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1. Bevezetés

A Saccharomyces "boulardii’ egy, a Saccharomyces nemzetségbe tartozo, probiotikus
hatast ¢élesztd, melynek felfedezése Henri Boulard francia tudos nevéhez kothetd. Az élesztot
tropusi gytimolesok felszinérdl (licsi, mangosztan) izoldlta miutan megfigyelte, hogy az
Oslakosok a gylimolecsok héjat fogyasztjak, a kolera tlineteinek megelézése céljabol. A
probiotikus €lesztot, mely a Saccharomyces cerevisiae egyik altipusa (Imre €s mtsai., 2019), a
bél egészséges mitkddéséhez, valamint hasmenéses megbetegedések megelézéséhez ¢és
kezeléséhez hasznaljak (McFarland és Bernasconi, 1993; Liu ¢€s mtsai., 2016).

A probiotikumoknak tulajdonitott egészségiigyi eldnydket mar sok évtizede jegyzik
szakirodalmi irasokban (Blenchner és mtsai., 1997; Pozzoni és mtsai., 2012). A S. "boulardii’-t
probiotikumként, illetve terapids szerként javasoljak, ugyanis jotékony hatast mutat tobb
bélfertézéssel szemben, valamint alkalmazasiaval megeldzhetéek a  bélrendszeri
megbetegedések, mint példaul a gyulladdsos bélbetegségek (Zanello és mtsai., 2009). A
S. “boulardii’ tobbféleképpen is képes kifejteni hatasat. Az immunrendszer stimulalasaval, a
gazdaszervezet képes lesz hatékonyabban reagalni és védekezni a korokozokkal szemben. A
probiotikus ¢élesztd megsziinteti a hidroelektrolitikus kivalasztas gatlasat (Vibrio cholerae elleni
védekezés), és a bakterialis toxinokkal szemben is tud hatast kifejteni. A bélhdm integritdsanak
fenntartasa révén, olyan korokozok ellen is véd, melyek képesek megvaltoztatni a membranok
mtsai, 2000). A S. cerevisiae-t, €sigy a S. "boulardii’-t is, dltaldnosan biztonsdgosnak elfogadott
(Generally Regarded as Safe; GRAS) mikroorganizmusnak tartjdk. A gombaval végzett
probiotikus kezelések a legtobb esetben biztonsdgosnak tekinthetdek, azonban az utobbi
években tobb esetben is beszamoltak S. 'boulardii’ 4ltal okozott fungémidrdl (Cherifi és mtsai.,
2004; McFarland, 2006; Thygesen ¢és mtsai., 2012). A fert6zések gyakorisdgarol még nincsenek
pontos adatok, azonban mar egy amerikai korhdzban végeztek felmérést a probiotikus
élesztéfertdzések incidencidjaval kapcesolatban, és az eredmények alapjan az ilyen fertézések
eléfordulasa dsszehasonlithato volt a Candida albicans altal okozott fungémiaval (Wombwell
¢és mtsai., 2021). Emellett egy korhazi gydgyszertarban megsziintették a probiotikus élesztd
arusitasat az egészségligyi kockéazatok miatt (Poncelet és mtsai, 2021).

Napjainkban mar genetikailag modositott élesztd probiotikum térzsek is 1étrehozhatdak,
¢s mar vannak is erre példak szabadalom formajaban. Ilyen egy, a jelen munkank alapjat képzd
szabadalom is, mely a transzpozonok ill. azok végallo ismétlddéseinek jelenlétét hasznalta ki,

¢és ennek segitségével tudtak sikeres genetikai modositast végrehajtani (Feng és mtsai., 2018).



Az ehhez hasonlé munkak kdvetkezményeként elképzelhetd, hogy a kdzeljovében egyre tobb,
ugynevezett designer probiotikum jelenik meg a piacon, amelyek hasznosak a kiilonb6z6

megbetegedések esetén, valamint alkalmazhatoak akar a diagnosztikaban is.



I1. Célkitizeés

A TDK munkam célja egy olyan S. "boulardii’ torzs tervezése volt, amely konstitutivan
termel egy szabad szemmel is lathatd szinezettséget okozo, fluoreszcens szinmarker proteint
(mRFP). Az élesztére optimalizalt, plazmidon koédolt mRFP gént mar transzformaltdk C.
albicans-ba, mely eredményeképpen a telepek rozsasziniivé valtak (Keppler-Ross és mtsai.,
2008). A munka soran a CRISPR/Cas9 rendszer segitségével terveztiik integralni a mRFP-t
koédold ORF-t a probiotikus éleszté genomjaba. A Cas9 enzim komplexet képez a guide RNS-el,
mely igy specifikus kettds szaltdrést indukal a probiotikus élesztd Tyl transzpozonjanak
d-szekvencidjaban, majd homoldg rekombinacioval az mRFP gént kodolo repair DNS beépiil a
genom ezen szakaszaba.

Az igy kapott torzs kontrollként vald alkalmazéasa lehet6vé teszi majd mas, markert nem
termeld élesztd torzsek és izolatumok relativ ndvekedésének meghatarozasat (kompetitiv
assay-ben), igy ezt a fejlesztett torzset késobb alapkutatasban, és akar diagnosztikaban is lehet

alkalmazni.

A fentiek alapjan a kovetkezd célokat fogalmaztuk meg:

1. Ty transzpozonkészlet vizsgalata S. "boulardii’-ban

2. Egy olyan régid keresése a S. ’boulardii’ genomban, ahova egy gén tobb kopidban
integralhatd, és az integracié nem zavarja meg az ¢lesztd szdmara esszencialis gének és
folyamatok miikodését.

3. Guide RNS-ek tervezése a probiotikus élesztd genomszakaszara, ahovd az mRFP
marker integralhato.

4. Az mRFP-t kodolé plazmid szekvendldsa az integraland6 mRFP ORF, promoéter és
terminator szekvencidjanak pontos meghatarozasahoz.

5. Primerek tervezése az mRFP-t kodold kazetta plazmidrol vald amplifikalasa céljabol.

[Tehat, a repair DNS (rDNS) kazetta amplifikélasal].



