Valasz Prof. Dr. Emédy Levente biralatara

Mindenekel6tt szeretném megkdszonni Prof. Dr. Emddy Leventének MTA doktori
értekezésem biralatat, szakmai munkassagomat €s dolgozatomat méltatd elismerd szavait, és
azt, hogy értekezésemet mindenben megfelelonek és nyilvanos vitara alkalmasnak talalta.

Oriilok, hogy munkam birdlémat az eltérd érdekldési és kutatasi teriileteink hatarteriileteinek
tudomanyos eredményeit boncolgatd, gondolatébreszté kérdések felvetésére inspiralta.

A kovetkezokben a biralom altal feltett kérdésekre valaszolok.
Birdloi kérdések

1. A kornyezeti mintakat 6-8 °C-on hiitve szallitottik a laboratoriumba, ahol a leheto
leghamarabb megkezdték a feldolgozasukat. Ez a homérséklet nem befolydsolhatta a
mintakban jelenlévé mikrobdk mennyiségi dsszetételét a pszichrofilek javara?

Biralom kérdésére valaszolva elmondhatd, hogy a mikroorganizmusok novekedését és
szaporodasat befolyasolo6 egyik legfontosabb kornyezeti tényez6 a hdémérséklet. A prokariotak
vilagaban a kardindlis (minimum ¢és maximum) homérsékleti értékek nagymértékben
kiilonbozhetnek egymastol, és egy-egy baktériumfaj esetében altalaban azt a homérsékleti
tartomanyt tiikkrozik vissza, amiben az adott szervezet természetes kornyezetében életképes.
Ebben a hémérsékleti tartomanyban talalhato az az optimalis hdmérsékleti érték (jellemzden a
maximumhoz kozelebb), aminél a sejt ¢letmiikddését meghatdrozo enzimreakciok sebessége
maximalis, ezaltal a mikroorganizmusra jellemzd generacids id6 minimalis. Az optimalistol
eltéré hdmérsékleti értékek a sejtek szaporodasi sebességének csokkenését eredményezik. Az
altalunk vizsgalt extrém kornyezetek tobbségében (pl. szikes tavakban ¢és talajokban,
barlangokban) eléfordulé mikroorganizmusok hémérsékleti tartomanyuk tekintetében a
mezofilek korébe tartoztak. A mintak szallitdsakor alkalmazott 6-8 °C-os hémérséklet, ami a
mezofilek hémérsékleti tartomanydnak alsé részébe esett, ezért a mintdkban jelenlévd
mikroorganizmusok anyagcsere folyamatainak mérséklése révén csokkentette azok
szaporodasi ratajat. Ily modon biztositani tudtuk azt, hogy a mintdkban 1évo
mikroorganizmusok ¢életképessége mennyiségiiknek és a mikrobapopulaciok aranyanak
jelent6s valtozasa nélkiill megmaradjon a mintavételt6l egészen a laboratoriumi
mintafeldolgozasig.

A hévforrasok vizében €16 termofil/hipertermofil mikroorganizmusok esetében ez a szallitasi
hémérséklet azonban mar minden valosziniiség szerint kiviil esett hémérsékleti
tartomanyukon, igy az szaporodoképességiiknek akar irreverzibilis elvesztését is
eredményezhette. Tenyésztéses vizsgalatokat ezért ezekkel a mintakkal nem végeztiink. Az
alacsony hémérsékletet kedveld, elsdsorban az Andok permafroszt kérnyezetébdl szarmazo
mintdk esetében a legnagyobb nehézséget az eredeti alacsony kornyezeti hdmérséklet
folyamatos biztositasa jelentette szamunkra. A valodi hidegkedveldk (sztenopszichrofilek) a
kozel allando, tartéosan alacsony homérséklethez alkalmazkodtak. Ezek a szervezetek
altalaban extrém nagy termolabilitassal jellemezhet6k, vagyis a természetes élohelyiik
hémeérsékleti értékeitdl valdé minddssze néhany fokos pozitiv eltérés is a makromolekuldk
Sajnos az Andokbdl szdrmaz6 mintak esetén a folyamatosan allandé hdmérsékletii hiitélancot
nem tudtuk fenntartani, ezért sztenopszichrofileket nem tudtuk tenyésztésbe vonni. A
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hidegtiird pszichrotroéfok (fakultativ pszichrofilek, pszichrotoleransok) azonban relative széles
hémérsékleti tartomanyhoz adaptalodtak. Bar a pszichrotrofok optimalis hdmérséklete szintén
az endemikus kornyezet homérsékleténél figyelheté meg, ezek a szervezetek megdrizhetik
¢letképességiiket a mezofilek homérsékleti tartomanyanak jelentds részében is (max. <35°C).
Kutatasaink soran igy mi is sikerrel vontuk tenyésztésbe a kiilonbozé permafroszt
kornyezetekbdl leirt és a Proteobacteria, Bacteroidetes és Actinobacteria torzsekbe sorolt
pszichrotréf baktériumfajok képviseldit.

2. Az elozo kérdeéshez kapcsolodva: Mennyiben volt lehetoség arra, hogy a minta az eredeti
kérnyezetében jelen lévo extremitds jellegének leginkabb megfelelo kézegben maradjon a
szallitas soran, kiilonosen a mas foldrészeken vett mintak esetében? Alkalmazhatok-e az
orvosi mintavételhez és szallitashoz hasonloan stabilizatorok vagy transzport kézegek a
lelohely extremitasi jellegenek megorzése céljabol?

