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1. Roviditések jegyzéke

16S/18S/23S5/26S

rRNS / rDNS
amoA

BLAST

CTAB
DGGE
dsrB
G/Cés A/T

ITS

PCR

reverse/forward

primer

SDS

riboszoma kis alegységi RNS molekulak és az azt kodolo gének

prokariotakban €s eukariotakban
ammonia monooxigenaz gén A alegység

Basic Local Alignment Search Tool — fehérje aminosav sorrend,
nukleinsav bazissorrend illesztésére, hasonldsagon alapul6 adatbézis

keresésére szolgald program

cetrimonium-bromid (cetyltrimethylammonium bromide)
denaturdlo6 gradiens gélelektroforézis

disszimilativ szulfit reduktaz gén B alegység

a genom guanin citozin vagy adenin timin ardnya

internal transcribed spacer, belsé atirodo koztes régio (internal
transcribed spacer)

polymerase chain reaction, polimeraz lancreakcio

amplifik4cio soran alkalmazott rovid DNS szakaszok, amik a

célszekvencia elejét és végét jelolik

natrium—dodecil-szulfat (sodium dodecyl sulphate)



Bevezetés

2. Bevezetés

A XXI. szazadi tarsadalomnak az egyik és talan legnagyobb kihivasa a kornyezet
allapotanak javitasa. Az utdbbi évszdzad ipari tevékenységei, az urbanizdci6d, az
energiatermelés és mezdgazdasag modernizacioja, mind a kornyezet allapotanak drasztikus
romlasahoz vezetett.

A fejlett orszagokban ¢és Amerikdban viszonylag gyorsan felismerték a
kornyezetkarosodas okozta veszélyeket és programokat inditottak e kérdés megoldasara.
Hasonldéan, Németorszag, Dania, Hollandia mar a ’80-as évek kozepétdl bevezetett a
szennyezett teriiletek felmérésével és kezelésével foglalkozd programokat, ¢és emellett
tudomanyosan megalapozta a sziikséges jogszabalyi hatteret.

A karmentesitési programok els6 éveiben a munka csupan a talaj és a felszin alatti vizeket
veszélyeztetd, karositd szennyezé forrasok felmérésére fokuszalt.Késébb felismerték, hogy a
talaj, mint ¢l6hely az elemkorforgalmak kulcsfontossagu helye, és ezt figyelembe véve olyan
talajkezelési modszerek kutatasaba és fejlesztésébe kezdtek, amelyek mindamellett hogy
hatékony, koltségtakarékos megoldasok, ugyanakkor kornyezet kiméléek és a fenntarthatd
iizemeltetést is biztositjak. Ezzel egy idOben ¢€s részben ennek kovetkezményeként fejlodott
onallé tudomanyteriiletté a kornyezetvédelmi biotechnoldgia.

A 80’-as ¢évek elején a kornyezetvédelmi biotechnologia még meglehetdsen
gyerekcipdben jart. Azonban az ipari tevékenységek okozta szénhidrogén eredetii talaj- és
vizszennyezések biologiai kezelésének, karmentesitésének sikerességei bizonyitottak a
kornyezetbarat technoldgidk kiemelkedd elonyeit. A kezdeti évek soran, az egyes toxikus
vagy kornyezeti kockdzatot jelentd vegyiiletek mikrobidlis metabolizmusat vizsgald
kutatasokbol sziiletett eredmények inditottdk a biotechnologiat alkalmazé transzformacios
folyamatok felvirdgzasat. Rovid id0 alatt a kornyezetvédelmi biotechnologia megérett a
Iéptéknovelésre: igy a bioremediacids technologiak napjainkra potencidlis karmentesitési
eljarasokka valtak.

A remediacios technologiak fejlédésével a biotechnologia is robbanasszeriien fejlodott. A
mult szazad elsé kétharmadaban még hagyomanyos, laboratoriumi tenyésztést alkalmazva
izolaltak az egyes vegyiiletek lebontasara képes mikrobdkat. A kutatok a 90’-es évek
kornyékén szembesiiltek eldszor azzal a problémaval, hogy nem minden talajbaktérium

tenyészthetc'il. Szintén a ’90-es években, a Norman Pace altal kidolgozott mddszer révén,
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lehetové valt a kornyezeti mintakban jelenlévé mikroorganizmusok tenyésztéstol fliggetlen,
molekularis bioldgiai mddszerekkel torténd vizsgalata. Ezzel lehetdség nyilt a baktériumok
tenyésztés nélkiili tanulmanyozasara, ¢és ez elinditott egy ugrasszeri novekedést a mikrobidlis
diverzitas feltérképezésébenz.

fgy az utobbi évtizedekben a nukleinsav alapi mikrobidlis Osszetétel vizsgald
modszereknek kdszonhetden jelentésen megvaltozott mind az eukariotak, mind a prokaridtak
diverzitasarél alkotott kép. A kordbbi tenyésztésen alapuld technikdk szelektivitasukbol
adodoan az mikroorganizmusoknak csak egy részét tették vizsgalhatova, egyes tudomanyos
becslések alapjan a kozosségalkotd fajoknak €z csupan 0,1-1%-a%. A hagyomanyos
modszerekkel nem kimutathatd mikroorganizmusok nagy szama késztette a kutatokat a
tenyésztéstol fiiggetlen molekularis biologiai mddszerek fejlesztésére és alkalmazéasara. A
molekularis bioldgia tobbek kozott lehetdvé tette a komplex mikrobialis Osszetételii mintak
vizsgalatat is. Széles korben elterjedtek az Gn. genetikai ,,ujjlenyomat technikak” — ilyen
modszer a dolgozatban alkalmazott PCR-DGGE is —, amelyekkel gyorsan, viszonylag
egyszerlien ¢és egyediilallo részletességgel kdvethetd a mikrobidlis kozosségek 0sszetételének
idébeli valtozasa®. A tenyésztés fiiggetlen molekularis biologiai technikak jelentSs része
PCR-t (polimeraz lancreakciot) alkalmaz a vizsgalt génszakasz felsokszorozasahoz
(amplifikalas). Napjainkra a kereskedelmi forgalomban beszerezheté DNS polimeraz enzimek
széles valasztéka elérhetdové wvalt, viszont az egyes DNS polimeraz enzimek eltérd
tulajdonsagaikbol adododan eltérd hatékonysaggal amplifikalnak. Ennek eredményeként eltérd
mindségli vagy Osszetételi amplikonok keletkezhetnek. A DNS polimerdzok masolasi
pontossaganak (fidelity), masolasi sebességének (processivity), inhibitor érzékenységének
feltérképezése még jelenleg is kutatott teriilet. Az eddigi kutatasi eredmények alapjan azonban
egyértelmiien latszik, hogy a DNS polimeraz enzimek masolasi képességei kozott jelentds
eltérések mutathatoak ki. Ezért a PCR alapu vizsgalat elvart eredménye alapvetden
befolyasolja, hogy melyik enzimet célszerti alkalmazni az amplifikaci6 soran.

A talaj egy komplex ¢és kiemelkedd mikrobialis diverzitassal rendelkezd matrix.
Mikrobialis Osszetételének vizsgalata szdmos tudomanyteriiletet érint a kornyezetvédelemtdl
az agrariumon 4t az archeologiaig. A talajmintak diverz mikroflordjabol adodéan nem konnyii
olyan DNS kinyerési protokollt alkalmazni, mely lehetdvé teszi az eltérd sejtfalosszetétellel,
eltéré egyedszamban 1évé mikroorganizusok DNS—ének teljes kinyerését még prokaridtak
szintjén sem. Ebbol adddodan eltérd protokoll alkalmazéasaval eltérd mikrobidlis ujjlenyomatot,

PCR-DGGE mintazatot kaphatunk.
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Dolgozatomban a DNS izoladlds soran alkalmazott modszer €s az amplifikacidé soran
alkalmazott DNS polimerdz enzimek talajmintdk PCR-DGGE mintézatra gyakorolt hatdsat
vizsgaltam. Kisérleteink soran vizsgaltuk, hogy kiilonb6zé DNS izolalasi mddszerek (SDS
mennyisége, iveggyongy alkalmazasa stb.) milyen mértékben Dbefolyasoljak a
végeredményként kapott PCR-DGGE mintazatot eubaktériumok vizsgdlata soran. Az
eredményeink aldtdmasztjak, hogy a DNS kinyerése soran alkalmazott modszer, és kiillondsen
a sejtfeltarashoz alkalmazott modszer eltér6 PCR-DGGE mintdzatot eredményez. Egy
erételjesebb lizis alkalmazasa, utétisztitasi 1épések nélkiil, nagyobb mennyiségii DNS
kinyerését teszi lehetové és szélesebb diverzitas vizsgalatara ad lehetdséget. Azonban a
nagyobb mennyiségli DNS toredezett és alacsony tisztasagi is — talajmatrixbol eredd
vegyliletek is egyiitt extrahalodnak a DNS—el —, igy az amplifikacié csak PCR inhibitor
rezisztens DNS polimerazokkal alkalmazéaséaval lehetséges.

Dolgozatom mésodik felében targyalom azon kisérleteket, amelyek sordn arra kerestiik a
valaszt, hogy kiilonb6z6 DNS polimerdz enzimek alkalmazdsa hogyan befolyasolja eltérd
eredetli talajmintak esetében a kinyerhetd mikrobidlis ujjlenyomat mintazatokat (PCR-
DGGE). Az elérheté szakirodalmi adatok alapjan kivalasztott legpontosabb masolasi
képességgel rendelkez6é (legkisebb hibazast ado, high fidelity) DNS polimeraz enzimek
(Phusion és KOD DNS polimeraz) és a mai biotechnoldgiai és mikrobiologiai gyakorlatban
legéltalanosabban alkalmazott Taq DNS polimerdz enzimre vonatkozdan osszehasonitd
vizsgalatokat végeztiink. Eredményeink azt bizonyitottak, hogy a PCR-DGGE soran
alkalmazott DNS polimerdz enzimnek jelentds szerepe van a kapott mintdzat mindségére,
mint példaul a domindns fajok mennyiségére, a mintazat diverzitasara és nem utolso sorban a
mintazat ¢lességére ¢&s értékelhetdségere.

A dolgozat harmadik részében bemutatott kutatisi lépések soran a kornyezeti és
vérmintakban leggyakrabban el6forduld inhibitorok DNS polimeraz enzimekre Kifejtett
hatasat elemeztilk (szenzibilitasi tesztek), tovabba megvizsgaltuk, hogy az inhibitor
komponensek jelenléte indirekt modon hogyan befolyasolja az egyes mintak esetében kapott
PCR-DGGE mintazatot. A kisérleti eredményeink alatamasztottak, hogy az egyes DNS
polimeraz enzimek eltérd inhibitor érzékenységgel rendelkeznek, ami a PCR-DGGE soran
kapott eredményeket is jelentdsen befolyasolja. Az eredmények arra utalnak, hogy a DNS
polimeraz helyes megvalasztdsa dontden befolyasolja a kisérlet sikerességét,
reprodukalhatosdgat, a kapott mintazat mindségét ¢és a  vizsgalt mintaban

kimutathatd/észlelhetd diverzitast.
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A Kisérleti eredmények alapjan kidolgoztunk egy 0j moédszertant talajmintakbol torténd
PCR-DGGE alapu vizsgalatokra, mellyel egyrészt nagyobb diverzitas vizsgalhato, mésrészt a
kapott mintdzat szoftveresen is jobban értékelhetd. A modszert sikeresen alkalmaztuk
biodegradacios beavatkozas soran a lebontasért felelds baktérium monitoringara, valamint a
modszer segitségével sikeresen azonositottuk kaolin mintdk mindségromlasaért felelds

baktériumokat is.
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3. Irodalmi attekintés

3.1. Mikrobialis 6sszetétel vizsgalatra alkalmazott ujjlenyomat technikak

Tenyésztés fliggetlen mikrobialis Osszetétel vizsgalatok k6zott szamos nem—nukleinsav
alapu modszer is létezik (ilyen pl. foszfolipid/zsirsav analizis®), azonban a PCR felfedezése és
alkalmazasa ota kétségkiviil a nukleinsav alapi moédszerek a legelterjedtebbek. Az
ujjlenyomat technikaknal, a PCR reakcio soran keletkezd termékeket nem valasztjuk szét,
hanem azok egészébdl, valamilyen eljaras segitségével alkotunk kozosségi ujjlenyomatot. Az
egyes ujjlenyomat technikak kozotti alapvetd kiilonbség, hogy a PCR soran kapott termékek
méret (hossz), vagy szekvencia heterogenitason alapuld elvalasztasa torténik—e. Azt, hogy egy
adott mikrobidlis kozOsség vizsgalatdhoz mely modszer alkalmazhatd, természetesen a
kinyerni kivant informacié hatarozza meg, de sok esetben ez inkabb a laboratérium technikai
felszereltségétol fugg. A teljesség kedvéért bemutatom a leggyakrabban alkalmazott DNS

alapt ujjlenyomat technikdk és ezen eljarasokkal készitett mintazatok elvi hatterét.

ARISA (Automated Ribosomal Intergenic Spacer Analysis)
Az ARISA a génhossz heterogenitason LH-PCR (Length Heterogeneity — PCR)

alapuld6 modszerek kozé tartozik. Ezeknél az eljarasoknal a PCR soran amplifikalt génnek
természetes hosszbeli heterogenitasa alapjan torténik az elvalasztas. Az eljaras hatdsossagat
befolydsolja a heterogenitds mértéke, ami az amplifikalt DNS szakasztol fligg. Igazéan
nagymértékii hosszbéli heterogenitasok a rRNS géneknél gyakoriak, ilyenek a 16S és a
23S rRNS gén kozotti Internal Transcribed Spacer (ITS) szakasz, amelynél a hosszbéli
valtozatossag 143 és 1529 bp kozott valtozik®. A RISA (Ribosomal Intergenic Spacer
Analysis) és az ARISA-nak az ITS szakasz hosszbéli heterogenitisan alapulé modszer’. A
RISA-t poliakrilamid gélen torténé elvalasztassal, az ARISA-t kapillaris elektroforézissel
végzik. Az ITS alapu vizsgalatokat azonban inkabb gombak vizsgalatara alkalmazzak, mert az
ITS szekvencidk nagymértékii valtozatossaguk miatt csak kozeli csoportok, faj alatti

rendszertani kategériak filogenetikai elemzésére alkalmasak®.

SSCP (Single-strand Conformation Polymorphism)

Az SSCP moédszer soran a PCR reakcioval felszaporitott DNS fragmenseket valasztjak

el egy specialis akrilamid gélen, allando homérsékleten. Ezen a nagyfelbontast poliakrilamid

9



Irodalmi attekintés

gélen az akar egymastol csak egyetlen nukleotidban eltér6 fragmentek is
megkiilonboztethetok. A modszert eredetileg mutaciok kimutatasara dolgoztak ki, és kevésbé
volt alkalmas mikrobidlis kozdsség vizsgalatokhoz, amig nem sikeriilt az egyszala DNS
tokéletes elvalasztasa a PCR soran létrehozott kettdsszala DNS termékekbdl®. Ezt a problémat
a két primer koziil az egyik primer 5’—végen torténd foszforilalasaval sikeriilt megoldani,
melyet a PCR-t kovetden szelektiven exonukledz segitségével el lehetett bontani. Ezt

o 1 ’ . cr1e o e g . ) I3 . ;. 1,10
kovetden a modszer komplex mikrobialis kdzosségek vizsgalatara is alkalmassa valt™.

RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism)

A restrikcios hasitason alapuld modszer (RFLP) alapja, hogy a restrikcios enzimek
adott rovid DNS szekvencidkat ismernek fel, és ott hasitjdk a molekulat. Mikrobialis
Osszetétel vizsgalatok sordn igy az adott filotipusra jellemzd, kiillonbozd hossziisagu
szakaszok (fragmentek) jonnek 1étre, amelyek ezt kovetéen gélelekroforézissel
elvalaszthatoak. A klasszikus RFLP helyett a mikrobidlis 6kologidban az utobbi években a
TRFLP (Terminal Restriction Fragment Length Polymorphism) modszer terjedt el, ahol mar a
PCR soran alkalmazott egyik primer fluoreszcensen jelolt, igy egyik végiikdn (terminalisan)
jelolt PCR termékek jonnek létre™. A restrikcids hasitast koveten csak a terminalisan jelolt
fragmentet analizaljak kapillaris elektroforézissel. A T-RFLP jol reprodukalhatd, nagy

felbontoképességli €s az egyik legjobbnak tartott in. ujjlenyomat mddszer.

PRC-DGGE (Denaturing Gradient Gel Electrophoresis)

Szintén gyakran alkalmazott ujjlenyomat technika az Un. denaturdld gradiens
gélelektroforézis. A modszert mutaciok kimutatasara és mikrobialis konzorciumok
(eubaktériumok, archaea baktériumok, gombak) Osszetételének vizsgalatara alkalmaztak
eloszor. Mikrobialis Osszetétel vizsgalat soran a vizsgalt génszakasz (pl. 16S rDNS) variabilis
szegmenset amplifikaljak két 1épésben (1/A 4bra), amely egy azonos méretli (maximalisan 5—
600bp hosszusagu), de eltérd szekvencidji DNS amplikont eredményezlz. A kapott fragment-—
populacié bizonyos korlatok kozott jol jellemzi az eredeti mikrobidlis dsszetétel dominans
fajait és valamennyire az egyedszambeli sajatossagokat is. Az amplikonok elvalasztasa
denaturald gradienst tartalmaz6 poliakrilamid gélben torténik az egyedi nukleotid sorrendre
jellemzo, eltéré denaturacios (olvadasi) tulajdonsagaik alapjan (GC/AT arany; 1/B abra). A

poliakrilamid gélben a denaturald kozeget az urea és formamid biztositja.

10
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Promoter tRHE gén Teminator

(A Forward primer Revwerz primer

ﬂ Alacsony Tm
I'u'I agas abb T %

1. abra Denaturalé gél elektroforézis (DGGE) sematikus rajza (Eubaktérium specifikus DGGE

Atacking
gél

M awrelord denaturdlo
konicentrdcia
Drenaturdld
gradiens gél

mintazat) A: A 16S rDNS V3 variabilis génszakasz amplifikalasa B: szekvencia alapjan torténd

elvéalasztas denaturald gélen®.

Az elektroforézis soran az amplikonok allandé hémérsékleten, folyamatosan novekvo
denaturald kornyezetben haladnak eldre, majd a szekvencidjuk altal meghatarozott olvadasi
pontjukon részlegesen denaturdlodnak. A részeleges denaturacid hatdsara a molekula
mobilitdsa (vandorlasi sebessége) jelentdsen lecsokken a gélben. A teljes denaturiciot egy
3040 bazis hosszisagu guanin—citozin (G-C) gazdag szakasz (un. GC—clamp) akadalyozza
meg, melyet jellemzden az amplifikacié soran alkalmazott forward primer 5 vége tartalmaz.
Amint a kiilonboz0 szekvencidji fragmentumok a GC/AT aranyuknak megfelelden
szétvalasztodnak a gélben, létrejon egy egyedi, az adott tesztanyag Osszetételére jellemzd
mintazat. A PCR-DGGE soran kapott fragmentek szama, helye és intenzitasa informacidval
szolgal a vizsgalt kozosség faji Osszetételérdl és igy lehetséget ad kiilonféle mintak
diverzitasanak Osszehasonlitdsara is. A moddszer egyik nagy eldnye, hogy az elektroforézist
kovetden, az egyes fragmentek az akrilamid gélbdl kivaghatdak és szekvencia elemzésiikkel a

mintdban 1év6 fajok meghatarozhatéva valnak. A mddszer hatrdnyanak tartjak, hogy féként a
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mintaban dominansan el6fordulo fajokat képes csak megjeleniteni, igy elé6fordulhat, hogy a

kis egyedszamu, de a kdzosség szempontjabol fontos szereppel bird fajok nem észlelhetdek.

A modszert eredetileg univerzalis gének (16S, 18S, 26S, ITS) amplikonjainak
szétvalasztasara és ezzel egy un. populacidé mintdzat 1étrehozésara alkalmaztdk. A PCR-
DGGE technikat, az utobbi években egyre tobb olyan teriileten is alkalmazzak mar, ahol a
vizsgalt amplikonok csoport specifikus gének, mint példaul Streptomyces, Actinomyces,

Pseudomonas 16S rRNS gén (szakasz?) “#1°14718

vagy megfeleld diverzitdssal rendelkez6
funkcionalis gének, mint az ammonia monoxigenaz (AmoA) vagy disszimilativ szulfit
reduktaz (DsrB)lg’zo' A csoport specifikus vagy funkcionalis génekre terezett primerek
alkalmazaséaval, a vizsgalt mikrofloraban igy nemcsak a gén jelenléte igazolhatd, hanem a
populacid Osszetételére is kovetkeztethetiink. A csoport specifikus PCR-DGGE egy ujabb
virdgkorat nyitotta meg a PCR-DGGE modszerek alkalmazasanak, mely az utdbbi években
az Uj—generacios szekvenalasok robbanasszeri fejlédésével hattérbeszorult. Napjainkban az
Osszetett mikrofloraval rendelkezé mintdk faji Osszetételének vizsgalatara kétségkiviil a
szekvenalas a legtobb informaciot ado és legpontosabb eljaras, azonban ahol egy mikrobialis
koz0sség részcsoportjanak diverzitasvizsgalata a cél, még mindig hatékony és gyors modszer

lehet a PCR-DGGE alkalmazasa.

Mivel mindegyik tenyésztés fiiggetlen mikrobialis sszetétel vizsgald modszernél tobb
Iépéses eljarasrél van sz6, a vizsgalat végeredményét szamos kisérleti koriilmény

befolyasolhatja és torzithatja21.

3.2. PCR-DGGE mintazatot befolyasold tényezdok

Az ujjlenyomat mintazatot befolydsold paraméterek vizsgélatanal elsésorban a PCR—
DGGE moddszer soran kapott eredményekre fokuszdlunk, de természetesen ezek a
paraméterek hasonld torzitd hatdst mutatnak mas, nukleinsav alapll ujjlenyomat vizsgalatok

készitése soran is.

3.2.1. ADNS izolalas hatékonysaga

A szakirodalom bdven taglalja a DNS izolalasi 1épés kulcsfontossdgat molekularis
biologiai mérések soran. Ismert tény, hogy bizonyos baktérium—csoportokbol sejtfal
Osszetételiikbdl adoddan nehezebben nyerhetd ki a DNS, ennek eredményeként ezek a fajok

az eredeti 0sszetételhez képest alulreprezentalva jelennek meg a vizsgalat soran®!,

A DNS izolalas eredményét befolyasolja a sejtfeltaras (fizikai, kémiai, enzimatikus)
hatékonysaga, a matrix Osszetétele (a matrixot alkotd anyagok nukleinsav adszorpcios
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tulajdonsaga), a mintaban 1évé PCR inhibitor komponensek koextrakcidja, valamint a
kivonhat6 DNS mennyisége ¢és a degradaciobol, lizis soran fellépd részleges toredezettségbdl
ad6do mindsége®.

Az utdbbi évtizedekben folyamatosan jelennek meg a DNS izolalassal kapcsolatos
ujabb ¢és jabb modszerek, azonban altalanosan hasznalhatd, univerzalis, talajbol torténé DNS
izolalasi modszert jelenleg sem ismeriink. A moddszerfejlesztési iranyzatok alapvetden két

tipusba sorolhatok:

a. sejtfeltaras optimalizalasa

b. nagy tisztasdgu DNS izolalasa

Talajmintakbol torténd DNS extrakcidt vagy a talajjal egyiitt végzik (un. direkt lizis mddszer),
vagy a vizsgalt sejteket a feltaras eldtt levalasztjak a talajkolloidok feliiletérdl (Gn. indirekt
modszer) (2. abra). Mivel a talajmatrixhoz kotott sejtek elézetes levalasztasa nem mindig
hatékony, ezen kiviil igen koltséges és iddigényes folyamat, a kutatok tobbsége elsdsorban a
direkt lizist alkalmazza. Barmelyik moédszert valasztjuk is a mikrobidlis konzorciumok
vizsgalatanal, kritikus pont a sejtek feltdrasanak hatékonysaga. A Gram pozitiv baktériumok,
gombak sejtfalanak feltarasahoz jellemz6en durva fizikai kezelést (iveggyongyos eldorzsolés,
,bead beating” stb.) alkalmaznak. Ez viszont noveli az izolalt DNS toredezettségét, mely az
amplifikacido soran miitermékek (kimérak) keletkezéséhez vezethet. Szamos egyéb fizikai,
kémiai vagy enzimatikus sejtfeltarasi modszer ismert, ilyenek tobbek kozott a fagyasztas—
felolvasztas; ultrahangos feltaras, mikrohulldmu kezelés; melegités 60—90°C—on, kémiai lizis
detergens vegyiiletekkel (SDS, CTAB) proteinaz K jelenlétében vagy enzimatikus lizis
lizozimmal, pronazzal (bakterialis eredetii aspecifikus proteinaz). A méodszerek hatékonysaga
eltér6, ami a prokariota sejtek eltérd sejtfalanak koszonhetd. Ennek elkeriilésére, komplex
mikrobialis dsszetétellel rendelkezé mintdknal gyakran kombinalva alkalmazzéak dket a kelld

mértéku feltaras érdekében.
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Sejtek levalasztasa a

Kérnyezeti minta
matrixbal

elvalasztas

_—
s : = Q
1. Direkt DNS extrakcio 2. Indirekt DNS extrakcio
( Sejtfeltaras, lizis )
Kémiai, mechanikai, enzimatikus

Extrakcio, sejttormelék, makromolekuldk (fehérjék, poliszaccharidok) elvalasztasa
Szerves olddszerrel, kisozassal

" DNS levélasztas (Kicsapdas, megkotés feliileten) ‘

Etanol, izopropanol, PEG

" Mosas, tisztitas ‘

Kromatografia, CsCl, elektroforézis, sziirés

" DNS ‘

2. abra Direkt és indirekt modszerek talajmintabél torténé DNS izolalashoz®.