II1. Szakirodalmi attekintés

3.1 A Saccharomyces ’boulardii’ hatasmechanizmusai

A probiotikumoknak tulajdonitott egészségiigyi eldnydok mar sok évtizede ismertek
(Blenchner, 1997; Pozzoni, 2012). A gyomor- és bélrendszeri betegségek tiineteinek enyhitése
és megeldzése is ide tartozik (példdul akut vagy kronikus bélbetegségek), valamint
megemlitheté még a hiivelyi és hugyuti fertézések kezelése is. A S. "boulardii’ a mar ismert
bakterialis probiotikumokhoz hasonl6éan jotékony hatast mutat tobb bélfert6zéssel szemben,
valamint alkalmazasaval megel6zhetdek, illetve kezelhetdek a gyulladasos bélbetegségek is.
Napjainkban az akut és kronikus hasmenés megeldzésére és kezelésére is egyarant alkalmazzak
ezt az élesztét. Antibiotikumok hasznalata esetén jelentdsen csokkenti a velejaré hasmenés
id6tartamat és eldforduldsat az alkalmazas alatt (Zanello, 2009).

A S. ’boulardii’ tobbféleképpen is képes kifejteni hatasat. A kiilonb6z6 mechanizmusok
révén képes enyhiteni a megbetegedést okozd mikroorganizmusok karos hatasait. Az els6
esetben (1/A abra), a S. ’boulardii’ egy olyan védelmi mechanizmusa lathat6, mely soran, a
gazdaszervezetbe keriilve, annak immunrendszerét stimulalja (Zanello, 2009). Ezaltal a
szervezet képes lesz hatékonyabban reagélni, és védekezni a kérokozdokkal szemben. Fokozza
mind a szekrécids IgA, mind pedig a kefeszegély-enzimek expressziojat.

A Vibrio cholerae esetében a hidroelektrolitikus egyenstly felboruldsat jegyezték fel
(Vidon, 1986; Czerucka, 1989; Czerucka, 1994). A baktérium egy két alegységbdl allo toxint
termel (kolera toxin; CT). Az egyik alegységgel kapcsolddik a bélben 1évd receptordhoz, a
masik alegység pedig az adenilat-ciklaz (AC) aktivalodasat katalizalja. Ez az aktivalodas a
cAMP szintjének novekedéséhez vezet. Végeredményképpen emelkedik a kloridionok
szekrécigja a béllumenbe. A hidroelektrolitikus folyadék ilyen nemili zavarai sulyos
hasmenéshez vezetnek. Ebben az esetben a S. ’houlardii’ egy fehérje termelésével, az AC

A S. "boulardii’ bakterialis toxinokkal szemben is hatast fejthet ki (1/C abra). Ebben az
esetben a Clostridioides difficile altal okozott fertézés van szemléltetve, mely az
antibiotikummal 0sszefiiggd hasmenés leggyakoribb okozoja. A baktérium A és B toxint termel.
Ezek a toxinok képesek bélgyulladéast és nyalkahdrtya sériilést is kivaltani. A probiotikum
mindkét toxint gatolja, proteindz termelése kdvetkeztében. Emellett protein-foszfataz termelés

révén képes defoszforilezni az enteropatogén Escherichia coli lipopoliszacharidjat (LPS).



A korokozok képesek megvaltoztatni a membranok permeabilitasat, valamint a
gyulladasgatlo citokinek szekrécidjat is zavarjak. A S. 'boulardii’ ezeknek az elvaltozasoknak
a helyreallitasat segiti eld (1/D é&bra). Ezeket a valtozasokat az enterélis E. coli kérokozok

(EHEC, EPEC) valtjak ki (Dalmasso, 2006; Mummy, 2008; Zanello, 2009).
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1. arba A: immunmodulédl6é hatas, B: hidroelektolitikus kivalasztds gatlasa, C: bakterialis

toxinok semlegesitése, D: bélham integritdsanak fenntartasa (Zanello, 2009)

3.2 A S. ’boulardii’ alkalmazasi teriiletei

A S, ’boulardii’ ¢€lesztét tartalmazd probiotikumok az egyik legnépszeriibb
probiotikumoknak szamitanak. Napjainkban mar vildgszerte tobb, mint 80 orszdgban
forgalmazzak ezeket a termékeket, kiilonbozé gasztrointesztinalis problémak (antibiotikum
okozta hasmenés, C. difficile és Helicobacter pylori fertdzés, irritabilis bélszindréma)
kezelésére (Plaza-Diaz és mtsai., 2019; Paisés mtsai., 2020). Egészségiigyi elonyei ellenére
hasznalataval fennall a fungémia kockdzata immunhianyos vagy stlyos betegek, csecsemok és
idds emberek korében. Az elmult években egyre tobb ilyen esetet jelentettek, koztiik két
COVID-19 beteget (Ventoulis és mtsai., 2020) és egy csecsemot (Chakravarty és mtsai., 2019),
akik probiotikus ¢lesztd kezelésben részesiiltek. Emiatt indokoltta valt a S. boulardii
probiotikum termékek olyan tovabbfejlesztése, ami az altaluk okozott kockazatok csokkentését
célozza meg (Lefevre és mtsai., 2015). A kockazatok csokkentése mellett a probiotikumok

hatésainak pontossaga, precizitasa is fontos, mivel tovabb novelné ezeknek a termékeknek a



hatasossagat. Erre megoldast az tgynevezett designer probiotikumok kindlnak, amik egyes
betegségek konkrét patomechanizmusat célozzdk meg, terdpias hatdsu fehérjék heterolog
expresszigjan keresztiil (Vandeputte, 2020). Ilyen jellegli fejlesztést célzd tanulmany
baktériumok esetében mar megjelent (Goh és Barrangoua, 2021), és a S. boulardii esetében is
rendelkezésre allnak azok az eszkozok, amivel designer probiotikummaé vald fejlesztése

lehetséges.

3.3 Terapias fehérje termeltetése S. ’boulardii’ torzzsel

Egy, a munkank alapjat is képezd szabadalomban a S. ’houlardii’-t, valamint a
S. cerevisiae-t génmoddositas segitségével felhasznaltak antitestek konstitutiv termeltetésére
(Chen ¢és mtsai., 2020). Huméan immunoglobulinb6l szarmazoé antitest-alapu kotéanyagokat,
valamint ezen kotOanyagok kivalasztasara képes modositott élesztd torzset hoztak 1étre,

C. difficile toxinok semlegesitésére (2. abra).
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2. abra A C. difficile toxinok megkotésére képes antitestek, (Feng és mtsai., 2018)