Az altalunk végzett kdrnyezetmikrobioldgiai vizsgalatoknal mindig torekedtiink arra, hogy a
mintakban jelenlévé mikroorganizmusok novekedését ¢€s szaporodasit meghatirozo
kornyezeti tényezOk a lehetd legkisebb mértékben valtozzanak meg a mintavétel és a szallitas
soran. Mintavételt ezért minden alkalommal aszeptikus koriilmények kozott végeztiink, steril
mintavételi eszkozokkel, steril, jol zarhatd6 mintavételi edényekbe, hogy elkeriiljiik a mintak
szennyezO0dését. Az ,,extremitas” jellegének megorzése céljabol a laboratériumi feldolgozasra
keriild mintamennyiségeknek (1-5g talaj, 1-10 ml vizminta) altalaban tobbszorosét (100-
500 g talaj, 500-1000 ml vizminta) gy(jtottik a helyszinen, bolygatasmentes koriilmények
kozott. Ezekbdl a nagyobb minta tomegekbdl/térfogatokbol a laboratériumban, rendszerint a
24 6rén belill torténd minta feldolgozas soran szintén aszeptikus koriilmények kozott végeztiik
el az ,g¢rintetlen” kis mintaegységek (mikrokornyezetek) kiemelését/elkiilonitését ¢és
laboratoriumi feldolgozasat.

Az orvosi mikrobiologiai mintavételekhez és szallitaishoz alkalmazott stabilizatorok és
transzportkozegek (megfeleld vizaktivitasuk és iondsszetételiik alapjan) arra alkalmasak, hogy
a relative kis huméan mintamennyiségben jelenlévd €s a kornyezeti hatasokkal (els6sorban a
kiszaradassal) szemben érzékeny baktériumok is megdlrizzék szaporoddképességiiket és
ezaltal detektalhatosagukat szobahémérsékleten, akar 48-72 oran keresztiil (Barcs 2009).
Esetlinkben a fentebb részletezett relative nagy mintamennyiség és (az Andokbdl szarmazo
mintak kivételével) a szallitasi id6 rovidsége (minddssze néhany ora), valamint a
laboratoriumban alkalmazott ,.érintetlen” mintafeldolgozasi stratégia alkalmazasa miatt a
mintak kiszaradasatol nem kellett tartanunk, ezért nem tartottuk sziikségesnek specidlis
stabilizatorok vagy transzport kdzegek hasznalatat.

3. A legtobb tenyésztheté humdan korokozo egy-két nap alatt telepeket képez megfelelo
tenyésztési koriilmeények kozott, de van olyan is, amely akar kéthetes tenyésztési idot igényel
(pl. Actinomyces spp.). ldotartamot tekintve mit jelent az, hogy gyakran éltek az inkubdacios
ido meghosszabbitasanak lehetoségével is?

Kornyezeti mintdk tenyésztésen alapuld mikrobioldgiai diverzitds vizsgalata soran altalanos
célként fogalmazhatdé meg, hogy a vizsgalt €léhelyen eléforduld baktériumoknak minél
szélesebb korét probaljuk meg kitenyészteni. A sikeres tenyésztéséhez energiaforras,
megfeleld tipusu, mennyiségii és aranyu tapanyagok €s kedvezd fizikai-kémiai koriilmények
egyidejii biztositasa sziikséges. Barmely természetes mikrokdrnyezetben az egyiitt €16
mikrobapopulaciok azonban jelentdsen kiilonbozhetnek egymastol az altaluk igényelt és a
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rendelkezésiikre 4all6 erdforrasok tekintetében, ezért tenyésztéses vizsgalatok soran az
¢léhelyre jellemz6 koriilményeket imitald tapkozegek Osszeallitasa sokszor rendkiviil nehéz
feladat. Ehhez jarul hozza, hogy a mikroorganizmusok természetes ¢l6helyiikon gyakran a
kiilonboz6 kornyezeti tényezok gradiensei mentén kialakuld specifikus nicheket foglaljak el,
aminek megteremtése laboratoriumi koriilmények kozott szintén nagy kihivas elé allithatja a
kutatokat, kiilonosen extremofilek/poliextremofilek tenyésztésekor. Mindebbdl kovetkezik,
hogy laboratoriumi tenyésztéskor (az egyes taxonokra jellemz6 generacios idon tul) a felkinalt
tapanyagok ¢és kornyezeti feltételek is jelentésen korlatozhatjdk a baktériumok
szaporodoképességét és szaporodasi sebességét. A ,Nagy Telepszam Anomalia”-ként leirt
jelenség (Staley és Konopka 1985) is arra mutat ra, hogy akar tobb nagysagrendnyi kiilonbség
is lehet a laboratoriumi taptalajon kifejlodo telepek szama és a természetes kornyezetben jelen
1évé prokariota sejtek szdma kozott. A tiszta tenyészetek eldallitdsara alkalmazott
hagyomanyos eljarasok sordn a gyors novekedésre képes, Un. ,,r”’-stratégista baktériumfajok
gyakran tulnovik és kiszorithatjdk a természetben akéar nagy szdmban el6fordulo, de lassubb
novekedésre képes Un. ,,K”-stratégistakat. A hagyomanyos tenyésztési modszerek ezaltal nem
tiikrozik vissza a tényleges mikrobialis kozosségi Osszetételt (Amann és mtsai 1995).

