtam egy liter folyékony
médiumhoz. A szervezet szilard tenyésztéséhez egy Gelrite-bazisu szilard médiumot
allitottam el6. A szilard médiumban a kazaminosav, gyari élesztOkivonat és Gelrite
(szilarditd agens) mennyiségét a kétszeresére ndveltem és kiegészitettem azt 50 ml/L
élesztd vitaminnal. A tenyésztéses vizsgalatokat 58 °C-on végeztem, a szilard
taptalajon torténd inkubalas esetében, az intenziv parolgast megelézendd, jol zar6do

edényt hasznaltam.
Antibiotikum érzékenységi tesztek

Az antibiotikum érzékenységi vizsgalatokhoz az antibiotikumokat minden esetben a
Sigma-Aldrich Kft. (Budapest, Magyarorszag) szereztem be és a torzsoldatokat
minden esetben a gyartd instrukcio alapjan készitettem el. A T. acidophilum
érzékenységét minden egyes antibiotikumnal a szakirodalomban altalanosan hasznalt
koncentracid gradiensben teszteltem. A minimum gatlé koncentraciét (MIC) 4 napos

(96 ora) inkubaciot kovetden hataroztam meg.
Vektor konstrukcidk kialakitasa

A vektorok kialakitasanal standard DNS manipulaciés modszereket (Sambrook
nyoman) kombindltam az overlapping-megaprimer mddszer &ltalam modositott
verzidjaval. A genomi DNS izolalashoz MoBio UltraClean Microbial DNA Isolation

Kit-et, tovabba fenol-kloroformos, és Na-perkloratos DNS izolalasi modszereket
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hasznaltam. Plazmid DNS izolalashoz QIAprep Spin Miniprep Kit-et és QIAGEN
Plasmid Mega Kit-et hasznaltam a gyarto utasitasi szerint. A PCR reakcidkhoz Taq és
Pfu polimerdzokat alkalmaztam és minden esetben optimalizaltam a reakciot a kivant
termék méretére ¢€és a primerek anellacios hémérsékletére. Helyspecifikus
mutagenezist QuikChange Site-Directed Mutagenesis Kit-tel végeztem a gyarto altal
megadott protokoll szerint, valamint overlapping PCR mutagenezis modszert is
hasznaltam. A vektorok felhasznalas elott restrikcios analizisnek vetettem ala és

meghataroztam nukleotid sorrendjét is.
A Thermoplasma acidophilum dializis-transzformacidja

Egy Petri csészében 30 ml ultratiszta viz pH-jat 4.5-re allitottam szarazjég
segitségével, majd 58 °C-ra elémelegitettem azt, kialakitva a dializis puffert. Minden
tovabbi lépést 58 °C-on végeztem. 200 pl T. acidophilum sejtkultdrat (ODggo: 0,8-1)
dvatosan rapipettaztam egy dializis membranra (Millipore VSWPO2500 - Millipore
GmbH, Németorszag) mely a dializis pufferen lebegett. A sejteket ezt kdvetéen 60
percig inkubaltam, melynek soran a sejtszuszpenzié pH-ja 3,5-re emelkedett, majd
10-20 pl plazmid DNS-t (koncentracié: 0,5-2 pg/ul) mértem hozza és Ujabb 60
percig inkubaltam a rendszert. Végil 1 ml antibiotikumot nem tartalmaz6 friss
médiumba helyeztem a transzformalt sejteket, melyeket 58 °C-on 12 éran keresztiil
regeneraltattam. Az inkubaciot thermomixerben (Eppendorf) végeztem el 600 rpm-es
razatdssal. A transzformansok szelekcidjahoz 200 ul sejtszuszpenziét szélesztettem
antibiotikum tartalmd szilard médiumra és mikroaerofil, nedves kdrnyezetben
inkubaltam azokat 58 °C-on a telepek megjelenéséig (12 nap). Minden
transzforméacional alkalmaztam egy pozitiv ndvekedési kontrollt, amely ugyanazt a
kezelést kapta, mint a transzformacios mintak, viszon a sejteket, antibiotikummentes
médiumban oltottam. Tovabba hasznaltam negativ kontrollt, amelyhez a
transzformacio soran nem adtam plazmidot, viszont antibiotikumos médiumban

inkubaltam azt.
A genetikai kicserél6dés igazolasa- a transzformansok vizsgalata

A transzformaciot és szelekciot kovetden a transzformansokat antibiotikum
rezisztencia teszteknek vetettem ala, ezzel parhuzamosan molekularis modszerekkel is
vizsgaltam Oket. A plazmid fennmaradés vizsgalatanal els6ként plazmidot izolaltam a
rezisztens sejtvonalakbdl, melyet agar6z gélelektroforézissel és nanofotométerrel
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vizsgaltam, majd E. coli kompetens sejtekbe transzformaltam, és az igy kapott
plazmidokat restrikcios analizissel és nukleotidsorrend meghatarozassal vizsgaltam. A
genomi integracio vizsgalatanal a genomi célrégion kiviil esé szakaszokra specifikus
primerekkel felszaporitott régiot nukleotidsorrend meghatarozéssal vizsgaltam,
valamint a rezisztencia génekre specifikus PCR reakcidkkal igazoltam a kérdéses

gének jelenlétét a transzformans sejtekben.