A modositott torzseket ugy tervezték meg, hogy az antitestekbél minél nagyobb
mennyiséget termeljenek. Az antitesteket kodold gének integraldsa céljabol hasznalt
technoldgia a CRISPR/Cas9 volt. Az integracié helyeként a Saccharomyces genomban gyakran

eléforduld transzpozonokat valasztottak, pontosabban azok delta szekvenciait (hosszu végallo



ismétlédések; LTR). A transzpozonok tobbnyire tobb kopidban eléfordulo, ugrald szekvencidk
a genomban. Igy biztositottak a tobbszori integraciot, ezaltal pedig a tobb antitest termeltetését.
A S. cerevisiae esetében ismert, hogy az 5 féle Ty transzpozon (Ty1-5) 51 kopidban, valamint
251 &-szekvencia van jelen a genomjaban, mely transzpozonok végén LTR szekvencidk
talalhatok. A S "boulardii’-val kapcsolatban kevés adat allt rendelkezésre a d-szekvencidkrol,
igy Feng és mtsai. (2018) ilyen szemszogbdl is megvizsgaltak a probiotikus élesztd genomjat.
A szerzok 57 §-szekvenciat talaltak, ami jelentdsen kevesebb, mint a S. cerevisiae genomban
talalhat6 O-szekvencidk szama. Ezt kovetéen az ABAB kazetta és a CRISPR plazmid

crer

mtsai., 2018).

3.4 Az élesztore optimalizalt mRFP-t (red fluorescens protein) kodolo plazmid eddigi
alkalmazasa

Szakirodalomban leirtak egy olyan plazmidon kodolt szinmarkert, amelynek élesztdben
torténd expresszidja lila szinli telepeket eredményez. Ezen tulajdonsdg a plazmid
fenntartdsanak gyors szlirését teszi lehetové S. cerevisiae sejtekben (Keppler-Ross €és mtsai.,
2008).

Az RFP, egy voros fluoreszcens fehérje, mely széles korben alkalmazott fluoreszcens
fehérje emldssejt vizsgalatok soran, azonban S. cerevisiae-ben valo expresszidjuk az AT régiok
gyakorisdga, valamint az inkompatibilis kodonhasznalat miatt alacsony. Ezért a kodonok
optimalizalasa révén elérték, hogy megfeleléen expresszaldodjon élesztOben is (YEmRFP;
Keppler-Ross és mtsai., 2008). A kisérlet elején észrevették, hogy az yEmRFP plazmidon
keresztiil, az mRFP-t termeld élesztd, szokatlanul élénk fenotipust mutat (3. dbra). Ennek okat
az altaluk alkalmazott ade2 mutins torzzsel hoztak Osszefliggésbe, mely mutdns purin
prekurzorok felhalmozéasa miatt voroses szinii (Roman, 1956). Ez azonban megddlni latszott,
ugyanis a vad tipust (ADE2, fehér szinti telep), yEmRFP-t expresszalo torzs is lila szini lett,

bar eltérd arnyalat (3. dbra).



3. abra yEmRFP fenotipusok ADE2 (vad tipus) és ade2 (mutans) térzsekben (Keppler-Ross
¢s mtsai., 2008)

Fontos kiilonbség volt még a lila és voros fenotipusok kozott a szin kialakulasanak az ideje. Az
yEmRFP plazmidot hordoz6 lila sejtek esetében, egy éjszakan 4t tartd inkubacidt kdvetden
konnyen megkiilonboztethetok voltak a telepek a kontroll plazmidot hordozoktol. Ezzel
szemben az ade2-fliggd vords szin kialakuldsdhoz legaldbb 3-5 napra volt sziikség. Ezzel azt
bizonyitottak, hogy a lila szin fenotipusa az yEmRFP expresszidjanak koszonhetd. Az yEmRFP
altal biztositott élénk szin hasznos j marker lehet a plazmidfelvételt, fenntartast és stabilitast

befolyasold genetikai események nyomon kovetésére (Keppler-Ross és mtsai., 2008).

3.5 A CRISPR/Cas9 rendszer eredete és alkalmazasa

A CRISPR rendszer alapvetden a baktériumok és archeonok védelmi rendszereként,
adaptiv immunrendszereként szolgalt, mely révén RNS vezérelte DNS hasitas tortént, igy
megvédve magukat a behatold virusokkal szemben. A rendszer miikddése soran, az idegen
DNS felismerhet6 és beilleszthetd a gazda szervezet genomjanak valamely lokuszaba (Ma ¢és
mtsai., 2014). Ezen természetes folyamatot kihasznalva, tudésok genomszerkesztési modszert
fejlesztettek ki beldle. A Cas9 (nukledz) szerepe ebben a rendszerben, hogy a guide RNS (gRNS)
segitségével (mely a behatold6 DNS-rdl irodott) kettds szala DNS torést hoz 1étre a genomban.

A l6kusz, ahol az enzim vag, ebbdl kifolyolag specifikussa tehetd, annak megfelelden, hogy



hova tervezziik a gRNS-t. A kettdsszaltorés élesztdsejtekben jellemzden letalis, ez pedig
beinditja a sejt DNS javit6 mechanizmusait, mely soran az ¢lesztd a homolog rekombinéciot
részesiti elényben, amennyiben van olyan homolég DNS szakasz, amivel ki tudja javitani a

hibat. Ezen szakasz lesz a repair DNA (rDNS) (Akhmetov és mtsai., 2018; 4. dbra).
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4. abra CRISPR mechanizmusa (Biorender, https://biorender.com/)
3.6 Oxford Nanopore Long-read szekvenalas

A Oxford Nanopore Technologies cég altal kifejlesztett szekvendlds egy olyan
szekvenalasi modszer, mely lehetdvé teszi hossza DNS és RNS fragmentek elemzését.
Mikodésének alapja a fesziiltség valtozasanak folyamatos elemzésén alapszik, mely valtozast
fehérje porusokon éathaladé kiilonbozd nukleinsavak okoznak. A kapott jelek dekodolasaval
(basecalling) kaphatjuk meg az adott DNS vagy RNS minta szekvenciajat (5. dbra).

