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1. BEVEZETES ES CELKITUZES

Elelmiszer- és takarmanyndvények termesztése és taroldsa soran toxinogén fonalas gombak
altal termelt, ugynevezett mikotoxinok halmozddhatnak fel a terményallomanyban. A
mikotoxinok kronikus expozicidja és a — gyakran termékenységi, immun-, és felszivodasi
zavarokban megmutatkozo — betegségekkel valo kapcsolata arra sarkallja a mezdgazdasag ¢€s
az ¢lelmiszeripar szerepldit, hogy fokozottan ligyeljenek allomanyaik tisztasagara. Sokak altal
hivatkozott adat az az Elelmezésiigyi és Mezégazdasagi Vilagszervezetnek (Food and
Agriculture Organization, FAO) tulajdonitott — Eskola és mtsai. (2020) szerint szerény —
becslés, miszerint a mikotoxinnal szennyezett termények ardnya évi 25%. A klimavaltozas négy
lovasa: a magas hdmérséklet, az aszalyok, a nagy mennyiségli 1égkori szén-dioxid (CO2) és a
felhoszakadasok mind hozzajarulnak a toxintermeld penészek szaporulatdhoz és fokozott
versengésébdl adodo, megnovekedett toxinszintézis¢hez (Zingales et al., 2022). Mivel a
klimakutatok szerint a klimavéaltozas irdnya véltozatlan, a mikotoxinok jelentette veszéllyel a
jovoében is szamolnunk kell. Szdmos fonalas gomba termel ilyen masodlagos
anyagcseretermékeket, ugyanakkor egy faj tobb toxin szintézisére is képes lehet, igy a legtobb
szennyezett allomany esetében multimikotoxin-kontaminéci6 all fenn. Kiilonb6z6 in vitro
végzett kutatdsok szerint mérgezd hatdsuk additiv-, vagy akar szinergens mddon is felerésddhet,
ezért egészen kicsiny koncentraciok tartds fogyasztdsa is igen veszélyes lehet (Smith et al.,
2016). Az egyik legszigoribban monitorozott mikotoxin az ochratoxin A (OTA). Toxikus
mechanizmusai kozott beszdmoltak mar a fehérjeszintézis gatlasarol, a fenilalanin-
metabolizmus megzavarasarol, a membranok lipidperoxidacidjanak eldsegitésérdl, a kalcium-
homeosztazis megbolygatasarol, a sejtlégzés gatlasarol és a DNS karositasarol (Ringot et al.,
2006). Vese- ¢s majkarosodast, immungyengeséget €s feltételezhetéen rakot okoz (Kdszegi &
Poor, 2016; TARC, 1993). Elettani okokbol kifolyolag a sertések és a baromfik sokkal
érzékenyebbek az OTA toxikus hatdsaira, mint az eltérd jellegli tapcsatorndval és
bélmikrobiommal rendelkezd, kér6dzd allatok. Az Eurdpai Bizottsdg ajanlasaban
meghatarozott, OTA-ra vonatkozé iranyértékek takarmanyok esetében 0,05 és 0,25 part per
million (ppm), élelmiszereknél pedig 0,5 és 20 ppm kozott mozognak (2006/576/EC;
2023/915/EC). A 2023. évi Alltech European Harvest Analysis altal vizsgalt 20 eurdpai
orszagbol szarmazo, 0sszesen tobb mint ezerszdz gabonaminta mindegyikében atlagosan 4,4
kiilonbozé mikotoxin volt jelen. A kukoricamintdk 36%-a volt ochratoxinokkal szennyezett,
melyek atlagos koncentracioja 28 ppb volt (Alltech 2023 European Harvest Analysis Reveals
That Challenging Weather Conditions Contributed to High Levels of Mycotoxins in Grains,



2023). A mezdgazdasagilag legjelentésebbnek szamitd, OTA-termeld tomlésgombakat
(Ascomycota) az Aspergillus és a Penicillium nemzetségekben talaljuk (Pitt, 2000). Az OTA a
tobbi mikotoxinhoz hasonldan igen stabil, igy a feldolgozés soran alkalmazott hagyomanyos
technologiai Iépések sorozata utan is fennall a szennyezettség kockazata. Indokolt tehat olyan
specialis, kifejezetten mikotoxin-elimindciot célzd dekontaminacios stratégidk fejlesztése,
melyekkel kikiiszobolheté a potencidlisan felszabaduld, karos mikotoxin-bomlastermékek
felhalmozodasa, tovabba dnmagukban sem hordoznak egészségiigyi kockazatot, és a termék

érzékszervi tulajdonsagaiban sem okoznak jelentOs valtozast.
1.1.CELKITUZES

A kutatas célja egy olyan fehérje azonositdsa és termelése, mely biztonsagosan és hatékonyan

képes lebontani az OTA-t. A kovetkez6 1épések mentén hajtottuk végre a kisérletet:

e Az egyetemen folytatott kordbbi kutatdsok eredményeire alapozva kivalasztottunk egy
sz¢éleskorli xenobiotikum-rezisztenciaprofillal rendelkezd kornyezeti baktériumtorzset,
melynek genomjabdl szelektaltuk egy olyan OTA-bonté enzim génjét, mely OTA-
jelenlétére nagy mennyiségben expresszalddott.

e A vialasztott gén expressziojat két kiilonbozd, OTA-detoxifikacids aktivitassal
gyakorlatilag nem rendelkezé recipiens torzsben valositjuk meg annak érdekében, hogy
potencialisan ndvelhessiik a rekombinans fehérjetermék hozamat €s aktivitasat.

e A rekombindns enzim OTA-bontd képességét folyadék-kromatografiaval,
bomlastermékeinek sejtsemleges hatdsat pedig citotoxicitasi tesztekkel kivanjuk
igazolni. Az eredményeket aszerint hasonlitjuk Ossze, hogy a fehérje homolog vagy

heterolog expresszioval jott-e 1étre.