3. EREDMENYEK ES MEGVITATASUK

3.1 Thermoplasma médium optimalizalasa és szilard tenyésztés

Kiserleteim sordn azt tapasztaltam, hogy a T. acidophilum pozitivan reagélt a
megnovelt gyari élesztékivonat mennyiségre (1. dbra). A kétszeresre (2g) novelt
¢lesztd mennyiség csekély mértékben, mig a négyszeres (4g) élesztékivonat
mennyiség jelentésen megnovelte a sejtek szaporodasi sebességét. Szakirodalmi
adatok alapjan tudjuk, hogy az élesztOkivonat eldallitasanak modja meghatarozo a
novekedést serkentd hatds szempontjabol. Az ¢lesztd vitamint hagyomanyos
stitéélesztobol (Saccharomyces cerevisiae) allitottam elé savas hidrolizis és hdsokk
kombinaciojaval. A feltiintetett éleszté vitamin mennyiség minden esetben a
szarazanyagtartalmat (DCM-Dry Cell Mass) jelenti. Az eredményeket a 1. abra
szemlélteti. A legjobb eredményt a 4 g gyari élesztokivonat és 0,5 g élesztd vitamin

kombinécidjaval tudtam elérni (1. abra, lila szinti gérbe)
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1. ABRA T. ACIDOPHILUM TORZS NOVEKEDESE KULONBOZO MENNYISEGU GYARI
ELESZTOKIVONAT ES 0.5 G ELESZTO VITAMIN JELENLETEBEN

A genetikai eszkozrendszer fejlesztésének egyik kiemelkedd fontossagu alapfeltétele,
a klonalis munka lehetésége, ezéltal tudunk genetikailag homogén sejtvonalakat
Iétrehozni. A rendelkezésemre all6 informacidk alapjan egy olyan szilard taptalaj

fejlesztését kezdtem el, amelyen a T. acidophilum sejtek telepet formalnak viszonylag



rovid id6 alatt, és a szilarditd anyag nem hidrolizal a sejtek szaporodasahoz sziikseges
magas homérsékleten és alacsony pH-n. Az altalam kivalasztott szilarditd agensek
minden esetben képesek voltak toleralni a magas homérsékletet és az alacsony pH:
gelrite (Sigma Aldrich Ltd), szilika (Sigma Aldrich Ltd.), phytagel (Sigma Aldrich
Ltd.), noble-agar (Becton Dickinson Hungary Kft) és seakem gold agaréz (Lonza
Group Ltd), viszont a T. acidophilum nem volt képes ndvekedni, telepeket formalni a
seakem gold agar6z és a noble-agar alapu szilard médiumon tovabbé a phyta gél-en és
szilikdn tortént tenyésztést kovetden a sejtek nem voltak képesek folyekony
médiumban szaporodni. A gelrite-bazisu szilard médiumot japan kutatdk leirasa
alapjan készitettem, amelyet a japan szerzok altal k6zo6lt 30 napos inkubacios id6
csokkentése érdekében mddositottam. Azeért, hogy a taptalaj szilardsagat fokozzam,
megnoveltem a gelrite mennyiségét 1,2%-ra és a CaCl, koncentraciojat 10 mM-ra.
Tovabb4, alkalmaztam a korabbiakban fejlesztett éleszté vitamint 5% (W/v) végsé
koncentracidban. A szilard gelrite-taptalajon elvégzett tenyésztéseket minden esetben
zarhato tenyészté edényben (anaerob jar) végeztem annak érdekében, hogy a
hémérsékletet és a nedves kornyezetet fenntartsam. Igy a szervezet 1-3 mm atmérdjt

telepeket formalt az inkubécioé 12. napjara (2. abra).

2. ABRA T. ACIDOPHILUM TELEPEK GELRITE-BAZISU SZILARD MEDIUMON AZ INKUBACIO
12. NAPJAN

A gelrite- taptalajon kindtt telepekbol szarmazd sejtek mar képesek voltak a
tenyésztést kovetéen folyékony médiumban is szaporodni. A transzforméciét
kovetben ezt a gelrite-bazist szilard médiumot alkalmaztam, kiegészitve a megfelel6

antibiotikummal.
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UJ TUDOMANYOS EREDMENY (l. tézis, a 3.1. fejezetben bemutatott
eredmények alapjan): A modositott gelrite-bazisu szilard médium alkalmas a
Thermoplasma acidophilum rutinszerii tenyésztésére szilard médiumon, igy ez a
meédium megfelel a klondlis szelekcidra, genetikailag homogén sejtvonalak

létrehozasara.

3.2 Antibiotikum érzékenységi vizsgalatok és marker gének

Egy genetikai eszkdzrendszer fejlesztésénél kritikus elem, hogy hogyan
valasztjuk el a genetikailag manipulalt sejteket a vad tipustdl. A minimum géatlé
koncentraciét (Minimum Inhibitory Concentration — MIC), tekintettel T. acidophilum
generacios tekintettel, 4 napos (96 6ras) inkubaciot kovetéen hataroztam meg a
vizsgalatba vont 9 antibiotikumnal. Az elvégzett antibiotikum érzékenységi

vizsgalatok eredményeit az 1. tablazat szemlélteti.

1. Tablazat. Az antibiotikum érzékenységi vizsgalatok eredményei

| Antibiotikum | MIC*

Nukleinsav szintézist gatolok

Kumermicin 10 ng/ml

Novobiocin 10 ng/ml

Rifampicin 1 pg/mi
Fehérje szintézis gatlok

Anizomicin -

Apramicin -

Eritromicin 100 pg/ml

Kloramfenikol 250 pg/ml

Tiosztrepton 200 pg/ml

Tetraciklin -

A tovabbiakban a novobiocint és a rifampicint alkalmaztam Kkisérleteimhez. A
novobiocin, mely az amino-kumarinok csoportjaba tartozik, a DNS giraz-t gatolja és
szakirodalmi adatok alapjan tudjuk, hogy a szevezet nagyfoku erzékenységet mutat a
girdz-t blokkold novobiocinre. A rifampicin is nukleinsav szinten fejti ki hatasat,
gatolja a prokaridta transzkripciot a DNS-dependens-RNS polimerdazhoz val6
kotédésen keresztiil. Meglep6 modon az altalam elvégzett in vivo kisérletekben a T.
acidophilum nagy érzékenységet mutatott a rifampicinre, mig ez eddig publikalt in
vitro Kkisérletekben a T. acidophilum-bdl izolalt RNS polimeraz miik6dését ez az
antibiotikum nem gatolta.



