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BEVEZETES ES CELKITUZESEK

A XXI. szazadi tarsadalomnak az egyik ¢és talan legnagyobb kihivasa a kornyezet
allapotanak javitdsa. A karmentesitési programok elsd éveiben a munka csupan a talaj és a
felszin alatti vizeket veszélyeztetd, karositd szennyezd forrasok felmérésére fokuszalt,
viszont késobb felismerték a talaj, mint ¢léhely és az elemkorforgalmak kulcsfontossagu
helyzetét és ezt figyelembe véve olyan talajkezelési modszerek kutatasaba és fejlesztésébe
kezdtek, melyek egyrészt hatékony, koltségtakarékos megoldasok, ugyanakkor kdérnyezet
kiméléek és a fenntarthatdo iizemeltetést is biztositjak. A remediacidés technologidk
fejléddésével egy iddben a biotechnoldgia is robbanasszeriien fejlodott. A mult szdzad elsé
kétharmadaban még hagyomanyos, laboratériumi tenyésztést alkalmazva izolaltdk az egyes
vegyiiletek lebontasara képes mikrobdkat. A kutatok a 90’-es évek kornyékén szembesiiltek
eldszor azzal a problémaval, hogy nem minden talajbaktérium tenyészthetd. A tenyésztéssel
nem kimutathatd prokariotdk nagy szama késztette a kutatokat a tenyésztéstol fliggetlen,
molekularis biologiai modszerek alkalmazasara.

Napjainkban a PCR alapu technikdk alkalmazasa madar elkeriilhetetlen mikrobidlis
Osszetétel vizsgalatok sordn, mivel ez ad lehetdséget arra, hogy a klasszikus
mikrobiologidval, tenyésztéses modszerrel nem vizsgalhaté mikroorganizmusokrol és azok
tulajdonsagairdl informaciot kapjunk. A kapott eredmény azonban nagymértékben fiigg attol,
hogy milyen mintavételt, minta el6készitést és milyen mérési modszert alkalmazunk.
Kiilondsen fontos ezt figyelembe venni olyan eljarasok soran, ahol a kisérlet soran kapott
eredményt tobb egymast kovetd 1€pés soran alkalmazott eljarasi modszer hatdrozza meg. Egy
ilyen, tobb 1épést tartalmazod modszer a mikrobidlis Osszetétel vizsgalatokhoz alkalmazott
PCR-DGGE is. A DGGE mintézatot alapvetden befolyasolja a DNS izoldlas modja (feltaras
hatékonysag, DNS tisztasdga, mennyisége, stb.).

Mindezek alapjan munkam soran az aldbbi kérdésekre kerestiik a valaszt:
1.  Melyik DNS-extrakcios mddszer biztositia a legnagyobb fajgazdagsig detektdldasat

PCR-DGGE modszerrel?

Ehhez kapcsolodva, kutatasi munkam elsd részében vizsgaltam, hogy talajmintdk 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 torténé bakterialis DNS izolalasahoz leggyakrabban

alkalmazott médszerhez (MoBio PowerSoil® kit) képest a sejtfeltards sordn egy erdteljesebb



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

talaj dominans baktériumtorzsei k6zott?

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

A kutatasi munkam masodik részében az amplifikacios koriilmények modositasanak hatasat

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

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

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

pontossagu és inhibitor rezisztens fizids 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 befolyasoljik a kiilonb6z6 DNS
polimerazokat?

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

érzékenyek a leggyakrabban el6forduld inhibitor komponensekre (talaj, huminsav, vér). A

vizsgalt enzimek koziil melyik a legalkalmasabb inhibitor jelenlétében torténé amplifikaciora.

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

5.  PCR gatlo anyagok jelenléte hogyan befolydsolja a multitemplatrol készitett PCR-
DGGE mintdzatot?

A Kkisérletek segitségével arra kerestiik a valaszt, hogy az egyes DNS polimeraz enzimek

eltérd amplifikdciot mutatnak-e multitemplat alkalmazédsa sordn, ami kiilondsen fontos

mikrobidlis diverzitas vizsgalatok soran.



MODSZEREK

A talajmintakbol torténd DNS izolalashoz két kereskedelmi forgalomban beszerezhetd
DN tisztito kit-et - Mo Bio PowerSoil® DNA Isolation kit és AquaGenomic™™ oldatot —
alkalmaztunk a gyartd utasitasa szerint, valamint egy Mycobacterium-DNS izolalasra
fejlesztett modszert. A modszereken annyi modositast végeztiink, hogy a DNS-t az utolso
1épénél steril vizben vettiik fel vagy az oszloprdl steril vizzel elualtuk, hogy a pufferek

kiilonbozdéségébdl adodo problémakat elkertiljiik.