A szekvenalas elvégezhetd egy mobiltelefon méretii ezkdszon, igy gyakorlatilag barhol
elvégezhetd egy szekvenalas, nem feltétleniil sziikségesek laboratdriumi koriilmények a sikeres
elemzés elvégzéséhez. Akdr tobb tizezer hosszisagl olvasatok is keletkezhetnek, mely az
ismétlodo régiok pontos szekvenalasat teszi lehetdvé (Wu és mtsai., 2022). A szekvenalast

valds idében nyomon lehet kovetni az ugyanezen cég altal fejlesztett MinKNOW szoftver
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segitségével, ami lehetdvé teszi a keletkezett adatmennyiség meghatarozasat

(https://nanoporetech.com/).
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5. abra Oxford Nanopore long-read szekvenalas (Biorender, https://biorender.com/)
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IV. Anyagok és modszerek

4.1 A transzpozon készlet vizsgalata a S. ’boulardii’ izolatumokban

A kisérletek soran két kereskedelmi (PY0003, PY0004) és hat klinikai izolatum (551/2018,
DE27020, DE3912, DE42533, DE42807, DE45866) Illumina teljesgenom szekvenalasbol
szarmaz0d olvasatait hasznaltunk fel. Mindegyik izolatum esetében rendelkezésiinkre alltak a
betegekre, és a gylijtésre vonatkozé adatok is, melyeket az 1. tablazat tartalmaz. Az olvasatokat
ratérképeztiik a S. cerevisiae S288C tipustorzsre, majd a Bedtools alkalmazédséval kapott

lefedettségi adatok alapjan meghataroztuk az egyes transzpozon tipusok kopiaszamat.

1. tablazat A szekvenalt S. ’boulardii’ izolatumokra vonatkozo adatok

B z Izolala Gvartasi
NCBI Tipus Formulazas Termék fajosszetétele eszerzes “o'a’as yar ,a -
helye ideje orszag

kereskedelmi h ’ dii’

Pyopos | Kereskedelmi | o frore | Saccharomyees Doulardii' 1y o cen | 2017, szept. | Csehorszég
izoldtum + Lactobacillus Rhamnosus

PY0004 ke.resk,e delmi szaritott Saccharonf{y ces ‘boulardii Debrecen 2017. nov. | Csehorszag
izoldtum + Lactobacillus Rhamnosus

i el £ 7 ctel 7 ctel | Foldraizi

ID Tipus Eletkor | Nem Eges.zsegll ,allapot az | Mintavéte leltaYete oldrajzi

izolalaskor helye ideje hely

klinikai DE Klinik

DE3912 | oo 85 ¢ tiidSgyulladés légesé | 2018.jan. e

izolatum Kozpont

- DE Klinik

DE27020 | linikal 40 o | szepszis (bakteridlis) horgs | 2015. aug. o

izolatum Kozpont

DE42533 .khn,ﬂ(al ’ 5 folyadék homeosztazis torok 2017, dec. DE“Khruka

izolatum zavar Kozpont

- DE Klinik

DEdpgoy| “inikai 1 Q hasmenés hiively | 2017. dec. A

izolatum Kozpont

klinikai DE Klinik

DE45866 | . o<t 64 g agyi infarktus horgs | 2017. dec. o

izolatum Kozpont

R DE Klinik

551/2018 .khn,ﬂ(al 81 d paralitikus ileusz széklet 2018. jan. N misa

izolatum Kozpont

4.2 Az integralashoz hasznalt delta szekvencia azonositasa

A Ty transzpozonok o- (delta-) szekvencidinak a megtaldldsahoz (melyek a
transzpozonok hosszii végalld ismétlddései) a Tyl-H3 szekvenciat hasznaltuk kiinduldsi
szekvenciaként (Genebank akcesszios szam: M18706), melyet az NCBI BLAST funkci¢janak

segitségével megkerestiink a S. ‘boulardii’ genomban. A kereséskor az alapértelmezett
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bedllitdsokat hasznaltuk. Ezt kovetden a taldlatok kozott leggyakrabban eléforduld

d-szekvenciat a Multiple Sequence Alignment (MSA) Viewer segitségével jelenitettiik meg

(6. abra).

el ) ) ) ~—
< NCBI Home PubMed GenBank BLAST Multiple Sequence Alignment Viewer 1.22.1 ?
Alignment
Link To View | Feedback

K 200 400 B 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 2200 2400 2600 2800 3000 3200 3400 3600 3800 4000 4200 4400 4600 4800 4989
i 206 [08 mr
P | =
& 1-509 (509 bases shown) | Find: & (T:l Dla @ T A Tools + | B columns | B Rows | ¥, Download ~ | 5! Coloring » | & 2 ~
Sequence ID Start 1 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 | End Organism

M18706 i [¥] [Sacc cerevisiae
CM003560.1 -1997,070_|[¥ |l 1 | 1 i (1 T | | [ R 11 1 | ardii ..
CM003560. 1 11,074,156/ ¥ |1 I Il 1 1111 1,079,974 ardii ..
CM003560.1 11,079,652 1 | (W 11— I omim mnwn 11 8,8465ac ardii .
CM003560.1 +1626,016 (¥ [N I TINN LRI I TIImm i 1] I 11 78 Sact boular¢
CM003560.1 158,770 |[¥ | I I 1 I 1l [ boular
CM003560.1 (+11,432,808/¥ || I (N 1 1 (N1 19,Sac ar
CM003560.1 +1626,167 B0 /0 L1 (1 11T 1 O O | NI 2195ac ar
CM003560.1 411,438,525 1 | | [N 1 1 4] 846/Sac are
CM003560.1 -1376,010 rermnnmi T ey ———T—mruam i i 1 i acc ar
CM003560.1 (+1626,014 boular
CM003560.1 (+1626,167 | ¥ o
CM003560.1 197,070 | ¥ ar
CM003560.1 -1695,218 |[¥ | IR ISR i s s e 1 ar
CM003560.1 (£1996,912 mimm oo o i ar
CM003560.1 (-4996,912 |¥ 6 boular
|CM003560.1 197,993 [[¥ [ IR IR NI AN 1T TR | 4 boular
|CM003560.1 (+1845,545 | ¥ [ BRI T AR A ] e e nri 8,14 ar
CM003560.1 <B35L734 ¥[SRI DI ITEN BN | 7 ar
CM003560.1 (+1845,545 | ¥ o157 ar
LI000100001 =1997,070_[[¥ |11 1 I | I—— ] T | | (Bl | e roun 1 28,44 boulare
LI0001000013 _(+{1,07: sjs”z | | [ [N | | 111 —1,079,9 boulardii ...
L1000100001 +11,079,652(¥ |1 I (| [N { IR N | I 1 1 I i 11" [1,438,846/Sac ardii ...
DNA: 1 - 509 (509 bases shown) - anchor M18706 #* ¥ Rows shown: 308/308

6. abra Ty-H3 transzpozon szekvenciaja a S. "boulardii’ genomjaban

Az altalunk valasztott d-szekvencia a Ty1-H3 transzpozon 5’ végén talalhato (1-334. bazisok).
Ezt a szekvencia részletet letoltottiik az NCBI adatbazisbdl .fasta formatumban, majd a
Benchling online szoftver segitségével terveztiik meg rd a 20 bp hosszisagi gRNS-t kddolo
oligonukleotid DNS szekvencidkat. A munka sordn két gRNS szekvenciat terveztiink, arra az
esetre, ha az egyik nem mikddne (Akhmetov és mtsai., 2018). A tervezett két gRNS
szekvencian modositasokat végeztiink: A forward (FWD) szal 5° végén a Benchling altal 21.
bazisként beépitett G-t, TT bazisokkal helyettesitettiik, a komplementer reverse (REV) szal
3’ végére pedig két A bazist illesztettiink. A REV szél 3’ végére pedig egy CAAA tilnytlod
véget terveztiink (Akhmetov €s mtsai., 2018).