Egy adott antibiotikum csak akkor hasznalhat6 megfelelden szelekcidos markerként a
célszervezetben, ha benne kifejez6d6 és rezisztenciat okozé szelekcids marker gént
tudunk hozzarendelni. A novobiocin esetében mér leirtak egy novobiocin rezisztenciat
okozd muténs gyrB gént. Novobiocin alapu vektor konstrukciéimhoz a Japanbol
izolalt HO-62N1C T. acidophilum térzs Nov® gyrB génjét és annak &ltalam
helyspecifikusan médositott verzijat (Nov® gyrB_A136H), tovabba egy azzal
aminosav szintén totdl homoldgiat mutaté mesterséges gyrB gént alkalmaztam. A
mesterséges girdz kialakitasanal torekedtem arra, hogy nukleotid szinten 5 bp
nagyobb teljes atfedés ne legyen. Rifampicin rezisztencia markerként a Pseudomonas
aeruginosa—bol szarmazo arr2 gént hasznaltam, mely a rifampicint ADP-ribozilacio

sorén inaktivalja

UJ TUDOMANYOS EREDMENY (Il. tézis, a 3.2 fejezetben bemutatott
eredmények alapjan): Az elvégzett antibiotikum érzékenységi vizsgalatok
alapjan az eritromicin 100 pg/ml-es koncentraciéban, a kléramfenikol 250
pg/ml-es  koncentraciéban, a kumermicin 10 ng/ml-es koncentraciéban, a
novobiocin 10 ng/ml-es koncentracioban, a rifampicin 1000 ng/ml-es
koncentracidban és a tiosztrepton 200 pg/ml-es koncentracidban alkalmas a

transzformansok szelekciéjara.

3.3 Vektor konstrukcidk
Genetikai eszkozrendszer létfontossagu elemei a vektor konstrukciok, amelyekkel a

célszervezetet (j informacidval tujduk felruhazni.

3.3.1 Shuttle vektorok
A shuttle (avagy bifunkciondlis) vektorok képesek két kiillonb6z6 szervezetben

a kromoszomatol fuggetlendl, onalléan replikdlédni. Ezen vektorokat a késdbbi
fehérje tultermeltetési célokbdl terveztem. Az ingazod vektorok onalldan képesek
fennmaradni E. coli és T. acidophilum sejtekben, vagyis tartalmaztak a mindkét
szervezetre a specifikus replikacids origot (a replikacid kiindulasi pontja, amely egy

adott szervezetre specifikus szekvenciat hordoz) és a rezisztencia marker gént. Ezen
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vektorok 3 f6 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 gént és (c) egy
6106 bp Ncol DNS fragmentet a T. acidophilum-bdl izolalt pTALl plazmidbdl,
(pozicio 13534 — 3916), amely tartalmazza feltételezheté ori-régioét. A pTAL
plazmidot egy Japanban izolalt HO-122 T. acidophilum t6rzsbél izolaltam QIAGEN
Plasmid Mega Kit segitsegével. A két shuttle vektor az &ltaluk hordozott rezisztencia
génben és a rezisztencia gén promoterében tértek el és ennek megfeleléen neveztem
el: pSTA — T. acidophilum Nov® gyrB gén (génbanki azonositd szam: KC710297),
pSTRIf — rifampicin rezisztenciaért felelds arr2 gen (3. abra). A rezisztencia gének
folyamatos vagy nagy mennyiségli atirodasat eldsegitendd olyan promotereket
klonoztam e gének elé, melyek feltételezhetbéen konstitutiv (Tall37 — fehérje
foldingért felelés gén - Nov® gyrB) vagy nagy mennyiségben termeldd fehérje
(Tal288 — proteoszoma alfa alegységének génje - arr2) promoterei. A vektorokat a T.
acidophilum-ba  torténd transzformaciét ~ megelézéen nukleotidsorrend

meghatarozassal ellenériztem.

3. ABRA APTSRIF SHUTTLE VEKTOR TERKEPE

3.3.2 Integrativ vektorok
Az integrativ vektorok, amelyek homoldg rekombinéaciés (a genetikai informacio

beépiilése a kromoszomaba) célbol lettek épitve, nem tartalmazzak a célszervezetben

torténd onallo replikacidhoz sziikséges replikécids origot.

Az integrativ vektorok alapja a pUC18-as E. coli specifikus plazmid volt. Ndel és
EcoRlI hasitd helyeire klénoztam be a T. acidophilum vad tipusi (DSM 1728) torzs
roviditett giraz operonjat, mely a gyrB (girazB) és részlegesen a gyrA (girdzA) gént is
hordozo 4 kb nagysagd DNS fragment. Az integrativ vektorok az altaluk hordozott
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rezisztencia génben tértek el. A pDTA plazmidot (génbanki azonositd szam:
KC710295) (4. 4bra) a mutans gyrB gént hordozta. A pNTA vektor helyspecifikus
mutagenezissel modositott gyrB gént hordoz, ahol kicseréltem a 136-0s pozicidban
levé arginint hisztidinre (gyrB_A136H). Szakirodalmi adatok alapjan tudtuk, hogy
ezen modositas jelentésen megnoveli (~4,6-szorosara) a tisztitott enzim novobiocin
rezisztencigjat az in vitro kisérletek soran. Munkam soran ezt a hatast kivantam
vizsgalni in vivo korilmények kozétt. A pDTA_synth vektorban a gyrB gént
kicseréltem a mesterséges synth_gyrB génre, overlapping mega-primer alapti PCR
technika segitségével. Végul a pDTA _arr2 vektorban a gyrB gén helyére a rifampicin
rezisztenciat okozd arr2 gént klonoztam overlapping mega-primer alapd PCR

modszerrel. Minden vektort a felhasznalas eldtt szekvenalassal ellendriztem.

