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Uj hatarok a bakterialis genomszerkesztésben —
rekombinacién alapulé genommérnokség hatasfokanak
névelése és gazda specificitasanak kiszélesitése

CZIKKELY MARTON
altalanos Orvos, Osztatlan, 7. félév

A mikrobiom dsszetételének és diverzitasanak analizise
karbapenemaz-termeld Klebsiella pneumoniaevel kolonizalt
egerekben

FARKAS FERENC BALAZS
Altaldnos orvos, Osztatlan, 10. félév

Szegedi Tudomdnyegyetem
Altaldnos Orvostudomdnyi Kar

Bevezetés: A rekombinacidés genommérnokség lehet6vé teszi
0j funkcioval bird fehérjék elballitasat, evolicios folyamatok
vizsgalatat vagy egyéb genotipus-fenotipus asszociacios
vizsgalatokat. A modszer eddig kiaknazatlan maradt, mert a
rekombinaciés genommérnokség féleg Escherichia coli-ban
mutatott kielégitd hatasfokot. Az un. egyszali DNS kapcsold
proteinek (ssDNA annealing proteins -SSAP) kulcsszerepet
jatszanak a rekombinacios genom szerkesztés folyamataban,
mivel ezen enzimek illesztik a kivant szekvenciat a komplementer
szalhoz a replikécidsvillaban.

Célkitiizés: Célunk az volt, hogy uj SSAP-k felkutatasaval és
alkalmazasaval noveljik a rekombinacios genommérndkség
hatasfokat és kibdvitsiik a bakterialis fajok listajat, amiben
alkalmazhato a technika.

Modszerek: Els6é 1épésként egy altalunk fejlesztett sziirési
modszerrel Gj SSAP jelolteket kerestiink. Ezt kdvetden az igéretes
hatasfokot mutat6 jeldlteket beillesztettiik az altalunk kidolgozott
PORTMAGE plazmid rendszerbe (Nyerges és mtsai. PNAS-
2016), hogy vizsgalhassuk az mutdcidk iranyitott bevitelének
hatasfokat szamos egymastol csak tavoli rokonsagban 1évo
bakterialis fajban.

Eredmények: Két 0j igéretes jeloltet azonositottunk. Az egyik
SSAP  10-szeresére novelte a tobbszords mutaciobevitel
hatékonysagat. A masik enzim lehetévé tette a hatékony
mutacidbevitelt egy bakterialis korokézoban (Pseudomonas
aeruginosa). Ez a baktérium gyakori oka az életet veszélyeztetd
korhazi fertézéseknek. (T. M. Wannier, M. Czikkely és mtsai.
PNAS-2020)

Kovetkeztetések: Azj szlirési mddszer lehetdvé teszi, hogy uj,
nagy hatasfokkal miik6dé SSAP-ket azonositsunk. Ezaltal (j
fajokban, nagyobb hatasfokkal alkalmazhatjuk a rekombinacion
alapuld genommérnokséget. Munkank nagy modszertani
elérelépés, ¢és szamos tudomanyag -evolucido biologia, a
biotechnoldgia és az antibiotikumrezisztencia kutatds —szamara is
fontos lehet.

Tamogat6k: UNKP-19-2 UJ NEMZETI KIVALOSAG

PROGRAM (ITM), SZEGDEI ORVOSBIOLOGIAI KUTATASOK
JOVOEERT ALAPITVANY (EMMI -TSZ: 11136-
2/2019/FIRFIN), STEPHEN W. KUFFLER KUTATASI
ALAPITVANY

Témavezetd: Dr. Pdl Csaba, tudomdnyos fémunkatdrs, EGtves
Lérdnd Kutatdsi Hdldzat - Szegedi Bioldgiai Kutaté Kézpont -
Biokémima Intézet - Szintetikus és Rendszer Bioldgiai Egység

Semmelweis Egyetem
Altaldnos Orvostudomdnyi Kar

A multirezisztens baktériumok megjelenése és terjedése
vilagszerte komoly veszélyforrast jelent. A széles spektrumu f3-
laktamazt (ESBL) és a  karbapenemazt  termeld
Enterobacteriaceak (CPE) a WHO antimikrobialis rezisztencia
listajan a kritikus kategoriaban szerepelnek. Ezek a baktériumok
a korhazi infekciok nagy hanyadaért feleldsek. A CPE-k elleni
terapias lehet6ségek korlatozottak, ezért ezen baktériumok
terjedésének  kontrolalasa  kiemelkedé  fontossagu. Az
emésztOrendszeri kolonizacio dontd szerepet jatszik a CPE-k
disszeminacidjaban.

Jelen kutatasban célunk a mikrobiom Osszetételének és
diverzitdsanak vizsgalata volt Klebsiella pneumoniae (KP5825)
torzzsel kolonizalt egerekben, melyek kiillonb6zé per os
antibiotikum kezelést kaptak. Ez a torzs egy PMQR gént, egy
ESBL gént és egy karbapenemaz gént expresszalt. Célunk
tovabba a KP5825 kolonizacios ratajanak, valamint a rezisztencia
gén kopiaszdmok (RGCN) valtozésainak vizsgalata volt.