4.3 Elesztésejtek transzformalisa

Az éleszt6 transzformaciokat Lee és mtsai. (2015) munkdassaga alapjan végeztiik el, az
alabbi modositasokkal: (1) a transzformacid elétt az éElesztdsejteket 20 ml élesztd
pepton-dextroz tapkdzegben tenyésztettiik (YPD; 1% élesztokivonat, 2% mikologiai pepton,
2% gliikéz, 2% agar, pH 5,6); (2) a transzformacid Osszeallitasakor (végtérfogat 50 ul) a
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sejteket 33,33 pul 50%-0s PEG 3350-nel (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), és 1,39 ul forralt
(95 °C, 5 perc) lazac spermium DNS-sel (Sigma-Aldrich), 5 pl 1 M litium-acetattal (pH 7,5),
4,28 ul steril desztillalt vizzel, 200 ng Cas9/gRNS-t expresszald plazmiddal és 1000 ng rDNS-
sel kevertiik 0ssze; (3) a 42 °C-os 30 perces hdsokk el6tt a transzformacios keveréket 30 °C-on
30 percig inkubaltuk; (4) az URA szelekcid el6tt a sejteket centrifugdltuk és YPD-ben
ujraszuszpendaltuk. A transzformansok szelekciojahoz uracilt nem tartalmazé szintetikus
dextréz taptalajt (SD; 2% gliikéz, 0,17% yeast nitrogen base” (aminosavak nélkiil), 0,2%

uracil-mentes szintetikus drop out taptalaj szupplement, 2% agar) hasznaltunk.

4.4 CRISPR plazmid 6sszerakasa

A fluoreszcens fehérje (mRFP) S. 'boulardii’ élesztbe torténd inzercidjahoz sziikséges
CRISPR/Cas9 rendszer elemeit a Benchling online szoftver (https://benchling.com/)
segitségével terveztiik és raktuk ossze.

A Cas9-et és a gRNS-t expresszalod plazmidot Golden Gate reakcioval allitottuk 0ssze
harom plazmid felhaszndlasaval: egy gRNS kazetta plazmid, egy Cas9 kazetta plazmid és egy
ugynevezett multigén vektor alkalmazasaval tortént az 6sszeallitds, amelybdl a multigén vektor
tartalmazta a nourseothricin élesztdé szelekcids markert. Az utobbi két plazmid mar
rendelkezésiinkre allt, igy csak a gRNS kazetta plazmid Osszeéllitasat végeztiik el. Ezt a
pYTKO003, pYTKO072 és PYTKO095, valamint a pY TK050-sgRNS plazmidok felhasznalasaval
allitottuk 0ssze Golden Gate reakcioval. A pYTKO050-sgRNS plazmid 6sszerakasahoz eldszor
PCR késziilék segitségével hibridizaltuk a gRNS-t kddold DNS szakasz két szalat, majd Golden
Gate reakcioval a pYTKO050 plazmidba klonoztuk. A klonozasi 1épésekhez ultrakompetens
E. coli DHS5a sejteket haszndltunk, amelyeket transzformacié utdin a megfeleld
antibiotikumokat (ampicillint, kloramfenikolt vagy kanamicint) tartalmaz6 lizogén taptalaj (LB:
1% pepton, 1% NacCl, 0,5% ¢élesztd kivonat, 1,5% agar; Miller) agarlemezeken szelektaltunk.
A transzforméciokat hésokk modszerrel végeztiik (Inoue és mtsai., 1990), melyet 14-20 6ra
inkubalas kovetett. A plazmid izolaldshoz a Monarch Plasmid Miniprep Kitet (T1010L)

hasznaltuk, a gyarto utasitdsai alapjan.
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4.6 Plazmidok ellenorzése

A plazmidok helyes 0sszerakasat restrikcios emésztéssel ellendriztiik, melyet gélen vald
futtatas kovetett. A gélelektroforézishez 1%-os alacsony elektroendozmozist (LE) agardz gélt
hasznaltunk, Tris-acetat-EDTA (TAE) pufferrel.

A pYTKO050-sgRNS plazmidok ellenérzését Sanger szekvendlassal végeztiik, hogy
megbizonyosodjunk arrol, hogy gRNS-t kodolod szakaszban nem tortént mutacio. A gRNS
kazetta plazmidok ellendrzéséhez Notl restrikcids enzimet hasznaltunk. A reakcidhoz 12 pl
MilliQ vizet; 1,5 pl 10x FD Green puffert; 1 pl Notl-FD-t és 0,5 pl plazmidot hasznaltunk,
melyet egy 6ra 37 °C-on valo inkubalas kovetett. A végso plazmid ellenérzését, amely kodolja
a Cas9-t, a gRNS-t és a marker gént (nourseothricin), Scal restrikciés enzimmel végeztiik. A
reakciohoz 12 pl MilliQ vizet; 1,5 pul 10x Scal puffert; 0,5 pl Scal-t és 1 pl plazmidot

hasznaltunk, melyet két 6ra 37 °C-on torténd inkubalas kovetett.

4.5 Plazmid long-read alapu szekvenalasa (Oxford NanoPore Technologies)

Az Oxford Nanopore 4ltal javasolt plazmid szekvenalasi 1épéseket kovetve, eldszor az
mRFP-t kddold plazmidot felhasznalva a cég utasitasainak megfeleléen Rapid Barcoding Kit
segitségével (SQK-RBKO004, Oxford Nanopore) konyvtarat elkészitettiink, majd ezt kdvetden
a szekvenalast az Oxford Nanopore Technologies MinlON késziilékével végeztiik el, egy
Flongle flow Cell alkalmazéasaval. Az ehhez alkalmazott szamitogépes szoftver a MinKNOW
volt. Mind a hardveren, mind pedig a Flongle flow cell-n ellenérzést futtattunk, hogy
megbizonyosodjunk a megfeleldé milkodésiikrdl, valamint az elegendd mennyiségi
poérusszamrol. Ezt kovetden kicseréltiik a késziilékben a megfeleld tarolasi koriilményeket
biztosito puffert, 120 pl priming mixre. Ezutdn ugyan ezen C nyildson keresztiil adagoltunk be
a konyvtarat is. 24 orara allitottuk a szekvenalas iddtartamat.