4. ABRA APDTA INTEGRATIV VEKTOR TERKEPE

3.3.3 Linearis konstrukciok
Osbaktériumok és eukariota sejtek esetében szamos esetben sikeriilt a transzformacio

linearis DNS konstrukciok hasznalatdval. A knock-out (gén kiutés; KO)
konstrukcidimmal két gént céloztak meg: a Ta0895 gén egy nem azonositott
funkcioju fehérje génje, melyr6l ugy tartjak, hogy egy ubiquitinhez hasonld kodolt
fehérje; mig a Tal490-es gén a tricorn proteazt kodolja. A KO konstrukciok 3 {6
elembdl épiiltek fel: a konstrukcid6 magja a rezisztencia gén (piros nyil), mely
esetemben a synth_gyrB eés az arr2 gén volt, ett6l upstream (5’ iranyban, z6ld
téglalap) és downstream (3’ iranyban kék téglalap) atfed6, homolog régiok voltak. A

5. &bra a konstrukciok sematikus rajzat mutatja a cél genomi régidval.
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5. ABRA A TA1490-ES GEN KIUTESE CELJABOL TERVEZETT LINARIS KONSTRUKCIOK

SEMATIKUS RAJZA A GENOMI CELREGIOVAL

UJ TUDOMANYOS EREDMENY (lll. tézis, a 3.3. fejezetekben bemutatott
eredmények alapjan): A szelekciés marker gének (Nov® gyrB és Rif? arr2)
alkalmazasaval shuttle (pSTA és pSTRIf), integrativ (pDTA, pNTA, pVTA,
pDTA_synth és pDTA arr2) es linearis vektor  konstrukciokat
(KO_Tal490 synth_gyrB and KO_Tal490 arr2) épitettem a Thermoplasma

acidophilum szamara.

3.4 Uj 6sbaktérium transzformacids eljaras feljesztése

Egy genetikai eszkdzrendszer fejlesztésénél a legkritikusabb Iépés a transzformacios
modszer fejlesztése, mely soran a celszervezetbe kiils6 DNS-t juttattunk be. A doktori
munkam sordn a T. acidophilum transzformécitjara az elektroporaciot, génpuskat,
lipofekcidt és magnetofekciot probaltam adaptalni sikertelendl, ezért egy teljesen (j

maodszert kellett kidolgoznom.

Szakirodalmi adatok alapjan tudjuk, hogy ha a T. acidophilum pH-jat emeljik, a
sejtek plasztikussa valnak. Tovabba szdmos 6sbaktériumrdl tudott, hogy képes
természetes transzformaciora, vagyis spontdn DNS felvételre a konyezetbdl. Az
altalam kidolgozott dilazis-transzformacios modszer fébb 1épéseit a 6. abra
szemlélteti. Transzformé&cid soran pozitiv novekedési kontrollt annak céljabol
alkalmaztam, hogy ellenérizzem a sejtek tulélik-e akezelést. Emellett a negativ
kontroll az esetleges spontan mutaciok azonositasara szolgalt. A DNS bevitelt
kovetden a regenerdciot utdn 200 pl sejtszuszpenziot szélesztettem novobiocin és
rifampicin tartalmd Gelrite-bazisu szilard taptalajra. Ezzel a mddszerrel sikeriilt 10°-

10 transzformans/pg DNS transzformacids hatékonysagot elérnem.
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Dislizis pufier pH —_— sejtekdlslizisaq —> DNShozzdaddsa —> Regenerdcié —> Klonalis szelekcié

beallitdsa szarazjéggel

6. ABRA A DIALIZIS ALTALI TRANSZFORMACIO T. ACIDOPHILUM ESETEBEN

UJ TUDOMANYOS EREDMENY (IV. tézis, a 3.4. fejezetben bemutatott
eredmények alapjan): Az Uj és specifikus transzforméacios médszer alkalmas a
genetikai anyag bejutattasara a Thermoplasma acidophilum-ba, 10?-10*

transzformans/pg DNS transzformacios hatékonysaggal.

3.5 Rezisztens T. acidophilum sejtek analizise

crer

Iépésként leoltottam 100 ng/ml novobiocin vagy 2500 ng/ml rifampicin
sikeressegét egyrészt az antibiotikum rezisztencia megjelenésével igazoltam. Ezzel
parhuzamosan molekularis modszerekkel vizsgaltam a plazmid fennmaradast vagy a

genomi integraciot a vektor konstrukcioknak megfelelGen.

3.5.1 Novobiocin rezisztens T. acidophilum sejtvonalak
Novobiocin érzékenységi tesztet végeztem el az alabbi sejtvonalakkal: TA-

WT, pDTA, pNTA, pDTA_synth. Az eredményeket a 7. abra szemlélteti. JoI lathato,
hogy a vad tipust T. acidophilum (kék szinii vonal) nem képes toleralni a novobiocin
jelenlétét mar kis koncentraciéban sem. A pDTA vektort (narancsszinii vonal) és a
pDTA_synth (zold szinii vonal) hordozo sejtek hozzavetdlegesen 1500 ng/ml-es
novobiocin koncentraciot voltak képesek toleralni. A pNTA vektort tartalmazo sejtek
2500 ng/ml-es novobiocin koncentraciot voltak képesek elviselni. A pDTA vektor
ugyanazt a mutans Nov® gyrB gént hordozta, melyet a HO-62N1C torzsbél
azonositottak. Szakirodalmi adatok alapjan a HO-62N1C térzs 1000 ng/ml-es
novobiocin koncentraciot képes toleralni. Mivel az altalam épitett vektor (pDTA)
ugyanazt a gyrB gént hordozta, arra szamitottam, hogy a rezisztencidja meg fog

egyezni a kornyezeti torzzsel, azonban a transzformans thermoplasmék maésfelszeres
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rezisztencia ndvekedést mutattak. Ennek magyaradzata lehet, hogy a transzformans
sejtek feltételezhetbéen tobb GyrB enzimet expresszaltak, hiszen toébb kdpiaban
tartalmaztadk a plazmid lokalizaciéju mutans gyrB gént, mint a vad torzs sejtjei. A
PNTA sejtvonal egy helyspecifikusan médositott Nov® gyrB (A136H)-t hordozott.
Szakirodalmi adatok alapjan ismert, hogy ez a modositas jelentésen megnoveli (~4,6-
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, valoszintsithetéen a ritka kodonok hasznalata miatt alacsonyabb GyrB

expresszio miatt.
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7. ABRA NOVOBIOCIN ERZEKENYSEGI TESZTEK KULONBOZO NOVOBIOCIN REZISZTENS