Napjainkban a klasszikus technikdk tovabbfejlesztése 0 lehetséget teremt korabban még
tenyésztésbe nem volt mikroorganizmusok detektalasara. Ezek koz¢ tartozik pl. a viszonylag
1d6 megnovelése, ismert szignal molekuldknak a tapkozeghez vald hozzaadasa a baktériumok
kozotti kommunikécio eldsegitéséhez, szilard taptalajokban gellangumi alkalmazasa az agar
helyett (Alain és Querellou 2009; Vester és mtsai 2015; Schultz és mtsai 2023). Vizsgalataink
soran Mi a tenyésztési id6 meghosszabbitasat kiilondsen az Andokbol szarmazd permafroszt
mintak esetében alkalmaztuk, ami a kornyezeti mikrobiologiaban gyakran alkalmazott 1 hetes
inkubacion tal tovabbi néhany héttel megndvelt inkubacios id6t jelentett. Yang és mitsai
(2023) is beszamoltak arrol, hogy a tenyésztéshez hasznalt eltéré hosszasagu, akar 1-2
honaposra meghosszabbitott inkubacios id6 alkalmazasa sikeresnek bizonyult a telepképzodés
diverzitasanak noveléséhez és valtozatosabb izolatumok kinyeréséhez permafroszt
talajmintakbol.

4. Az anaerob tenyésztés mellozésének volt-e specialis oka?

Természetes Vvizes kornyezetetekben (elsdsorban tavi és tengeri iiledékekben) és akar
terresztrikus él6helyeken is (a talajok szerkezetétdl és viztartalmatol fliggben) gyakran
alakulnak ki anoxikus mikrohabitatok elsésorban az oxigén relative rossz vizoldékonysaga és
korlatozott mérték diffuzioja miatt. Az oxigénhiany létrejottében fontos szerepet jatszhatnak
az lledékekben és talajokban felhalmozodott szerves anyagok intenziv aerob lebontdsadban
résztvevé mikroorganizmusok is fokozott oxigénigényiik és felhasznalasuk révén. Anoxikus
koriilmények kozott a nagy molekulastlyll szerves anyagok lebontasa altaldban kiilonb6zd
anyagcsereképességekkel rendelkezd prokariotdk tobb 1épésben lejatszodo, egymaéssal
Osszefliggd katabolikus lancolatként valosul meg (Madigan és mtsai 2021).

Az anoxikus kornyezetek mikrobialis diverzitdsanak feltarasat célzo kiilonb6z6 szekvenalason
alapuld eredmények a legtobb esetben még tenyésztésbe nem vont (Gn. “unculturable”)
taxonokkal mutatnak legnagyobb fokt szekvencia egyezést. Ez rairanyitja a figyelmet arra,
hogy az omikai éra sem nélkiilozheti a modern tenyésztéses eljarasokat az anaerobok esetében
sem (Borner 2016). Az obligat anaerob baktériumok tenyésztésére kiilonféle technikak allnak
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rendelkezésiinkre. Ezek koziil napjainkban is az anaerob munkaallomasok hasznalata
biztositja a legtobb lehetdséget, a minta oxigénmentes kdrnyezetben torténd feldolgozasatol
kezdve, az anaerob tenyésztésen ¢€s izolaldson keresztiil kiilonféle kisérletek (pl. mennyiségi
meghatarozasok, enzimaktivitdas mérések, egysejt manipulaciok) elvégzéséig. Az ELTE
Mikrobiologiai Tanszékén rendelkezésre all6 Thermo Scientific anaerob munkaallomas
(Forma 1029) segitségével a 2000-es évek elején végeztiink tenyésztéses vizsgalatokat a
Velencei-t6 egészséges és pusztuld nadasallomanyanak rizoszférajaban és a tavi iiledékben
zajloé anaerob lebontasi folyamatokban résztvevd, fermentalo Clostridium és respiratorikus
anyagcserét folytatdo szulfatredukald baktériumfajok diverzitasanak feltarasara (Vladar és
mtsai 2008). Ezeknek a kutatasoknak az eredményeirél habilitaciés értekezésemben
szamoltam be. Az MTA doktori értekezésemben bemutatott kutatasok soran azonban doéntéen
aerob/mikroaerofil kdrnyezetekbdl torténtek a mintavételezések, és az anaerob tenyésztéshez
sziikséges technikai feltételek sem dalltak folyamatosan a rendelkezésiinkre, ezért nem
végeztlink ilyen jellegli vizsgalatokat.

5. A human korokozok esetében ismert az “élo, de nem tenyésztheto” (VBNC) létezési fazis.
Hogyan alkalmazhato ez a fogalom az extremofilek esetében? A ,,normofilek” szamdara
kedvezo koriilmények kozott az extremofilek VBNC valtozatnak tinhetnek. Mennyiben
adaptalhatok az mRNS kimutatdsi modszerek az extremofilek életfunkciojanak vizsgadlatdara
kornyezeti mintakbol?

Az utdbbi évtizedekben tobb szaz publikacio foglalkozott a Colwell és mtsai (1985) altal
bevezetett un. "életképes, de nem tenyésztheté" (VBNC; viable but non-culturable) allapotnak
nevezett jelenséggel. A VBNC allapot legfontosabb jellemzdje, hogy a baktériumsejtek ugyan
¢letben vannak és képesek arra, hogy megtjitsak anyagcseréjiiket, de nem képesek novekedni
a rutinszertien alkalmazott laboratoriumi taptalajokon. Szamos kutatas igazolta, hogy patogén
és nem patogén baktériumok sokasaga keriilhet VBNC dallapotba. A természetes
kornyezetekben (beleértve az extrém él6helyeket is) eloforduld baktériumok tobbségérol gy
tartjak, hogy VBNC allapotban talalhatok. Ennek oka, hogy gyakran szamos stresszt kivalto
kornyezeti tényezOvel (pl. oligotrof allapottal, extrém hémérséklettel, nagy ozmotikus
nyomassal, er6s UV sugarzassal, oxidativ stresszel) kell egyidejlileg megbirk6zniuk, és
talélésiik érdekében genotipusukat és fenotipusukat is ezeknek a kedvezdtlen koriilményeknek
a lekiizdéséhez kell igazitaniuk, ami VBNC allapot kialakulasat eredményezheti (Su és mtsai
2013). A valddi extremofilek esetében a ,,normofilek”-nek kedvezd koriilmények, vagyis a
szamukra optimalis kornyezeti feltételektél valo jelentds eltérések igy VBNC allapotot
el6idézo tényezok lehetnek.