A DNS izolalasi metddusok talajmintdk esetén eltérdé mennyiségli DNS—t
eredményeznek és sokszor jelent6s mennyiségli szennyezOdés is része a preparatumnak. A
kisérd szennyezd anyagok — huminsavak, vastartalmu vegyliletek — a késobbi enzimatikus
reakciokat gatolhatjak, igy gyakran PCR inhibitorok is lehetnek?®. Emiatt szinte mindig
sziikséges az izolalt DNS utolagos, akdar tobb Iépcsében lezajlo tisztitdsa. Hatékony
utotisztitasi 1épés a DNS agardz gélbdl torténd visszaizoldldsa; ioncserés kromatografia; a
DNS szelektiv kotése szilika matrixhoz?>?®?"%. Az utdlagos tisztitas hibaja, hogy gyakran
drasztikusan csokkenti a kinyerheté DNS mennyiségét, mely a mikrobialis konzorciumban kis
egyedszamban jelenlévd fajok detektalasat neheziti meg vagy teszi lehetetlenné. A fenti
tényezOk a kutatét komoly dilemma elé allitjak, abbdl a szempontbdl, hogy melyik médszer
alkalmasabb a vizsgalt kornyezeti minta feldolgozasara. Hiszen, vagy nagy mennyiségi,

sokféle un. multitemplatot hordozd, de szennyezett DNS-t kell felhasznalni, vagy egy nagy

tisztasagl, de a valosnal kisebb diverzitast hordozé mintabodl sziikséges kovetkeztetni az

14



Irodalmi attekintés

eredeti populaciéra. Tovabbi nehézséget jelent, hogy az izolalt DNS mindsége a kiilonb6zo
modszerekkel eltéréd mértékben reprodukalhatd. A reprodukalhatosag biztositasahoz az utdbbi
idében mar DNS izolalé ¢és tisztitd kit-eket alkalmaznak, azonban a kereskedelmi
forgalomban 1év6 kit-ek sem mutatnak azonos hatékonysagot. Ezt tamasztjak ala Maarit—
Niemi és munkatérsai altal publikélt eredmények is, ahol 6t kiilonbozé DNS izolalo kit-et és
harom DNS tisztitasi kombinaciot hasonlitottak 6ssze?®. Az egyes eljarasokkal kapott DNS
templatokkal végzett PCR-DGGE analizist kovetéen arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy a
MoBio PowerSoil® DNA Isolation kit alkalmazasaval tudtdk a legjobban értékelhetd és
legreprodukalhatobb PCR-DGGE mintazatot késziteni. Gelsomino és munkatarsai kiilonb6zo
DNS extrakcios modszerekkel izolalt templatokrol készitett DGGE mintazatainak esetleges
eltérését elemezték. A fentiekkel némileg ellentétesen 90%-ban megegyez6 DGGE
mintazatot kaptak direkt és indirekt DNS extrakciés modszerekkel egyarant. Ugyanakkor
szerintiik a legnagyobb hibaforras az extrakcié reprodukalhatosdgabol adodik, és a tapasztalt
kisebb eltérések foként az alacsony egyedszamban jelenlévd fajokbol adodnak™®. Kiser és
munkatarsai szerint a legnehezebb feladat szintén a kis egyedszamban jelenlévd, lassan
szaporod6 és/vagy kompakt sejtfallal rendelkezd mikrobdkbol torténd DNS izolalas. Ilyen
baktérium példaul a Mycobacterium tubercolosis, amelynek &sszetett sejtfalaban a
peptidoglikan vazhoz D-arabinézon ¢és D-galaktézon keresztiill mikolsavak (3. abra) —
elagazd 2-alkil-3-OH zsirsavak hosszu zsirsavlancok — kapcsolodnak. Ilyen sejtfallal
rendelkeznek az aktinobaktériumok (pl. Mycobacterium spp., Nocardia spp., Rhodococcus
spp., Corynebacterium spp. stb). A sejtfal felbontasara Késer és munkatarsai egy erételjes
4%—o0s SDS tartalmt lizissel kiegészitett DNS extrakcids moddszert alkalmaztak, amellyel

sikeresen tisztitottak nagy mennyiségii Mycobacterium DNS—t kérnyezeti mintakbol is®!,

i . COO
zsirsavlancok

39 35 31

3. abra A mikolsavak szerkezete.
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3.2.2. Amplifikacids koriilmények hatasa a PCR-DGGE mintazatra
Minden ujjlenyomat technikanak sziikséges része a DNS amplifikacio. A DNS
felsokszorozdsa soran tobb hibalehetdséggel érdemes szédmolni, amelyek Iényegesen

befolyasoljak a végeredményként kapott mintazatot. Lehetséges hibafaktorok:

o az alkalmazott primerek szekvencigja,
e abonyolult templat DNS Gsszetétel,
e a PCR reakci6 ciklusszama

e ¢s amasolast végzé DNS polimeraz tulajdonsagai.

A PCR-DGGE mintazat eredménye nagymértékben fligg a PCR soran alkalmazott
korilményekt61®”. A hibas DNS amplifikdciobol adodéan heteroduplex—ek, kimérak,
mutaciok vagy delécidk alakulhatnak ki****3*% Egyes gének preferalt amplifikaciojat
okozhatja a primerek eltérd kotési energiaja®’ vagy primer mismatch®, ami végiil eltéré
relativ Osszetételhez vezet komplex mikrobidlis rendszerek vizsgélatakor. Tovabbi problémat
okozhat a nehezen denaturalhatd, magas G/C tartalmi DNS templatok amplifikacidja is,

melynek el8segitésére DMSO-t vagy betaint alkalmaznak®®.

3.2.2.1. A primerek szekvencidjabdl adodo eltérések

Az egyik — talan legfontosabb — paraméter a megfeleld primerek kivalasztasa, mely a
vizsgalandd mikrobidlis populaciora jellemzé terméket ad. A bakteridlis Osszetétel
vizsgalatokhoz alkalmazott rRNS—t kodold gének konzervativ és varidbilis szekvencidkat
egyarant tartalmaznak (4. abra), mely alapjan filogenetikai vizsgalatokat is végeznek. Az
rRNS gének a baktériumtorzstdl fiiggden 1-15 kopiaban egymas mellett talalhatok meg a
baktérium genomban®’. A konzervalt régiokra tervezett primerek segitségével a varidbilis
régiok amplifikalhatoak. Igy az amplikonok a vizsgalt minta diverzitisatol fiiggéen eltérd
szekvencia Osszetételiiek lesznek és a varidbilis régiobol adodo diverzitas mar kozvetleniil
felhasznalhatd populacié Osszetétel vizsgalatokhoz. Az amplifikacidhoz éltalaban valamilyen
univerzalis (pl. eubaktériumoknal, archea baktériumnal 16S; ¢lesztégombak, fonalas
gombaknal 26S vagy ITS), degeneralt (egy vagy tobb helyen tobbféle nukleotidot tartalmazo)
primereket hasznalnak A  degeneraltsig koOvetkezményeként nem  ugyanakkora

hatékonysdggal maésolodik az Osszes potencidlis templat, még a helyesen beallitott
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reakciokoriilmények ellenére sem, €és emiatt csokkenhet a maximalisan kimutathaté fajok

. 42
Szama .

0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400 1500 bp

vil v [ va [ va [vs] ve| w7 m m

nem specifikus, univerzalis amplikonok
VARIABILIS REGIO: csoport- vagy faj-specifikus amplikonok

4. abra 16S rRNS gén variabilis és konzervalt régioi. (http://www.alimetrics.net)

Kornyezeti mintak vizsgalatakor, ha a primer nemzetség/genus (pl. Pesudomonas vagy
Dehalococcoides specifikus) vagy katabolikus gén (amoA, dsrB) specifikus, a PCR
természetesen kisebb valoszintiséggel okoz téves amplikont, mivel a primer specifitasabol
adoddan kisebb diverzitdsi mintdzatra szédmithatunk, mint egy univerzalis mikrobidlis

Osszetétel vizsgalatban.

3.2.2.2. A templat ésszetétel hatdsa

A kornyezeti mintdkat rendkiviili fajgazdagséag jellemzi, akar néhany ezer kiilonb6z6
fajbol szarmazdé DNS szekvencia is jelen lehet az amplifikaciéo soran. Ezek kozott nagy
hasonlésag is eléfordulhat, ami az amplikonok kombinaléddsdhoz vezethet (Un.
heteroduplexek a heteroldg szekvencidk kereszt-hibridizaciojabol). Igy olyan miitermékek
(fals amplikonok) jelenhetnek meg, amelyek nem egyedi él61énybdl szarmazo, hibas DNS
kombinaciot tartalmaznak.*>%* A heteroduplex képzddés elsdésorban a primer templat

koncentracié csdkkentésével és a PCR ciklusszam valtoztatasaval csokkenthetd.*

3.2.2.3. A PCR reakcio ciklusszama

A PCR soran az amplikonok mennyisége csak egy bizonyos ciklusszamig aranyos a
kiinduldsi termékekkel. A masolasi hatékonysag csokkenésével, nagy ciklusszdm
alkalmazasakor a kiindulasi multitemplatban 1év6 mennyiség kiilonbségek a reakcid végére
részben kiegyenlitddnek. Ez a torzitds eredményezi azt, hogy a dominans €s az alacsony
egyedszamban jelenlévo baktériumok azonos intenzitasu fragmentként jelennek meg a PCR—
DGGE mintazatban. A rossz hatékonysaggal amplifikalodo — tobbnyire magas G/C tartalmu —
DNS templatok pedig a végeredményben, sok esetben egyaltalan nem mutathatoak ki*. Ez
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végiil ahhoz vezet, hogy nagyon komplex Osszetételii mintak esetén is a végeredményként

kapott ujjlenyomaton csak 40-45 dominans baktérium jelenik meg.
3.3. A DNS polimerazok tulajdonsagai

A DNS polimerazok donté szerepet jatszanak a DNS atirasban ¢és javitasban és ebbol
adodoan a molekularis biologiai modszerekben alkalmazott PCR reakciokban. A hdéstabil
DNS polimerazokat a molekularis biologiai modszerek széles spektrumaban alkalmazzak,
viszont a kapott eredmény fiigg az enzim pontossagatol, exonukleaz aktivitasatol, atirasi
sebességétdl, és extra nukteolid beépité (bunt end vagy overhang) képességétél®. A DNS
szintézis soran fellépd problémak (5. dbra) megoldasara, kiillonbozo tulajdonsaggal rendelkezo

DNS polimeraz enzimek alkalmazhatoak.

GC-gazdag
templatok
Hibézas a
DN dtirds WA
Soran ibitoro
PCR
komplikaciok
Aspecifikus Hosszil
PCR & litok
termékek empato

» 5. abra DNS polimeraz enzimhez kapcsolodo amplifikacios hibak.

3.3.1. Nehezen amplifikalhaté templatok
Gyakori probléma a hosszl, magas G/C tartalmt vagy hossza szekvencidk masolasa.
Szakirodalmi adatok alapjan a 80% feletti G/C par tartalom és/vagy 10kb feletti templat méret

7 . Ry I L r 4
esetén az amplifikacié mar nehezen valosithaté meg™.

3.3.2. Aspecifikus PCR termékek
Aspecifikus amplikonok keletkezhetnek, ha a DNS polimeraz alacsony hémérsékleten

(4-25°C) is aktiv. A reakcio 0sszemérésekor a primerek alacsony hémérsékleten (annealing,
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azaz hibridizacios hémérsékletiik alatt) is hibridizalhatnak egy nem komplementer
templathoz, amit az alacsony hOmérsékleten aktiv enzim nem specifikus termékekként
amplifikal. Ennek a hibanak a kikiiszobolésére fejlesztették ki az un. ,,hot—start” enzimeket,
melyek tartalmaznak egy hdéérzékeny enzimblokkold csoportot. Ez az enzim gatld csoport

levalik magas hdmérsékleten (94-95°C), és ez altal aktivalja az enzimet®'.

3.3.3. Hibas DNS atiras

A DNS polimerazok csokkent pontossagabol adédoan hibas (nem megfelelé nukleotidot
tartalmazo) amplikonok keletkezhetnek. A nem megfeleld nukleotid beépités javitasara egyes
DNS polimerazok hibajavit6 rendszert (3°—5’ exonukleaz domén) tartalmaznak. Ez a domén
felelds a hibasan beépitett nukleotid levalasztasaért, ami lehetévé teszi a komplementer bazis

rorer .45
beépitését™.

3.3.4. PCRinhibitorok

A PCR egy enzimatikus reakcid és ebbdl adoddan érzékeny olyan anyagok jelenlétére
melyek gatoljak az enzim miikodését. Ezek az un. PCR inhibitorok részlegesen vagy teljes
mértékben gatolhatjak a reakciot, ezaltal fals negativ vagy csokkent érzékenységii reakciohoz
vezetnek. A PCR inhibitor komponensek forrasa a legtobb esetben maga a minta matrixa,
mely a minta feltarasat kovetden egyiitt extrahalodik a DNS-el*®*%°° A mikrobialis
ujjlenyomat vizsgalatok sokszor tobblépéses (nested) PCR reakciok, mely soran az inhibitor
komponensek a PCR minden 1épésében okozhatnak interferenciat. Hatasuk meglehet6sen
széles spektrumu, jellemzden koncentr'cici(')ﬁigg(’i51 és eltérd a PCR reakciok soran®’. Az
inhibitorok jelenléte mar egyféle templat esetében is problémat okozhat a reakcid soran, de

multitemplatrdl torténd PCR soran kiilonosképpen fals eredményekhez vezethet, 33

Szervetlen komponensek (kationok)

A PCR inhibitorok egy igen heterogén csoportja a kémiai anyagoknak és az egyes
matrixok akar tobb inhibitor komponenst is tartalmazhatnak. Szervetlen komponensek koziil a
legjelentdsebbek a kationok (K*, Na*, Mg?* és Ca®"). A kalciumion, mint kétértékii kation,
méretébdl és toltésébdl adddoan lehetséges kompetitora a magnéziumionnak, mely a

polimerdz enzimek kofaktora. A magnéziumion felelds egyrészt a polimeraz enzim megfeleld
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crer

segiti a ANTP masik két foszfat csoportjanak levalasztasat (6. abra). Ennek kdvetkezménye,
hogy a Mg®* koncentracio jelentdsen befolyasolja az enzim aktivitasat és ez altal a PCR
reakcid miilkodését. A tal alacsony Mg?* koncentracié esetén eléfordul, hogy a DNS
polimeraz enzim nem tudja felvenni az amplifikacidhoz sziikséges konformacidt, ezért
kevesebb termék keletkezik. De ugyancsak gondot okoz a reakci6 soran, ha tal magas a Mg?*
koncentraci6, ahol a megndvekedett primer—templat komplex stabilitdsabol addédéan nem
specifikus PCR termékek vagy hibas masoldsok keletkeznek a nem megfelelé nukleotid

(ANTP) beépitésbol.

6. abra Taq DNS polimeraz aktiv centrumanak szerkezete az amplifikacié soran.

Mindebbdl latszik, hogy a Mg2+ ionnak kiemelt jelentdsége van a DNS templat
mésoldsa sordn, igy egy versengd ion — mint a Ca’*— gyakran gatolhatja a reakcio
sikerességét. A Ca®" elsGsorban a csontokban, szovetekben talalhatd nagy mennyiségben,

amellyel foként az archeoldgiai €s igazsagligyi vizsgalatok soran kell szamolni®, de

ugyancsak magas koncentracioban fordul eld a tejtermékekben, ami szintén gondot jelenthet
¢lelmiszerek PCR alapu VizsgélatainéISG.

Egy 0Osszehasonlitd tanulmany szerint, a polimeraz enzimek koziil a Taq (Taq és
AmpliTaqGold) a legérzékenyebb a Ca®* mennyiségére (1. tablazat). Fontos viszont

megjegyezni, hogy nem 6nmagaban a Ca”" koncentracidja hatirozza meg, hogy egy reakci6

crer

50,56

emelésével a Ca?* gatld hatasa csokkenthetd” ™. Ez utobbi az oka, hogy egyes tudomanyos

publikaciokban eltéré érték (0,2-3mM) talalhaté az enzim Ca?* tolerancidjara 56.57,58,
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Ca?" koncentracié (mM) Ing DNS templat mellett

DNS polimeraz*

0.2 1.0 2.0 4.0 6.0 8.0 10.0
AmpliTagGold ++ — — — — __ _—
Expand High Fidelity ++ ++ ++ — — — —
HotTub ++ ++ ++ ++ — — —
Pwo ++ +- — — — — —
rTth ++ ++ — — — — —
Taq ++ — — — — — —
THl ++ ++ +— S — __ __
Thi ++ ++ — — — _ _
Ultma ++ ++ — — — — _

+, nem gétolja a PCR reakciot; +, részben gatolja a PCR reakciot; —, teljesen gatolja a PCR reakciot™

AmpliTaq Gold DNS polimeraz (Thermus flavus); Expand High Fidelity (Expand HF) két DNS polimeraz keveréke (Taq
[Thermus aquaticus] és Pwo [Pyrococcus woesei]); HotTub DNS polimeraz (Thermus ubiquatous); Pwo DNS polimeraz
[Pyrococcus woesei]); rTth DNS polimeraz (Thermus thermophilus); Tag DNS polimeraz [Thermus aquaticus]; Tfl DNS
polimeraz (Thermus flavus); Tli DNS polimeraz (Thermus litoralis); Ultma DNS polimeraz (Thermotoga maritima)

1. tablazat Ca®* ion amplifikacié gatlé hatasa kiilonbozé héstabil DNS polimerazoknal.

Szerves komponensek

A PCR inhibitorok jelentds része szerves vegyiilet. E vegyliletek egy része, mint a fenol,
etanol, poliszacharidok, SDS, CTAB, szacharéz, az izolalas soran keriilnek a DNS-t
tartalmazo oldatba>. E komponensek jelenlétének elkeriilésére a legeélravezetbb olyan DNS
utétisztitasi protokoll megvalasztasa, mellyel jelenlétiik minimalisra csokkenthetd. Erre
manapsag mar barmelyik kereskedelmi forgalombodl beszerezhetd DNS tisztitod kit alkalmas.
A minta matrixabol azonban ezeken kiviil még szamos inhibitor komponens keriilhet a PCR
reakcid elegybe:

e talaj, talajviz mintdknal elsésorban huminsavak, tanninok, polifenolok, fulvosavak® %!
e human vér-, szovetmintaknal a mioglobin, hemoglobin, heparin, 1gG, laktoferrin,

., - 62 63 64
proteinazok, melanin® ,63,6

e paleontologiai, archeoldgiai mintaknal Maillard termékek, csontalkotok, kollagén65 66

o novények, élelmiszerek esetében fenolok, poliszacharidok, pektin, proteazok®’ %
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Huminanyagok

A huminanyagok PCR-re gyakorolt gatld hatasa kiemelten kutatott teriilet, mivel
talaymintakbol torténd DNS alapi mérés sziikséges mind az agrarium, bioremediacios
karmentesités, paleontologiai, archeoldgiai leletek, de még igazsagiligyi, kriminoldgiai
vizsgalatok soran is. A huminanyagok jellemzden amorf, sotét szinii szerves komponensek
keveréke, melyek 4allati és ndvényi maradvanyok kémiai/biologiai lebomlasa soran
keletkeznek®. Oldhatosaguk alapjan a huminanyagokat harom csoportba soroljak:

(1) fulvosavak (FA), melyek gyakorlatilag savas és lagos kozegben is oldodnak,
(2) huminsavak (HA), melyek savas kozegben kicsapodnak,
(3) és azok a komponensek, melyek a huminanyagok oldhatatlan komponensei.

A DNS izolalast jellemzéen pH=7-8 kémhatasu, pufferelt kozegben végzik, ezért
elsésorban a fulvosavak ¢és huminsavak okozta szennyezésekkel kell szamolni, de
természetesen a huminanyag tartalom fiigg az alkalmazott DNS izolalasi modszertsl”. A
huminsavak nem jellemezhetéek egy egzakt molekulaszerkezettel. Jellemzden aromas,
heterociklusos gytriikk és kinonok kapcsolédnak random az alifas csoportokhoz (7. abra).
Oldallancukon poliszacharidok, peptidek és funkcios csoportok (karboxil, karbonil, fenolos,
alkoholos hidroxid) talalhatok, melyek alapvetéen befolyasoljak a huminsav kémiai
tulajdonsagait.

CHO

l
(CH-OH),

Sugar
COOH COOH a650
HO |
7 R—CH o
J; =1 '; g ©
0
HO \1 \ /
OH OH 0 =0
f6) TH
R"—(I:H
<I30 Peptide
TH
R

7. 4bra A talajban eléfordulé huminsavak Altalinos szerkezeti képlete.”

A huminsavak szerkezetiikb6l addddan hasonld fizikai—kémiai tulajdonsaggal
rendelkeznek, mint a nukleinsavak’?, emiatt a DNS—t kiszorithatjak az adszorpcios helyekrdl a
tisztitasi 1épések soran’>, ami csokkenti a DNS kinyerés hatékonysagat. Ennél komolyabb

problémat okoznak a PCR reakcid soran, mivel — foként savas koriilmények kozott — a szabad
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DNS molekuldkhoz kotédve csokkentik a DNS—DNS hibridizacid hatékonysagat, vagy
,csapdazva” a DNS—, a polimeraz enzim szdmara teszik hozzéférhetetlenné®*"®"*. Funkcids
csoportjaikbol adédéan képesek a fémionok kelatolasara, igy a Mg® kotésére, melynek
hidnyaban a polimeréaz enzim inaktivva valik’>. A klasszikus PCR-en kiviil a huminanyagok
jelenléte a kvantitativ PCR (qPCR) soran is komoly problémakat okozhat. Elsdsorban olyan
qPCR sordn, ahol a fluoreszcens festékek (SYBR Green, Eva Green, Pico Green)
interkalalédnak a reakci6 soran keletkezd kettds szala DNS molekuldkhoz, és a mért gén
mennyiség a festék-DNS fluoreszcencia intenzitdsaval aranyos. A huminanyagok koziil a
huminsav esetében igazoltak, hogy a fluoroférfesték/DNS komplexhez képes kotddni, €s mint
statikus és dinamikus kiolté (quencher) molekula, a fluoreszcens jelintenzitast csokkenti’®.
Ennek kovetkezményeként a qPCR soran, a fluoreszcencia gatlasbol adéddan, még huminsav
rezisztens DNS polimeraz enzim alkalmazasa mellett is fals eredményt kaphatunk. Egy talaj,
tipusatol fiiggben, akar 5-8 mg/g huminanyagot is tartalmazhat, amelynek kozel 1%-a DNS
izolalast kdvetden is a DNS—t tartalmazoé oldatban marad®®. Ez az adat egyértelmiien tiikrdzi,
hogy a PCR reakcio sordn érdemes szdmolni a jelenlétével. Természetesen manapsag mar
szamos olyan DNS tisztitdsi modszer hozzaférhetd, amivel nagy tisztasagi DNS éllithat6 el
— leginkabb a magneses gyongyos eljarasok —, viszont olyan mintak vizsgalatakor, amikor
csak korlatolt mennyiség all rendelkezésre (pl. archeoldgiai mintak, igazsagiigyi vizsgalatok),
vagy a multitemplat vizsgalatok soran, ahol az alacsony egyedszamban jelenlévo
mikroorganizmusok kimutatasa is sziikséges, nem biztos, hogy a legnagyobb tisztasagu DNS

tisztitadsi modszer alkalmazéasaval a valodi Osszetétel reprezentalhato.