SEJTVONALAKKAL

A plazmid fennmaradasat is ellendriztem a novobiocin rezisztens sejtvonalakban. Az
eldzetes varakozassal ellentétben a shuttle vektorral (pSTA vektor) transzformalt T.
acidophilum sejtekbdl nem sikeriilt plazmidot izolalni. Ezzel ellentétben, meglepd
modon azt tapasztaltam, hogy a pDTA integrativ vektorral transzformalt sejtekbol
néhany esetben, vagy az eredeti vagy egy modosult plazmid volt visszanyerhet6 és

azzal E. coli transzformalast lehetett végrehajtani.

A genetikai elemek genomi integracio vizsgalatanal els6 1épésként genomi DNS-t
izolaltam a novobiocin rezisztens T. acidophilum sejtekb6l. Az integrativ genomi
région kiviil esé szakaszra specifikus primerek segitségével felszaporitottam elsé

lepésként a tagabb genomi régidt, majd nested PCR reakciok utdn szekvenaltam a
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gyrB gént. A pSTA, pDTA és pNTA vektorok (melyek a mutans gyrB vagy annak
helyspecifikusan modositott valtozatat hordoztak) esetében sikerult visszaigazolnom a
homolog rekombinaciot. Az azonositott szekvenciak génbanki azonosit6 szdma pSTA
vektor esetében: KC710298— KC710299; a pDTA és pNTA vektorok esetében:
KC710300-KC710319. A pDTA _synth vektor esetében azonban a synth_gyrB gént
nem sikertilt az adott régidbol visszaigazolni. Mivel a novobiocin rezisztencia tesztek
sordn ez a sejtvonal rezisztensnek bizonyult, elvégeztem a rezisztencia génre
specifikus PCR reakcioi a teljes genomi izolatumra, amely pozitivnak bizonyult, ezt
nukleotidsorrend meghatéarozassal is igazoltam. Vagyis, a rezisztencia gén jelen volt,

viszont aspecifikusan integralddott.

A linearis KO konstrukciokkal elvégzett transzformacidkat kovetden sikeriilt
novobiocin rezisztens sejtvonalakat létrehoznom, ugyanazt tapasztalva mint a
pDTA_synth vektorral valo transzformaciot kovetéen. A linearis konstrukciot nem
tudtam a célrégidbdl visszaigazolni, viszont az illegitim rekombinaciot jelezte sikertlt

detektalnom a genombol.

3.5.2 Rifampicin rezisztens T. acidophilum sejtvonalak
Rifampicin érzékenységi tesztet végeztem el az aldbbi sejtvonalakkal: TA-WT,

pDTA _arr2. Az eredményeket a 8. abra szemlélteti. JOl lathato, hogy a vad tipusa T.
acidophilum sejtvonal (kék szin) nem képes toleralni a rifampicin jelenlétét mar kis
koncentracidban sem, ahogy azt méar korébban is igazoltam. A pDTA_arr2 vektort
(piros szin) hordozo sejtvonal rezisztensnek bizonyult, hozzavetdlegesen 2500 ng/ml

rifampicin koncentraciét volt képes elviselni.
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8. ABRA RIFAMPICIN ERZEKENYSEGI TESZT KOLUNBOZO T. ACIDOPHILUM SEJTVONALAK
ESETEBEN
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Sikerilt a shuttle (pSTRif) vektorral transzformalt Rif® T. acidophilum sejtekbol

plazmid DNS-t is izolalnom, intakt vagy delécios forméakban.

Az integrativ pDTA _arr2 vektorok esetében a genomi integracio vizsgalatat is
elvégeztem a korabbiakban mér leirt modon és emlitett primerekkel. Kimutattam,
hogy helyspecifikus homoldg rekombinacié nem tortént egyetlen arr2 geén alapu

konstrukcid esetében, viszont a rezisztencia gén jelen volt a genomban.

A linearis KO_Tal490 arr2 konstrukcioval transzformalt T. acidophilum-nal
azonositottam a genomi integracié helyét: Ta0060, Ta710 és Tal490-es gének
esetében. A legutdbbi esetben, bar a célgénbe (Tal490) tértént a beéplilés, de nem az
eredetileg tervezett régidba. Az integraciok szekvencidi megtalédlhatéak az aldbbi
génbanki azonosité szamok alatt: JX890289-JX890291.

A fenti eredmények egyértelmiien jelzik, hogy a T. acidophilum DSM 1728-as t6rzse

az illegitim rekimbinaciés mechanizmussal képes idegen, kiils6 DNS genomi

crer

UJ TUDOMANYOS EREDMENY (V. tézis, a 3.5. fejezetben bemutatott
eredmények alapjan): A sikeres transzformaciot antibiotikum rezisztencia
tesztekkel és molekularis médszerekkel — plazmid fennmaradasi tesztekkel és a

genomi integrécio vizsgalataval igazoltam.
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4. KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK

Az Osbaktériumok felfedezésiik ota az érdeklédés kozéppontjaban allnak, szamos
kilénleges tulajdonsdguk miatt. Egy organizmus megismeréséhez, részletes,
mélyrehatd  tanulméanyozdsdhoz elengedhetetlen a genetikai  manipulécios
eszkozrendszer megléte. Csak igy érthetok meg teljesen a sejtben lezajlo folyamatok
és azok kapcsolata, a fehérjék szerepe és a fehérje-enzim-komplexek alegység
szervezddése. A munkam fokuszaban a termoacidofil 6sbaktérium, a Thermoplasma
acidophilum &llt. Ez a szervezet az elmdlt évtizedben a strukturalis proteomika
jelentds  modellszervezetévé valt, koOszonhetéen eukaridta sejthez  kdzeli
tulajdonsagainak, egyszeri genom és proteom felépitésenek, illetve annak, hogy a
krioelektronmikroszképos vizsgalatokhoz tokéletesen megfelelnek a mikronos
tartomanyba esé gombalaki sejtjei. A proteomikai, strukturbiolégiai munkak
kiszélesitését nagyban héatraltatja a genetikai manipulacios eszkdzok teljes hianya e

taxonban, igy e probléma megoldasa volt doktori munkam {6 célja.