A nem tenyészthetd, ,,mikrobialis s6tét anyag”-nak (microbial dark matter) is nevezett
prokaridta életkozosségek jelenlétérdl foként az utdbbi évtizedek tenyésztéstdl fiiggetlen,
DNS alapu 0j generacids szekvenalasi modszerekkel (pl. a kis-alegységi 16S rRNS gén
amplikon szekvendlasaval vagy a kozosségek teljes genomjanak metagenomikai elemzésével)
végzett kutatasok révén szereztliink tudomast (Rinke és mtsai 2013; Bernard és mtsai 2018;
Schultz és mtsai 2023). A metagenomikai modszerek eldnye, hogy a kornyezeti DNS
kozvetlen vizsgalatival a nem tenyészthetd mikroorganizmusok genomszekvenciai IS
meghatarozhatdk, igy részletes informacié nyerhetd az adott ¢él6helyre jellemz6 mikrobidta
Osszetételérdl, annak térbeli és iddbeli valtozasarol. A kornyezeti genomika ezaltal nem
csupan uj mikrobialis torzsek (phylumok), hanem 0j géncsaladok, uj CRISPR-Cas rendszerek
és szokatlan génformak feltarasat is lehetévé tette (Bernard és mtsai 2018). A metagenomikai
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modszerek hatranya ugyanakkor, hogy nem alkalmasak a kiilonboz6 taxonokba sorolt
szervezetek aktivitdsanak meghatarozasara. A szintén NGS modszerek felhasznalasaval
végezhetd, és a kozosségi RNS vizsgalatan alapuld metatranszkriptomika ugyanakkor
megfeleld lehet a mikrobialis gének expresszids allapotanak, a mikrobialis kozosségek
aktivitasanak és funkcidinak kimutatasara, valamint Gj géneknek és szabalyozo elemeknek a
detektalasara.

A transzkriptomikai/metatranszkriptomatikai modszerek hasznalata napjainkban azonban még
nem terjedt el altalanosan az extermofilek életfunkcidjanak vizsgalatara, de talalhatunk ra
érdekes példakat. Az Egicoccus halophilus EGI 804327 haloalkalitolerans baktériumfaj
alkalikus kornyezethez vald adaptaciés mechanizmusat Chen és mtsai (2021) vizsgaltak
transzkriptomikai elemzéssel. Eredményeik azt mutattak, hogy széls6ségesen alkalikus
koriilmények kozott a glikolizisben, a TCA-ciklusban, a keményité- ¢és a trehaldz-
anyagcserében szerepet jatszo transzkriptumok feliilszabalyozodtak, A kutatok azt is
megallapitottak, hogy az E. halophilus baktérium az alkalikus kornyezeti feltételekhez torténd
fokozza a savas és semleges metabolitok (azaz az acetat piruvat, formiat, glutamat, treonin és
ektoin) termeléséért felelds gének expresszidjat, mig csokkenti a kation/proton antiporter és
az ATP-szintaz génekét. Gelsinger ¢és mtsai (2020) az Atacama-sivatagban talalhato
halitgdmbokben (sokbzetekben) €16 extremofil mikrobialis k6zosségben expresszaldédd nem-
kodold, kis RNS-ek (SRNS) dinamikajat tanulmanyoztak metatranszkritomikai modszerekkel.
Prokariotakban ezek az 50-500 nukleotid méretli SRNS-ek a metabolikus funkciokkal és a
stressz valaszokkal kapcsolatos génszabalyozasban vesznek részt, RNS-RNS kozvetitett
interakciokon keresztiil. Egyik tipusuk a transz-kodolt sRNS-ek, mas néven intergenikus
SRNS-ek (itsRNS), melyek mRNS-célpontjaikat tokéletlen bazisparosodason keresztiil kotik
meg, és tobbféle gént (beleértve a kulcsfontossagu transzkripcios faktorokat és szabalyozokat)
is képesek célba venni. Az itsSRNS-ek a riboszoma-kotéhellyel (RBS) vald kolcsonhatas
és/vagy az mRNS-stabilitds modulalasa révén aktivalhatjadk vagy gatolhatjdk a transzlacid
megindulasat. A cisz-kodolt antiszensz RNS-ek (asRNS-ek) ezzel szemben a célgénnel
ellentétes DNS-szélon irodnak at, és igy extenziv bazisparosodason keresztiil képesek hatni
(kimutattak, hogy elnyomjak a transzpozonokat és a toxikus fehérjeszintézist). A kutatok a
vizsgalt extrém kornyezetb6l tobb szaz intergenikus (itsRNS) és antiszensz (asRNS) sRNS
kifejez6dését mutattak ki. Bizonyitott célpont-eldrejelzést végeztek és korrelaltattak az
expresszios szinteket az itSRNS-ek és a feltételezett cél mRNS-ek kozott. Igazoltak, hogy a
feltételezett mRNS-célpontok miikddésére hatdssal voltak a halitkozosségek tagjainak
kornyezeti kihivasai, beleértve a nagy esézésekhez torténd ozmotikus alkalmazkodast és a
tapanyagokért folytatott versenyt.