Vér PCR gadtlé komponensei

A vér az egyik leggyakrabban vizsgalt PCR inhibitor anyag. Mar 0,004 v/v%-—0s
jelenléte is teljes mértékben gatolja az AmpliTaq és Taq DNS polimerazok miikdését’’. Ezt a
PCR gatlo hatast korabbi feltételezések a hem, antikoagulansok és EDTA Mg2+ kelatold
tulajdonsagéhoz kototték. Ezt kovetden bizonyitottak, hogy tobb olyan molekula is talalhato a
vérben, ami a DNS—hez vagy a polimeraz enzimhez kotédve gatolja a PCR reakciot. Nem
elhanyagolhatd gatlé hatasa van az immunglobulinoknak (1gG) is. Az IgG ho hatasara az
egyszali DNS molekuldhoz k6tédik igy gatolja a templat DNS maésolasat’’. Meglepé médon
egyes DNS polimeraz enzimek — mint a rTth DNS polimeraz (Thermus thermophilus) —

mellett nem tapasztalhato gatls. Ezt jelenleg az enzim egyedi szerkezetével magyarazzak'®,
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Hasonl6 PCR gatl6 hatdsa van a véralvadasgatloként alkalmazott heparinnak, ami
kapcsolodhat szintén a DNS templathoz vagy a polimeraz enzimhez™,®. A véralkotok koziil
szintén igazolt PCR gatlo hatdsa van a hemoglobinnak és laktoferinnek. Ezeknek a
fehérjéknek a hatasat egyrészt vas ionjukhoz, masrészt a molekuldk DNS kompetitor
hataséhoz kotik ""®82 A vér okozta PCR inhibicio csdkkentésére egy igéretes megoldas
szérumalbumin (BSA - bovine albumin serum), betain, Chelex gyanta vagy gp32 (T4 gene 32
protein) hozz4adésa a reakcioelegyhez®® .

A DNS polimeraz enzimek inhibitor érzékenysége eltér6. Tobb enzim (Tfl, Tli és Pfu)
esetében igazoltak, hogy akar 20% vért tartalmazé reakcidelegyben is képes a kivant méretii
termék amplifikalasara®. S6t, a Taq polimerdz rezisztencidja is nagysagrendekkel
cseréjével83. A kereskedelmi forgalomban is szdmos vér komponensekre rezisztens DNS
polimeraz elérhetd. Legjelentdsebbek a KOD FX, Mighty Amp, Hemo KlenTaq, Phusion
Blood II, KAPA Blood, és BIOTAQ, melyek koziil a KOD FX és BIOTAQ esetében
igazoltak kiemelkedd rezisztenciat (~40v/v% vér), s6t a KOD FX a BIOTAQ-kal szemben a
40v/v% vérhez még 0,05% Tween 20 hozzaadasa mellett is képes a megfeleld méretli termék
amplifikalasara. Az 0Osszehasonlitdé tanulmdnyban a szerzOk az eredmények alapjan
egyértelmien a KOD FX DNS polimeraz enzimet tartjak a legalkalmasabbnak parazitak,

patogének vérbdl torténd azonositasara®.

3.4. DNS polimeraz enzimek

Az el6zd fejezetben részletezett hatdsok mind hozzdjarulhatnak, hogy az amplifikacid
soran fals negativ eredményt vagy nem megfeleld méreti amplikont kapjunk. Ezeknek a
hibaknak a kikiiszobolésére ma mar a kereskedelmi forgalombdl szdmos nativ enzim vagy

genetikai modositassal elallitott DNS polimeraz enzim beszerezheto.

3.4.1. Nativ DNS polimeraz enzimek

A DNS polimeraz enzimek a DNS templat iranyitott szintéziséért felels Katalitikus
enzimek. Az elsé nukleinsavakat tartalmazo szervezetek megjelenése o6ta — foldtorténeti
kutatdsok alapjan kozel 3,5-3,8 millidrd éve — tart a nukleinsavak szintéziséért felelds
enzimek evolucioja a megfeleld sebességli és pontossagu genetikai informacid atirasaért és

tovabbitasaért.
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A DNS polimeraz enzimek osztalyozasat elészor — kozel 20 évvel ezeldtt — Ito és
Braithwait irta le, akik az enzimek aminosav sorrendje alapjan négy csaladot (A, B, C és X)
kiilsnbdztettek meg®. Az utobbi évtized nagy mennyiségili szekvencia adatainak ismeretében
ezek az — elsésorban filogenetikai azonossagra épiilé — csoportositasok tjraértékelddtek és

jelenleg hét 6 DNS polimeraz enzim tipust (csaladot) kiilonboztetnek meg (2. tablazat).

Az ,,A” csaladhoz tartozd DNS polimerazok a legjobban feltérképezett enzimek a hét
csalad kozil. Ide tartoznak a mar szinte ,,allatorvosi lonak™ nevezhet6 Escherichia coli (E.
coli) Klenow fragment, Bacillus subtilis DNS polimeraz 1., Taq polimeraz, T7 RNS és DNS
polimeréaz és a Kronberg altal jellemzett E. coli DNS polimeraz I is®®. A Taq polimeraz | a
Thermus aquaticus torzs enzime, melyet talan a legtobben alkalmaznak a vilagon. Elészor
1976-ban a Yellowstone Nemzeti Park 70°C—os forrasabol izolaltak®”. Mivel az enzim
aktivitasat megdrzi a DNS kettdsszal denaturalasdhoz sziikséges homérsékleten is —
jellemzéen 94 C-on —, ennek az enzimnek felfedezése adott lehetoséget olyan reakciok
kivitelezésére, melyben az ismétlddd ciklusok soran (denaturdcid, primer hibridizacio,
extenzio) egy DNS szakasz felsokszorozhatd anélkiil, hogy az egyes ciklusok el6tt iijabb és
ujabb enzimet kelljen adni a reakcioelegyhez. Ez alapozta meg, hogy a PCR végiil rutin
laboratoriumi technikava ndéje ki magat. A kilencvenes évek soran az enzim—DNS egyiittes
kristalyos szerkezetének vizsgalatdval mar az enzim katalitikus részei, aktiv centrumai is

tanulmanyozhatova valtak®,

Az E. coli DNS polimeraz l.—hez hasonléan a Tag DNS polimerazrol is levaghato egy
aktiv alegység ugy, hogy megoérizze polimeraz tulajdonsagat, igy jott 1étre a ma mar csak
Klentag—ként ismert DNS polimeraz. Az enzim miikodésének részletesebb feltérképezése Li
¢s munkatarsai nevéhez kotddik, akik az enzim/primer/templat DNS egyiittes kristalyos
szerkezetének létrehozéasaval az enzim aktiv konformécié valtozasait is azonositani tudtak®.
Az A csaladba tartozo DNS polimeraz enzimekben eddig hat konzervalt régidt azonositottak,
melyekbdl kettd (A és B alegységek) a DNS atirds pontossagaért €s szubsztrat specifitasért

felel®"
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DNS
polimeraz DNS masolasi
enzim tulajdonsag polimeraz sebesség pontossag hivatkozas
tipusok enzim kbp/perc
(csaladok)
baktériumok 5-3 Taq 1-4,8 1,8x10°-8x10° | ™
virusok, exonukleaz | Tfl és Tth 1,5-4 8.3-9.0x10° %
eukariotak egyes Thbr n.a. n.a.
A enzimeknél | Tca 1-23 n.a. %
3-5 Hot Tub n.a. n.a.
exonukledz | Tma n.a. 7,4x10-5-32x10- | %
Tne n.a. 5
y—proteo— 3-5 KOD 6-7,8 2,6x10° »
baktériumok | exonukleaz | Tli (Vent™) 1,0 4,5%10°-2,8x10° | *°
eukariotak Pab (Isis™) 048 | 6,7x10°-6,6x107 |
archedk Pfu 05-15 | 22x10°0,7x10° | %
virusok Deep Vent™ 14 12x10°%-2,7x107° | %
. Pwo n.a. n.a.
Tgo 15 5,6x10°-35x10° | %
Tfu 032 | 53x10°2,8x10° |
Tpe 2 3,4x10° 10
Tzi 0,5-1,0 2x10°8 o
baktériumok 35 Pol Il 102
kriptikus exonukleaz 103
¢ fagok
plazmidok
Metanogén, 35 Pfu—Pol D 104
halofil, exonukleaz | Pab-Pol D 105
b hipertermofil
archeak
eukariotak 3°-5 Pol B,A,u e
% exonukleaz
baktériumok 35 Pol IV, Pol V, 107
Y eukariotak exonukledz | Pol v, k
archeak
eukariotak reverz HIV RT 108
RT retrovirusok | transzkriptaz | telomerdz
telomeraz

2. tablazat Polimer4z enzimek és csoportositasuk.'”
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A kereskedelmi forgalomba keriilt enzimek kozott foként az A és B tipusu DNS polimeraz
enzimek talalhatoak meg'', azonban a molekuléris bioldgiai modszerek egyre szélesebb korii
alkalmazasa ujabb €s ujabb enzimek keresésére 0sztonzi a kutatdkat. Az, hogy egy adott PCR

alapt modszerhez melyik a legalkalmasabb DNS polimeraz, szamos tényez6tol fiigg:

J DNS polimeraz enzim hdstabilitisa — DNS polimerdz enzim 95 C-100°C kozotti
¢élettartama,

. vizsgalt minta matrixa,

. amplikon hossza,

o a templat DNS guanin—citozin tartalma, szekvenciaja™*

° ionosszetétel, ANTP koncentracid 112,113

egyéb adalékok, mint DMSO, formamid, BSA, etilén—glikol vagy 1,2—propan—diol

114,115,116, 117
alkalmazasa .

KOD DNS polimeradz enzim

A kisérleteink soran egy kevéssé ismert DNS polimeraz enzimet, a KOD DNS
polimeraz enzimet (KOD Hot Start, Novagen) alkalmaztuk.

A KOD DNS polimeraz enzimet a ’90—es években, Japanban, a Kodakara szigeten talalhato
102 °C—o0s vulkanikus hoéforrasbol (8. 4abra- 9. abra) izolalt hipertermofil archaea
Thermococcus kodakaraensis KOD1 (korabbi nevén Pyrococcus kodakaraensis KOD1)

torzsbdl azonositottak és jellemezték elészor™.

8. abra Kodakara sziget, Japan 9. abra Solfatara (Kodakara, Japan)

A KODI1 torzsben azonositott B csaladba tartoz6 DNS polimeraz, a Taq DNS polimerazhoz
képest tobb kiemelkedd tulajdonsaggal rendelkezik:

e 3'—5'exonukledz, hibajavito aktivitas,
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e magas processzivitas (>300 bazis),

¢ kiemelkedd masolasi sebesség (106—138 bp/masodperc)

A KOD DNS polimeraz enzim nemcsak a Taq DNS polimerazzal szemben mutat kedvezobb
tulajdonsagokat. A hipertermofil Pyrococcus furiosus Gsbaktériumbol szarmazé DNS
polimeraz enzimet (Pfu) a Taq polimeraznal jelentGsen nagyobb héstabilitasa és hibajavito
tulajdonsaga miatt alkalmazzak olyan PCR reakcié soran, ahol fontos a pontos masolas. A
KOD DNS polimeraz enzim rendelkezik a Pfu enzim szamos elonyds tulajdonsagaval,
mindemellett processzivitasa és masolasi sebessége is magasabb (3. tablazat). A Pyrococcus
sp. KODI1 archaea torzsbél izolalt KOD DNS polimeraz enzim &tszor nagyobb masolasi
sebességgel (100-130 nukleotid masodpercenként) és tobb mint tizszeres processzivitassal

118 A Pfu enzim

rendelkezik, mint a Pfu, mik6zben mutacids gyakorisaga hasonlo (4. tablazat)
hatranya, hogy masolasi sebessége Kisebb, mint a Taq polimerazé, 1-2 perc alatt amplifikal 1

kbp méreti DNS szakasz—t 72°C—on.

DNS polimeraz enzimek
tulajdonsagok

KOD DNS Pfu DNS Taq DNS
polimeraz polimeraz polimeraz
Eredet Gsbaktérium Gsbaktérium baktérium
Molekula méret (kDa) 90.0 90.1 93.9
optimalis hdmérséklet (°C) 75 75 75
pH optimum 75 °C—on 6.5 6.5 8.0-8.5

hostabilitas (,,élettartam™)

95°C—on 12 ora;
100°C—-on 3 6ra

95°C—on 60ra;

100°C—on 2.96ra

95°C—on, 1.6 6ra

5'—3' exonukleaz aktivitas nincs nincs van
3'—>5' exonukleaz aktivitas van van nincs
terminalis transzferaz - - +
processzivitas (nukleotid) >300 <20

masolasi sebesség 106-138 o5 61

(nukleotid/masodperc)

3. tablazat DNS polimeraz enzimek tulajdonsagai.

A KOD DNS polimeraz enzim folyamatos fejlesztésének eredménye, hogy jelenleg mar két

olyan modositott valtozata is elérhetd, ami masolasi pontossagaban megkdozeliti (KOD FX)
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vagy akar feliil is mulja (KOD Plus) a Pfu DNS polimerazt (4. tablazat).

Mutaci6 gyakorisag (x10°)

KOD Plus DNS polimeraz enzim 3.4

KOD FX DNS polimeraz enzim 131
Pfu DNS polimeraz enzim 10.6
Taqg DNS polimeraz enzim 141.2

4. tablazat KOD DNS polimeraz enzimek mutacios gyakorisaga.
(http://www.toyobo—global.com)

A KOD DNS polimeraz enzimet azért valasztottuk az Gsszehasonlitd vizsgalatainkhoz, mert
alkalmazasaval korabbi kisérleteink soran sikeresen amplifikaltunk nagyméretii G/C gazdag

119 .
, valamint az alacsony mutacios gyakorisdgabol, processzivitdsabol és masolasi

templatokat
sebességébdl adodoan igéretes enzimnek latszott pontosabb és gyorsabb amplifikaciokhoz

mikrobialis dsszetétel vizsgalatok soran.

3.4.2. Moddositott DNS polimeraz enzimek

DNS polimeraz enzimek modositasaval szamos, a kiilonb6z6 nativ enzimekben
jelenlévd elonyos tulajdonsagok egyesithetéek. A moddositds mutacioval vagy alegységek
fuzigjaval valosithatd meg. Mutacidval novelheté az enzim hoéstabilitasa, inhibitor
Egyik ilyen fuzioval eldallitott enzimcsoport a kiméra DNS polimerdz enzimek. Ezeknél a
polimeraz enzimeknél kiilonb6z6 eredetli, polimerizacidé szempontjabol elényos
tulajdonsagokkal rendelkezd fehérje alegységeket kapcsolnak Ossze. Ilyen példaul az N—
terminalis végén Tth és C—terminalis végén Taq alegységet tartalmazo kiméra DNS polimeraz
enzim'®. A kiméra enzimek nemcsak az egyes alegységek tulajdonsagaival rendelkeznek,
hanem a faziot kovetden a nativ enzimhez képest jellemzOen jobb tulajdonsagokat is
mutatnak. Példaul, a Tth-Taq kiméra DNS polimeraz enzim hibazasi gyakorisaga hatszor

alacsonyabb, mint a Tth enzimé*®.

Masik példa a kiméra enzimre a Pod és Kofu, melyek a Pfu és KOD DNS polimerazok
doménjeit tartalmazzak. A Kofu a KOD N-terminalis exonukledz és C—terminalis (thumb)
alegységeit tartalmazza, mig a ,tenyér”(palm) ,ujjak”’(finger) domén a Pfu polimerazbol

szarmazik (10. abra).
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KOD Pfu KOD
) £
L, lenyer” és Kofu
»Ujjak’” domén
Pfu KOD Pfu

JHhiivelykujj”
domén

Pod

Exonukleaz
domén

10. abra Kofu és Pod kiméra DNS polimeraz enzimek alegységei.

A Kofu masolasi sebessége (106—-138 nukleotid/masodperc) és processzivitasa (<300
nukleotid) hasonldé a KOD polimerazéhoz, mig masolasi pontossaga megegyezik a Pfu—éval
(2,0><1076). Mig a Pod masodpercenként 25 nukleotidot masol, processzivitasa (<20
nukleotid) és hibazasi gyakorisaga a KOD-dal megegyezd (4,45x10 °)'?!. Ez utdbbi kiméra

polimerazokat a Kapa Biosystem szabadalmaztatta is 2010-ben.

Maodositott DNS polimeraz enzimek egy masik jelentds csoportjat alkotjak a fiizios DNS
polimeraz enzimek. A flziés enzimekben a fuzionaltatott alegység elsGsorban a DNS
(egyszall vagy kettds szall) stabilizalasaért felel. Az egyik ilyen alegység az Sso7d fehérje,
ami egy hipertermofil archaea baktériumnak (Sulfolobus solfataricus) a 7kDa méreti, kettés
szalu DNS koto fehérjéje. Ez az alegység felelds a nativ enzimben a kettés szalu, genomialis

122

DNS stabilizalasaért, ezaltal megkonnyitve a DNS polimeraz enzim miikodését™ . A Taq és

Pfu polimeraz enzimek esetén Wang és munkatarsai igazoltak el6szor, hogy a Sso7d alegység

crer

122 Hasonléan, a Tpa (Thermococcus

esetében tizenhétszerese, mint a nativ enzimnek)
pacificus) és KOD polimeraz enzimek esetében is hasonlé mértékli processzivitas novekedést
tapasztaltak'?. A masik fehérje, amit szintén fizids polimeraz enzimek konstrukciéja soran
alkalmaznak, az egyszali DNS kotésért felelés SSB (Single Strand Binding) fehérje. 2013—
ban szabadalmaztattdk az elsé ilyen fuziés DNS polimeraz enzimet, amely a Tzi
(Thermococcus zilligi) DNS polimeraz enzimét és az SSB fehérjét tartalmazza'®. A fizids
DNS polimeraz enzimek koziil eddig csak a Phusion (Pfu DNS polimeraz enzim Sso7d
fehérje alegységgel) enzim keriilt kereskedelmi forgalomba. Az enzim eldnyos

tulajdonsagainak a kiemelked6 masolasi pontossagot, specifitast és a hosszt, G/C gazdag

templat masolasi képességét tartjak.
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3.4.3.DNS polimerazok kozotti eltérések és feltéelezett hatasa a PCR-DGGE mintazatra

A DNS polimerazok csak bizonyos pontossiaggal végzik a DNS masolasat. A
mindenképpen megjelend hibakat (pont mutacidk) egyes polimerdzok képesek korrigalni (3’—
5’ exonukleazt tartalmazd un. proofreading DNS polimerazok), masok nem rendelkeznek
ilyen hibajavito képességgel (pl. Taq DNS polimeraz). Ennek eredményeképpen a masolasi
hibak feldusulnak az amplikonokban, igy mutans amplikonok keletkeznek. Mivel a PCR—
DGGE képes egy—két nukleotid szekvencia eltérés felbontasara is, ez hamis eredmények

megjelenését okozhatja a mintazatban.

A PCR-DGGE vizsgélatokhoz tulnyomo6 tobbségben a Tag DNS polimerazt
alkalmazzak annak ellenére is, hogy szamos hibajavitasra képes polimeraz is hozzaférhetd
kereskedelmi forgalombol. Ilyen polimeraz enzimek példaul a Pfu, Vent, valamint a
kisérleteinkben alkalmazott KOD ¢és Phusion is, amelyek 1ényegesen kisebb valoszinliséggel
épitenek be hibas nukleotidot az amplikonba. Mindebbdl arra kovetkeztethetiink, hogy a
PCR-DGGE pontossdganak novelése érdekében elényds lenne hibajavitd funkcioval
rendelkezd polimerdz enzimet alkalmazni, azonban ennek részletes elemzésére vonatkozdlag

csak kevés irodalmi adat talalhato.

Mindezeken kiviil, bizonyos szekvencia 0sszetételi templatok a polimeraz enzimek
eltérd karakterébdl adddoan eltérd hatékonysaggal (konnyebben vagy nehezebben)
masolhatoak. A Taq polimerdz enzim esetében igazolt, hogy G/C gazdag templatokat a B
tipusu polimeraz enzimekhez képest nehezebben masolja, és nagyobb valdsziniséggel alakit
ki delécidos mutaciokat'?®. Viszont egyes szekvencidk esetében a Taq polimeraz alkalmazasa
eldnyosebb. Ilyenek példaul bizonyos egyedi G/C gazdag szekvencidk (GGGGG és
GGGGHGG ") vagy az idei évben ismertetett TT(N)MGCCTC'® szekvencia, melyek
kifejezetten a B tipusi DNS polimeraz enzimeket blokkoljak.

A fentiek alapjan, kisérleteinkhez a két nativ DNS polimeraz enzim (Taq és KOD)
mellé, az amplifikacios képességeik, inhibitor érzékenységeik és DGGE mintazatra gyakorolt

hatasuk vizsgalatahoz és 6sszehasonlitashoz a Phusion DNS polimeraz enzimet valasztottuk.
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4, Célkitizések

Napjainkban a PCR alapu technikdk alkalmazasa mar elkeriilhetetlen mikrobidlis 0sszetétel
vizsgalatok soran, mivel ez ad lehet6séget arra, hogy a klasszikus mikrobioldgiaval,
tenyésztéses modszerrel nem vizsgalhatd mikroorganizmusokrol és azok tulajdonsdgair6l
informaciot kapjunk. A kapott eredmény azonban nagymértékben fiigg attol, hogy milyen
mintavételt, minta el0készitést és milyen mérési modszert alkalmazunk. Kiilondsen fontos ezt
figyelembe venni olyan vizsgalatok soran, ahol a kisérlet végeredményét tobb egymast kdvetd
Iépés soran alkalmazott modszerek Osszessége hatdrozza meg. Egy ilyen, tobb 1épést
tartalmazd modszer a mikrobialis Osszetétel vizsgalatokhoz gyakran alkalmazott PCR-DGGE
is. A kapott PCR-DGGE mintazatot alapvetden befolyasolja a DNS kinyerésének modja
(feltaras hatékonysaga, DNS tisztasdga, mennyisége stb.) és a DNS—rdl torténd amplifikéciod
soran alkalmazott polimerdz enzim jellemz6i. Komoly problémat jelent a magas G/C tartalmt
templatok amplifikacioja, melynek eldsegitésére adalékanyagokat (pl. DMSO) alkalmaznak.
Ez a probléma azonban elkeriilhetd lehet un. tobblet tulajdonsadgokkal rendelkezd (magasabb
processzivitassal, hibajavitd képességgel rendelkezd stb.) DNS polimerdz enzimek
alkalmazasaval, melyek képesek a kis mennyiségii és G/C—gazdag DNS templatokat
hatékonyabban, pontosabban masolni. E kérdéskor a szakirodalom elsésorban a polimeraz
enzimek amplifikdcios képességének Osszehasonlitasaban jelenik meg, azonban a genetikai
»ujjlenyomat”-ra gyakorolt hatasuk még kevéssé kutatott. Ennek koszonhetd, hogy a
tudomanyos publikacidkban még mindig Taq DNS polimerdz enzimet alkalmaznak a PCR-
DGGE mintazatok készitéséhez.

A kutatdsi munkam elsddleges célja volt, hogy megtalaljuk azt a DNS izolalasi
modszert és amplifikacios koriilményeket, melyekkel a PCR-DGGE vizsgalat soran kapott
mintazat a legnagyobb faji diverzitast és legértékelhetobb mintazatot adja.

Mindezek alapjan munkam soran az aladbbi kérdésekre kerestiik a valaszt:
1. Melyik DNS-extrakcios médszer biztositia a legnagyobb fajgazdagsig detektdlasat

PCR-DGGE modszerrel?

Ehhez kapcsolddva, kutatdsi munkam elsé részében vizsgaltam, hogy talajmintak esetében a
DNS izolalas soran alkalmazott modszer milyen mértékben befolyasolja a kapott eubaktérium
specifikus DGGE mintazatot? A kisérleteink soran arra a kérdésre kerestiik a valaszt, hogy a

szakirodalomban talajmintakbol torténd bakteridlis DNS izolaldsdhoz leggyakrabban
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alkalmazott modszerhez (MoBio PowerSoil® kit) képest a sejtfeltaras soran egy erdteljesebb

kémiai lizist alkalmazva kimutathat6-e a kapott PCR-DGGE mintazatban eltérés a vizsgalt

talaj dominans baktériumtorzseire vonatkoz6an?

2. Van-e szamottevo hatasa az amplifikacio soran alkalmazott DNS polimerdznak a kapott
PCR-DGGE mintdazatra és a detektalt fajgazdagsagra?