A feladat nehézségét az adta, hogy a teriilleten szinte alig volt a munkamban
felhasznalhatd eldzetes eredmény, €s munkam kezdetéig két fliggetlen csoport is

feladta a Thermoplasma genetika kutatasat elére nem lathat6 akadalyok miatt.

A genetikai eszkdzrendszer kialakitasakor négy tertletre kellett koncentralnom
parhuzamosan: a klonalis munka megoldasara, szelekcidos markerek megtalalasara,

vektorok épitésére és hatékony transzformacios rendszer kiépitésére.

A genetikai eszkoztar fejlesztésének elsd 1épéseként a szervezet tenyésztésének, ezen
beliil is a szilard taptalajon torténd kultivacio fejlesztését végeztem, azaz a klonalis
munka feltételeinek megteremtését dolgoztam ki. A szervezetet mar kordbban is
képesek voltak japan kutatok szilard médiumon tenyészteni, viszont az inkubacids 1dd
olyan hosszu volt (30 nap), hogy a rutinszer( klonalis szelekci6 kivitelezhetetlen volt.
Annak érdekében, hogy fokozzam a Gelrite-bazisu szilard médium szilardsagat,
mechanikai hatasokra sokkal ellenallébb, az oltokacsos szélesztést is lehetévé tevd
szilard médiumot hozzak létre. Ezzel parhuzamosan kisérleteket inditottam, hogy
csOkkentsem a lathatd telepek megjelenéséhez sziikséges inkubécios id6t, azaz

csokkentsem a generacios id6t. A T. acidophilum szaporoddsédhoz nélkildzhetetlen
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egy altaldban élesztékivonatot tartalmazé komplex médium, melynek eléallitasi
modja meghatarozd a novekedést serkentd hatas szempontjabol. Annak érdekében,
hogy ndveljem a szaporodasi ratat, a gyari élesztékivonat mennyiségét ndveltem a
taptalajban. Emellett kidolgoztam egy éleszté vitamin készitési eljarést, amely
jelentdsen serkentette a sejtek szaporodasat. Mivel a sejtek a szilard taptalajon torténd
tenyésztés soran kimondottan érzékenyen reagdlnak a hOmérséklet és
nedvességtartalom valtozasara, a probléma megoldésara egy zart edényt (anaerob jar)
hasznéltam. Ezen modositdsok segitségével sikeriilt egy hatékony és rutinszeriien
alkalmazhaté szilard médiumot fejlesztenem, melyen a T. acidophilum képes 12
napos inkubdciot kovetden 1-3 mm atmérdjii telepeket formélni, vagyis a klondlis
szelekcid kivitelezhetd a szervezetnél. A tovabbiakban tervezem az éleszt6 vitamin
részletesebb vizsgalatadt, hogy azonosithassam a kordbbi szakirodalmak alapjan

feltehetden oligopeptid természetd serkentd hatasu faktort.

A tenyésztési kisérletekkel parhuzamosan, a szelekcios markerek keresésénél, szamos
antibiotikumot vizsgéaltam meg annak érdekében, hogy a genetikailag maodositott
sejteket el tudjam kuldniteni a vad tipustaktdl. A T. acidophilum esetében csupan par
antibiotikummal szembeni érzékenységrdl van elérhetd publikacid. Ezek kozé tartozik
a novobiocin, egy aminokumarin amely mar kis koncentracioban (10 ng/ml) képes a
szervezet ndvekedését gatolni és az aminoglikozidok csoportjaba sorolt neomicin. A
fentiek mellett az eritromicin, kléramfenikol, kumermicin, rifampicin és tiosztrepton
antibiotikumokrol is igazoltam, hogy az altalanosan hasznalt koncentracioban gatoljak
a szervezet szaporodasat. A szakirodalmi adatok ismeretében meglepd volt, hogy a
rifampicin mar nagyon kis koncentraciéban (1000 ng/ml) gatlo hatast valtott ki a
szervezetnél. Ez az antibiotikum az eukariotakra és Osbaktériumokra nem, csak a
baktériumokra hatasos szer, amit a T. acidophilum eukaridtaszerii, DNS-dependens
RNS-polimerazanak rezisztenciaja kapcsan in vitro kisérletekben igazoltak a mult
szézad nyolcvanas években. In vivo kisérleteim soran viszont ennek az ellenkezdjét
tapasztaltam, ami cafolja a legnivosabb prokariota taxonomiai konyvekben napjainkig
hivatkozott rifampicin rezisztencia bélyeget e taxonban (Bergey’s Manual of
Systematic Bacteriology, Prokaryotes). A adott antibiotikumot csak akkor lehet
hasznalni genetikai eszkodzrendszer fejlesztésben, ha az adott antibiotikumra
specifikus rezisztenciat okozo marker gént is tudunk hozzarendelni, amely képes

kifejezOdni a célszervezetben. A novobiocin €s rifampicin esetében talaltam olyan
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marker géneket, melyek segitségével rezisztenciat tudtam Kkialakitani a T.
acidophilum-ba: ezek egy T. acidophilum eredetii mutans girazB (gyrB-novobiocin)
és egy Pseudomonas eredetli rifampicin-ribozildz (arr2) rezisztencia gének voltak.
Tovabbi lehetéségként az eritromicin, kléramfenikol és tiosztrepton esetében
valosziniileg lehet talalni marker géneket, amelyeknek a kés6bbiekben jelentésége

lehet pl. tobb gén inaktivalaskor, a jelen munkaban erre nem volt lehetéségem.