Az eredményeket a szekvenalas végén FASTS fajlokként kaptuk meg. A kapott fajlokon
basecallt végeztiink a Guppy 5.0.11 szoftverrel, mely eredményeképpen FASTQ fajlokat
kaptunk. Végiil az EPI2ME szoftveren lefutattuk a Clone Validation Workflow-t, ami a FASTQ
fajlokbol Gsszerakta és annotalta a plazmidot. Az EPI2ME-n beliil tobb alszoftver egyiittes
munkdjaval kaptuk meg az eredményeket: a Canu segitségével tortént a plazmid szekvencia
Osszerakéasa, a TryCycler a szekvenciat cirkularizalta, a Medaka segitségével késziilt a

pontositott konszenzus szekvencia, valamint a pLannonate végezte az annotaciot.
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V. Eredmények és eredmények targyalasa

5.1 A kisérlet soran alkalmazott izolatumok transzpozonkészlete

Ismert, hogy a S. cerevisiae genomjaban 6t fajta transzpozon (Ty1/2/3/4/5) talalhato
meg, a S. 'boulardii’ esetében azonban a Ty1/3/4 transzpozonok hidnyoznak (Khatri és mtsai.,
2017). A Molekularis Biotechnolégiai ¢s Mikrobiologiai Tanszék torzsgyiijteményében
megtalalhato két kereskedelmi (PY0003, PY0004) ¢s hat klinikai probiotikus ¢élesztd izolatum
(551/2018, DE27020, DE3912, DE42533, DE42807, DE45866) esetében a transzpozonkészlet
nem volt ismert. Ezért az izolatumok Illumina szekvenalasbdl szarmazo olvasatait, a
S. cerevisiae S288C tipustorzsre térképeztiik, majd a lefedettségi adatok alapjan meghataroztuk
az egyes izoldtumokban megtaldlhat6 transzpozonok kopiaszdmat.

Eredményeink azt mutattdk, hogy mind a nyolc izolatumban hasonlo6 kopiaban fordultak
elé az egyes transzpozonok (7. abra). Jellemzben a Ty2/5 transzpozonok tobb kopidban
fordultak el6, a Ty1/3/4 transzpozonok pedig nagyrészt hidnyoztak az izolatumokbdl. Ezek az
eredmények 6sszhangban vannak a mar szakirodalomban leirtakkal. Tehat elmondhat6, hogy a
kisérletekhez hasznalt izolatumok transzpozonkészlete nem tért el jelentdsen az eddig publikalt

¢s ilyen szempontbol is vizsgalt izolatumok transzpozonkészletétol.

Transzpozonok gyakorisdga
25

20

0 mm m HESTHE"N

Tyl Ty2 Ty3 Ty4 TyS

=PY0003_S31 wPY0004_S32 w551-2018 §17 DE27020_S40 wDE3912 S50 mDE42533 543 DE42807_S45 mDE45866_S47

7. abra Az altalunk vizsgalt S. boulardii’ izolatumok transzpozonkészlete
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5.2 Delta szekvencia és a guide RNS-ek

A delta szekvencia keresésekor a leggyakrabban eléforduld szekvencia részletet
valasztottuk az NCBI MSA Viewer segitségével, mely a 1-322. bp-ig tarto részlet volt. Ezt
kovetden a Benchling segitségével terveztiink a delta szekvencidra két gRNS-t (8. abra, 2.

tablazat).

delta_seq (322 bp)

GTGGATTTTGATGTAATTGTTGGGATTCCATTGTGATTAAGGCTATAATATTAGGTATGTAGATATACTAGAAGT TCTCCTCGAGGAT TTAGGAATCCATAAAAGGG
CACCTAAAACTACATTAACAACCCTAAGGTAACACTAATTCCGATATTATAATCCATACATCTATATGATCTTCAAGAGGAGCTCCTAAATCCTTAGGTATTTTCCC

10 29 30 40 5@ 60 70 80 90 100

AATCTGCAATTCTACACAATTCTATAAATATTATTATCATCGTTTTATATGTTAATATTCATTGATCCTATTACATTATCAATCCTTGCGTTTCAGCTTCCACTAAT
TTAGACGTTAAGATGTGTTAAGATATTTATAATAATAGTAGCAAAATATACAATTATAAGTAACTAGGATAATGTAATAGTTAGGAACGCAAAGTCGAAGGTGATTA

110 120 130 149 150 160 170 180 199 200 210

TTAGATGACTATTTCTCATCATTTGCGTCATCTTCTAACACCGTATATGATAATATACTAGTAACGTAAATACTAGTTAGTAGATGATAGTTGATTTTTATTCCAAC
AATCTACTGATAAAGAGTAGTAAACGCAGTAGAAGATTGTGGCATATACTATTATATGATCATTGCATTTATGATCAATCATCTACTATCAACTAAAAATAAGGTTG

220 230 249 25e 260 270 289 299 300 31e 320

8. abra Delta szekvencia

2.tablazat gRNS oligonukleotidok

guide RNS 1 67,7 on-target score

FWD 100 off-target score 5’-gactTTTTAGTGGAAGCTGAAACGCA-3’
guide RNS 1 67,7 on-target score

REV 100 off-target score 5’-aaacTGCGTTTCAGCTTCCACTAAAA-3’
guide RNS 2 70,9 on-target score

FWD 99.9 off-target score 5’-gactTTTATACTAGAAGTTCTCCTCG-3’
guide RNS 2 70,9 on-target score

REV 99,9 off-target score 5’-aaacCGAGGAGAACTTCTAGTATAAA-3’

5.3 Plazmidok ellendrzésének eredményei

Az sgRNS-pYTKO050 plazmidot Sanger szekvenalassal ellendriztiikk, hogy a gRNS
tenylegesen inzertalodott e a plazmidba. A gRNS kazetta plazmid, illetve a végsd plazmid
Osszerakasat, klonozasat és izolalasat kovetden a megfeleld restrikcios enzimmel (Notl, Scal)

emésztettiik a plazmidokat a gélelektroforézissel torténd ellendrzéshez. El6szor a gRNS kazetta
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plazmidot emésztettiik a Notl enzimmel. A gélelektroforézis ebben az esetben két savot
eredményezett, egy 821 bp hosszisagl sdvot, mely maga az inzert volt (ConL1-sgRNS-ConR1),
¢s egy 1858 bp hossztisagu savot (pYTKO095 backbone). Ez az eredmény azt mutatta, hogy a

Golden Gate reakcio sikeres volt (9. abra).