A kutatasi munkdm maésodik részében az amplifikacios koriilmények modositasanak hatdsat

vizsgaltam PCR-DGGE vizsgélatok soran, kiilonds tekintettel arra, hogy milyen hatassal van

a kapott mintdzatra az amplifikacié soran alkalmazott DNS polimeraz enzim. Mivel a

szakirodalomban a Tag DNS polimerazt alkalmazzak, igy ehhez hasonlitottunk egy nagy

pontossagu és inhibitor rezisztens fuziés DNS polimeraz (Phusion) és egy kevésbé ismert, de

nagyméretli és C/G gazdag templatok masolasara képes polimeraz enzimmel (KOD) kapott

PCR-DGGE mintazatokat.

3. A mintakban jelenlévé PCR inhibitorok hogyan befolyadsoljak a kiilonb6z6 DNS
polimerazokat?

A kisérletek soran arra kerestiik a valaszt, hogy a DNS polimeraz enzimek mennyire

érzékenyek a leggyakrabban eldforduld inhibitor komponensekre (talaj, huminsav, vér). A

vizsgalt enzimek koziil melyik a legalkalmasabb inhibitor jelenlétében torténd amplifikaciora.

4.  Kornyezeti mintak vizsgdlata soran melyik DNS polimerazzal lehet a legjobb PCR-
DGGE mintazatot létrehozni?

5. PCR gadtlo anyagok jelenléte hogyan befolyasolja a multitempltarol készitett PCR-
DGGE mintdzatot?

A kisérletek segitségével arra kerestilk a valaszt, hogy az egyes DNS polimeraz enzimek

eltér6 amplifikdciot mutatnak-e multitemplat alkalmazdsa sordn, ami kiilondsen fontos

mikrobialis diverzitas vizsgalatok soran.
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5. Anyagok és mddszerek

5.1. DNS izolalasi modszerek és polimeraz enzimek hatasa DGGE mintazatra

5.1.1. Talajmintak

A DNS tisztitdas DGGE mintazatra gyakorolt hatdsanak vizsgalatdhoz karmentesitendd
teriiletrél szarmazo, szénhidrogénekkel szennyezett és szennyezést nem tartalmazé (kontroll)
talajmintakat hasznaltunk. A kisérletek soran alkalmazott talajmintak szénhidrogén tartalmat

és Osszetételét az 5. és 6. tablazat tartalmazza.

Azonositd Eredet Talajszennyez0 szénhidrogén koncentracidja
2 VOC ¥ n—alkan
> PAH mg/kg > EPH mg/kg
mg/kg EPH mg/kg
szénhidrogénnel
1. . 819 9248 1864 890
szennyezett talaj
szénhidrogénnel
2. - 178 58 30

szennyezett talaj

nem szennyezett

talaj

5. tablazat A kisérletek soran alkalmazott talajok szénhidrogén dsszetétele.

1. 2. 3.
homok m/m % 73 53 79
iszap m/m% 14 23 11
agyag m/m% 11 24 10

6. tablazat A kisérletek soran alkalmazott talajok osszetétele

5.1.2. DNSizolalas

A talajmintakbol torténd DNS izolalashoz két kereskedelmi forgalomban beszerezhetd
DNS tisztito kit—et (1) MoBio PowerSoil® DNA Isolation kit (Elisabeth Pharmacon, Czech
Republic) (2) AquaGenomic™ oldat (MultiTarget Pharmaceuticals, LLC) — alkalmaztunk a
gyartd utasitasa szerint, valamint egy Mycobacterium DNS izolalasra fejlesztett modszert —

Kiser—modszer™. Ahhoz, hogy elkeriiljiik a pufferek kiilonbozdségébdl adodo eltéréseket, a
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modszereken annyi modositast végeztiink, hogy a DNS—t az utolsé 1épésnél steril vizzel

eludltuk az oszloprol.

A Kiser—modszer, melyet 2009-ben Késer és munkatarsai dolgoztak ki alkalmas kornyezeti

mintakbol Mycobacterium DNS izolalasra.

A modszer rovid leirasa: 200 mg talajmintat 300 pl steril SET pufferben (15% szacharoz,
0,05 M Tris [pH=8,5], 0,05 M EDTA) szuszpendaltunk fel. A sejtek feltarasahoz a mintakhoz
50 ul 100 mg/mi-es lizozim oldatot (Reanal) adtunk és 1 6ran at 37 °C—on inkubaltuk. Ezt
kovetden a mintakhoz 200 ul 10%—-0s SDS—t és 10 ul 10 mg/ml—es proteinaz K-t (Fermentas)
adtunk ¢és tovabbi 1 6ran at 37 °C—on, végiil 5 percig 70 °C—on inkubaltuk. A feltaras
hatékonysaganak novelésére a mintdkhoz 150 pl {iveggyongydt adtunk, majd 8 perc
vortexelés utan 2 percig centrifugaltuk (12 000 g). A fehérjék eltavolitasa 200 pl feliiliszobol
200 pl fenol-kloroform 1:1 aranyu keverékével tortént. A maradék fenol eltavolitasara a vizes
feliltiszot kloroformmal extrahdltuk. A DNS kicsapasa 10 ul 3M-0s natrium—acetat
(pH=4,83) mellett 250 ul 96%—0s etanol hozzaadasaval tortént —20 °C—on 20 percig. Ezutan a
mintakat 30 percig centrifugaltuk (12 000 g), majd a DNS—t kétszer 500 ul 70%—os etanollal

mostuk, majd steril fiilke alatt szaritottuk és 100 pl steril vizben vettiik fel.

A DNS izolalas sikerességét agaroz gélelektroforézissel ellendriztiik, a DNS mintakbol 2 pl-t
1%—os agardz gélen (1g agardz [Calbiochem] 100 ml 1XxTAE pufferben) futtatunk 1 kb Plus
DNA Ladder marker (Gene Ruler) mellett 130 V—on 30 percig. A PCR reakciok elvégzéséig
minden DNS mintat —20 °C—on taroltunk.

A DNS mennyiségét és tisztasagat fotometrias uton Nanodrop ND-1000 (Thermo Fischer

Scientific) késziilékkel hataroztuk meg.

A PCR reakciok és inhibicios kisérletek el6tt a DNS mennyiségét Qubit 2.0 fluoriméterrel
mértiik, Qubit dSDNA HS (High Sensitivity) Assay Kit—et alkalmazva a gyartd utasitasa

szerint.

5.1.3. A 16S rRNS gén és a V3 régié amplifikalasa

A kisérletek soran harom DNS polimeraz enzimet (Taq Fermentas; Phusion

Finnzyme; KOD Novagen) alkalmaztunk. Az egyes enzimek esetén alkalmazott reakciok
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Osszetételét az 7. tablazatban foglaltuk 6ssze. A 16S riboszoémalis RNS kodolo gént
(16S rDNS) eubaktérium specifikus primerekkel (EubB (27F) és EubA (1552R) PCR reakcio
segitségével amplifikaltuk™,

A DGGE mintéazatok készitésé¢hez a ,,GC—clamp”—pel rendelkezé 16S RNS gén V3 variabilis
régidjat (~200 bp hosszusag) amplifikaltuk, ahol templatként a 16S rDNS PCR termékeket

alkalmaztuk.
Alkalmazott enzim
Phusion DNS L
T aq_DNS polimeraz ul polimerdz enzim ul Kgr?z I?n]\éi gggn;fsaz ul
enzim (Fermentas) (Finnzyme) g
5xPhusion puffer HF
10xTaq puffer 3 (F-518) 6 10xKod puffer 3
2,5 mM dNTP mix 25 10 mM dNTP mix 0,6 2 mM dNTP mix 3
10 mM primer rev 1,5 10 mM primer rev 15 10 mM primer rev 0,9
10 mM primer forw 1,5 10 mM primer forw 1,5 10 mM primer forw 0,9
templat 1 templat 1 templat 0,6
Taq polimeraz 0,15 Phusion polimeraz 0,5 | KOD polimeraz 1U/ml 0,6
25 mM MgCl, 2,5 25 mM MgSO, 1,8
168 viz 17,85 16S viz 18,9 16S viz 19,2

7. tablazat Alkalmazott PCR 6sszetételek 30 pl reakcié térfogatra

A 16S gén V3 variabilis régidjanak amplifikalasahoz a 341F-GC és 534R primereket
alkalmaztuk®. A PCR soran alkalmazott primerek szekvencidit a 8. tiblazat tartalmazza. A
reakciok soran DNS polimerazokat a gyartd utasitasa szerint alkalmaztuk vagy kisebb
modositassal (azonos primer és enzim koncentracié mellett). Minden PCR soran alkalmaztunk

pozitiv és negativ kontroll reakciokat.

A 16S PCR reakciokat 30 ul, a DGGE PCR reakciokat 50 pl végtérfogatban mértiik
Ossze, az amplifikalast egy PTC 200 Thermalcycler (MJ Research) késziilékben végeztiik a
9.-10. tablazatban szereplé programokkal. Az 1,5 kb méretii 16S rRNS gént 1%—0s agardz
gélen (100 ml 1%-o0s TAE + 1g agardz + 2,5 pl ethidium—bromid (10 ng/ml)), a 200 bp
méreti 16S rRNS V3 gént 2%—0s agardz gélen 140 V fesziiltségen futtattuk, mintanként 2—2
ul—t felhasznalva. A fragmentek méretének ellendrzéséhez 1kb és 100 bp GeneRuler (Thermo

Scientific) létrat hasznaltunk. Futtatas utan a gélt UV fény alatt vizsgaltuk.
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primer célgén szekvencia (5 — 37) annealing hivatkozas
homérséklet (°C)
Eub-27F L CCATGAAGTCGGAATCGCTAG
eubaktérium 60 44
Bub- | 16SIDNS | ACTCCCATGGTGTGACGG
1552R
O | ubaktcrium | COCCCGCCGCGCGCEGCGGECEEGGCG
16S rDNS GGGGCACGGGGGGCCTACGGGAGGC 55 21
saur | | CEYR | ATTACCGCGGCTGCTGE
8. tablazat PCR reakciok soran alkalmazott primerek
Tag (Fermentas) KOD Hot Start (Novagen) Phusion (Finnzymes) Ciklus
szam
hémérséklet id6 hémérséklet id6 homérséklet id6
°C perc °C perc °C perc
Elédenaturacio 94 1 95 2 98 30 mp 1
Denaturacid
94 1 95 20 mp 98 10 mp
Hibridizacid
_ 55 1 55 10 mp 55 30 mp 30
(annealing)
72 1 70 40 mp 72 45 mp
Extenzid
Végso extenzid 72 5 70 5 72 5 perc 1
9. tablazat 16S rDNS amplifikacios koriilményei
Taqg (Fermentas) KOD Hot Start (Novagen) Phusion (Finnzymes) Ciklus
szam
hémérséklet id6 hémérséklet 1d6 homérséklet 1d6
°C perc °C perc °C perc
Elddenaturacio 94 1 95 2 perc 98 30 mp 1
Denaturacid
94 30 mp 95 20 mp 98 10 mp
Hibridizacid
] 55 30 mp 55 10 mp 55 30 mp 30
(annealing)
72 30 mp 70 10 mp 72 30 mp
Extenzid
Végso extenzio 72 5 70 5 72 5 1

10. tablazat V3 régié amplifikaciés koriilményei
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5.1.4. DGGE (denaturald gradiens gélelektroforézis)

A denaturald gradiens gélelektroforézist eldzetes kisérleteink alapjan 30-70%—0s
denatural6 gradiens koncentracié mellett — ahol a 0 %—os denatural6 oldat nem tartalmaz sem
ureat, sem formamidot és a 100%—0s denaturald oldat 40 v/v% formamidot és 42g/100 ml
ureat tartalmaz —, 8%—os poliakrilamid gélen (37:1 akrilamid (Sigma) — biszakrilamid (Sigma)
keverék 1x TAE pufferben) végeztiik. A denaturalé anyagok urea (Sigma) és formamid

(Molar Chemicals) volt.

Kozvetleniil a gélontés el6tt 16 ml denaturald oldathoz 6,5 ul TEMED—et (N,N,N',N-—
tetrametil—etiléndiamin) (Serva Electrophoresis) és 160 ul 10%-0s APS—t (ammonium-—
perszulfat) (Analar®) adva, 16x16 cm—es, 16 zsebes gélt ontottiink a Bio—Rad gélontd

rendszer segitségével a gyartd utasitasa szerint.

50 ul DGGE PCR termékhez 10 ul 6x DNA Gel Loading Solution (Quality Biological Inc.)

kevertiik és a futtatashoz minden mintabodl 25 pl—t vittiink fel.

A DGGE futtatast BioRad DCode Universal Mutation Detection System késziilékben 60 °C—
on, 150 V-on, 1x TAE pufferben 4 6ran at végeztiik. Elektroforézis utan a gélt 20 percig
etidium—bromiddal (0,5 ug/ml 1x TAE pufferben) festettiik, majd UV fény alatt vizsgaltuk és
VisionWorks®LS 5.5.0 szoftverrel dokumentaltuk.

5.1.5.PCR-DGGE mintazatok elemzése

A DGGE mintazatok elemzését a TotalLab gélkiértékeld szoftverek segitségével
veégeztiik (TotalLab TL120 1D és Phoretics 1D Pro, Nonlinear Dynamics, UK). A kiértékelés
soran hattérfestédés—korrekcid, lane—, illetve fragment detektalas (zaj csokkentés: 2) és
mintankénti osszevetés torténik.

A TotalLab TL120 1D program az 6sszehasonlitas soran egy mesterséges, un. referencia savot
hoz létre, ami az adott DGGE gélben el6forduld fragmentek 6sszességébdl all.

A mintakban azonositott 6sszes fragmentet tartalmazé binaris (1/0) adatmatrixbo6l kiindulva a
Phoretics 1D Pro program segitségével Dice koefficiens alapti hasonlosdgi matrixot
képeztiink. A mintdzatok kozotti hasonldsag leirasara a Dice—egylitthatoét alkalmaztuk,
segitségével a ,lane”—ek kozotti hasonlosag szazalékos aranya fejezheté ki. A Dice

egylitthatot a kovetkezd képlettel szamoltuk:
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D - 2*n(A,B)’
(nA +nB)

ahol n(A,B) az A és B modszerrel kapott mintazatok kozos része, nA és nB pedig A és B
modszerrel kapott DGGE mintazatban detektalt fragmentek szama, A és B az altalunk
alkalmazott DNS preparalasi modszereket, illetve az alkalmazott DNS polimerazt jeloli.

Az egyes mintazatokrol képzett hasonlosagi matrix alapjan hierarchikus osztalyozést
végeztiink. A hierarchikus osztalyozas a Phoretics 1D Pro programmal és a tavolsag—
optimalizalo6 UPGMA csoportatlag modszerrel (Unweighted Pair Group Method of Average)
tortént. A kapott eredményeket dendrogramon abrazoltuk. A fliggéleges tengelyen a mintak
azonositodjat, vizszintesen pedig az osztalyok dsszevondsanak szintjeit, a tdvolsagmértékeket

(hasonlosagi mértékek) tlintettiik fel.

A kapott DGGE mintazatok kozotti eltéréseket Venn diagramon abrazoltuk. Az alaphalmazok a
kiilonb6zé DNS extrakcids modszerekkel, illetve a kiilonbdzd polimerdz enzimekkel készitett
DGGE mintazatokban detektalhato fragment szamok voltak.

A mikrobak6zosség diverzitdsdt Shannon féle diverzitasi indexszel is vizsgaltuk, amit a

kovetkezd képlettel szamoltunk ki mindegyik mintazatra:
H'= Zis=l(pi *In p.) ,

ahol esetiinkben a H’ a Shannon féle diverzitasi index, p; az adott fragment intenzitasanak

a.

aranya egy mintazaton beliil az 6sszes fragment osszintenzitasahoz képest, P; = — ,

" a,
i=1 !

ahol a; az i—edik fragment abszolut intenzitasa, S a detektalt fragmentek szama.
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5.2. DNS polimeraz enzimek inhibitor érzékenységének vizsgalata

5.2.1. Mestersége konzorcium, PCR-DGGE marker készitése

Baktérium izolatumokbdl MoBio Ultraclean PCR tisztitd kittel DNS—t izolaltunk a
gyartd utasitdsa szerint. A tisztitott DNS-r6l 16S rDNS PCR-t végeztink. A PCR
termékekrdl a maradék templat DNS—t és oligbt EZ—Spin Column PCR tisztito kittel (Bio
Basic) levalasztottuk. Az egyedi fragmenteket pJET 2.1 blunt klonozé vektorba (Fermentas)
ligaltuk a gyart6 utasitasa szerint. A reakcioelegy Osszetétele az alabbi volt:

e 10 pl 2x reakcid puffer

1 ul pJET1.2 blunt klénozé vektor

1 ul PCR fragment
1 ul T4 DNS ligaz

7 ul nukledz mentes viz

A reakcidelegyet 20 percig inkubaltuk szobahdmérsékleten (22 °C), majd kozvetleniil
transzformaltuk Escherichia coli DHS5a kémiai kompetens sejtekbe: 200 pl jégen kiolvasztott
kompetens sejthez 10 pl ligalasi reakcidelegyet adtunk, majd 30 perc jégen inkubdlds utdn
hésokkoltuk, 40 masodpercig. 42 °C—on, 5 perc jégen valo lehiitést kovetéen 800 pul SOC
oldattal (2% Tripton; 0,5% éleszt6 kivonat; 10mM MgSO4; 10mM MgCl,; 20mM gliikéz;
10mM NaCl2,5mM KCI) egészitettiik ki az elegyet, majd 30 percig 37 °C—on inkubaltuk. Ezt
kovetéen ampicillint (100 pg/ml) tartalmazo LB (Luria—Bertani) taptalajra (10 g/l pepton,
59/l éleszt6 kivonat és 10 g/l NaCl) szélesztettiik a sejteket. Az antibiotikumon felnétt
sejtekbol plazmidot tisztitottunk (EZ-10 Spin Column Plasmid DNA Minipreps Kit, Bio
Basic). A tiszta plamidokat, amelyek tartalmaztak az adott szekvenciakat, azonos aranyban
Osszekevertiik. Ezen a plazmidkeveréken DGGE-PCR—-t mértiink 6ssze, a reakcio terméket
pedig DGGE gélen futtatva markerként hasznalhattuk. A plazmidokat E. coli kompetens
sejtben, torzsgyiijteményben —80 °C—on taroltuk.

A molekularis munkakhoz sziikséges DNS oligonukleotidok elkészitését az Integrated DNA
Technologies (BioScience Kft.), a DNS szekvenalasokat Micorsynth (Ausztria) cég és a
Magyar Tudomanyos Akadémia Bioldgiai Kdzpontja (MTA SZBK) szekvenald platformja

valamint a Xenovea Kft végezték.
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5.2.2. PCRinhibitor oldatok

Huminsav oldat és talajextraktum
A huminsav oldat készitéséhez standard huminsavat (H16752 Sigma) alkalmaztunk. A

crer

600 mg/ml—es koncentracié tartomanyban és 450 nm—en spektrofotometriasan (Hach—Lange

DR 5000 spektrofotométer) mértiik*°

. A spektrofotométeres mérés bizonytalansaga 3% volt.
Talaj extraktum készitéséhez 1 g viragfoldet (Florimo, altalanos viragfold) 10 ml KLA
pufferben (50 MM Tris, pH=9,5; 16 mM (NH4),SO4; 2,5mM MgCl, és 0,1% Tween)
szuszpendaltunk és 30 percig 75 °C—on inkubaltuk, 12 000 g—n 20 percig centrifugaltuk ¢s a
feliiliszot —20 °C—on taroltuk a felhasznalasig®.

Ver és vérszérum

Teljes vér: 5mM EDTA (antikoagulans) tartalmu kezeletlen vér. A vérszérumhoz a vért
szobahémérsékleten (22 °C) hagytuk 30 percig, majd a véralvadast kovetdéen 2000 g
fordulaton, 10 percig centrifugaltuk és a feliiluszot (vérszérumot) levalasztottuk. A vér és

vérszérum mintékat a felhasznalasig —80 °C—on taroltuk.
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5.3. PCRinhibitorok DNS polimeraz enzimet gatlé és PCR-DGGE mintazatra

gyakorolt hatasanak vizsgalata

5.3.1. PCRinhibicié hagyomanyos endpoint (végpont) PCR-rel

Genomialis DNS templatrol

A hostabil DNS polimeraz enzimek inhibitor érzékenységét 16S rRNS génspecifikus PCR
soran vizsgaltuk. A reakcidkeverék genomidlis DNS—r6l torténd PCR soran 5ng DNS
templatot tartalmazott, amit 0-0,6 pg/ml huminsav koncentracié mellett végeztiink. A PCR
soran a 9. tablazatban szereplé amplifikacios programokat alkalmaztuk. A PCR—t kdvetden a
termékeket 1%-—os agardz gélen futtattunk. Az a huminsav koncentracid, ahol a PCR—t
kovetéen az 1,5 kb méretli vart fragmentet kaptuk, még nem gatolta a polimeraz enzim

mukodését.

Plazmid DNS templatrol (mesterséges konzorcium)

A kisérletekhez egy mesterséges konzorciumot alkalmaztunk, melyet ismert baktériumtorzsek
16S rRNS génjét tartalmazod plazmidok 1:1 ardnyu keverékébdl készitettiink. A
plazmidkeverékrdl a 16S rRNS gént amplifikaltuk a 27F/Eub—1552R primerekkel, valamint a
plazmid inserteket a klonozo vektor (pJET1.2/blunt) primerjeivel. A két PCR soran tapasztalt
gatlo hatasat a 0-0,6 pg/ml koncentracidtartomanyban, a tobbi inhibitor (talajextraktum, vér
és vérszérum) PCR gatld hatasat 0-25 v/v% tartomanyban vizsgaltuk. A PCR sordn a
9. tablazatban szerepld amplifikaciés programokat alkalmaztuk. A PCR—t kovetben 2pl

reakcid terméket 1%—os agardz gélen futtattunk.

Az inhibitorok DGGE mintazatra gyakorolt hatasanak vizsgalatdhoz a 16S PCR
amplikonjairdl a 16S rRNS gén V3 régojat amplifikaltuk majd a reakcidterméket az 5.1.4
pontban leirt moédszerrel 30-60%—os denaturdl6d gradinst tartalmazé, 8%—os akrilamid gélen

futtattuk.
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6. Eredmények és értékelésiik

6.1. DNSizolalasi modszerek hatasa a PCR-DGGE mintazatra

A talaj és talajviz mintak olyan komplex matrixszal rendelkeznek, melyek molekularis
biologiai vizsgalata soran a végeredményt szamos tényezd befolyasolhatja. Ilyen tobbek
kozott a nukleinsav kinyerésének hatékonysdga és a kapott nukleinsav mindsége, melyek
dontéen meghatarozzak a vizsgalat eredményét. Mivel a talajbdl, talajvizekbdl szdrmazo
mintakat rendszerint nagy biologiai sokféleség és tobbféle PCR—inhibitor jelenléte jellemazi,
emiatt a vizsgalatuk kiilondsen nehéz feladatnak bizonyul. A szakirodalomban a mai napig
ujabb ¢és Ujabb DNS izolalasi eljardsokat ismertetnek, amelyek eltéré tisztasaga és

. . . ) 130,131,132
mennyiségii DNS kinyerését teszik lehet8ve!3013132,

Munkank els6 részében azt vizsgaltuk, hogy talajmintdk esetén a kiillonboz6 feltarassal
¢s tisztitasi 1épésekkel eldallitott bakterialis DNS—rdl készitett PCR-DGGE mintazatokban
tapasztalhatd-e jelentds eltérés, tovabba probaltuk megvalaszolni azt a kérdést, hogy az egyes
DNS extrakciés moédszerek alkalmazasa meghatirozhatja—e a vizsgélt populdciordl nyert
informaciot.

Kisérleteinket az 5.1.1 fejezetben ismertetett, valoés kornyezeti mintakon —
karmentesités alatt allo, két szénhidrogénnel szennyezett €s egy nem szennyezett (hattér)
teriiletr6l szarmazo6 talajmintan — végeztik. A DGGE-mintazatra gyakorolt hatas
vizsgalatahoz harom kiilonb6z6 DNS tisztitasi modszert valasztottunk (5.1.2 fejezet), melyek
kozil kettd kereskedelmi forgalomban beszerezhetd DNS extrakcios kit (MoBio PowerSoil®
DNA kit, AquaGenomic™ Kit) volt, valamint egy a szakirodalombél szarmazo®, erdteljesebb

kémiai feltarast alkalmazo DNS izolalasi modszer.