A kisérletek soran harom DNS polimeraz enzimet alkalmaztunk. A 16S riboszémalis
RNS kodolo gént eubaktérium specifikus primerekkel (EubB (27F) és EubA (1552R) PCR
amplifikaltuk. A DGGE mintazatok készitéséhez a ,,GC-clamp”-pel rendelkezé 16S RNS gén
V3 variabilis régiojat (~200 bp hosszusagu) amplifikaltuk, ahol templatként a 16S rDNS PCR
termékeket alkalmaztuk. Az amplifikdcidhoz 341F-GC és 534R primereket alkalmaztuk. A
reakciok soran KOD (Novagen) és Taq (Fermentas) és Phusion (Finnzyme) DNS
polimerazokat alkalmaztunk a gyartd utasitasa szerint vagy kisebb modositassal (azonos
primer €s enzim koncentraci6é mellett). A 1,5kb méretli 16S rRNS gént 1%-o0s agar6z gélen, a
200bp méreti 16S rRNS gén V3 gént 2%-0s agardz gélen torténd futtatassal ellendriztiik.
A denaturalé gradiens gél elektroforézist 30-70%-0s ¢és 30-60%-o0s denaturdld gradiens
koncentracidé mellett, 8%-os poliakrilamid gélen végeztiik. A DGGE futtatast BioRad DCode
Universal Mutation Detection System késziilékben 60 OC-on, 150V-on, 1x TAE pufferben 4
oran at végeztiik. Elektroforézis utan a gélt 20 percig etidium-bromiddal (0,5 pg/ml)
festettiik, majd UV fény alatt vizsgaltuk és VisionWorks®LS 5.5.0 szoftverrel

dokumentaltuk.

A mesterséges konzorcium készitéséhez referencia torzsekbdl MoBio Ultraclean PCR
tisztitd kittel DNS izolaltunk. A tisztitott DNS-r6l 16S rDNS PCR végeztiink. A PCR
termékekrdl a maradék templat DNS-t és oligot EZ-Spin Column PCR tisztitd Kkittel
levalasztottuk. Az egyedi fragmenteket pJET 2.1 blunt klonozé vektorba ligaltuk. A
reakcioelegyet 20 percig inkubaltuk szobahdmérsékleten (22°C), majd kozvetleniil
transzformaltuk Escherichia coli DH5a kémiai kompetens sejtekbe: 200 pl jégen kiolvasztott
kompetens sejthez 10 ul ligalasi reakcidelegyet adtunk, majd 30 perc jégen torténd inkubacio
utan hésokkoltuk, 40 masodpercig. 42 °C-on, 5 perc jégen valo lehiitést kovetéen 800 ul SOC
oldattal (2% Tripton; 0,5% éleszté kivonat; 10mM MgSO4; 10mM MgCl,; 20mM gliikoz;

10mM NaCl2,5mM KCl) egészitettiik ki az elegyet, majd 30 percig 37 °C-on inkubaltuk. Ezt
4



kovetden 100 pg/ml ampicillint tartalmazd LB téaptalajra szélesztettilkk a sejteket. Az
antibiotikumon felnétt sejtekb6l plazmidot tisztitottunk. A tiszta plazmidokat, amelyek
tartalmazzak az adott szekvenciakat, azonos aranyban Osszekevertiik. A plazmidokat E. coli

kompetens sejtben, torzsgyiijteményben -80°C-on taroltuk.

A PCR inhibiciés vizsgalatokat huminsavval, talaj extraktummal, vérrel ¢&s
vérszérummal végeztiikk. Talaj extraktum készitéséhez 1g viragfoldet 10ml KLA pufferben
(50mM Tris, pH=9,5; 16mM (NH,4),SOy4; 2,5mM MgCI; és 0,1% Tween) szuszpendaltunk és
30 percig 75°C-on inkubaltuk, 12 000g-n 20 percig centrifugéltuk és a feliiluszot -20°C-on
taroltuk a felhasznalasig. A teljes vér SmM EDTA (antikoagulans) tartalmu kezeletlen vér
volt. A vérszérumhoz a vért szobahdmérsékleten (22°C) hagytuk 30 percig, majd a
véralvadast kovetden 2000g fordulaton, 10 percig centrifugaltuk és a feliiluszot (vérszérumot)
levalasztottuk.

A hostabil DNS polimerazok inhibitor érzékenységét 16S rRNS gén specifikus PCR
soran vizsgaltuk. A PCR reakciokeverék talajmintdkbol izoldlt 5 ng genomidlis DNS
templatot tartalmazott és a reakciot 0-0,6ug/ml huminsav koncentracid mellett végeztiink.
Mesterséges konzorciummal torténd inhibicids vizsgalatokhoz ismert baktériumtorzsek 16S
rRNS génjét tartalmazod plazmidokbol 1:1 aranyu keveréket készitettiink. A plazmid
keverékrol a 16S rRNS gént amplifikaltuk a 27F/Eub-1552R primerekkel és a klonozé vektor
(pJET1.2/blunt) primerjeivel. A két PCR sordn tapasztalt reakcidgatlasbol hataroztuk meg az
vizsgalatdhoz az amplikonokat a 8%-os poliakrilamid gélen, 30-60%-o0s denaturald

gradiensben vizsgaltuk.