6. Az élelmiszer tartositasban és a boriparban alkalmazott magas sokoncentracio a kivant
tartosito hatas mellett kedvez a halofil mikrobak tulélésének, esetleg szaporodasanak is.
Mennyiben befolyasolhatja ez hatranyosan a termékek minoségét?

A tartositasra alkalmazott moédszerek elsddleges célja az, hogy az élelmiszerekben és
alapanyagaikban jelenlévé  mikroorganizmusok szaporodasat reverzibilisen vagy
irreverzibilisen gatolja. A sozas élelmiszer tartositd hatasa a vizaktivitas (aw), vagyis a
mikroorganizmusok szdmara szabadon hozasférhetd viz mennyiségének csokkentésén alapul,
a viz kémiai megkotése révén. Sozas révén a mikrobasejtekben végbemend vizelvonas az
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aktivitasanak gatlasat eredményezi. Az élelmiszerekkel terjedé koérokozok (pl. Salmonella
enterica, Escherichia coli, Yersinia enterocolitica, Vibrio cholerae, Campylobacter jejuni,
Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes, Bacillus cereus, Clostridium botulinum és
Clostridium perfringens) nem halofil baktériumok, ezért a szaporodasukhoz sziikséges
minimalis vizaktivitas érték altalaban magas (aw >0,91). Ezzel szemben a halofilek
vizaktivitas-tiirése 0,75 aw-ig terjed. A mikroorganizmusok vizigényét és ¢életfolyamatait
azonban egyéb belsd és kiilsé tényezOk (pl. homérséklet, pH, redoxpotencial, kémiai
tartositoszerek) is befolyasoljadk. A mikroorganizmusok minimalis vizaktivitas-igényét
figyelembe véve az élelmiszerek biztonsagos eltarthatosaga csak <0,7 aw értéknél varhato.
Ilyen vizaktivitasoknal csak néhany xerotrof-xerofil gomba rendkiviil lassi szaporodasaval
kell szamolnunk, de ezek a mikroorganizmusok az élelmiszerekben csak ritkan fordulnak el
(Sperber 1983; Deak és mtsai 2006; Beuchat és mtsai 2013).

Az extrém halofil Halobacteriaceae csaladba tartozd Osbaktériumok ugyanakkor részt
vehetnek a sozassal tartositott tengeri halak ,,bibor” vagy ,,voréses” allapotként ismert
mindségromlasaban. A tengeri soban, sos paclében és sézott haltermékekben megfigyelhetd
biborszinli nyalka kialakulasaért és a romlassal altalaban Osszefliggésbe hozhatd szagok ¢€s
izek (kénhidrogén ¢és indol) kialakulasaért els6sorban a Halococcus és a Halobacterium
nemzetség tagjai a felelések. Felix és mtsai (2016) so6zassal érlelt szardellatermékekben
vizsgaltak Haloccus spp. jelenlétét és aktivitasat az érlelési folyamat soran. Eredményeik
alapjan a halofil mikrobak aktivitasat egyértelmiien 0sszefiiggésbe hoztak a folyamat soran a
termékekben észlelt fizikai-kémiai valtozasokkal és mindségromlassal.

7. Az extrém koriilményekhez torténd alkalmazkodasban jelentdos szerepe van a quorum-
sensing mechanizmusoknak. Milyen fobb quorum-sensing modok jellemzéek az
extremofilekre?

A prokaridtakban szamos fiziologiai aktivitds (pl. biolumenszcencia, horizontalis
géntranszfer, virulencia, mozgésképesség, biofilm képzddés, antibiotikumok és masodlagos
anyagcseretermékek szintézise) all quorum-sensing (QS) szabalyozas alatt. A QS olyan
molekuléaris kommunikaciés mechanizmus, melynek révén szamos mikroorganizmus képes
populécio-siirtiségtdl fliggd jelatvitel révén génexpresszids mintazatanak szabédlyozasara. Az
extrém kornyezetekben végbemend molekularis kommunikacioés rendszerek azonban még
nagyrészt ismeretlenek, de a témaval foglalkozo kutatok ugy vélik, hogy az extremofilek QS
szabalyozasa  valoszinlileg a  szélsdséges  koriilményekhez  torténd  adaptacios
mechanizmusokban és a kiilonféle tulélési stratégiakban jatszhat kulcsszerepet (Montgomery
¢és mtsai 2013; Abbamondi és mtsai 2019; Kaur és mtsai 2019).