A genetikai manipulacio legkritikusabb pontja a transzforméacid, az idegen genetikai
anyag bejuttatisa a célszervezetbe. Mivel a T. acidophilum genetikai
legnehezebb feladatom. Szamos fizikai, kémiai és biologiai modszer létezik, melyek
segitségével rutinszertien tudnak mas ésbaktérium fajokat transzformalni, ilyenek az
elektroporacio, liposzoma-medialt vagy PEG-szferoplaszt transzformécié. A
kisérleteim sordn az Osbaktérium genetikaban altalanosan hasznalt és szamos
kilénleges transzformacidos modszert, példaul a génpuska alapl biolisztikus
transzformacio, teszteltem reprodukalhaté eredmény nélkil. Emiatt egy teljesen Uj és
egyedi transzformacios modszert kellett kifejlesztenem, amely a szervezet egyedi
morfoldgiai tulajdonsagan (nem rendelkezik sejtfallal) és fiziologiai sajatsagan (a
sejtek a pH novelése hatasara plasztikussa valnak) alapul. Az () transzforméacios
médszerrel 10°-10* transzforméans/pug DNS hatékonysagot tudtam elérni, amely
Osszevetve mas Osbaktériumok transzformacios hatékonysadgdval —atlagosnak
mondhatd. Az altalam fejlesztett dializis-transzforméaciés mddszer jarulékos haszna
lehet az is, hogy az valdsziniileg hasznalhat6 lesz a Thermoplasmatales rend tovabbi,

eddig genetikailag manipulalhatatlan tagjainak vizsgalatara is.

A vélasztott szelekcios markerek, a mutans girazB (gyrB-novobiocin) és a rifampicin-
ribozilaz (arr2) rezisztencia gének alapjan vektor konstrukciokat épitettem, hogy
teszteljem az génbevitel lehetdségét a kifejlesztett transzformaciés modszer
segitségevel. A novobiocin szelekciés marker gén egy novobiocin rezisztens
kornyezeti izolatumbol azonositott giraz (gyrB) gén volt (HO62N1C) és annak
helyspecifikusan maodositott valtozata, mivel korabban in vitro vizsgalatokban
igazoltdk a mddositas hatasara bekovetkezett rezisztencia névekedést a novobiocinnal
szemben, egy tisztitott gird&zB—nukleinsav rendszerben. Munkam legjelentGsebb
pillanata volt, amikor els6ként sikeriilt novobiocin rezisztens T. acidophilum klonokat

eléallitanom. A transzformansok novobiocin rezisztencidja 1500 ng/ml volt, mely
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masfélszeres novekedést jelent a rezisztens japan T. acidophilum kornyezeti
izolatumhoz képest, amely ugyanazt a girazt hordozza. Ennek magyarazata lehet,
hogy a transzformans sejtekben t6bb a Nov® gyrB kopia szama, igy az expresszalt
enzim mennyisége is. A helyspecifikus mutagenezissel tovabb médositott Nov® gyrB-
A136H gént hordozd sejtvonalak novobiocin rezisztenciaja 2500 ng/ml-re nétt, ami
egybevag a publikalt adatokkal, mi szerint ez az aminosav a Kitlintetett pontja az
antibiotikum-enzim kapcsolat kialakulasanak. A kialakitott Nov® gyrB-A136H kival6
szelekcids marker jel6lt a tovabbi kutatdsokhoz is.

A Kisérletek soran tapasztaltam, hogy a novobiocin rezisztens sejtvonalakban a
vektoron talalhaté Nov® gyrB gén genomi rekombinéciéra volt képes a genomi gyrB
génnel, amely a két gén nagymértékii nukleotid szekvencia hasonldsagara vezethetd
vissza. Annak érdekében, hogy irényitani tudjam a rekombinaciot, olyan szelekcios
marker génre volt szikségem, amely nem képes spontan rekombinaciora. Annak
érdekében hogy ezen problémat megoldjam, egy mesterséges Nov® gyrB gén
terveztem, amelynek aminosav szekvencidja teljes mertékben megegyezik a T.
acidophilum Nov® gyrB-A136H génjével, viszont nukleotid szinten torekedtem az 5
bazisnal nagyobb homoldgia elkertlésére. A mesterséges gyrB gén alapl integrativ
vektorral is sikerllt novobiocin rezisztens sejtvonalat létrehoznom és a szelekcios
marker gén fennmaradasat igazolnom. Az integracio helyének vizsgélatanal nem-

specifikus integraciét tapasztaltam.

Parhuzamosan a Rif® arr2 génnel is fejlesztettem integrativ vektort. Ennek a
rezisztencia markernek szdmos elénye van a novobiocin markerhez képest: 1. a
rezisztencia kifejezédése az antibiotikum inaktivacidja utjan valdésul meg és nem a
celenzim aktiv helyének struktirajanak modosulésa réven; 2. az arr2 gén egy igen
rovid rezisztencia gén, amely elony lehet a kisebb méretii vektorok épitése soran. A
transzformaciot kovetéen sikeriilt rifampicin rezisztens sejtvonalakat létrehoznom,
melyek 2500 ng/ml rifampicint is toleraltak. Az arr2 gén alapu integrativ vektornal is
tapasztaltam a random integracio jelensegét. Ezen eredmények felvetik annak a
lehetdségét, hogy a T. acidophilum DSM1728-as térzsben a homolog rekombinacio
mellett egy illegitim rekombinaciés mechanizmus is miikodik, melynek feltarasa

tulmutatott a jelen disszertacion.