A MoBio PowerSoil® DNA kit egy talajmintdkra optimalizalt DNS extrakcios
modszer, mellyel nagy tisztasagu, de jellemzden kis mennyiségli DNS izolalhat6. Elénye,
hogy a mikrobidlis diverzitds széles spektrumat képes reprezentdlni és reprodukalhatod
eredményt biztosit. Ez utdbbi eldnyei miatt a szakirodalomban is jellemzden ezt a DNS
tisztitasi modszert alkalmazzak az altalunk 1s vizsgalt talajmintak

, (o por 22
tanulmanyozasahoz/feltarasahoz.

A masodik modszer, az AquaGenomicT'VI Kit egy multifunkcios DNS extrakcios

eljards, mely nemcsak baktériumokbol torténd DNS izolalasra alkalmas, hanem éallati és
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novényi szovetmintdk analiziséhez is. Nem igényel minta eldkészitést, a DNS izoldlasa
torténhet mind tiszta kultirdkbol, mind kornyezeti mintdkbol (pl. talaj). Kordbbi munkéank
soran tapasztaltuk, hogy egyes Gram-—pozitiv baktériumok a hagyomanyos DNS tisztitasi
modszerekkel nem tarhatéak fel, viszont e torzsekbol torténd DNS izolalashoz az

AquaGenomic™ Kit hatékonynak bizonyult'**,

A harmadik altalunk hasznalt DNS kivondsi modszer alkalmas olyan
mikroorganizmusokbo6l torténd DNS extrakciora, melyek nehezen tarhatoak fel vagy a
vizsgalt mintdban kis egyedszamban vannak jelen®!, azonban e modszert talajmintik

elemzésére korabban még nem vizsgaltak.

Munkank sordn a talajmintdkbo6l a harom kiillonb6z6é modszerrel DNS—t izolaltunk,
majd a kapott DNS mennyiségét és mindségét NanoDrop spektrofotométer segitségével
vizsgaltuk (11. tablazat). Mivel a harom DNS extrakcios modszer eltéré mennyiségii
talajmintabol torténd tisztitast javasol, ezért a konnyebb dsszehasonlitas végett az 1 mg talajra

vonatkoztatott DNS mennyiségeket mutatjuk be.

minta sorszama DNS izolalas modszere ng DNS/1mg talaj A260/A280 A260/A230
1. MoBio PowerSoil® DNA
) ) 6,17+£2,54 1,66+0,02 1,65+0,03
Isolation kit
AquaGenomic™ Microbe
) 42.37+12,25 1,52+0,54 0,67+0,10
Protocol kit
Késer—-modszer 57,58+15,31 1,44+0,18 0,68+0,10
2. MoBio PowerSoil® DNA
. . 6,78+1,78 2,69+0,07 1,15+0,04
Isolation kit
AquaGenomic™ Microbe
. 4,27+1,96 1,39+0,48 0,63+0,08
Protocol kit
Kéaser-modszer 20,09+7,78 1,52+0,22 0,68+0,12
3. MoBio PowerSoil® DNA
) ) 3,66+0,89 1,85+0,16 1,32+0,11
Isolation kit
AquaGenomic™ Microbe
) 2,78+1,02 2,04+0,65 0,87+0,14
Protocol kit
Késer—-modszer 23,87+4,45 1,38+0,17 0,74+0,08

11. tablazat Kiilonb6z6é DNS extrakciés modszerekkel kinyert DNS—ek mennyisége és tisztasaga.

Az atlagérték szamitashoz ot fiiggetlen mérésbdl szarmazo adatokat hasznaltuk
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A mért adatok alapjan elmondhat6, hogy mindharom talajmintanal a Kdser—-modszerrel
tudtuk a legnagyobb mennyiségli DNS—t izolalni. Az AquaGenomic'™ kit csak az
1. talajmintanal mutatott hatékonyabb DNS kinyerést, mint a Power Soil DNS extrakcios Kkit.
A kereskedelemben kaphato kit—es modszerekkel tisztitott DNS—ek mindsége mind a harom
mintandl jobb volt, mint a Kédser mddszerrel, ami a kereskedelmi moddszerek szilardfazisa
extrakciot alkalmazo tisztitd 1épéséhez kothetd. A huminsavak 230nm és 320nm-en adnak
jellemz6 fényelnyelést, igy az alacsony A260/A230 érték a talajbol szarmazd huminsav

szennyezésre utal.

Munkank kovetkezo 1épésében, a PCR-DGGE vizsgalattal arrol probaltunk informaciot

kapni, hogy kiilonb6z8 DNS extrakciés modszerek alkalmazasanal tapasztalhato-e eltérés
e atalajmintakrodl készitett ,,ujjlenyomat” képen;
e adetektalhaté dominans baktérium torzsek diverzitasaval aranyos sdvok szdmaban;

e amintazatban megjelend sdvok intenzitas eloszlasban?

A PCR-DGGE vizsgalathoz a hdromféle DNS extrakcidos moddszerrel tisztitott DNS

crer

amplifikaltuk.

0] @ )

11. abra DNS izolalasi mddszer hatasa a PCR-DGGE mintazatra.

Az alkalmazott harom talajminta baktériumkozosségének molekularis ujjlenyomata 8% AA—bisAA,
30-70%—os denaturald gélen (negativ képek): a: MoBio PowerSoil® DNA Isolation kittel izolalt DN'S
templatrol b: AquaGenomic™ Microbe Protocol kittel izolalt DNS templatrol ¢: Kédser —-modszerrel
izolalt DNS templatrol.
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A PCR reakcidhoz minden minta esetében azonos mennyiségii (5 ng) templat DNS—t
alkalmaztunk. A gradiens gélelektroforézis utan kapott mintazatokat (12. abra) a TotalLab
Phoretix 1D Pro szoftverrel értékeltiik. A program segitségével meghataroztuk az egyes sav
mintazatokban kimutathato fragmentek szamat. Ezt kovetéen az egyes mintdzatokban
detektalhaté azonos és eltéré fragmentek szama alapjan kiszamitottuk a harom DNS
extrakcios modszer alkalmazasaval készitett DGGE mintazatok kozotti hasonldsagot (12.
tablazat). Az egyes DNS extrakciés modszerek kozotti hasonlosag mérésére a Dice

egylitthatot alkalmaztuk.

Detektalt fragmentek szama® Hasonlésagi index”

. . Kiser— Drowersoil DAquaGenomic Dpower soil
Power Soil  AguaGenomic

mo dsze r AguaGenomic Kiser— modszer Kdser-modszer

Talajminta

1. 15 13 17 0,79 0,67 0,50
2. 22 28 33 0,80 0,79 0,69
3. 25 29 31 0,85 0,83 0,75

% a DGGE mintazatokban detektélt fragmentek szdma;
® a DGGE mintézatokra szamolt hasonlésagi index (Dice egyiitthato)

12. tablazat A detektalt fragmentek szama és a kiillonb6z6 DNS izolalasi modszerekkel kapott

DGGE mintazatok kozotti hasonlosag.

Eredményeink alapjan elmondhato6, hogy mind a harom talajmintanal a Kdser—-modszer
esetében kaptuk a legmagasabb diverzitast. A két kereskedelmi forgalomban kaphat6 kit-tel
elvégezheté modszerek kozil az 1. mintanal a MoBio PowerSoil® kit—tel, mig a 2. és 3.
mintanal az AquaGenomic'™ Kit—tel izolalt DNS templatrol tudtunk nagyobb diverzitést
kimutatni (12. tablazat).

A legmagasabb Dice egyiitthato értéket a MoBio PowerSoil® kit és AquaGenomicT'vI
kit (0,79; 0,80 és 0,85) kozott tapasztaltuk (12. tdblazat). Ezt kovette az AquaGenomicTM és
Késer—-modszer kozti hasonlosag (0,67; 0,79 és 0,83). A MoBio PowerSoil® kit és Kiser—
modszer alkalmazasaval készitett mintazatok kozott tapasztaltuk minden esetben a
legnagyobb eltérést.

A Dice egyiitthatok meghatarozasdhoz képzett hasonldsagi binaris matrix hierarchikus

osztalyozasaval dendrogramokat szerkesztettiink (12. abra) ¢és a kiilonb6zé modszerekkel
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kapott mintazatokban talalhatdé azonos ¢és eltéré fragmentek szemléltetéséhez Venn—

diagramokat készitettiink (12. abra).

A kiilonb6zé DNS izolalasi mddszerekkel kapott DGGE mintazatokat dsszehasonlitd
dendrogramok és a Dice egyiitthatok értékei alapjan elmondhatd, hogy a vartnak megfelel6en,
a két kereskedelmi forgalomban kaphato DNS izolalo kit segitségével tisztitott DNS—ek

esetében kaptunk hasonld mintazatot.

A Venn—diagram ennél kicsit tobb informéaciot hordoz. Megjelenik rajta, hogy az egyes
modszerekkel kapott mintazatok milyen mértékben vannak atfedésben (azonos fragmentek
szama), illetve az egyes modszerekkel kapott eredmények tartalmaznak—e olyan fragmenteket
a mintazatban, melyek a masik két esetben nem jelennek meg. Ez utdbbi, foként a Késer—
modszernél kiugrd: két talaymintanal (1. és 3.) négy darab és a 2. talajmintanal hat darab olyan

fragmentet tudtunk kimutatni a mintazatban, mely a masik két modszernél nem jelent meg.

Dendrogram: UPGMA(Dice)

Lminta
Distance
030 025 02 015 010 005 000

2.aninta
Distance
030 025 0220 015 010 005 000

FFE BT PR PR PEEEN FUTEN P B

B | a

3.minta
Distance
0 025 020 015 010 005 00
M PUTRE ST PRUWS PURTY PR FTees |

o

>

12. abra Kiilonb6z6 DNS izolalasi médszerekkel kapott DGGE mintazatokat 6sszehasonlito
dendrogramok a hirom talajminta esetében (Dice—egyiitthatd, UPGMA moddszer) a: MoBio
PowerSoil® b: AquaGenomic™ c: Késer ¢s munkatarsai altal kidolgozott médszer
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Talajminta Alkalmazott DNS izolalasi modszer H'
MoBio PowerSoil® DNA Isolation kit 2,699
1. AquaGenomic™ Microbe Protocol kit 2,539
Kaéser és munkatarsai altal kidolgozott modszer 2,820
MoBio PowerSoil® DNA Isolation kit 3,089
2. AquaGenomic™ Microbe Protocol kit 3,324
Kaser és munkatarsai altal kidolgozott modszer 3,487
MoBio PowerSoil® DNA Isolation kit 3,215
3. AquaGenomic™ Microbe Protocol kit 3,263
Kaéser és munkatarsai altal kidolgozott modszer 3,427

13. tablazat Talajmintak kiilonb6z6 DNS izolalasi médszerekkel kapott diverzitas indexei

Shannon-Weaver diverzitas index (faji valtozatossag): H '= —Z ::1( p,xIn p,)

A mintazatok értékeléséhez Shannon—Weaver diverzitds index (H’) segitségével
diverzitas értékeket is szamitottunk, mely a faji valtozatossagrol ad informdciot a faj és az
egyedszam ardnyanak alapjan (13. tablazat). A diverzitds értékek a vizsgalt mintazat
komplexitasat tiikrozik, minél nagyobb az értékiikk annal tobb elkiiloniilé fragment
azonosithaté egy mintdzaton beliil. Mind a harom talajmintdndl a legmagasabb értéket a

Kédser—modszerrel tisztitott DNS templatrol készitett DGGE mintazatnal kaptuk.

Mind a harom talajmintanal a Kéaser—modszerrel kaptuk a legnagyobb diverzitas

értékeket. Ez azzal magyarazhato, hogy e DNS extrakciés modszernél 4% SDS-tartalmu lizis
puffert alkalmazunk, mellyel feltehetéleg nagyobb valdsziniiséggel tarhatoak fel a kompakt
sejtfallal rendelkezé Gram—pozitiv és magas G/C-tartalmt baktériumok is.
Annak megvalaszolasara, hogy az egyes DNS izolalasi modszerek mely baktériumfajok
feltarasa esetén hatékonyabbak metagenom szekvenalassal lehet valaszt kapni135,134. A
haromféle eljarassal készitett DNS mintdkrdl ezért szekvendlast is végeztettiink (Xenovea
Kft). A vizsgalt mintdk koziil nem mindegyik DNS volt megfeleld6 mindségli a
szekvenalashoz:

e A MoBio PowerSoil® Kittel készitett DNS mintak megfeleld tisztasaguak voltak a

"o

szekvenalashoz sziikséges amplikonok eldallitasahoz.
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e Az I. talajminta esetében az AquaGenomic'™ és Kiser modszerrel készitett DNS-hez
utdlagos, magnenses gyongyos tisztitas voltsziikséges a szekvenalashoz (13. abra).

e A 2. talajminta esetében az AquaGenomic™ ¢és Kiser modszerrel készitett DNS-r61 meég
az utolagos tisztitast kovetden sem tudtak amplifikalni.

e A 3. talajminta esetében viszont mind a harom modszerrel készitett DNS templatrol
(utélagos tisztitas nélkiil) is sikeriilt értékelhetd szekvenciakat kapni (14. abra).

Az eltérések oka nagy valosziniiséggel a DNS mintdk PCR inhibitor tartalma volt, ami gatolta

a Xenovea Kft. altal alkalmazott szekvenalasi eljarast.

A metagenom szekvenalasi eredmények alapjan a haromféle DNS tisztitasi
modszernél a prokariota doméneken beliili f6bb torzsek (phylum—ok) mindharom moédszernél
azonosak voltak, de relativ mennyiségiikben eltérések figyelhetéek meg. FOként a dominans
Proteobacteria, Bacteroidetes és Actinobacteria torzsek aranyaban tapasztaltunk jelentOs

eltéréseket.

Kaser modszer

Aguagenomic
kit

MoBio Power

Soil Kit
0% 20% 40% 60% 80% 100%
M Proteobacteria B Bacteroidetes B Actinobacteria
M Firmicutes B Planctomycetes H Verrucomicrobia
B Chlamydiae B Acidobacteria B Candidatus Saccharibacteria
M Cloacimonetes H Chloroflexi H Spirochaetes
W Fusobacteria H Nitrospirae B Gemmatimonadetes
M Tenericutes M Cyanobacteria Thermodesulfobacteria
® Thermotogae M Synergistetes Deinococcus-Thermus
B Armatimonadetes Deferribacteres Euryarchaeota

13. abra 1. jelii talajmintabol, haromféle tisztitasi médszerrel készitett DNS mintak
baktériumosszetétele. PCR inhibitorok eltavolitasaval.

Az 1. talajminta esetén a szekvenalasi eredmények is alatamasztottak, hogy a magasabb G/C-
tartalmi  baktériumtorzsek kimutatdsaban szerencsés egy erdteljesebb kémiai lizis

alkalmazasa. Ezeknél a mintaknal a MoBio PowerSoil® és Aquagenomic kittel készitett DNS
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mintakban az Actinobacteria baktériumok relativ mennyisége jelentsen kisebb volt (6,57%
és 3,69%), mint a Késer—féle modszerrel tisztitott DNS mintanal (30,77%). Az Actinobacteria
torzsbe tartozo baktériumok — mint pl. Mycobacterium — kifejezetten magas (50-70%) G/C
tartalm  szekvenciaval rendelkez6, Gram-—pozitiv baktériumok, melyek sejtfeltarasa és
amplifikalasa is nehézkes™®'%. A szekvenalas soran kapott eredmények korreldltak a PCR-
DGGE mintazatokkal is, ahol a Ké&ser modszer esetében a magasabb denaturalo
koncentracioknal intenzivebb fragmentek jelentek meg, mely a masik két modszer esetében

nem volt detektalhato (11. abra).

A 3. talajminta esetében — hasonloan az 1. talajmintahoz — a szekvenalasi eredmények
alapjan a kiillonboz6 eljarassal készitett DNS mintak mikrobialis Gsszetétele azonos phylum-
okat tartalmazott és inkdbb a relativ mennyiségekben kaptunk eltérd értékeket. Az

eredmények alatamasztottak a PCR—-DGGE soran kapott mintazatbeli eltéréseket.

e I T |
kit

MoBio Power “
Soil Kit ‘

0% 20% 40% 60% 80% 100%
M Proteobacteria M Bacteroidetes m Actinobacteria
B Firmicutes B Planctomycetes H Verrucomicrobia
H Chlamydiae B Acidobacteria m Candidatus Saccharibacteria
M Cloacimonetes H Chloroflexi W Spirochaetes
B Fusobacteria H Nitrospirae m Gemmatimonadetes
H Tenericutes B Cyanobacteria Thermodesulfobacteria
B Thermotogae M Synergistetes Deinococcus-Thermus
B Armatimonadetes Deferribacteres Euryarchaeota

14. abra A 3. jelii talajmintabol, haromféle tisztitasi modszerrel készitett DNS mintak baktérium
osszetétele. Utolagos inhibitor eltavolitas nélkiil

A kapott eredményeink alapjan elmondhat6, hogy bar mind a harom talajmintdnal a
legmagasabb H’ diverzitas értéket a Kadser—modszerrel tisztitott DNS templatrol készitett
PCR-DGGE mintazatnal kaptuk, ugyanakkor ez utdbbi extrakciés modszer hatranya, hogy a
kinyert DNS tisztasadga alacsony, igy templatként valo alkalmazhatdsdga soran szamolni kell

PCR inhibitorok jelenlétével.
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Habar a MoBio PowerSoil® kit-ben alkalmazott ,.bead beating” moddszer szamos
szerz§ szerint™’ az egyik leghatékonyabb sejtfeltarasi eljaras, kisérleteink soran mi mégis azt
tapasztaltuk, hogy egy erdteljes kémiai lizis alkalmazasaval — ez torténik az AquaGenomic™
¢s Kdser—moddszer soran — a komplex mikrobialis konzorciumok esetében tovabb ndvelhetd a
kimutathatd baktériumok szama, Kifejezetten a magas G/C-tartalmi Gram pozitiv

baktériumok esetében.

A DNS izolalasi moddszerek kozotti eltérések és azok PCR-DGGE mintazatokra
gyakorolt hatasa régodta kutatott teriilet. Egyes szerzOk az iiveggyongy, lizozim és detergens

(SDS vagy CTAB) egyiittes alkalmazasat javasoljék29'138.

Sok esetben, a feltaras
hatékonysaganak ellendrzésére, kiilsé hozzaadott baktériumot is alkalmaznak. Ez utobbi
viszont, komplex mikroflora vizsgalatoknal — mint amilyenek a talajmintak — gyakorlatilag

lehetetlen?®.

Eredményeinket 0sszegezve elmondhato, hogy a kiilonb6zé DNS extrakcidos modszerek
alkalmazasa jelentOsen befolyasolja a kapott DNS mennyiségét és mindségi tulajdonsagait,
tovabba ezen DNS mintdkrol késziilt PCR-DGGE mintazatok jellemzdit, igy a vizsgalt
populaciordl nyert informéciot. A DNS extrakcios mddszer kivalasztasat alapvetden a vizsgalt
minta Osszetétele hatdrozza meg, ezért célszerii tobbféle DNS izolaldsi modszert is
alkalmazni, ha a minta 0sszetételének feltérképezése a cél. Abban az esetben viszont, ha a
mikrofléra valtozasara szeretnénk kovetkeztetni a kapott mintazatbol, akkor minden esetben

azonos DNS extrakciot kell alkalmazni.
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6.2. Polimeraz enzimek PCR-DGGE mintazatra gyakorolt hatasa

A PCR-DGGE mintazat eredménye nagymértékben fiigg a PCR soran alkalmazott
koriilményektél. Hibas amplifikacié eredményeként heteroduplex—ek, kimérak, mutaciok
vagy deléciok alakulhatnak ki, vagy a primerek eltéré kotési energiaja egyes gének preferalt
mintdzatban.

Munkéank masodik részében arra a kérdésre kerestiik a valaszt, hogy a Taq DNS
polimeraz enzimnél nagyobb masolasi pontossagu, magasabb processzivitasti és hibajavito
tulajdonsaggal rendelkez6 DNS polimeraz enzimek (Phusion és KOD DNS polimeraz enzim)
alkalmazasaval eltér6 mintazatokat kapunk—e talajmintarol végzett PCR-DGGE analizis
soran.

A vizsgalatokhoz komplex mikrobidlis k6zosséggel rendelkezé talajmintdkbol MoBio
Power Soil® kittel készitett DNS templatot hasznaltunk. Azért valasztottuk a MoBio
PowerSoil® kit alkalmazésat, mert ezzel a modszerrel tudtuk a legnagyobb tisztasagua DNS—t
izolalni, ¢és igy elkeriilhettiik az esetleges PCR inhibitorok okozta amplifikacios

kiilonbségeket.

A kiilonb6z6 DNS polimeraz enzimek 0Osszehasonlitdsdhoz kétféle reakcidelegyet
alkalmaztunk. Egyik mind a harom enzim esetén a gyarto altal javasolt primer és enzim
polimerazt tartalmazott, mivel a KOD DNS polimeraznal javasolt reakcioelegy dsszetételében
alacsonyabb az enzim (0,02 U/uL) és primer (0,3 mM) koncentracid, mint a Taq és Phusion
esetében. E moddositasnak abban volt szerepe, hogy kikiiszoboljiik az eltérd enzim és primer

mennyiségbdl eredd eltéréseket.

A kétféle reakcio Osszetétel alkalmazasaval kapott PCR termékekkel készitettiik a PCR-
DGGE mintazatot, 30-70%—os denaturald gradienst tartalmazd, 8%—os akrilamid gélen (15.
abra). Az elvalasztast kovetden kapott mintazatokat a mintdzatban megjelend fragmentek
szama ¢és intenzitasa alapjan jellemeztiik (14. tablazat). Amint a 11. abran lathato, a harom
polimeraz enzim alkalmazdsa mellett hasonldé alapmintazatot kaptunk mind a harom
talajminta esetén, ugyanakkor a fragmentek intenzitasaban és mennyiségében megfigyelhetd
eltérés. Még a gyartd altal javasolt PCR 0Osszetétel alkalmazasaval is (11/a. abra) a KOD
polimeraz enzim mellett tapasztaltuk a legtobb fragmentet. Egyes mintaknal 20,6% és 41,4%—
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kal tobb fragmentet (14. tablazat) detektaltunk a mintazatban, mint a Phusion és Taq DNS
polimerazok alkalmazasa mellett. A Phusion polimeraz enzim (a gyarto altal javasolt reakcio

Osszetételnél) a harom talaj koziil ketténél (1. és 3. talajminta) nagyobb diverzitdsu mintdzatot

adott, mint a Taq polimeraz enzim.

(a) 1 2
1

Tag KOD Phusion Taq KOD Phusion
Tag KOD Phusion

2
Tag KOD Phusion

15. abra DNS polimeraz enzimekkel készitett DGGE mintazatok.

I

8%AA-biSAA, 30—70%—os denaturald gélen a: a gyarto altal javasolt amplifikacios koriilmények
alkalmazasaval késziilt DGGE mintazatok; b: azonos enzim és primer koncentraci6 alkalmazasaval késziilt

DGGE mintazatok
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A modositott amplifikaciés koriilmények — azonos mennyiségii enzim és primer
koncentraci6é alkalmazasa — modositottak a PCR-DGGE mintazatot mind a Tag, mind a
Phusion polimeraz enzimek esetében. Mindkét enzimnél kevésbé elmosodott (jobb
felbontdsu) mintazatot kaptunk, viszont ebbdl adoddéan egyes mintdknal valtozott a
detektalhatd fragmentek szama. Kiilondsen a Taq polimeraznal a moddositott koriilmények
kozott a 2. talaj esetében 10%—kal tobb fragment jelent meg a mintdzatban, mint az eredeti —
gyartd utasitasa szerinti — polimeraz és primer koncentracié alkalmazasa mellett. Mivel a
mintazatok kiértékeléséhez szoftveres elemzés végeztiink, a gélrdl készitett kép élessége

alapvetOen befolyasolta a mintazatban észlelheté fragmentek szamat.