A QS szigndlmolekuldknak harom f6 tipusa ismert, ¢és mindharmat kimutattdk
extremofilekbdl is. Az autoinduktor-1 (Al-1) tipus acil-homoszerin-lakton (AHL) kémiai
szerkezetll szigndlmolekuldja elsdsorban Gram-negativ sejtfalszerkezetli baktériumokbol
ismert, de azonositottak cianobaktériumokbol és archaeakbol is. Az AHL-eket a LuxI (Al-1-
szintaz) vagy homologjai termelik, e szignalok receptora pedig a LuxR (AI-1-receptor) vagy
homoldégjai (citoplazmatikus transzkripcios faktorok). A szigndlmolekuldk masodik tipusaba a
Gram-pozitiv baktériumok kommunikacidjaban résztvevo autoinduktor peptidek (AIP)
tartoznak. Ezek a linearis vagy ciklikus AIP-k inaktiv pro-peptidekként szintetizalodnak, és az
ABC transzporterek vagy mas szekréciés mechanizmusok segitségével végbemend export
soran jutnak ki a baktériumsejtekb6l és valnak aktiv peptidekké. Ezeket a peptid szignalokat
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altalaban egy kétkomponensii rendszer tovabbitja a sejtbe, melyben a peptid kotédése a
hisztidin-kinaz receptorhoz annak autofoszforilacios aktivitasat valtja ki, ami egy
citoplazmatikus konzervativ hisztidin-maradék ATP-hajtott foszforilacidjat eredményezi. Ez a
foszfatcsoport a tovabbiakban atkeriil a kapcsolodd valaszszabalyozd konzervativ aszpartat-
maradékara, amely igy aktiv DNS-kot6 transzkripcios faktorra valik. A peptid szignalok
extracellularis protedzok hasitasaval aktivalodnak. Ily médon alternativaként az AIP-k vissza-
szallitddhatnak a sejtbe, miutan a citoplazmatikus transzkripcids faktorok érzékelik a
kornyezetiikben 1évé AIP-k kiiszobértékét. Mind az elsd acilalt homoszerin-lakton tipusu,
mind pedig a masodik autoinduktor peptidtipust QS rendszer fajspecifikus szabalyozd
mechanizmus. A baktériumok harmadik tipusu QS szignalja egy furanozil-borat-diészter
kémiai szerkezetli autoinduktor (AI-2). Ennek a Gram-pozitiv ¢és Gram-negativ
baktériumokban is termelodé molekulanak a szintézisében a LuxS enzim vesz részt, ami
fontos szerepet jatszik az aktivalt metilciklusban az S-adenozil-L-metionin (SAM)
elballitasaban, ami a sejtek f6 metilcsoport-donoraként miikodik. Az Al-2 szignalmolekulak
receptorai a LuxP, az LsrB vagy az RbsB periplazmatikus proteinek. Az Al-2 mind a fajok
kozotti, mind a fajon beliili kommunikacidban szerepet jatszik (Kaur és mtsai 2019).

Az extremofilek koziil termofilekb6l AIP (Methanococcus jannashii, Geobacillus
stearothermophilus) és AI-2 (Thermotoga maritima, Pyrococcus furiosus, Thermus
thermophilus), pszichrofilekb6l foéként AI-1 (Pectobacterium atrosepticum, Pseudomonas
spp., Alivibrio logei) és egyéb (di-keto-piperazinok, DKP; Pseudalteromonas haloplanktis),
acidofilekbol AI-1 (Acidithiobacillus sp., Ferrovum sp., Leptospirillum ferrooxidans) és Al-2
(Helicobacter pylori), alkalofilekb6él AI-1 (Natronococcus occultus) ¢és ismeretlen
(Alkalibacterium pelagium), piezifilekb6l és sugarrezisztensekbdl Al-1 (Photobacterium
profundum, Deinococcus radiodurans) és Al-2 (Shewanella piezotolerans, Deinococcus
radiodurans) tipusti QS szignalokat mutattak ki (Kaur és mtsai 2019).

8. A biofilm tarsulasi mod fontos része az extremofil mikrobdk kozosségi létének. Az emberi
mikrobiota és a human korokozok esetében a biofilmek képzédésében fontos szerepe van a
bakterialis amiloidoknak (pl. curli és Sefl7 fimbriak), amelyeknek a humdn
neurodegeneracios betegségek kialakuldsaban jelentos funkciot tulajdonitanak. A ,,cross-
seeding” jelenséget leirtak vegyes baktériumpopuldaciok és baktérium-ember biokozosség
vonatkozasdaban is. Amiloidokat extremofilek is képeznek. Vannak-e adatok ezeknek az
amiloidoknak az extremofilek biofilm képzésében, tovibba az dllati vagy emberi szervezetben
lejatszodo koros folyamatokban jatszott esetleges szerepére vonatkozoan?

A prokariotak altalanos létezési formajanak a biofilmként ismert, extracellularis polimer
matrixba adgyazott, szervezett kozosségszerkezet tekinthetd. Az utdbbi években széleskdrben
kutatott téma az egyes biofilm képzésben is résztvevd baktériumok (pl. E. coli, Salmonella
typhimurium) sejtfelszinén megjelend funkcionalis amiloidok (pl. adhézids curli fimbriak)
human fertdzésekben jatszott szerepe. Az amiloidok rendkiviil stabil, béta-red6zott rétegek
Osszerendezddésével kialakulo fehérjék vagy peptidpolimerek, melyek a biofilmek
extracellularis polimer matrixaban toltenek be vazszerkezeti €s sejtrogzité funkciot (Fowler és
mtsai 2007; Erskine és mtsai 2018).

Extremofilek altal termelt amiloidokkal kapcsolatban eddig még kevés informécioval
rendelkeziink. A Sulfolobus solfataricus hipertermofil Gsbaktériummal végzett in Vitro
vizsgalatok arra utaltak, hogy acilfoszfataiz enzime képes amiloidszerii aggregatumokat
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képezni kozvetleniil az aktiv fehérje konforméaciojabol pH 5,5-nél, 15-25% 2,2,2-
trifluoretanol jelenlétében (Bemporad és Chiti 2009). Egy masik kutatas kimutatta, hogy az
extrém halofil Haloferax volcanii biofilmek extracellularis matrixaban talalhato komponensek
meg tudjak kotni a Congo red és a Thioflavin T (ThT) amiloid festékeket, ami arra utal, hogy
létezhetnek amiloidok Osbaktérium biofilmekben is (Chimileski és mtsai 2014). Egy
Methanosaeta thermophila extremofil metanogénnel végzett kutatas feltarta, hogy az
Osbaktérium sejtfalat képezé fo burokfehérje (MspA) amiloid szerkezetli. Ez a szerkezet
magyarazza a Sejtburok nagy ellenalloképességét és rugalmas tulajdonsagait, amelyek
lehetévé teszik, hogy a diffuzibilis szubsztratumok a kitdgulé peremhatarokon keresztiil
athatoljanak a burkon (Dueholm és mtsai 2015). Az amilodoknak az extremofilek biofilm
képzésében jatszott in vivo szerepe azonban még nem vagy alig ismert, erre vonatkozoan
sajnos nem talaltam publikaciokat.