A szervezet plazmid fenntartd kepességenek tesztelésére shuttle vektorokat

fejlesztettem, melyhez a T. acidophilum HO-122 t6rzsbél izolaltam ~16 kb endogén

21



ey

fragmentjébdl és az E. coli eredetli pRSF-Duet plazmid fuzidjabol kialakitott E. coli-
T. acidophilum shuttle vektorokkal végrehajtott transzformaciot kovetden sikerult
rezisztens (novobiocin és rifampicin) sejtvonalakat létrehozni, viszont a plazmid
fennmaradasat csak az arr2 gén alapu shuttle vektorral (pSTRIf) transzformalt
sejtekbdl sikeriilt visszaigazolni Kis mennyiségben. Ennek magyarazata talan a
plazmid méretében (a pSTRIf plazmid ezer bazisnyival kisebb volt mint a gyrB gén
eredetileg fehérje expresszids célra keészult plazmid ugyan fennmaradt, de olyan
alacsony kopiaszammal sikerult visszaigazolni azt, hogy az nem teszi lehet6vé a
konstrukci6 hasznéalatat fehérje overexpresszids (tUltermeltetési) célokra. A
kopiaszam ndvelésére a T. acidopilum-ban a tovabblépést az jelentheti, ha sikeril a
pTAL fragment meretét csokkenteni, mely csak pTA1l plazmidon kodolt ismeretlen
gének szerepenek feltarasaval torténhet. A pTAL plazmid funkcionalis térképezésehez
egy EZ-transzpozon alapt random mutagenezis latszik a leggyorsabb megoldéasnak,
ahol a plazmidon taldlhaté 17 ismeretlen gén egyenkénti Kiutése, majd a plazmid
sorozat T. acidophilum-ba val6 transzformalasa és a kopiaszam kovetése vezethet egy

miikddd expresszios vektor elkészitéséhez. A munka jelenleg folyamatban van.

Munkéam eredmeényei elindithatjdk a Thermoplasma acidophilum modellszervezet
széleskorii genetikai Kkutatasait. Egy atfogod genetikai eszkdzrendszer alappilléreit
sikerdlt lefektetnem a PhD kutatasi periddus alatt. Sikertlt megoldani a mikroba
klonalis tenyésztését, hatékony transzformacios rendszert dolgoztam ki, két fuiggetlen
szelekcios marker segitségével pedig az elsé mitkdo vektorokat sikeriilt 1étrehoznom.
Ez az eszkdzrendszer, vagy annak elemei, egy sor, a Thermoplasmatales rendbe
tartozo, jelenleg genetikailag nem manipulalhaté fajnal is varhatéan jo eséllyel
alkalmazhat6 lesz. Egy praktikusan hasznalhat6, kildnleges fehérjék expresszidjara
vagy T. acidophilum gének KO-jara alkalmas rendszerhez azonban tovabbi
er6feszitések sziikségesek, hiszen a T. acidophilum DSM1728 tdrzsnél tapasztalt
illegitim rekombinacids események nehézzé teszik a célzott feladatok végrehajtasat.
Talan megoldast jelenthet erre a problémara mas, vad tipust, nem harminc éve
folyamatosan passzalt T. acidophilum térzsek hasznalata, amelyek mar egy éve

elérhetdek a japan nemzeti torzsgyljteményben.

22



5. A TEMABAN MEGJELENT PUBLIKACIOK LISTAJA

Folydiratcikk:

Baka E, Varga S, Hobel C, Knispel RW, Fekete Cs, Ivanics M, Kriszt B, Nagy |,
Kukolya J (2013): The first transformation method for the thermo-acidophilic
archaeon Thermoplasma acidophilum, Journal of Microbiological Methods, 95:145-
148p, (IF 2012: 2.161)

Teljes kozlemeny konferencia kiadvanyban:

Baka E., Kriszt B., Jenes B., lvanics M., Nagy I., R. W. Knispel, C. Hobel, Kukolya
Jozsef (2010): Genetikai eszkozrendszer fejlesztése a termoacidofil Thermoplasma
acidophilum modellszervezet molekularis biologiai vizsgalatahoz, TUDOC — Karpat
Medencei Doktoranduszok Nemzetkozi Konferenciaja, 2010. Majus 27-28, G6dollo,
Konferencia kotet ISBN szdm: 978-963-269-186-2, p

Kongresszusi kiadvanyokban megjelent kdzlemény (az ISBN, ISSN vagy mas,
hitelesitett kiadvanyaira vonatkozdan)

E. Baka, C. Fekete, S. Varga, RW. Knispel, I. Nagy, J. Kukolya (2013): Development
of basic genetic manipulation system for the thermoacidophil Thermoplasma
acidophilum. Hungarian Life Science Conference, Book of abstracts, p 104-105.
ISBN Number: 978-615-5270-02-4

E. Baka, S. Varga, Cs. Fekete, A. Hubert, 1. Nagy, J. Kukolya (2013): Plasmid
isolation from Thermoplasma acidophilum HO-122 for shuttle vector construction.
Acta Microbiologica et Immunologica Hungarica, 60: 111-112.

S. Varga, E. Baka, B. Kriszt, S. Szoboszlay, RW. Knispel, W. Baumeister, I. Nagy, J.
Kukolya (2012): New approaches in the development of genetic tools for
Thermoplasma acidophilum. Acta Microbiologica et Immunologica Hungarica, 60:
106.

E. Baka, S. Varga, B. Kriszt, S. Szoboszlay, R. W. Knispel, W. Baumeister, I. Nagy,
J. Kukolya (2011): Screening and application of new genetic markers for
Thermoplasma acidophilum. Acta Microbiologica et Immunologica Hungarica, 58:
118-119.

E. Baka, B. Kriszt, C. Hobel, R. W. Knispel, W. Baumeister, I. Nagy, J. Kukolya
(2010): Genetic tools for Thermoplasma acidophilum: achievements and applications.
Acta Microbiologica et Immunologica Hungarica, 58: 4-5.

Baka E., Kriszt B., Jenes B., lvanics M., Nagy I., Kukolya J. (2009): Developing of
genetic tools for the model organism, Thermoplasma acidophilum. Acta
Microbiologica et Immunologica, 56: 118-119.

Osszes kozlemény impakt faktora: 2.161

23