Ami viszont mind a két amplifikdcios koriilmény mellett egyértelmiien latszodott a
mintazatokon, hogy a magasabb denaturalé koncentraci6 tartomanyban (>50%) a KOD DNS
polimerdz enzim alkalmazésa esetén nagyobb intenzitasi mintazatot figyeltiink meg a masik
két enzimmel szemben. Ebben a tartomanyban a magasabb G/C tartalmi — kisebb mértékben
denaturdlodd — szekvencidk taldlhatoak, melybdl arra kovetkeztethetiink, hogy a KOD
polimerdaz enzim ezeket a nehezebben amplifikdlhaté templatokat hatékonyabban tudta
masolni. Ezt tdmasztjdk ald a mintdzatokra szamitott Shannon—Weaver diverzitdsi index
értékek is (15. tablazat), melyek az Gsszes vizsgalt minta esetében a KOD enzim mellett adtak

a legmagasabb értéket, a legnagyobb faji diverzitast.
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Detektalt fragmentek szama® Dice hasonlésagi index”
PCR talajminta
koriilmények  sorszdma N Nk Nen Stk Sken St
gyarto altal 1. 26 30 25 0,571 0,655 0,634
javasolt 2. 36 45 44 0593 0,742 0,765
amplifikacios
koriilmények 3. 34 41 29 0,667 0,657 0,717
azonos enzim, 1. 27 29 31 0,429 0,567 0,744
primer- 2. 40 47 35 0,713 0,780 0,697
koncentracio
alkalmazasa
melletti 3. 26 41 27 0,629 0,648 0,615
koriilmények

? PCR-DGGE mintazatban detektalt fragmentek szama;
nr: Tag (Fermentas) DNS polimeraz alkalmazasa mellett a PCR-DGGE mintazatban detektalt fragmentek szama

nk: KOD Hot Start (Novagen) DNS polimeraz alkalmazasa mellett a PCR-DGGE mintazatban detektalt
fragmentek szama

npn: Phusion (Finnzyme) DNS polimeraz alkalmazasa mellett a PCR-DGGE mintazatban detektalt fragmentek
szama

2N g
(n,+ng)

Stk : hasonlésag mértéke a Tag és KOD polimeraz alkalmazaséaval kapott mintazatokban

® PCR-DGGE mintazatok szémitott hasonlosagi indexe; Dice egyiitthatd S, =

Skpn : hasonlosag mértéke a KOD és Phusion polimeraz alkalmazasaval kapott mintazatokban

Spnt - hasonlosag mértéke a Phusion és Taq polimeraz alkalmazasaval kapott mintazatokban

14, tablazat A DGGE mintazatokban szamolt fragmentek szama és a DGGE mintazok kozotti
hasonlésag mértéke.

imi Shannon-Weaver index?
PCR kérilmények A aminta _
sorszama Taq KOD Phusion

gyarto altal javasolt : 3,242 3,392 3,203
amplifikacios 2. 3,561 3,795 3,779
kortlmények 3. 3,449 3,605 3,398
azonos enzim, primer 1 3,276 3,326 3431
koncentracid 2. 3,668 3,844 3,554
alkalmazasaval 3. 3.344 3.688 3.399

& Shannon-Weaver diverzitas index (faji véaltozatossag): ._ -3 (p,xh p)

15. tablazat DGGE mintazatokra szamitott diverzitas indexek.
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Arra vonatkozolag, hogy az egyes enzimek milyen mértékben adnak hasonld mintazatot, a
Dice hasonlosagi indexbdl (14. tablazat) és az azok alapjan készitett dendrogramokbol és

Venn—diagramokbol (16. abra) kovetkeztethetiink.

Dendrogram: UPGMA(Dice)

Laininta
Distance
0.0 0 0,10 0.05 0.00
.......... [ TR ey L TR
] . KoD
1: | Phusion
» , Taq
2.ninta Phusion
Distance
020 0% 030 005 000 Taq KobD
......... [ FORHA PSR IR PN
3
Tagq
N Phusion 6v
KoD v
J.minta Phusion
Distance
: > Taq KOD
| Phusion 1
KoD n
Tagq H
Phusion

16. abra Kiilonb6z6 polimeraz enzimekkel kapott DGGE mintazatokat ésszehasonlité
dendrogramok (Dice—egyiitthaté, UPGMA médszer) és Venn—diagram.

1: szénhidrogénnel szennyezett talajminta (X PAH=819; £ VOC=9248; ¥ EPH=1864); 2: szénhidrogénnel
szennyezett talajminta (X VOC=178, ¥ EPH=58); 3: nem szennyezett talajminta.

Ahogy a tablazat értékeibdl és a dendrogramok alapjan lathatd, nem lehetett kimutatni
egyértelmli hasonlosdgokat két—két enzim kozott. Az egyes mintakrol készitett mintazatok
kozott megfigyelhetd egy alap mintazati atfedés, ami az Gsszes enzimnél a legnagyobb
szamban megjelend azonos fragmentek: ez az 1. talajmintanal 14 db; a 2. talajmintanal 23 db
¢és a 3. talajmintanal 21 db, de minden enzim esetében 0—5 db egyedi és 1-6 db csak két

polimeraz enzim alkalmazasanal megjelené azonos fragmentet is tapasztaltunk.

Ebben a fejezetben bemutatott kisérleteink soran arra kerestilk a valaszt, hogy a
mikrobialis diverzitas vizsgalatoknal — mint amilyen a PCR-DGGE —, a PCR reakciohoz
alkalmazott DNS polimeraz enzim befolyasolja—e a kapott mintazatot. Az eredményekbdl arra

kovetkeztethetlink, hogy a kiilonb6z6 DNS polimerdaz enzimek felhasznaldsa komplex
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mikrobialis DNS templatrol részben eltéré amplifikaciohoz vezet, igy az alkalmazott enzimek
egyértelmiien befolyasoljak az amplifikdcido eredményeként létrejové mintazatot. Kétféle
amplifikacios korilmény mellett is egyértelmiien latszodott a PCR-DGGE mintazatokon,
hogy 50% feletti denaturald koncentracié tartomanyban a KOD DNS polimeraz enzim
alkalmazasaval intenzivebb mintazatot kaptunk, ami alapjan arra kovetkeztethetiink, hogy a
KOD polimerdaz a magasabb G/C tartalmi, nehezebben amplifikalhatdo templatokat

hatékonyabban képes masolni.
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6.3. Mesterséges konzorcium és DGGE marker készitése

A polimerdz enzimek DGGE mintazatra gyakorolt hatasat kornyezeti mintdkon végzett
kisérletekkel, a kiindulasi teljes mikroflora ismerete nélkiil nehéz 6sszehasonlitani, mivel az
enzimek masolasi pontossaga, a PCR soran keletkez6 fals amplikonok (kimérak, deléciok), a
multitemplat DNS és polimeraz enzim eltéré PCR inhibitor érzékenysége mind befolyasolja a
kialakult mintazatot. Ezért egy olyan templat eldallitasa volt a célunk, amelyrdl készitett

DGGE mintazatban minden egyes fragment szekvencidja ismert, igy a 16S rDNS V3

crer

A DGGE marker készitéséhez el0szor baktérium izolatumok genomialis DNS—ét
alkalmaztunk. A 16S rDNS amplikonokat UltraClean PCR tisztitd kit segitségével tisztitottuk,
hogy a maradék DNS templat és primer ne okozhasson fals eredményeket a masodik
amplifikacio (16S rDNS V3 régid) soran. Azonban az egyedi torzsekrdl készitett DGGE
mintazatban a vizsgalt baktériumoknak csak egyharmadanal — 15 t6érzsbdl 5-—nél — kaptunk
egyedi fragmentet. A tobbi esetben kettd vagy akar hat fragment is megjelent a mintazatban.
A 16S rRNS gén a baktérium genomon beliil tobb koépidban (1 és 15 kozott) talalhatod
meg'¥*0. A genomon beliil a 16S rDNS gének kozott is kimutathatdak heterogenitasok,
aminek oka az: (1) atmeneti mutécio, ahol a purin (A < G) vagy a pirimidin (C < T)
kolcsonhatdsa miatt kovetkezik be pontmutacié a DNS-ben; (2) transzverzio, amikor egy
purinbazis egy pirimidin—bazissal, vagy egy pirimidin bazis egy purin bazissal szubsztitual;
vagy (3) delécio**" A 16S rRNS géneknél ez 0-19 nukleotid eltérést is okozhat azonos
genomon beliil. A 16S rRNS gén V3 régiodja az egyik legkisebb heterogenitassal rendelkezik a
tobbi konzervalt régidhoz képest, de mar a néhany nukleotid eltérésbdl adodo heterogén

szekvenciak is elkiloniilnek a mintazatban.

Ahhoz, hogy elkeriiljiik a heterogenitasbol ad6do tobb fragmentet, a genomialis DNS
templat helyett a 16S rRNS gént izolaltuk, plazmidba transzformaltuk, majd ezt a plazmidot

hasznaltuk templatként.

A 36 jeloltbdl 13 maradt, ahol a plazmid megfelelé méretli volt és a PCR sorédn is
megfeleld méretii terméket adott. A PCR termékeket szekvenaltattuk és a plazmidokat

torzsgyljteményben archivaltuk (16. tablazat).
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plazmid azonositd a plazmidba klonozott 16S rRNS gén torzsgyljtemény
szekvenvencia alapjan azonosito

POL1 Rhodoferax ferrireducens 2665
POL2 Pseudomonas sp. 2666
POL3 Mycobacterium moriokaense 2667
POL4 Variovorax paradoxus 2668
POL5 Methylibium petroleiphilum T29** 2669
POL6 Pseudomonas veronii T1/1 ** 2676
POL7 Ochrobactrum tritici 2671
POLS Lactobacillus sp. 2672
POLY Kocuria sp. 2673
POL12 Citrobacter sp. 2675

R17 Acidovorax sp. 2676

R18 Hydrogenophaga sp. 2677

R21 Novosphingobium sp. 2678

16. tablazat DGGE marker készitéshez alkalmazott plazmidok.

crer

termékeket 30-60%—os denaturald gélen (8% akrilamid) futtattuk (17. abra). A kapott
mintdzat alapjan két-két fliggetlen 16S rRNS gént tartalmazd plazmid (POL1/POLS és

POL2/POL6) esetén ugyanannal a denaturald koncentracional futoé fragmenteket kaptunk, ami

alapjan arra kovetkeztettliink, hogy a V3 régioban 1év6 gén szekvencidjuk megegyezd. Az

azonosnak latsz6 amplikonokat a V3 gén amplifikdlasat kovetden egy—egy aranyban

Osszekevertiik és jrafuttatassal ellendriztiik (17. abra).
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17. abra Egyedi és kevert plazmidokrdl készitett V3 gén DGGE mintazata.

a: egyedi plazmidok POL1-POL12; POLMIX:
POL9:POL3:POL7:POL12:POLS5:POL4:POL6:POL8=1:1:1:1:1:1:1:1 aradnyu keverékérdl amplifikalt
V3 gén; b: azonos szekvenciat mutaté amplikonok keverékeinek DGGE mintazata

A marker készités soran az egyik célunk az volt, hogy a készitett 1étra a 8% akrilamid
gélen, 30-60%—os denaturdld koncentracidé tartomanyban, az adott futtatdsi paraméterek
(5.1.4. fejezetben leirtak) mellett adjon egy allandé mintazatot, mely a teljes gradienst lefedi.
Emellett, probaltunk a létra készitése soran olyan baktériumtorzseket alkalmazni, melyek
rendelkeznek valamilyen kiilonleges szénhidrogén bontd képességgel, ami indokolja
alkalmazasukat a bioremediacidés eljarasok soran. Ilyen torzs volt a Methylibium
petroleiphilum T29 ¢és a Variovorax paradoxus, melyek metil-tercier—butiléter (MTBE) bonto
izolatumok ¢és a Pseudomonas veronii T1/1, a Ochrobactrum sp. és a Kocuria sp., melyek a
korabbi munkék soran sikeresen alkalmaztuk bioaugmentacios kisérletek soran. gy a
létrehozott PCR-DGGE markert tovabbi munkak soran e baktériumtorzsekkel végzett

remediaciods célu kisérletek soran is alkalmazni tudtuk.
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I

Lactobacillus sp. POL8

Hydrogenophaga sp. R18
Pseudomonas sp. POL6

I

Variovorax sp. POL4
Acidovorax sp. R17

Novosphingobium sp. R21
Methylibium sp. POL5
Citrobacter sp. POL12

[ 1]

|

Ochrobactrum sp. POL7
Mycobacterium sp. POL3

Kochuria sp. POL9

18. abra A plazmid keverékrél (POLMIX11) amplifikalt DGGE marker

Az egyes szekvencidk ismeretében kiszamoltuk a markert alkoté amplikonok guanin/citozin

tartalmat (GC—clamp nélkiil), amely korrelalt a gradiens gélen megjelend futasi hellyel.

%G-C tartalom amplikon hossz (bp)
1 Lactobacillus sp. 48,4 192
2 Hydrogenophaga sp. 53,1 192
3 Pseudomonas veronii T1/1 51 192
4 Variovorax paradoxus 52,8 193
5 Acidovorax sp. 53,1 192
6 Novosphingobium sp. 52,4 168
7 Methylibium petroleiphilum T29 55,2 192
8 Citrobacter sp. 54,6 194
9 Ochrobactrum tritici 56,3 167
10 Mycobacterium moriokaense 58,7 172
11 Kocuria sp. 58,7 172

Alapvetden igaz, hogy a 16S rRNS gén a nemzetségi és annal magasabb taxondmiai

kategoridkba sorolashoz rendelkezik megfeleld felbontdssal. Masrészt, a PCR-DGGE
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modszer korlatja, hogy a 16S rRNS gén variabilis régidinak maximalisan ~500 bp hosszusagu
szakaszairdl készithetlink mintdzatot. A 16S rRNS gén ilyen hosszisagh szakaszai sok
esetben kiilonbozé baktériumfajok esetében is azonos szekvencidjiak lehetnek. Ebbdl
adédoan, ha a kapott mintazatbol kivagott fragment alapjan prdobalnank azonositani a
mintaban 1év6 baktériumot, a szekvencia tobb, azonos nemzetségbe (genus—ba) tartozé fajjal
is adhat egyezést. Vannak viszont olyan esetek (pl. élelmiszer mindség vizsgélatok), ahol a
vizsgalt minta mikroflordjanak PCR-DGGE mintdzata alkalmas mindségi jellemzdinek

. c s o144
igazolasara™".

Osszegzésként elmondhatjuk, hogy a 16S rRNS gént tartalmazé plazmidok
alkalmazaséaval sikeresen elé tudtunk allitani egy kivant szekvencia dsszetétellel rendelkezo
PCR-DGGE markert. A markert tovabbi munkaink soran — hasonléan a kereskedelmi
forgalomban beszerezhetd PCR-DGGE markerekhez — alkalmazni tudtuk a DGGE g¢l futtatas
koriilményeinek ellendrzésére. Ennél még fontosabb eredmény, hogy kifejlesztettiink ¢és
alkalmaztunk egy olyan modszertani eljarast, amellyel tetszéleges szekvencidk
kivalasztasaval a PCR-DGGE technika alkalmassa tehetd egy gyors mindségellendrzési

modszerként torténd hasznalatra.
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6.4. PCRinhibitorok DNS polimeraz enzimekre gyakorolt hatasa

A PCR alapt vizsgalatokat egyre szélesebb korben alkalmazzak — a moddszer
gyorsasagabol ¢és érzékenységébdl adoddéan — mindségellendrzési, orvosi, igazsagiigyi
diagnosztikai és kornyezeti mintdk analizise soran. A PCR inhibitorok elsésorban azon
vizsgalatok soran okoznak problémat, ahol a vizsgalando minta csak nagyon Kkis
mennyiségben tartalmazza a kimutatando célgént, ezért nem feltétleniil lehetséges a nagy
tisztasagu (inhibitor mentes) templat alkalmazasa. Ilyen tobbek kozott, a véraram fertGzést
(bloodstream infection) okozo baktériumok kimutatasa'® vagy az régészeti — foként tobb ezer
éves — maradvanyok archeogenetikai vizsgalata, ahol a kis mennyiségii, degradalédott DNS—
rél torténik az amplifikacio*®. Hasonléan gyakori probléma az igazsagligyi vizsgalatok soran

is, ahol sok esetben az analizishez rendelkezésre allo6 minta mennyisége is korlatolt***°.

A polimeraz enzimek inhibitor tolerancia vizsgalata soran a két leggyakrabban
eléfordulo PCR inhibitort tartalmazo matrixot, a vért és talajt alkalmaztuk. A vér esetében a
PCR gatlasi kisérletek soran teljes vért és vérszérumot, a talaj esetében talajextraktumot és

huminsavat vizsgaltuk.

6.4.1. PCR gatlas vizsgalata genomialis DNS templatroél torténé amplifikacio soran

A huminsav egy igen gyakran el6forduld szennyezé komponens a DNS tisztitds soran.
Egyrészt a DNS—hez hasonld kémiai és fizikai tulajdonsadgai miatt, a DNS tisztitasi 1épések
soran hasonldan viselkedik — és ez altal egytitt extrahalhatjuk — magéaval a DNS—sel, masrészt
kémiai szerkezetébdl adodéan masodlagos kotésekkel a DNS szalhoz kapcsolodhat™ ™, Az
el6zé fejezetekben hasznalt harom hdéstabil DNS polimeraz enzim (Tag, KOD, Phusion
enzimek) esetében el0szor talajmintdkbol izolalt DNS mintdkrol végzett 16S rRNS gén
amplifikalasa soran vizsgaltuk az enzimek huminsav érzékenységét. A PCR reakciot ismert
mennyiségl, 0,0-6,6 pg/ml huminsav hozzdadasaval végeztiik. A huminsav PCR gatl6 hatasat
un. végpont PCR alkalmazasaval vizsgaltuk, mely soran azt a legkisebb huminsav
koncentraciot hataroztuk meg gatldé mennyiségnek, amely alkalmazasa mellett a PCR-t
kovetden az amplikon mar nem detektalhato az agaroz gélelektoforézis soran.

A harom DNS polimeraz enzim vizsgalata soran igen eltérd inhibiciot tapasztaltunk (19.

crer

crc

huminsav gatolta. A Phusion DNS polimerazzal 0,3 pg/ml koncentracioji huminsav
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koncentracid6 mellett még kaptunk terméket, viszont a legnagyobb huminsav toleranciat
(5 ng/ml, ami 16-szor nagyobb, mint a Phusion DNS polimeraz enzim esetében) a KOD DNS

polimeraz enzim esetében tapasztaltuk (17. tablazat).

Huminsav pg/ml

16 33 5 66 -

M 0 03

1,5 kb Tag (Fermentas)
1,5 kb Phusion (Finnzyme)
1,5 kb KOD Hot Start (Novagen)

19. abra Huminsav PCR gatlé hatasa.: 5 ng DNS tartalmti PCR reakcioban, 0-6,6 ng/ml huminsav
mellett, primerek: Eub—27F/Eub-1552R. Jelolések: M: 1 kb molekulatomegli marker (Fermentas); O:
pozitiv kontroll; —: negativ kontroll

PCR eredménye” kiilonbdz6 mennyiségii huminsav” jelenlétében

DNS polimeraz (ng/ml)
0 0,3 1,6 33 5 6,6
Taq (Fermentas) + - _ _ _ _
Kod Hot Start (Novagen) + + + + " _

Phusion (Finnzymes) + + — —
“ PCR eredménye: jelolések: +, erés intenzitdsti, megfelelé méretii termék; *, alacsony intenzitasu,
megfeleld méretii termék; —, nem kaptunk detektalhato terméket.

® huminsav koncentracio (png/ml) 5 ng DNS templat mellett
17. tablazat Huminsav PCR gatl6 hatasa a harom vizsgalt DNS polimeraz enzim esetében.
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6.4.2. PCR gatlas vizsgalata mesterséges konzorciummal

Az inhibitor (talajextraktum, huminsav, vér és vérszérum) komponensek PCR gatld
hatasat a mar fentebb bemutatott mesterséges konzorciummal (POLMIX11: 16S rRNS gént
tartalmazé plazmid keverék (6.3. fejezet)) is vizsgaltuk. A plazmid keverék alkalmazasaval
nemcsak az inhibitor PCR gatlé hatdsa, hanem az egyes inhibitor komponensek DGGE

mintazatra gyakorolt hatasa is konnyebben vizsgalhatova valt.

A PCR soran a POLMIX11 plazmid keverékbdl templatként csak 20 pg plazmid
DNS-t alkalmaztunk, szemben az el6zéekben alkalmazott 5 ng genomialis DNS-sel. Az
alacsonyabb plazmid DNS koncentracié azonban igy is kozel azonos kopiaszdmu 16S rRNS
génszakaszt tartalmazott (atlagos 3000 bp plazmid mérettel szamolva ~10° db); mint az 5 ng

genomialis DN, atlagos 4 Mbp mérettel szamolva 1,16x10° db.

A kopiaszam meghatarozasahoz alkalmazott egyenlet:

REE molekula
maol
DNS hossz [bp] x 660—2— x 10° %"

ng DNS » 6,0221 % 1

képiaszam =
mol

Igaz, a kopiaszdm becslés komplex, tobbféle baktériumbol szarmazé DNS esetén csak

nagysagrendileg valosziniisithetd, mivel a baktériumok kromoszémalis DNS—ének mérete

0,6-9,0 Mbp tartomédnyban van és a 16S rRNS gén kopiaszdma is egy genomon beliil 1-15

kozott valtozhat™,

6.4.2.1. Huminanyagok és talajkomponensek PCR gdtlé hatdsa

A PCR gatlo hatast két primer parral (Eub-27F/Eub-1552R  és
pJET1.2 Forward/pJET1.2 Reverse) is vizsgaltuk. A PCR reakciok sikerességét agardz
gélelekroforézissel ellendriztik (20. abra). Hasonléan a genomialis DNS-r6l végzett
kisérletekhez, a huminsav jelenlétére legérzékenyebb DNS polimeraz enzimnek a Taq enzim
bizonyult, amely mellett mar 0,2 pg/ml huminsav gatolta a reakcioét. A Phusion polimeraz
enzim esetében azonos huminsav koncentracié mellett volt Kimutathato a PCR gatld hatas
(>0,33 pg/ml) a plazmid templatrol, mint genomialis DNS-r6l torténé PCR-nél. Egyediil a

KOD polimerdz enzim esetében tapasztaltunk eltérést, ugyanis a plazmidrél végzett PCR
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soran 5 pg/ml huminsav mellett mar nem kaptunk terméket, szemben a genomialis DNS-sel
végzett PCR-rel. Az eltérés oka valdszinlileg a huminsav tobb tényezds gatlé hatdsanak
kovetkezménye, mivel a reakciot gatolhatja az enzim aktiv centrumat a kofaktor (Mg®")
interkalalasaval, de kotddhet magdhoz a DNS templathoz is és ez utdbbi a plazmid és

genomialis DNS—1dl torténé amplifikacid soran eltéro.

Huminsav pg/ml Huminsav pg/ml

M 0 02 033 2 M 0 033 33 5

bl

49
1.5 kb ::: “ “ Vosin KOD Hot Start (Novagen)
——

P

Taq (Fermentas)
1,5kb

u b 4“ Phusion (Finnzymes)

20. abra Huminsav PCR gatl6 hatasa. 20 pg plazmid DNS tartalmi PCR reakcidban, 0-5 pg/ml
huminsav mellett, primerek: Eub—27F/Eub-1552R. Jelolések: M: 1 kb molekulatomegli marker
(Fermentas); 0: pozitiv kontroll

A huminsav PCR gitld hatdsa mindkét primer parral (eubaktérium és pJET1.2 primerek)
végzett reakcid sordn azonos eredményt adott (18. tablazat), és igazoltuk, hogy a vizsgalt
DNS polimeraz enzimek koziil a KOD az az enzim, ami legmagasabb koncentracioban képes

toleralni a huminsav jelenlétét.

PCR eredménye’ kiilonbdz mennyiségii huminsav’ jelenlétében

DNS polimeraz enzim (ng/ml)
0 0,2 0,33 2 3,3 5
Taq (Fermentas) +/+ —— —— —— —I- /-
Kod Hot Start (Novagen) +/+ +/+ +/+ +/+ ++ —-
Phusion (Finnzymes) +/+ +/+ ++ - - -

# PCR eredménye: jelolések: +/+, erds intenzitdsti, megfeleld méretii termék mind a két (Eub27/Eub1552 és
pJET) primerrel; —/—, nem kaptunk detektalhato terméket egyik primerrel sem

® huminsav koncentracié (ug/ml) 20 pg plazmid DNS templat mellett
18. tablazat Huminsav PCR gitl6 hatasa a harom vizsgalt DNS polimeraz enzim esetében.
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A talaj kiemelt PCR-t gatl6 komponense a huminsav, de emellett tartalmaz még tobb
olyan vegyliletet (fulvosavak, huminanyagok, polifenolok, nehézfémek), amelyek szintén
gatolhatjak a PCR reakciot és a DNS tisztitasi 1épések soran tokéletesen nem tavolithatéak el
a DNS melldl. Ezért a tiszta huminsav mellett, talajmintabdl készitett un. ,talajextraktum”
jelenlétében is elvégeztiik a kisérleteket. A talajextraktumot 1-25 v/v% mennyiségben adtuk a
PCR el6tt a reakciokeverékhez és a gatld hatast szintén végpont PCR segitségével mértiik.
Mind a harom DNS polimeraz enzim esetében a huminsav jelenlétében kapott eredményekkel
Osszhangban hasonld PCR gatlo hatast tapasztaltunk. A Taq polimerdz enzimet mar a
enzimnél 5%—0S talajextraktum mellett ugyan kisebb intenzitdsu, de megfeleldé méretii
terméket kaptunk, mig a KOD polimeraz enzim alkalmazasaval még 10%—o0s talajextraktum
mellett is er0s intenzitas, vart méretl amplikont kaptunk (21. abra). Hasonléan a
huminsavval végzett kisérletekhez, itt is két primer parral (eubaktérium 16S és pJET1.2
primerek) vizsgaltuk a talajextraktum PCR gatlé hatasat. A két PCR soran azonos gatld
koncentraciokat mértiink.