9. Milyen konkrét lehetéségeket lat az extremolitok felhasznalasdra a human gyogyadszat és
betegségmegelozés teriiletén?

A szélséséges korlilmények kozott ¢€l6  extremofilek/poliextremofilek a kornyezeti
adaptaciojuk sordn szamos kiilonbozé extremofil enzimet (extremozimot) és ozmotikusan
aktiv, kis molekulastly szerves vegyiiletet (extremolitot) szintetizalnak (Raddadi és mtsai
2015). Ezek a kompatibilis oldott anyagoknak (vagy kémiai chaperonoknak) is nevezett
extremolitok a bioldgiai makromolekulaknak egyszerre tobbféle kornyezeti stresszhatastol
valo védelmére is képesek lehetnek. Kémiai szerkezetiiket tekintve az extremolitok foként
cukrok, poliolok, heterozidok, aminosavak ¢és szarmazékaik. Kivalo példak erre az ektoin, a
hidroxiektoin, a prolin, a mannit, a glicin-betain és a halofilekben gyakran el6fordulo
trehaloz. A hipertermofilek gyakran tartalmaznak heterozidokat (pl. gliikozil-glicerint (GG,
glikin), gliikozil-gliceratot (GGA), mannozil-gliceratot (MG, firoin) ¢és mannozil-
glicerinamidot (MGA, firoin-A)). Ezenkiviil extremofilekben széles korben elterjedtek a
foszforilalt vegyiiletek is (pl. a di-mio-inozitol-1,1-foszfat (DMIP), a-diglicerin-foszfat (DGP)
¢s a ciklikus difoszfoglicerat (cDPG)). Sugarrezisztens baktériumokbol izolaltak olyan
Osszetett kémiai természetl UV-fényt elnyeld vegyiileteket, mint a szitonemint, a
bakterioruberint és a melanint, valamint mikosporinszer(i aminosavakat (Lentzen és Schwarz
2006; Babu és mtsai 2015; Becker és Wittmann 2020).

Napjainkban az ipari, biotechnoldgiai és gydgyaszati céli felhasznalast tekintve az
extremolitok kozott kétségkiviil az ektoin a ,,zaszloshajo” (Lentzen és Schwarz 2006). Az
ektoin egy ikerionos aminosav-szarmazék ((4S)-2-metil-1,4,5,6-tetrahidro-pirimidin-4-
karboxilsav), ami kozmotrép tulajdonsaggal rendelkezik, egyszerre 7-9 vizmolekulaval képes
koordinaciés kotést kialakitani, igy a védelemre szoruld fehérjék koriil nagy vizburok
szervezOdik, amit ektoin-hidrokomplexnek neveznek (Bethlehem ¢és van Echten-Deckert
2021). Az ektoin ezaltal képes megovni a fehérjék térszerkezetének modosulasat pl. az emberi
hamszovetekben allergének jelenlétében, UV-sugarzas, hohatas és Kiszaradas esetén, ezért
gyakran alkalmazzak kiilonféle kozmetikumok (pl. bor- ¢és hajapolasi termékek)
Osszetevojeként. Az ektoin megtalalhato egyes vény nélkiil kaphatd gyogyaszati termékekben,
pl. orrspraykben és inhalacios folyadékokban is. Az ektoin esetében kisérletesen igazoltak,
hogy a kettds szali DNS olvadasi hdmérsékletét is csokkenti, mivel az ikerionos oldott anyag
nagy koncentracioja megnoveli az oldat dielektromos allandojat, és ezaltal cs6kkenti az ionos
kolcsonhatdsokat. Az ektoin emellett ndveli a DNS-polimerazok hdstabilitasat magas
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hémérsékleten, ezért felhasznalhatdé a primer extenzid, a Szekvenalas és a polimeraz
lancreakciok hatékonysaganak javitasara is (Lentzen és Schwarz 2006).

Az extremolitok hatdsa azonban nemcsak a fehérjék és mas makromolekulak stabilizalasaban
érhetd tetten, hanem az egész sejt stresszfaktorokkal szembeni védelmére kiterjedd un.
citoprotektiv hatasban is. Az ektoin képes serkenti a hdsokk fehérjék expresszidjat, mikozben
gatolja a gyulladasos citokineket. A hésokk fehérjék képesek blokkolni a gyulladasért felelds
nuklearis faktor kappa B-t (nukleNF-kB), igy ektoin jelenlétében a sejtekben nem alakul ki
gyulladas. Ektoinnal elokezelt human hamsejtekben az UV-A sugarzassal szembeni védelem
sejtekben csOkken a ceramidok felszabadulasa a szfingomielinbdl. Ez a gyulladéaskeltod
citokinek (pl. ICAM-1) felszabadulasanak és az UV-A sugarzas altal indukalt fokozott
béroregedésben szerepet jatszo folyamatoknak a gatlasahoz vezet (Lentzen és Schwarz 2006).