9. abra A gRNS kazetta plazmid restrikcios emésztése Notl enzimmel (1: hibas backbone
plazmid, 2: megfeleld backbone plazmid, 3: hibas backbone plazmid emésztése Notl enzimmel,
4: megfeleld backbone plazmid emésztése Notl enzimmel, 5: kontroll 1 plazmid, 6: kontroll 2
plazmid, 7: gRNS 1-1 kazetta plazmid, 8: gRNS 1-2 kazetta plazmid, 9: gRNS 2-1 kazetta
plazmid, 10: gRNS 2-2 kazetta plazmid)

A gélfotd alapjan a kiillonboz6 izoldlasokbol szarmazd plazmid mintakat
Osszehasonlitottuk a kontroll 1 és kontroll 2 plazmidokkal, valamint a megfelelé backbone
plazmiddal. Ez alapjan gRNS 1-1, valamint a gRNS 2-2 plazmid mintdk mutattdk a helyes
sdvmintazatot, igy a kovetkezd Golden Gate rakcidban ezeket hasznaltuk.

A masodik Golden Gate reakcio esetében a késdbbi élesztd transzformalashoz hasznalni
tervezett plazmidot emésztettiik az Scal enzimmel. Az enzim harom helyen vagta a plazmidot,
igy a gélen harom savot kaptunk: Egy 6695bp hosszlsagu savot, mely a plazmid-Cas9-sgRNS-
Nat szakasza, valamint egy 870 bp és egy 1557 bp hosszu szakaszt (10. abra).

18



10. abra Az ¢élesztd transzformalasahoz hasznalni tervezett plazmid Scal restrikcios enzimmel
torténd ellendrzése (1: backbone plazmid, 2: kontroll 1 plazmid, 3: kontroll 2 plazmid, 4-6:

els6 gRNS szekvenciat kodolo plazmid, 7-9: masodik gRNS szekvenciat kodold plazmid)

Ennél a 1épésnél ismét Osszehasonlitottuk a kiillonbdzd izolalasbol szarmazo plazmid
mintdk savmintdzatait a backbone plazmidéval, valamint kordbbi kisérletekbdl szarmazo és
bizonyitottan miik6dé plazmidokéval. A mintdk tobbsége a vart sdvmintazatot mutatta a 8.
minta kivételével, igy ez utobbit leszamitva a tobbi minta hasznalhat6 lesz az mRFP integralasa

soran.

5.4. Az mRFP-t kodolo plazmid transzformalasa a S. cerevisiae BY4742 torzsbe

Annak ellendérzésére, hogy a plazmidon 1évé mRFP gén expresszidja lila szinli telepeket
eredményez, transzformaltuk azt a S. cerevisiae BY4742 uracil auxotrof torzsbe. A
transzformaldst kovetden az éleszté normal, fehér szini telepei helyett lila telepeket kaptunk,
amely azt jelentette, hogy az RFP-t kddolo plazmidrdl sikeresen kifejez6dott a gén, és igy

elszinezddtek a telepek (11. dbra).
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11. abra RFP-t kifejezd lila szinii élesztd

5.5 Flongle szekvenalas eredményei

A rDNS egy linedris DNS szakasz, mely a kovetkezd szekvenciarészletekbdl all 6ssze:
5’ és 3’ homolog régidk a genomba valo beépiiléshez, az integralni kivant gén (esetiinkben az
¢lesztore optimalizalt mRFP), valamint a gén promoter és terminator régidja. A rDNS-t az
el6zdleg Osszerakott plazmiddal egyiitt sziikséges transzformdlni az élesztobe. A rDNS
szekvencidja (pontosabban az mRFP gén, valamint annak prométer és terminator régidja) a mi
esetiinkben plazmidon volt kddolva, igy PCR reakcioval terveztiik azt amplifikalni. A PCR-hez
sziikséges primereket azonban nem tudtuk megtervezni, mivel a terminator régi6 szekvenciaja
nem volt ismert. Igy az Oxford Nanopore Technologies MinlON késziilékével
megszekvenaltuk a plazmidot, valamint az EPI2ME szoftverrel annotaltuk is. A konyvtar
elkészitését kovetden a MinlON késziiléket el6készitettiik. Leellendriztiik a hardvert, hogy
megbizonyosodjunk a késziilék allapotardl, valamint a Flongle flow cell-t is (Tipus: FLO-
FLGOO01), hogy megtudjuk, hogy hany mikddéképes porus all a rendelkezésiinkre. Mindkét
ellendrzés sikeres volt, a késziilék rendben mikddott, a Flongle flow cell-en pedig 74 porus
volt mitkddéképes (126 poérusbol). A szekvenalas végiil hat 6ran keresztiil futott, azonban igy
is elég adat keletkezett. A szekvenalas elejétdl kezdve a rendszer nyomon kovette az aktiv
porusok szdmat, mely a folyamat elején 60% volt, majd folyamatosan csokkent, de végig 30%

folott mozgott (12. abra).
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Channel scan results

Active
@ Inactive

Channel Count

12. abra Aktiv pérusok szdma (%) a szekvenalés ideje alatt

A porusok mellett az eredményként kapott szekvencidkrol is kaptunk adatokat (13. arba).
Lathatéan sokkal tobb 11-15 kb kozotti readet kaptunk, mint rovideket, ami a restrikcios
emésztés sikerességét mutatja. A legtobb szekvencia 12,5-13,5 kb kozotti méretli volt, ami

megfelelt a szekvenalt plazmid hosszanak.