Kisérleti allatmodelliinkben him, 6-8 hetes, C57BL/6 egereket
alkalmaztunk. A kolonizacidhoz 5x10"6 CFU KP5825
szuszpenziot juttatunk be oralisan, ampicillin (AMP) el6kezelés
14., valamint 15. napjan. Ezt kévetGen az allatokat 6 csoportba
osztottuk. A csoportok a kovetkezd antibiotikus kezelést kaptak
15 napon keresztiil az ivovizbe keverve: 0.5g/L AMP, 0.1g/L
ceftazidim (CAZ), 0.5g/L CAZ, 0.1g/L ciprofloxacin (CIP) és
0.5g/L CIP (6. csoport: kontroll). Minden 3. napon friss
sz€kletmintdkat gyljtottink, melyekb6l mikrobidlis DNS
izolalasa tortént.

Kisérleteink masodik szakaszdban a KP5825 DNS
mennyiségének, valamint a RGCN meghatarozdsdhoz qPCR
technikat alkalmaztunk. Az intestinalis mikrobiota osszetételének
¢és diverzitasanak meghatarozasdhoz a 16S rRNS gén V3-V4
régidja amplifikalasra, majd szekvenalasra kertilt Illumina MiSeq
platformmal.

Eredményeink alapjan megallapithat6, hogy az AMP és a CAZ
kezelés novelte a KP5825 kolonizécidjat és csokkentette a bél
mikrobiota diverzitasat. Ezzel szemben a CIP kezelés nem
valtoztatta a kolonizacids ratat. Tovabba erés negativ korrelaciot
figyelhettiink meg a Lachnospiraceae NK4A136 group 11319,
Roseburia, Anaerostipes, Lachnoclostridium 11308,
Lachnospiraceae  ~ UCG-004,  Tyzzerella,  Agathobacter,
Lachnospiraceae NK3A20 group 11318 genusok és a KP5825
kolonizacios ratai kozott.

Témavezetd: Dr. Szabé Déra, egyetemi tandr, SE AOK
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Elméleti orvostudomanyok - Kisérletes immunolégia, mikrobiolégia 2. (Zoom4)
Z00m  2021. aprilis 8. (cstortdk) 10:30-12:15

ZSURI

Dr. Bdcsi Attila, egyetemi tandr, DE AOK Immunolégiai Intézet

Dr. Berki Timea, egyetemi tandr, PTE KK Immunolégiai és Biotechnoldgiai Intézet
Dr. Riba Pdl, egyetemi docens, SE Farmakoldgiai és Farmakoterdpids Intézet

Dr. Buridn Katalin, egyetemi docens, SZTE AOK Orvosi Mikrobiolégia Intézet

Dr. Szebeni Gdbor, tudomdnyos munkatdrs, Szegedi Bioldgiai Kutatokdzpont

ELOADASOK

10:30  Czikkely Mdrton (SZTE AOK)
Uj hatarok a bakterialis genomszerkesztésben — rekombinacion alapulé genommérndkség hatasfokanak
novelése és gazda specificitdsanak kiszélesitése

10:45 Farkas Ferenc Baldzs (SE)
A mikrobiom &sszetételének és diverzitasanak analizise karbapenemaz-termeld Klebsiella
pneumoniaevel kolonizalt egerekben

11:00 Le Tran Linh Dan (DE AOK)
In vitro characterization of HER2-redirected universal CAR T cells

11:15  Kisiczki Armin Szabolcs, Koés Bence (SE AOK)
A metabolikus ritmus immunmodulator hatasai

711:30  Shlomie Briscoe (DE AOK)
Comprehensive analysis of different tumor cell-line produced soluble mediators on the monocyte-
derived dendritic cells’ differentiation and functional properties

11:45 Szbcs Eméke, Soés Addm (SE)
A bursa Fabricii lymphoid follikulusainak embryonalis fejlédése

12:00 Veres Jalia (DE AOK)
Az NLRP3 és I-es tipusu interferon Utvonalak interakcidjanak vizsgalata human plazmacitoid dendritikus
sejtekben

csatlakozas

Elméleti orvostudomanyok - Sejtbiologia, sejtélettan 2. (Zoom5)
Z00Im  2021. aprilis 8. (csutortok) 10:30-12:15

ZSURI

Dr. Virdg Ldszl6, egyetemi tandr, DE AOK Orvosi Vegytani Intézet

Dr. Abrahdm Hajnalka Gabriella, egyetemi docens, PTE AOK Orvosi Bioldgiai Intézet és Kézponti
Elektronmikroszkdpos Laboratérium

Dr. Majnik Judit, egyetemi adjunktus, SE Reumatoldgiai és Klinikai Immunoldgiai Tanszék

Dr. Boldogkéi Zsolt, intézetvezets egyetemi tandr, SZTE AOK Orvosi Bioldgiai Intézet

Dr. Kévesdi Dorottya, tudomdnyos fémunkatdrs, ELTE TTK Immunolégiai Tanszék

ELOADASOK

10:30  Balla Abigél (DE AOK)
Intraventrikularis vérzés indukalta gyulladasos folyamatok vizsgalata human choroid plexus
epithelsejtekben
10:45 Gyulai-Nagy Szuzina (SZTE AOK)
Az exoszOdmak és az aktin nanoszerkezet szerepe a szindekan-4 sejtmigraciora gyakorolt hatasaban
11:00  Khozeimeh Mohammad Ali (SE AOK)
Establishment of a lentiviral expression system for the expression of potassium channel genes in sensory
neurons
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