Az ektoin a neurodegenerativ betegségek (pl. az Alzheimer-kor; AD) kezelésében is szerepet
kaphat. Az Alzheimer-korban az extracellularis, aggregalddott amiloid-p peptideket (AP) és
az intracellularis, hiperfoszforilalt tau fehérjét tekintik a betegség f6 el6idézéjének és a
kezelések egyik lehetséges célpontjanak. EQy vizsgalatban, amely az inzulin-amiloid in vitro
képzddését hasznalta modellrendszerként, kimutattdk, hogy az ektoin nagyon hatékony
inhibitora volt az amiloid képzédésnek, mind a kezdeti, mind az elongacios fazishan. Egy
nemrég megjelent tanulmanyban Shin és mtsai (2021) egy hiperszalin kérnyezetbdl izolalt
Nocardiopsis sp. (Actinobacteria) altal termelt kis molekulastlya szerves anyag, a borrelidin
hatasat vizsgaltdk. Ez a korabban rék-ellenes és antibakteridlis hatdsunak leirt bioaktiv
vegyiilet, in vitro koriilmények kozott képes volt az AP és a tau fibrillumok aggregaciojat
Hatasmechanizmusa alapjan tehat a borrelidin mind preventiv, mind pedig terapids
alkalmazas szempontjabol igéretes hatoanyag-jeloltnek tekinthet6 az Alzheimer-kor
kezelésében.

10. Az extremofilek altal termelt, biotechnologiaban hasznosithato molekulak mennyiben
termeltethetok meg stabilan olyan mesterségesen eloallitott baktérium konstrukciokkal,
amelyek szokvanyos laboratoriumi kériilmények kozott szaporodnak? Milyen példak vannak
erre vonatkozoan?

Az extremolitok nagymértékll felhalmozddasa (mennyiségiik a sejtek szaraz tomegének akar
25%-a is lehet) lehet6vé teszi a nagyiizemi termelésre alkalmas biotechnologiai eljarasok
kifejlesztését. Ennek a megoldasnak az eléfeltétele, hogy a megfeleld mikroorganizmusokat
ipari fermentorokban és nagy sejtsiiriiségben, nem szokvanyos koriilmények kozott, pl. >10%
(w/v) NaCl koncentracional és/vagy magas homérsékleten lehessen tenyészteni. Alternativ
megoldasként az extremolitokat rekombinans gazdaszervezetekben, pl. E. coliban vagy
élesztdgombaban is eld lehet allitani. Ehhez az sziikséges, hogy rendelkezésiinkre alljanak a
szintetikus Utvonal génjei a klonozashoz €és a megfeleld rekombinéns szervezet 1étrehozasdhoz
(Lentzen és Schwarz 2006).

Az extremolitok eldallitdsara talan legjobb példaként az ektoin ipari méretli termeltetése
emlithet6. Az ektoint elészor az Ectothiorhodospira halochloris extrém halofil fototrof
baktériumbol izolaltak. Ipari felhasznalasra ma mar a Halomonas elongata mérsékelten
halofil baktériummal termeltetik. A ,bakterialis fejés”-nek (bacterial milking) nevezett
modszert a Bitop német cég fejlesztette ki az ektoin eldallitdsara. Ebben az eljarasban az
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ektoin termel6 H.elongata baktériumot elészor egy nagy sotartalma (15-20% NacCl)
tapkozegben tenyésztik, majd az intracellularisan felhalmozodott ektoint egy ozmotikus
,down-shock” (hirtelen sokoncentracio csokkentés) alkalmazasaval szabaditjak fel, ami a
baktériumsejt bels6 membranjaban 1évé mechanoszenzitiv csatorndk megnyilasdhoz kothetd.
A biomasszat ezutan visszavezetik a fermentorba a kovetkezé fermentacios korhéz, mig a
termékoldatot szliréssel, elektrodializissel, kromatografiaval, beparlassal és kristalyositassal
megtisztitjak (Lentzen és Schwarz 2006). Az ektoin molekula taltermeltetése ma mar
alacsony sokoncentracié mellett is megvalosithatd a termelésért felelds gének erdsitésével. Ez
a modszer csokkenti az eldallitas koltségeit, mivel egyrészt a kisebb sokoncentracioja
tapoldatok alkalmazasa mérsékli a fermentorokban a korroziv hatast, masfel6l kisebb kihivast
jelent a késObbiekben a szennyviztisztitas szempontjabol is (Liu és mtsai 2021). Az ektoin
fermentorban torténd elallitasanak a koltségigénye a relative nagy idéigény miatt azonban
még mindig magas, ezért a kutatok géntechnoldgiai modszerek alkalmazasaval is
probalkoztak. Chen és mtsai (2020) sikeresen létrehoztak egy olyan génmodositott E. coli
tenyészetet, mely alkalmas volt az ektoin heterolog eléallitasara. Ehhez eldszor a H. elongata
ectABC génjeit klonozassal bevitték az E. coli MG1655 sejtjébe, hogy nagy ozmolaritas
nélkiil tudjanak ektoint eléallitani. Ezt kdvetéen a lysA gént kilitotték, hogy gyengitsék a
kompetitiv L-lizin bioszintézis utjat, és tovabb optimalizaltak az ektoin biokonverziojat.

Végiil még egyszer szeretnék koszonetet mondani birdlomnak opponensi munkdjaért és

kérem valaszaim elfogadasat.

Budapest, 2023. augusztus 30.

Puwgs We—

Borsodi Andrea
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