Talajextraktum% Talajextraktum%
M 0 1 5 10 M 0 5 10 25

Taq (Fermentas) KOD Hot Start (Novagen)

1,5kb

Phusion (Finnzymes)

1,5 kb b‘u “ vy

s
Ao
21. abra Talajextraktum PCR gatlé hatasa. 20 pg plazmid DNS tartalmt PCR reakcidban, 0—

25 vIiv%—os talajextraktum mellett, primerek: Eub—-27F/Eub-1552R. Jelblések: M: 1kb
molekulatomegili marker (Fermentas); 0: pozitiv kontroll
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A talajextraktummal ¢és huminsavval végzett PCR gatlasi vizsgalatok alapjan
egyértelmiien igazolhat6 volt, hogy a harom vizsgalt DNS polimeraz enzim koziil a KOD a

legkevésbé érzékeny a talajbol szarmazo PCR gatld vegytiletek jelenlétére.

Szamos tanulmany vizsgalja a kereskedelmi forgalombdl beszerezheté DNS polimeraz

enzimek inhibitor érzékenységét’ 14814,

Az egyes tanulmanyok Osszehasonlithatosaga
nehézkes, mert nem azonos jellegli (pl. mitokondrialis vagy prokariéta DNS) és nem azonos
mennyiségli (1-100 ng/reakcid) templdt DNS—rdl, kiilonb6zé méretti (jellemzden rovid: 100—
600 bp) és eltérd specifitasi amplikonok eldallitasa soran vizsgaljak a gatld hatast. Tovabbi
nehézséget jelent, hogy egyes enzimeknél a reakcidhoz alkalmazott puffer tartalmaz
amplifikaciot segité adalékanyagokat — DMSO-t vagy BSA-t — igy a gatld hatds nem
mutathaté ki egyértelmiien. Egyes kutatasok a legnagyobb huminsav és talajextraktum
toleranciat a Pfu és Crimson Taq enzimeknek tulajdonitjak™®. Tobb enzim osszehasonlitasa
soran megallapitottak, hogy e két enzim szazszor nagyobb huminsav koncentraciét toleral,
mint a Phusion enzim. Szintén kiemelked6 huminsav rezisztenciaval (62,5 ng/ul) rendelkezik
a Pab—polB (Pyrococcus abyssii) polimeraz enzim. A magas huminsav tolerancia mellett
ennek az enzimnek szamos elonyds tulajdonsaga is van: mint példaul a Pfu—t megkdzelitd
pontossag  (6,7x10°-6,6x107) és extrém héstabilitdas (100 C/5 6ra; 90 C/10 6ra),

ugyanakkor hatranya viszont a lassi masolas (0,48 kb/perc)*®.

Az altalunk alkalmazott kisérleti rendszerben a KOD DNS polimeraz enzim a Phusion—
hoz képest ugyan csak tizszer nagyobb huminsav koncentraciot toleralt, viszont ez a 3,3—
5 ug/ml huminsav koncentraci6 még mindig feliilmalta a talajmintakbol torténé DNS
extrakcid soran visszamarado 0,7-3,3 pg/ml huminsav mennyiséget®®. Mindezek mellett, a
KOD polimeraz enzim masolasi sebessége 67,8 kb/perc, ami szemben a Pal-polB és Pfu

enzimekkel sokkal gyorsabb amplifikaciot tesz lehetové.

6.4.2.2.Vér és komponenseinek PCR-gdtlé hatdsa

Vérmintak vizsgalatakor is gyakori gond az inhibitor anyagok gatlo hatasabol adodo
fals negativ vagy kis érzékenységii reakciok, viszont sok esetben — pl. mikrobialis fert6zések,
genetikai betegségek kimutatdsa vagy igazsagligyi vizsgalatok sordn — PCR alapti mérések
vagy diagnosztikai vizsgalatok alkalmazasa elkeriilhetetlen. Ebbdl kifolydlag az utdbbi

években a vérbdl torténd analizishez szamos fejlesztést végeztek mind a DNS tisztitasi
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modszerek, PCR-t segitd anyagok (T4 Gene 32 Protein, stb.) vagy uj, inhibitor rezisztens
DNS polimerdaz enzimek izolalasa, mesterséges konstrukcioja terén. Habar a vérszérum a
teljes vérhez képes alacsonyabb koncentracioban tartalmaz hemet vagy hemoglobint, de
tartalmaz még szamos olyan peptidet (pl. 1gG) vagy szervetlen iont (pl. Ca®") ami gatolja a

reakcid sikerességét56’58.

A DNS polimeraz enzimek Osszehasonlitdsa soran mind a teljes vért, mind a
vérszérumot 1-20 v/v%—0S mennyiségben adtuk a reakcioelegyhez és eubaktérium 16S és
pJET1.2 primerek mellett vizsgaltuk a PCR gatlo hatast (22. abra—23. abra).

vér % vér %

M 0 1 5 10

KOD Hot Start (Novagen)

v ol | 1,5 kb
LSkb vy “ H Wi

Taq (Fermentas)

I -

Phusion (Finnzymes)

1,5kb 4 Py &9 ¢

22. abra Teljes vér PCR gatlo hatasa. 20 pg plazmid DNS tartalmt PCR reakcioban, 0—10 v/v%-—0s
teljes vér mellett, primerek: Eub—27F/Eub—1552R. Jelolések: M: 1 kb molekulatomegii marker
(Fermentas); 0: pozitiv kontroll

A vartnak megfeleléen, a Taq DNS polimerdz enzim volt a legérzékenyebb a gatlo
komponensek jelenlétére, amplifikacios képességét mar 1 v/v% vér és vérszérum is jelentsen
gatolta. A KOD enzim 1-5 v/v% vér és vérszérum mellett képes volt a megfelelé méretii
termék amplifikalasara, 5 v/iv% felett mar aspecifikus termékek keletkezését tapasztaltuk. A
vizsgalt enzimek koziil a Phusion—nal tapasztaltuk a legkisebb érzékenységet a vér és

vérszérum komponensekre. Még 10 v/v%-0s vér tartalom mellett is kaptunk megfeleld
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méretli terméket, igaz jelentésen kisebb mennyiségben, ami a reakcid gatlasara utalt (23.
abra).

Vér szérum % Vér szérum %

0 1 25 5 M o 1 25 5 M

KOD Hot Start (Novagen)

1,5kb

Vér % vér szérum %

M 0 1 5 10 20 1 5 10 20

Phusion (Finnzymes)

%

23. abra Vérszérum PCR gatlé hatasa. 20 pg plazmid DNS tartalmt PCR reakcioban, 0-20 v/v%-—
0s vérszérum mellett, primerek: Eub—27F/Eub—1552R. Jel6lések: M: 1kb molekulatomegli marker
(Fermentas); 0: pozitiv kontroll

A harom polimeraz enzim koziil a Phusion az egyetlen fuzidos polimeraz enzim, amely
tartalmaz egy archaea eredetii Sso7d fehérje alegységet. Ez az alegység elsGsorban az enzim
kettés szalt DNS-hez kapcsolodasat segiti, ezaltal novelve az amplifikacido sebességét,
megorizve a modositott enzim (Pfu) pontossagat. Egyes szerz6k azonban ennek a fehérje
alegységnek tulajdonitjak az enzim magasabb inhibitor toleranciajat is*?, ezért képes toleralni
magasabb s6 koncentracidkat, mint a vérszérum Ca®" tartalma, valamint, szdmos gatlo
anyaggal (heparin, huminsav, tanninok stb.) szemben is nagysagrendekkel magasabb
toleranciat mutat, mint a Pfu enzim. Feltehetéen a Phusion DNS polimeraz enzim kiemelked6
inhibitor toleranciaja jarult hozza, hogy egy hasonlo, extrém rezisztens DNS polimeraz enzim
(Phusion Blood) is megtalalhatd a kereskedelmi forgalomban, amely akar 40 v/v% vér

jelenlétében is képes az amplifikaciora.
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Az enzimek inhibitor érzékenységének Osszehasonlitasa soran szandékosan nem
vizsgaltuk PCR segité anyagok (BSA, DMSO stb.) hozzdadasanak hatasat, mivel els6dleges
célunk az enzimek gatlé komponensek melletti amplifikacios képességének vizsgalata volt és

nem az optimalis koriilmények beallitasa.

DNS polimeraz enzim huminsav talajextraktum vér vérszérum
(ng/ml) (v/v%) (v/v%) (VIv%)
Taq (Fermentas) <0,2 <1 <1 <1
KOD Hot Start (Novagen) 3,3 10 5 5
Phusion (Finnzymes) 0,3 5 10 10

19. tablazat DNS polimeraz enzimek inhibitor érzékenysége.

A gatlasi vizsgalatok alapjan egyértelmiien igazolhat6 volt, hogy a Taq DNS polimeraz
enzim kiemelten érzékeny a gatld komponensek jelenlétére és mar nagyon alacsony inhibitor
(huminsav, talajextraktum, vér és vérszérum) koncentracio is gatolja az enzim mikodését. A
Phusion és KOD DNS polimeraz enzimek eltéré érzékenységet mutatnak a talaj és vér gatld
komponenseire. Mig a Phusion enzim kifejezetten ellenallo a vér PCR gatl6 hatasara, addig a
KOD enzim inkabb talaj eredeti PCR inhibitorok esetében alkalmazhat6 hatékonyabban (19.

tablazat).
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6.5. PCR inhibitorok PCR-DGGE mintazatra gyakorolt hatasa

A PCR inhibitorok PCR-re és kvantitativ PCR-re (qPCR) gyakorolt hatasanak
vizsgalatara szamos irodalmi hivatkozas talalhato*®°0°5°9148.149 = A legtobb tanulmany az
inhibitor komponensek PCR gatlo hatasat (enzim vagy templat gatlasat) vizsgalja, vagy egyes
inhibitor makromolekulak (jellemzden aromas vegyiiletek) fluoreszcencia gatld/kiolto hatasat.
A szakirodalomban azonban kevés adat talalhat6 arra vonatkozolag, hogy milyen hatdsa van
az inhibitoroknak olyan multitemplat PCR soran, ahol egyidejlileg eltér6 szekvencidk
vonatkozoan gyakorlatilag nem talalhato szakirodalmi adat. Ennek feltételezhetéen az is oka,
hogy az ilyen DNS ujjlenyomat vizsgalatok egyre inkabb hattérbe szorulnak, mivel olyan
vizsgalatok soran, ahol a mikrobidlis 0sszetétel meghatarozasa a cél, az utobbi években egyre
inkabb metagenom szekvenalast alkalmaznak. Masrészt a PCR inhibitorok alapvetéen az
amplifikaciora gyakorolnak hatast, igy hatdsmechanizmusaikra elsésorban magabol az

amplifikacid sikerességébdl lehet kovetkeztetni.

Az egyes inhibitorok polimeraz enzimekre és azok segitségével eldallitott PCR-DGGE
mintazatokra gyakorolt hatasat ugyanazon mesterséges templaton tanulmanyoztuk
(POLMIX11, 6.3 fejezet), melyen a PCR gatlasi vizsgalatokat is végeztik. Azt az
templatként, ahol az inhibitor mellett mar elektroforézis soran nem volt detektalhato
mennyiségli PCR termék, de a V3 régid specifikus PCR sordn még kaptunk megfeleld méretii
(~200 bp) amplikont. Az igy készitett PCR-DGGE mintazatokbol kerestiik arra a valaszt,

hogy az egyes gatlo komponensek milyen mintazatbeli valtozast okoznak.

6.5.1. Huminsav és talajextraktum jelenlétének hatasa a PCR-DGGE mintazatra

A harom DNS polimeraz enzim kozil a KOD-ot a huminsav 3,3-5 pug/ml
koncentracioban, a Phusion és Taq enzimeket 0-2 pg/ml huminsav gatolta. Ekkora huminsav
tartalom mellett a plazmid templatrol készitett 16S rRNS gén amplifikdldsa sordn mar nem

kaptunk olyan mennyiségli terméket, amelybdl 2 ul az agaréz gélelektroforézis soran

PCR-t (itt mar tovabbi gatld komponenst nem adtunk a reakcidelegyhez), majd a kapott
termékeket akrilamid gélen futtattuk a DGGE mintazatok elkészitéséhez (24. abra).
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PCR inhibitor:  huminsav talajextraktum
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24. abra Kiilonb6z6é DNS polimeraz enzimekkel készitett PCR-DGGE mintazat huminsav és
talajextraktum tartalmu templatrol.

cre

Taq polimerdz enzim ugyan tartalmazta a vart mintazatot, de csokkent intenzitassal. A
mintazatban ezenkiviill még megfigyelhetd volt kisebb intenzitassal extra fragmentek
megjelenése, amit okozhatott az enzim hibazasa és/vagy hibajavitdsanak hidnya az
amplifikacié soran. A Phusion enzimnél meglep6 modon, a mintazatban a fragmentek
intenzitasa sokkal alacsonyabb volt és egyes fragmnetek hianyoztak, féként az alacsonyabb
denaturald koncentraci6 tartomanyban (DGGE gél felsd része). A KOD DNS polimerazzal
készitett PCR-DGGE mintazatban az 5 ng/ml—es huminsav koncentracié még nem okozta a
mintazat valtozasat és az egyes fragmentek is azonos intenzitassal jelentek meg, azaz nem

tapasztaltunk templat specifikus gatlast sem.

A talajextraktum, mint inhibitor esetében a 25 v/v%-—os koncentracio mar jelentésen
megvaltoztatta a KOD polimerazzal készitett PCR-DGGE mintazatot. Egyes fragmentek
eltiintek a mintazatban és aspecifikus amplikonok is megjelentek. Erdemes megjegyezni
viszont, hogy a KOD enzim esetében alkalmazott 25 v/v% talajextraktum mar olyan magas
inhibitor tartalomnak felel meg a 16S rDNS PCR soran, amely a masik két enzim mitkodését
mar teljes mértékben gatolta. Tovabba, Phusion polimeraz enzim hasznalataval mar
egyaltalan nem kaptuk vissza a vart PCR-DGGE mintazatot, szemben a KOD enzimmel, ahol

az amplifikacio6 csak részben volt gatolt.
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6.5.2. Vér és vérszérum hatasa a PCR-DGGE mintazatra

A vér és vérszérum esetében a legnagyobb inhibitor rezisztenciat a Phusion enzim
esetében mértiilk. Szemben a masik két polimeraz enzimmel, még 20 v/v%—0s vér tartalom
mellett is kaptunk kisebb mennyiségii, de megfeleld6 méretli amplikont. Hasonléan a
huminsavval végzett kisérletekhez, itt is azt a 16S rRNS gén amplikont alkalmaztuk a V3
régi6 amplifikalasahoz templatnak, ahol az inhibitor alkalmazasa mellett mar nem kaptunk

agaroz gélelektroforézis soran detektalhat6 terméket.

A Taq polimeraz enzim esetében mar az 1 v/v%-—o0s teljes vér és vérszérum koncentracio
csokkent intenzitasti (részben gatolt) vagy teljes mértékben gatolt amplifikaciot
eredményezett (25. abra). A Phusion enzim esetében csak a 20 v/v%-—0s teljes vér és
vérszérum koncentracio gatolta a 16S PCR reakciot, viszont ez az inhibitor mennyiség a PCR-
DGGE mintazatban mar jelentds valtozast okozott. A vart 11 fragment koziil csak 5 volt
detektalhaté a mintazatban és azok is csak nagyon alacsony intenzitassal. A KOD enzim
esetében mind a 11 amplikon detektalhaté volt 10 v/v%—0s vér tartalom mellett és ezek koziil
is csak kettonél tapasztaltunk jelentGsebb intenzitds csokkenést. 10 v/v% vérszérum mellett
(ami a teljes vérhez képest jelentdsen alacsonyabb hem tartalommal rendelkezik) mind a 11

amplikon kimutathato6 volt aspecifikus termékek megjelenése nélkiil.

PCR inhibitor: vér vérszérum
< <
Q § Q %
S & § S § §
= 5= = g0y <SS
PCR inhibitor koncentracié a
= - o= 16S rDNS amplifikacié soran
= — DNS polimeraz teljes vér vérszérum
G =e enzim (VIvoo) (VIv9o)
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25. abra Kiilonb6z6 DNS polimeraz enzimekkel készitett PCR-DGGE mintazat vér és vérszérum
tartalmu templatrol.
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Az eredmények alapjan elmondhatd, hogy habar a Phusion DNS polimeraz enzim a
végpont PCR eredmények alapjan magasabb koncentracioban (akar 20 v/v%) képes toleralni a
vér inhibitor komponenseit, mégis a multitemplat amplifikacié soran keletkezett termékek

nem adjak vissza az eredeti populacid Osszetételt.

Az eredményeink alapjan a DNS polimeraz enzimek inhibitor érzékenységének
ismerete nem elegendé informacié annak eldontésére, hogy az enzim alkalmas—e PCR
inhibitort tartalmazé DNS minta mikrobidlis Osszetétel vizsgalatara. A harom polimerdz
enzimmel és négy PCR gatld komponenssel végzett kisérleteink soran a mesterséges
konzorciumrdl készitett PCR-DGGE mintazatokban a PCR inhibitor mennyiségének
novelésével a mintazatban az egyes fragmentek intenzitasa nem azonos mértékben csokkent.
Jellemzoen a géatld komponens hatdsara templat preferencialis valtozas figyelhetd meg, azaz
egyes szekvenciak amplifikacidja az inhibitor hatasara jobban gatolt. Ez figyelheté meg a
KOD enzim esetében talajextraktum mellett, valamint Phusion enzimnél mind a négy vizsgalt

gatlé komponens mellett.

6.6. POLMIX11 alkalmazasa

A Bay Zoltan Alkalmazott Kutatasi Nonprofit Kft. Biotechnologiai Divizidja tobb mint
20 éve vesz részt olyan alkalmazott kutatasi feladatokban, melyben a mikrobidlis Osszetétel,
populécié id6beli valtozasanak kovetése sziikséges. E feladatokban nagy segitséget nydjt a
PCR-DGGE modszer alkalmazéasa. Az utobbi években két olyan kutatdsi teriileten
(agyagasvany mikrobialis  Osszetételének meghatdrozasa valamint bioremediacids
beavatkozasok soran) is alkalmazni tudtuk a KOD DNS polimerdz enzimmel eldallitott

DGGE mintazatok eldnyét, melyet tudomanyos kdzleményekben is megjelentettiink.
PCR-DGGE alkalmazasa bioremedidcio soran:

A biostimulaciora vagy bioaugmentaciora épiilé bioremediacios eljardsok soran a PCR-

150’151), vagy akar a

DGGE egy alkalmas technika a mikrobidlis Osszetétel valtozas kovetésére (
toxikus, mérgezé hatast okoz6 anyagok hatdsara a természetes mikrofloraban bekovetkezd
véltozasok hosszu tavii kovetésére™ . A PCR-DGGE médszer bizonyos feltételek mellett
alkalmas a talaj vagy talajviz szennyezd komponens lebontasaért felelés mikroorganizmus
folyamatos monitoringara. Egyetlen kritérium, hogy a vizsgalt torzs rendelkezzen olyan

egyedi szekvencidval, ami lehetdvé teszi a mintadzatban a hattértél, az endemikus
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mikrofloratdl torténd megkiilonboztetését. A kornyezetbe jutott szamos antropogén eredetli
vegyiilet komoly kihivast jelent a bioremedidciéval torténd kezelés szamara, mivel csak
kisszamt mikroorganizmus adaptalddott ezeknek az anyagoknak a lebontdsdhoz. Egy ilyen
antropogén ¢és biodegradacioval nehezen kezelhet6 vegyiilet az MTBE (metil-tercier—butil—
éter). A Bay Zoltan Alkalmazott Kutatasi Nonprofit Kft. Biotechnologiai Intézetének egyik
kiemelt kutatasi teriilete az olaj és lizemanyag eredetli vegyiiletek biodegradacioja. Ennek a
kutatdsi munkdnak a részeként sikeresen izoldltunk és jellemeztink egy MTBE
MTBE bonté képességét laboratoriumi és terepi koriilmények kozott is igazoltuk™?. Mivel a
baktérium teljes genom szekvencidjat ekkor még nem ismertiik, igy a kvalitativ és kvantitativ
mérésé¢hez megfeleld6 PCR—t nem tudtuk tervezni, a monitoring vizsgalatokhoz a PCR-DGGE
modszert alkalmaztuk. A DNS izoldlast AquaGenomicTM kit—el végeztik ¢és az
amplifikdciohoz KOD DNS polimeraz enzimet alkalmaztunk. A KOD DNS polimeraz enzim
alkalmazéséaval el tudtuk keriilni, a mintdk inhibitor tartalmabol adod6 PCR gatlast, igy
minden vizsgalt minta esetében kdzvetleniil tudtunk a tisztitott DNS templatrél amplifikalni.
tette, hogy a baktériumot mind mikrokozmosz, mind a terepi beavatkozdsok sordn a

korabbiakban beallitott DGGE modszerrel kovessiik.

MTBE-vel szennyezett teriiletek in situ terepi karmentesitéshez a konzorciumbodl a
Methylibium petroleiphilum T29 baktériumot izolaltuk és egyedi kultarabél 3 m®-t
injektaltunk a felszin alatti talajvizbe. A KOD DNS polimerdz enzimmel készitett PCR—
DGGE mintazatokat a monitoring sordn sikeresen tudtuk alkalmazni az MTBE bontéasért

felelés baktérium kovetésére (26. abra).
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26. abra MTBE bonté izolatum terepi tesztelése A: MTBE koncentracié (ng/L) a monitoring
kutakban B: injektal6 kutak (Ir1-Ir4) C: MTBE koncentraciovaltozas a ZT-5/07 monitoring kutban;
D: MTBE bont6 baktérium (Methylibium) vizsgalata a beavatkozas soran PCR-DGGE modszerrel

PCR-DGGE alkalmazasa agyagasvanyok soran:

Agyagasvanyok mikrobidlis Osszetétel vizsgalata soran szintén érdemes szdmolni PCR
inhibicioval. Mér a sejtfeltaras soran, a lizalt DNS adszorbealddhat az agyagasvany feliiletén
152 'Sok esetben, mar 6nmagaban ez is teljes mértékben gatolhatja a PCR reakciot. A DNS—
agyagasvany kozott kialakuld erds adszorpcid oka az elektrosztatikus kolcsonhatasok és
hidrogénkotések, igy gatolva az amplifikaciojat a feltart DNS—nek '°%. Egyrészt a DNS
fragmentek szabad foszfat csoportjai kozvetleniil kotést alakitanak ki az agyagdsvany hidroxil

1419 Ez a kolcsonhatas azonban szabad foszfation

csoportjaival (ligandum csere)
hozzdadasaval visszaszorithatd. Masrészt a mintaban jelenlévd elektrolitok, kationok (K,
ca™, Mgz+) a negativ t0ltésti agyagasvanyok feliiletén un. elektromos kettOsréteget hoznak

létre, amely kovetkeztében a negativ toltésii DNS molekula elektrosztatikusan is kotodhet a
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feliiletre. Az agyagasvany erés adszorpcids hatdsa azonban visszaszorithatd a lizis soran

alkalmazott puffer megfelelé pH—janak megvalasztasaval™®2.