A molekularis munkakhoz sziikséges DNS oligonukleotidok elkészitését az Integrated
DNA Technologies, a DNS szekvenaldsokat Micorsynth cég, a Magyar Tudoményos

Akadémia Biologiai Kozpont szekvenalo platformja valamint a Xenovea Kft végezték.



TUDOMANYOS EREDMENYEK

T1. Mycobacterium DNS izolalasara kifejlesztett modszer hatékonyan alkalmazhatd

crer

1.1. PCR-DGGE mintazatok alapjan a Mycobacterium DNS izolalasara kifejlesztett un.
Kéaser-modszerrel talajmintakbol nagyobb baktérium diverzitas mutathatd ki, mint a
talajmintakra kifejlesztett, kereskedelmi forgalomban beszerezhetd DNS tisztitod kit-ekkel és

foként a magasabb G/C-tartalmu baktériumok esetében.

1.2. Metagenom szekvenalasi eredményekkel igazoltuk, hogy a Késer moddszer

alkalmasabb a talajmintakbol Actinobacterium DNS kinyerésére.

T2. Elsoként igazoltuk a KOD DNS polimeraz alkalmazasdnak elényét PCR-DGGE

vizsgalatok soran.

2.1. A KOD DNS polimerdz enzim a magas G/C-tartalmi, nehezebben amplifikalhato

templatokat hatékonyabban képes masolni, mint a Taq és Phusion DNS polimeraz.

2.2. A KOD DNS polimeraz a Taq és Phusion polimeraznal pontosabb masolasabdl (high
fidelity) adodoan élesebb mintazatot ad, amely alapvetéen meghatarozza a DGGE mintazat

szoftveres kiértékelését.

2.3. lgazoltuk, hogy a PCR-DGGE vizsgalatok soran az amplifikaciohoz alkalmazott az DNS

polimeraz enzim befolyasolja az amplifikacié eredményeként 1étrej6vé mintazatot.

T3. Kidolgoztunk egy eljarast ismert szekvenciakat tartalmaz6 PCR-DGGE marker

készitéséhez.

3.1. 16S rRNS gént tartalmazé plazmidok alkalmazasaval sikeresen elé tudtunk allitani egy

kivant szekvencia Osszetétellel rendelkez6 PDR-DGGE markert.

3.2. Kifejlesztettiink és alkalmaztunk egy olyan modszertani eljarast, amellyel tetszéleges
szekvencidk kivélasztasdval a PCR-DGGE technika alkalmassd tehet6 egy gyors

mindségellendrzési modszerként torténd hasznalatra.

T4. Elséként igazoltuk, hogy a KOD DNS polimeraz kiemelkedden rezisztens humisav

jelenlétére a PCR soran



4.1. Eredményeink alapjan, genomialis DNS-16] torténd amplifikacid soran a KOD DNS
fragment masolasara szemben a Phusion (~0,3 upg/ml) és Tag (< 0,2ug/ml) DNS

polimerazokkal.
T5. KOD DNS polimeraz kevésbé érzékeny a talaj eredetii inhibitor komponensekre.

5.1. Mesterséges konzorciummal végzett végpont PCR kisérletek alatamasztottak, a KOD egy
nagysagrenddel nagyobb koncentracidban képes toleralni a huminsav jelenlétét, mint a

Phusion és Tag DNS polimeraz.

5.2. Igazoltuk, hogy a KOD kiemelten rezisztens a talaj eredetii inhibitor anyagok jelenlétére,

még 10% talaj extraktum jelenlétében is alkalmazhato.

T6. Elséként igazoltuk, hogy PCR-DGGE mintazat eredményét befolyasolja a PCR

inhibitorok jelenléte.

6.1. Talaj és vér eredetii PCR inhibitorok jelenlétében a PCR-DGGE mintazat a részleges
amplifikacid kovetkeztében megvaltozik. Az eredmények alapjan elmondhatd, hogy habar a
Phusion DNS polimeraz enzim a végpont PCR eredmények alapjan magasabb
koncentracioban (akar 20 v/v%) képes tolerdlni a vér inhibitor komponenseit, meégis
multitemplat amplifikacio soran keletkezett termékek nem adjak vissza az eredeti populacio

Osszetételt.

6.2. Az eredmények alapjan a DNS polimerazok inhibitor érzé¢kenysége nem elegendd
informécié annak eldontésére, hogy egy enzim alkalmas-e inhibitor tartalma DNS mintak
mikrobialis Osszetételének vizsgdlatira. A harom polimeraz enzimmel és négy PCR
inhibitorral végzett kisérletek soran a mesterséges konzorciumrol készitett DGGE
mintazatokban a PCR inhibitor mennyiségének novelésével a mintazatban az egyes
fragmentek intenzitdsa nem azonos mértékben csokkent. Inhibitor jelenlétében egyes

szekvencidk amplifik4cioja eltéré mértékben gatolt.

T7. Kialakitottunk egy eljaras tervezetet a talajmintdk molekularis bioldgiai vizsgalatara.

T8. Sikerrel alkalmaztuk ezt a protokollt valos kornyezeti mintak esetében.
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