Read length histogram

Estimated N50: 12.04 Kb
3.24 Mb

2.5 Mb
2Mb
1.5 Mb
1Mb

Estimated Bases

500 Kb
0b

Estimated Read Length

13. abra Readek hosszlisaga

Valamint szintén fontos informacid, hogy ugyan nem futott végig (24 6ra) a szekvenalas, azalatt

a 6 ora alatt is tobb, mint 8000 olvasat keriilt szekvenalasra (14. abra).
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Cumulative output

Total Reads

14. abra Kapott adatok mennyisége az id6 elteltével

5.6 A plazmid szekvenciajanak osszerakasa az EPI2ZME szoftverrel

A FASTS fajlokbdl a basecallt a Guppy szoftver segitségével végeztiik el. Ehhez Linux
operacios rendszert hasznaltunk, ahol a szoftver segitségével kaptuk meg azon FASTQ f4jlokat,
amikkel az EPI2ME (Windows) mar tudott tovabb dolgozni. Megkaptuk a pontos szekvenciajat
a plazmidnak, valamint azt is, hogy hol helyezkednek el rajta a gének (15. abra). A plazmid
szekvenciajanak pontos ismeretében mar meg tudtuk tervezni a rDNS amplifikélasahoz

szlikséges primereket.

AmpR promoter

RNAI
Qb;“;
e

'S P
barcode01

12567 bp N

FRT
2y ori

RAF1

-

mCherry

15. abra Megszekvenalt mRFP-t kodolo dsszerakott és annotalt plazmid
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5.7 A tervezett primerek a repair DNS amplifikalasahoz

A rDNS amplifikaldsdhoz primereket terveztiink az dsszerakott plazmidra. A tervezést
a Benchling olnine szoftver segitségével végeztiik el (https://benchling.com/). A forward (FWD)
és reverse (REV) primereket is egyarant 80 bazis hosszusagura terveztiik, melyek 3 végétol
primerek 5° végén 60 bazis hosszu tilnytld szakasz van, mely az altalunk kivalasztott
d-szekvencia megfeleld szakaszaival homolog. Emiatt a PCR termék (rDNS) képes lesz
beépiilni a genomba homoldg rekombinacion keresztiil. A homolog szakaszok a gRNS, és a

PAM szekvenciatol upstream, illetve downstream helyezkednek el (3. tablazat).

3. tablazat Tervezett primerek a rDNS amplifikalasahoz

5’-

guidel mCherryrepF | GATTTTGATGTAATTGTTGGGATTCCATTGTGATTAAGGCTATA
ATATTAGGTATGTAGACGCACAGTTACAATTGTAGAGG-3’

5’-

guidel mCherryrepR | TGATAATAATATTTATAGAATTGTGTAGAATTGCAGATTCCCTT
TTATGGATTCCTAAATAAAAAAACCATGAGATTGAT-3

5’-

guide2 mCherryrepF | AGTATATTATCATATACGGTGTTAGAAGATGACGCAAATGATG
AGAAATAGTCATCTAAA CGCACAGTTACAATTGTAGAGG-3’

5’-

guide2 mCherryrepR | ATAAATATTATTATCATCGTTTTATATGTTAATATTCATTGATCC
TATTACATTATCAATAAAAAAACCATGAGATTGAT-3’
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VI. Osszefoglalas

A S. ’boulardii’ probiotikus élesztdt, mely a S. cerevisiae altipusa (Imre és mtsai., 2019),
a bél egészséges mitkddésére, valamint gasztroidesztinalis megbetegedések megeldzéséhez és
kezeléséhez hasznaljak (McFarland és Bernasconi, 1993; Liu és mtsai., 2016). Terdpias
szerként is javasoljak, mivel bélfertézések esetén jotékony hatasa van (Zanello és mtsai., 2009).
Ez a probiotikus terapia altalanosan biztonsagosnak itélt (GRAS), azonban az utobbi években
beszamoltak tobb, S ’boulardii’ altal okozott fungémiarol (Cherifi, 2004; McFarland, 2006;
Thygesen, 2012). Napjainkban mar genetikailag moddositott probiotikum torzsek is
létrehozhatok, valamint elképzelhetd, hogy a kozel jovOben egyre tobb, tigynevezett designer
probiotikum jelenik meg a piacon.

A munkank alapjat egy szabadalom képezi, melyben a S. ’houlardii’-t génmodositas
segitségével felhaszndltdk human immunoglobulinbdl szdrmazé antitest-alapu kotdanyagok
konstitutiv termeltetésére, valamint ezen kotéanyagok kivéalasztdsdra. A modositott torzseket
ugy tervezték meg, hogy a kotdanyagokbol minél tobbet termeljenek. Az altaluk hasznalt
moddszer a CRISPR/Cas9 volt. Emellett egy masik szakirodalomban leirtak egy olyan
plazmidon kodolt szinmarkert (mRFP), amelynek ¢lesztoben torténd expresszidja lila szinii
telepeket eredményez. Ezen tulajdonséag a plazmid fenntartdsdnak gyors szlirését teszi lehetdveé
S. cerevisiae sejtekben (Keppler-Ross ¢és mtsai., 2008). Ezen szabadalom és a lila
szinmarkergént leir6é szakirodalom 6tvozésével, megterveztiink egy torzset, mely a genomba
integralva hordozza az mRFP gént tobb kopidban.

El6szor megvizsgaltuk a vizsgalt izolatumaink (PY0003, PY0004, 551/2018, DE27020,
DE3912, DE42533, DE42807, DE45866) transzpozonkészletét, melynek eredményeképpen
kideriilt, hogy mind a nyolc izolatumban hasonlé kodpidban fordultak elé az egyes
transzpozonok, a Ty2/5 transzpozonok tobb kopidban fordultak eld, a Ty1/3/4 transzpozonok
nagyrészt hianyoztak. Ezt kovetden megterveztiik a gRNS-eket, amelyek a Cas9 enzimmel
komplexet képeznek, specifikus DNS kettds szaltdrést eredményezve a S. ‘houlardii’
genomban taldlhatd &-szekvencidkban. Ezeket a gRNS-eket a genomban leggyakrabban
eléforduld o-szekvencia részletre terveztiikk. Golden Gate reakcidk révén dsszeallitottunk egy
olyan plazmidot, amely kodolja a Cas9 enzimet, a nourseothricin markergént, valamint a
gRNS-t. Ezen feliil megterveztik az mRFP-t kodolé kazetta amplifikalasahoz sziikséges
primereket is, mely folyamatot megel6zott egy Oxford Nanopore szekvenalas, igy megtudtuk
az mRFP-t kddol6 plazmid teljes szekvenciajat, aminek kdszonhetéen méar meg tudtuk tervezni

a megfelel6 primereket.
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Tovabbi munkéink koz¢ tartozik a primerek megrendelése, majd pedig az mRFP kazetta
amplifikalasa és annak integraldsa a Cas9/Markergén/gRNS kodold plazmid segitségével a

S. ’boulardii’ genomjaba.
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