A kaolin egy 0,06-5,33%-0s szerves anyag tartalmi alapanyag, melyben a
természetesen el6forduld baktériumok szama akar 10° sejt/g sejtszamot elérhet. Ezek a
mikroorganizmusok feltehetleg az agyagréteg képzddésekor keriilnek az agyagba, ¢és
okozzadk az érését kovetden a megfeleld plaszticitast. Természetesen a kaolin mikrobidlis
Osszetételéhez még hozzajarulhatnak a foldtani események, banyaszat, szallitas, a feldolgozas
ipari folyamatai, valamint az allati vagy emberi kontaminacio. Ebbdl adoddan, megfeleld
feltételek esetén a baktériumok elszaporodhatnak a kaolinban raktidrozas vagy a szallitas
soran. Azonban a kereskedelmileg hasznositott kaolint vagy kaolinos keverékeket olyan
szerves adalékokkal egészitik ki (szabalyozdanyagok, hidraulikus olaj, gépolaj), amelyek
megkonnyitik a tovabbi feldolgozasi 1épéseket, ugyanakkor ezek tovabbi tapanyagként
szolgalhatnak a jelen 1évd baktériumok szdmdara. A baktériumok elszaporodasanak hatasara
megvaltozhat a kaolin kémiai és fizikai tulajdonsaga, kellemetlen szagot, pH—, viszkozitas—,
¢s szinvaltozast okozva. A megvaltozott tulajdonsagu kaolin mar nem alkalmas a keramiak
termelésére, igy az folyamatnak nagy gazdasagi jelentdsége van. Minderre alapozva, a
hipotézisiink az volt, hogy a mikrobidlis 0sszetétel meghatarozasaval és annak valtozasanak
kovetésével kovetkeztetéseket vonhatunk le a kaolin mindségvaltozasidra. A kaolinban
dominéns baktériumok azonositdsdhoz a PCR-DGGE mddszert alkalmaztunk. A PCR-DGGE
mintazathoz az amplikonokat KOD DNS polimeraz enzimmel készitettiik. A kapott
mintazatbol kivagott fragmentek szekvenaldsabol és azonositasabol sikeresen azonositani
tudtuk azokat a potencialis extracellularis polimer termeld baktériumokat (Acinetobacter és
Pseudomonas), melyek felelések a kaolin reologiai tulajdonsagainak kedvezétlen

, a1
véltozasaért.™
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7. Osszefoglalas

A talajmintak mikrobialis Osszetételének vizsgalata szamos tudomanyteriiletet érint,
mint példaul a talajmikrobiologia, paleontoldgia, archeoldgiai vizsgalatok, vagy akar az
igazsagiigyi, kriminoldgiai vizsgalatok is. Munkank soran a DNS tisztitds soran alkalmazott
modszer és az arrdl készitett PCR reakcid soran alkalmazott koriilmények hatasat vizsgaltuk
,,mikrobidlis ujjelnyomat” PCR-DGGE vizsgalatok soran.

A talajmintakbol térténd DNS kinyerés soran alkalmazott modszer alapvetéen befolyasolhatja
a kapott PCR-DGGE mintazatot, mivel a Gram-pozitiv, nehezen feltarhato sejtfalosszetételii
baktériumokbodl kisebb hatékonysaggal nyerhetd ki a DNS, ennek eredményeként sokszor
ezek a fajok az eredeti Gsszetételhez képest alulreprezentalva jelennek meg a vizsgalat soran.
A kornyezeti mintabol kinyert DNS mindségét és mennyiségét a sejtfeltaras hatékonysaga
mellett befolyasolja a matrix Osszetétele, a mintdban 1évé PCR inhibitor komponensek
koextrakcioja, valamint a degradéaciobol, lizis soran fellépd részleges toredezettségbdl adodo
mindsége. Az utobbi évtizedekben folyamatosan jelennek meg ujabb és jabb DNS izolalasi
eljarasok, mivel az egyes modszerek csak a vizsgalt mikrofléra egy részének vizsgalatara

alkalmasak.

Talajmintdk vizsgalata soran a DNS extrakcids modszer kivalasztasat alapvetden a
vizsgalt minta Osszetétele hatdrozza meg. A kereskedelmi forgalombdl beszerezhetd,
talaymintak vizsgalatara kifejlesztett DNS 1zolalo kit-ek alkalmazasa nem feltétleniil alkalmas
a nehezen feltarhato, Gram pozitiv baktériumok (mint pl. Actinobacterium—ok) vizsgalatara.
PCR-DGGE és metagenom szekvenalas segitségével igazoltuk, hogy a Mycobacterium DNS
izolalasara kifejlesztett un. Késer—-modszerrel talajmintakbol nagyobb baktérium diverzitas
mutathato ki, mint a talajmintakra alkalmazott, kereskedelmi forgalomban beszerezheté DNS
tisztitd kit—ekkel és foként a magasabb G/C-tartalmu baktériumok esetében. Eredményeink
alapjan egy erdteljesebb kémiai lizis alkalmazésa, vagy tobbféle DNS izolalasi modszer

egyiittes alkalmazasa célravezetbb, ha a minta osszetételének feltérképezése a cél.

Az eltérd feltarasi és DNS tisztitdsi mdodszerek viszont eltéré mennyiségl €s tisztasag
DNS kinyeréséhez vezetnek és a mintdban marad6 inhibitor komponensek a tovabbi
vizsgalatok soran alkalmazott DNS polimeraz enzimet gatolhatjdk ¢és ennek
kovetkezményeként nem teszik lehetévé kornyezeti mintdk mikrobidlis Gsszetétel vizsgalatat.
Ezek a PCR gatlo anyagok utotisztitasi 1épésekkel ugyan levalaszthatoak, viszont ebben az

esetben szamolni kell a DNS egy részének elvesztésével is.
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A DNS polimerazok dontd szerepet jatszanak a DNS masoldsdban ¢€s javitasban és
ebbdl addéddan a molekularis bioldgiai modszerekben alkalmazott PCR reakciokban. Mivel a
PCR egy gyors, specifikus és érzékeny modszer, igy széles korben alkalmazzadk szamos
tudomanyteriileten akar a géntechnologidban vagy molekularis diagnosztikdban. A kapott
eredmény azonban fligg az DNS polimeraz enzim pontossagatdl, exonukleaz aktivitasatol,
atirasi sebességétol, és extranukleotid beépité képességétdl vagy PCR gatlo anyagokra vald
érzékenységiiktol. Gyakori hibat okoz a PCR inhibitorok jelenléte a vizsgalt mintdban. Az
inhibitor miatt a PCR reakcid részben vagy akar teljes mértékben gatldédhat. Hasonldéan
gyakoran kérdéses magas G/C tartalma vagy hossza DNS fragment amplifikalasa. A
kereskedelmi forgalombol beszerezhetd nativ vagy modositott DNS polimerdz ezimek nem
mindig alkalmasak az 6sszes fellépo probléma kezelésére. E tudomanyteriileten még mindig
kutatasok folynak ujabb €s tjabb természetes DNS polimerazok vagy genetikailag modositott
polimerazok felfedezésére, hogy jobb aktivitdsi paraméterekkel rendelkezd enzimeket
talaljanak. A baktérium, archaea baktérium vagy eukariota eredetii DNS polimerazok hasonld
szerkezetlieck, azonban jelentés mértékben kiilonbozik a DNS masolasi képességik. A
felhasznalasi teriilet sokszor meg is hatarozza, hogy melyik polimeraz alkalmas a kivant
amplikon elkészitéséhez™’. Az exonukleaz, hibajavito alegység képesség kifejezetten fontos
klonkonyvtar vagy mutacié kimutatasa soran. Ezekhez a modszerekhez a szakirodalom a Pwo
vagy Phusion polimerazokat javasolja, melyek hibazasi gyakorisaga tizsszer kisebb, mint a
Taq DNS polimerdazé. Hosszt DNS fragmentek masolasdhoz a KOD DNS polimerazt
javasoljak, mivel processzivitasa 10-15-szor nagyobb, mint a Pfu DNS polimerazé. G/C
gazdag templatok masolasara szintén a Pfu és a Phusion polimerazokat ajanljak. A PCR
gatlas jellemzden a talajbol, vérbdl, €lelmiszerekbdl torténd mikroorganizmusok kimutatdsa
soran jelent gondot. Az eddigi dsszehasonlitd vizsgalatok kiemelkedé inhibitor rezisztenciat a
Tfl, Tli, Tth és Pfu polimerazoknak tulajdonitanak. Meglepé mddon a KOD DNS polimeraz
egy kevéssé vizsgalt enzim és egyetlen kimelkedd tulajdonsaganak a hosszii G/C gazdag
templatrol torténd amplifikaciot tartjak, holott kisérleteink alapjan szamos ¢€s alkalmazas
szempontjabol is fontos tulajdonsagokkal rendelkezik.

Munkénk soran harom DNS polimerdz enzim hatasat vizsgaltuk PCR-DGGE soran,
kiilonos tekintettel arra, hogy az alkalmazott polimeraz enzim befolyasolja—e a kapott DGGE
mintazatot. A szakirodalomban kevés adat taldlhato az enzimek eltéré amplifikacids
képességébdl adodd mintazat eltérésekre, ezért az Osszehasonlitast a legaltalinosabban
alkalmazott Taq DNS polimeraz, a nagy pontossagu és inhibitor rezisztens fuzios DNS

polimeraz (Phusion) és egy kevésbé ismert és alkalmazott KOD DNS polimeraz
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alkalmazaséaval végeztiikk. Eredményeink alapjan elmondhato, hogy a PCR-DGGE soran
alkalmazott DNS polimeraz befolyasolja a kapott mintazot. A legfobb eltérések a
dominans fajok mennyiségében, a mintazat diverzitasaban és nem utolsé sorban a
mintazat élességében, értékelhetéségében mutathaté Ki.

A kisérleteink soran a harom DNS polimeraz enzim koziil — kiilén inhibitor hozzaadasa
nélkiil is — a KOD polimeraz esetében kaptuk a legélesebb, legjobb felbontasu mintazatot, ami
a mintazatok kiértékelésénél kiillondsen fontos szempont. A KOD polimeraz tovabbi elénye
volt, hogy a PCR-DGGE mintizatban a magasabb denaturialo koncentracio
tartomanyban (>50%) erdsebb intenzitasi mintazatot adott, mint a Tagq és Phusion
polimerazok. Ebben a tartomanyban a magasabb G/C tartalmu — nehezebben denaturalodo —
szekvenciak talalhatoak, igy arra kovetkeztethetiink, hogy a KOD polimeraz enzim ezeket a

nehezebben amplifikalhaté templatokat hatékonyabban tudja masolni.

A harom polimerdz enzim inhibitor tolerancia vizsgalata sordn a két leggyakrabban
eléforduld PCR inhibitor vegyiileteket tartalmaz6 matrixot, a vért és talajt alkalmaztuk. A vér
esetében a PCR gatlasi kisérletek soran teljes vért és vérszérumot, a talaj esetében talaj
extraktumot és huminsavat vizsgaltuk. Az inhibitor komponensek PCR gatld hatasat un.
végpont PCR segitségével mértiik, mely soran azt az inhibitor koncentraciot hataroztuk meg
gatld mennyiségnek, ahol a PCR-t kovetden az amplikon méar nem detektdlhat6 az agardz
gélelektoforézis soran.

A talaj extraktummal és huminsavval végzett PCR inhibicids vizsgalatok alapjan
egyértelmiien igazolhato volt, hogy a harom vizsgalt DNS polimeraz enzim koziil a KOD
a legkevésbé érzékeny a talajbol szarmazé PCR inhibitor vegyiiletek jelenlétére. A Tag
polimerazt mar 0,2 pg/ml huminsav és 1% talaj extraktum gatolta. A Phusion polimeraznal
0,33 pg/ml huminsav és 5% talaj extraktum koncentracio felett mutathaté ki a PCR gatlo
hatas. A KOD polimeraz enzim esetében ezzel szemben még 3,3-5ug/ml huminsav és 25%

talaj extraktum mellett is megfelel6 méretii amplikont kaptunk.

A vér eredetii inhibitorok esetében a Tag DNS polimerazt mar 1 v/v% vér és vérszérum
is jelent6sen gatolta. A KOD enzim 1-5 v/v% vér és vérszérum mellett volt képes a megfeleld
méretll termék amplifikdldsara, de 5v/v% felett mar aspecifikus termékek keletkezését
tapasztaltuk. A Phusion—nél még 10% vér tartalom mellett is kaptunk megfeleld méretii

terméket, igaz csokkent mennyiségben.

A polimeraz enzimek PCR-DGGE mintazatra gyakorolt hatasat inhibitorok jelenlétében

mesterséges konzorciummal végeztiik. 16S rRNS gént tartalmazé plazmidok alkalmazasaval

81



Osszefoglalas

sikeresen eldallitottunk egy kivant szekvencia 0Osszetétellel rendelkezd mesterséges
konzorciumot, amit egyuttal markerként is alkalmazni tudtunk tovabbi munkaink soran a
PCR-DGGE g¢l futtatds koriilményeinek ellendrzésére. Az inhibitorok PCR-DGGE
mintdzatra gyakorolt hatasat anndl az inhibitor koncentracional végeztiik, ahol a 16S PCR

soran mar nem kaptunk agardz gélen detektalhatd mennyiségii amplikont

A Tag polimeraznal az inhibitor komponensek hatasara a PCR-DGGE mintazatok
intenzitasa csokkent, valamint a mintazatban megjelentek kisebb intenzitast extra fragmentek,
aminek oka az enzim hibas masolasa ¢és/vagy hibajavitasanak hianya az amplifikaci6 soran. A
Phusion enzimnél mind a négy inhibitor jelenlétében a PCR-DGGE mintazatban a fragmentek
intenzitdsa csokkent ¢és egyes fragmentek hianyoznak, foként az alacsonyabb denaturalo
koncentraci6 tartomanyban. A KOD DNS polimerazzal készitett PCR-DGGE mintazatban
okozott legkisebb valtozast az inhibitorok jelenléte. A négy inhibitor koziil egyediil a vér
szérum esetében tapasztaltunk részleges gatlast (egyes fragmentek hianyat) a PCR-DGGE
mintazatban és a fragmentek intenzitasa sem csokkent gy, mint a Phusion és Taq

polimerazok esetében.

Eredményeink alapjan a KOD enzim a leggyakrabban eléfordulo PCR gatlo
anyagokra is meglehetdsen rezisztens, képes toleralni 3,3-5 pg/ml huminsav, 1-10 v/v%
talaj extraktum, 1-5 v/v% teljes vér és 1-5 v/v% vérszérum jelenlétét a DGGE mintazat

jelentds valtozasa nélkiil.

Eredményeink alapjan elmondhatjuk, hogy kornyezeti mintak — mint pl. talaj — tenyésztés
fliggetlen mikrobidlis Osszetétel vizsgalata soran alkalmazott DNS polimeraz enzimnek
magas G/C tartalmi DNS templat masolasi képességébdl, pontossagabdl és gyors masolasi
sebessegébdl adoddan egy kiemelkedd képességekkel rendelkezd DNS polimeraz enzim.
Meglepd modon a szakirodalomban mégis csak kevéssé alkalmazott enzim, holott
amplifikacios képessége feliilmilja sok kereskedelmi forgalombol beszerezhetd enzim
amplifikacios képességeit.

A kisérleti eredményeink alapjan Osszeallitottunk egy eljaras protokollt, melyet a
kornyezeti mintak PCR-DGGE vizsgalata soran alkalmaztunk (27. abra). Ezt az altalunk
javasolt eljarast sikeresen alkalmaztuk kaolin mintdk mikrobidlis eredetli mindségromlasaban
szerepetjatszo baktériumok azonositasara, valamint karmentesités soran a Methylibium

petroleiphilum T29 baktériummal t6rténd in situ bioremediacio ellenérzésére.
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mikrobialis osszetétel

DNS tisztitas:

Kiser modszer vagy tébb féle DNS
kinyerés ugyanazon mintabol

Amplifikacio: KOD DNS polimeraz

PCR-DGGE

populiciéo dinamika

DNS tisztitas:

nagy tisztasagih DNS izolalas: pl.
MoBio PowerSoil kit

Amplifikacio: KOD DNS polimeraz

PCR-DGGE

bioremediacié monitoring

DGGE marker készitése a vizsgalt
baktérium torzzsel

DNS tisztitas:

nagy tisztasagh DNS izolalas: pl.
MoBio PowerSoil kit

Amplifikacio: KOD DNS polimeraz

PCR-DGGE

27. abra kornyezeti mintak PCR-DGGE vizsgalatahoz javasolt eljarasunk
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8. Summary

The examination of the microbial composition of soil samples is relevant to many areas
of science such as soil microbiology, paleontology, archeology and even forensic scicnce.
During our work, the effect of the applied DNA isolation method and the effect of the PCR
reaction conditions in "microbial fingerprint” PCR-DGGE assays were investigated.

The method used for DNA isolation from soil samples may fundamentally influence the
obtained DGGE pattern because it is difficult to isolate DNA from Gram-positive bacteria,
with cell walls containing complex glycolipids, as a result of which these species appear to be
underrepresented in the assay compared to the original composition. The quality and quantity
of DNA isolated from an environmental sample are influenced by the efficiency of the cell
lysis method, by the composition of the matrix, by the coextraction of the PCR inhibitor
components and also by the extent of the degradation, which is a result of partial
fragmentation during lysis. DNA isolation methods are continuously evolving for decades
now, as currently available methods are capable of examining only a part of a given
microflora.

In case of soil sample examination, the selection of the DNA isolation method is
basically determined by the composition of the sample being tested. Commercially available
DNA isolation kits for soil samples cannot necessarily be used to examine Gram-positive
bacteria (such as Actinobacterium), due to the difficulty of cell wall destruction. Based on
PCR-DGGE patterns and metagenomic sequencing results it was proven by us that by the
Kaser method (for mycobacterial DNA isolation) from soil samples a greater bacterial
diversity can be detected compared to the commercially available DNA purification kits for
soil samples, particularly in case of G/C-rich bacterial DNA. Our results showed that a more
robust chemical lysis or the simultaneous use of several DNA isolation methods are more

appropriate in case when mapping the composition of the sample is the goal.

However, different DNA isolation and purification methods lead to different amounts of
DNA with different levels of purity, potentially contaminated with residual inhibitors from the
sample that may inhibit the DNA polymerase enzyme and as a consequence hinder the
examination of the microbial composition of the environmental sample. These PCR inhibitors
can be removed by post-purification steps, but in this case, the loss of amount of the DNA is

also expected.
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DNA polymerases play a key role in DNA transcription and repair, and consequently in
PCR reactions. Because PCR is a fast, specific and sensitive method it is widely used in
genetics and molecular biology fields. However, the result may depend on the accuracy of the
DNA polymerase enzyme, its exonuclease activity, its transcriptional rate and its
extranucleotide incorporation ability or its sensitivity to PCR inhibitors. A common problem
is the presence of PCR inhibitors in environmental sample. Due to the presence of the
inhibitor, PCR reaction can be partially or even completely inhibited. A similar problem may
arise in case of G/C-rich template amplification or in case of amplification of a longer DNA
fragment. Commercially available native or modified DNA polymerase enzymes are not
always suitable to overcome the occurring problems. In this area of science, there is ongoing
research to discover additional natural DNA polymerases or genetically engineered
polymerases to find enzymes with better activity parameters. Bacterial, archaea bacterial, or
eukaryotic DNA polymerases have similar structures but differ significantly in their ability to
transcribe DNA. The field of use often determines which polymerase is suitable for
amplifying the desired region.”™’ The exonuclease error correction, proofreading capability of
the enzyme, is particularly important when detecting a clone library or mutation. For these
methods, the literature suggests Pwo or Phusion polymerases with error rates ten times lower
than that of Tag DNA polymerase. For amplifying long DNA fragments, KOD DNA
polymerase is proposed because its processivity is 10 to 15 times higher than that of the Pfu
DNA polymerase. Pfu and Phusion polymerases are also recommended for amplifying G/C-
rich templates. PCR inhibition typically arises as a problem in case of microorganism
detection in soil, blood, and food samples. Comparative studies have demonstrated
outstanding inhibitory resistance of Tfl, Tli, Tth and Pfu polymerases. Surprisingly, KOD
DNA polymerase is a little studied enzyme; one of its outstanding properties is the suitability
to amplify long and G/C-rich templates, and based on our experiments it has many and
important properties from an application standpoint.

In our work, the efficiency of three DNA polymerase enzymes was studied during PCR-
DGGE, especially considering whether the used polymerase enzyme influenced the obtained
DGGE pattern. In the literature there is little data on DGGE pattern variations due to the
different amplification ability of the enzymes, and therefore comparison was performed using
the most commonly used Tagq DNA polymerase, a high precision and inhibitor-resistant fusion
DNA polymerase (Phusion) and a lesser known and used KOD DNA polymerase. Based on
our results, the DNA polymerase has significant effect on the resulting PCR-DGGE

pattern. The main differences can be found in the amount of dominant species, in the
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diversity of the pattern and, last but not least, in the sharpness and assessability of the
pattern.

During our experiments with the three DNA polymerases, even without the inhibitor
addition, the pattern was the sharpest with the best resolution in case of the KOD polymerase,
which is of particular importance in the evaluation of patterns. Another advantage of KOD
polymerase is that it provides a sharper DGGE pattern in the higher denaturation range
(> 50%), than the Tag and Phusion polymerases. In this range, G/C-rich (less denaturated)
sequences are found, so it can be concluded that KOD polymerase enzyme can transcribe

templates that are more difficult to amplify.

During the inhibitor tolerance experiment of three polymerases, the two most common
PCR inhibitor containing matrixes were studied, blood and soil. In case of blood, in PCR
inhibition experiments whole blood and blood serum were used, in case of soil, humic acid
and soil extract were investigated. The PCR inhibitory effect of inhibitor components were
investigated by endpoint PCR, the inhibitory concentration was determined as the amount
where the PCR amplicon is not detected during agarose gel electrophoresis.

PCR inhibitory studies in case of soil extract and humic acid showed that KOD was
the least susceptible to soil PCR inhibitor compounds from the three of the tested DNA
polymerase enzymes. Taq polymerase was inhibited by 0.2 pg/mL humic acid and 1% soil
extract. The PCR inhibitory activity was detected for Phusion polymerase above 0.33 pug/mL
humic acid and 5% soil extract concentration. In contrast KOD polymerase enzyme even in
the presence of 3.3-5 pg/mL humic acid and 25% soil extract produced sufficient sized

amplicons.

In case of blood originated inhibitors, Tag DNA polymerase was already significantly
inhibited by 1 v/iv% whole blood and blood serum. The KOD enzyme was capable of
amplifying the product reaching the appropriate size by 1-5 v/v% whole blood and blood
serum, but above 5 v/v% non-specific products was observed. In case of Phusion, at 10%

whole blood content gave right sized amplicons, but in a decreased amount.

The effects of polymerase enzymes on PCR-DGGE pattern were investigated by using
an artificial consortium in the presence of inhibitors. By using plasmids containing 16S rRNA
gene an artificial consortium with a desired sequence composition was successfully produced,
which was also suitable to be a marker for further experiments to control the conditions of the
DGGE gel electrophoresis. The effect of the inhibitors on the PCR-DGGE pattern was
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performed at the inhibitor concentration, where after 16S PCR, the amplicon was not

detectable by agarose gel electrophoresis.

In case of the Taq polymerase, the presence of the inhibitor components resulted in
faded DGGE pattern and some extra fragments appeared, due to faulty transcription and/or
lack of error correction of the enzyme during amplification. In case of the Phusion enzyme in
the presence of all four inhibitors, the intensity of the fragments decreased and some
fragments were missing, especially in the lower denaturation concentration range. The
presence of inhibitors resulted in the smallest changes in case of the KOD DNA polymerase
DGGE pattern. Only in case of the blood serum, partial inhibition (absence of some
fragments) was observed in the DGGE pattern and the fragment intensity did not decrease as

it did in case of Phusion and Taq polymerases.

Based on our results, the KOD enzyme is highly resistant to the most common PCR
inhibitors, able to tolerate 3.3-5 pg/mL humic acid, 1-10 v/v% soil extract, 1-5 v/Iv%
whole blood and 1- 5% v/v% blood serum without significant change in DGGE pattern.

We proved that in case of environmental samples (e.g. soil) the DNA polymerase enzyme
used to examine the noncultured microbial composition of the sample has a key role. KOD is
an outstanding DNA polymerase enzyme, due to its significant inhibitor resistance, its
capability to transcribe G/C-rich templates, accuracy and high transcription speed.
Surprisingly, this enzyme is not commonly discussed in the literature, although its
amplification ability is superior to the amplification capabilities of many commercially
available enzymes.

Based on our experimental results we compiled a protocol for a PCR-DGGE assay that
can be used in case of environmental samples (Figure 28). This protocol has been successfully
applied to identify bacteria that causes microbial degradation of kaolin samples, and during an
in situ bioremediation pilot test by Methylibium petroleiphilum T29 bacterium we applied

successfully to monitoring remediation process.
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PCR-DGGE
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Amplification: KOD DNA polymerase

PCR-DGGE

Figure 28. The proposed protocol for PCR-DGGE assay in case of environmental samples

Based on our results KOD polymerase is an excellent candidate, but the reality is:

“Several dozen thermostable DNA polymerases are described in the literature, and probably
many more exist in the research and development laboratories of biotechnology companies.
So why are there so many? The answer is simple: none is perfect enough to satisfy

researchers. ” (Berdis, 2010)

" Berdis AJ. DNA polymerases: Perfect enzymes for an imperfect world. Biochim Biophys Acta. 2010
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