2. SZAKIRODALMI ATTEKINTES

2.1. Az ochratoxin A (OTA) ismertetése

2.1.1. Kémiai tulajdonsagok

Az OTA-t 1965-ben van der Merwe ¢és mitsai. izolaltdk elészor steril kukoricalekvaron
tenyésztett Aspergillus ochraceus Wilh. torzsbdl. Térszerkezetét (1. dbra) 1967-ben optikai
rotacio diszperzids spektroszkopia segitségével Steyn és mtsai irtdk le. Osszegképlete

C20H1806NCl, molekulatomege 403,82 Da.

1. ébra. Az OTA térszerkezete (PubChem)
IUPAC formuldja N-[(3R)-5-kloro-8-hidroxi-3-metil-1-0x0-3,4-dihidro-1H-2-benzopiran-7-
karbonil]-L-fenilalanin. Az ochratoxin a (OTa) kivételével minden ismert ochratoxin egy olyan
poliketid-szarmazék dihidroizokumarin részt tartalmaz, melynek karboxil csoportjaban
talalhatd hetes szénatomjan keresztiil kapcsolodik egy L-B-fenilalaninhoz. A tobbi
ochratoxinszarmazék az OTA-nak metilésztere vagy etilésztere; az ochratoxin C (OTC); az
ochratoxin B (OTB) és annak metil-, ill. etilésztere; a hidroxiochratoxinok (OTA-OH), valamint
az OTA deklor-analodgja, az ochratoxin B (OTP); illetve a csonka OTa, mely az OTA
izokumarin-szarmazéka, melybdl hianyzik a fenilalanin molekularész (Ringot et al., 2006). Az
OTA-molekula dihidroizokumarin része és a fenilalanin kozott talalhato amid koteés
tamadéspontként szolgdl a legtobb ismert hidrolitikus OTA-bontd enzim szdmara. Polaris
szerves oldoszerekben kivaloan, hig ligokban kevéssé oldodik. Az OTA toxicitdsanak egyik
felelose a dihidroizokumarin gytirtin lokalizalodo klor (Cl), melyet helyettesitd hidrogén (H) az
OTB molekulaban mar tizedére csokkenti annak toxicitasat. A természetes OTA-szdrmazékok

mind elmaradnak toxicitasban az anyamolekulatol (Tao et al., 2018).



2.1.2. Bioszintézis

Féltropusi éghajlatokon foleg az Aspergillus-, a mérsékelt 6vben pedig a Penicillium nemzetség
egyes tagjainal figyelhet6 meg ochratoxin-termelé€s; név szerint az A. albertensis, az A.
ochraceus, a P. verrucosum ¢és a P. viridicatum fajoknal (Wang et al., 2016). Az OTA
bioszintézisének pontos forgatokonyve vitatott, azonban altalanosan elfogadott a Huff és
Hamilton szerzéparos (1979) azon megaéllapitasa, hogy a folyamat acetat ¢és malonat
anyagokbol indul ki, és négy konzervalodott fehérje — az OtaA, az OtaC, az OtaB és az OtaD —
medidlja. Az OtaA egy poliketid szintdz, mely acetil koenzim A (acetil-KoA) és malonil-KoA
molekulakbdl 7-metilmelleint szintetizal, melynek OT-va torténd oxidéaciojat citokrom P450
monooxigenaz (OtaC) katalizalja. Ezutan az OTf és egy fenilalanin k6zott amid kotést alakit
ki egy non-riboszomalis peptid szintetdz (NRPS), az OtaB, OTB molekulat 1étrehozva. Végiil,
az OTB OTP részének OtaD halogenaz enzim altali klorinacidjaval OTa rész-, Osszességében

OTA jon létre (Wang et al., 2018).

2.1.3. Toxicitas

Az OTA er6s hepato- és nefrotoxin. Kiilonbozo allatmodelleken végzett kisérletek alapjan
kiilondsen nagy veszélyt jelent a monogasztrikus allatokra (pl.: sertés, baromfi, ragcsalok, 16,
ember) vérszérumban kotott formdja miatt (Bernardini et al.,, 2014). Rendelkezik azonban
karcinogén, immunszupressziv €s neurotoxikus hatdssal is (Sava et al., 2006). Az OTA
genotoxicitdsaban fontos szerepet jatszo szarmazékok a peroxiddz enzimek aktivalta gyokok,
és a citokrom P450 enzimek 4&ltal aktivalt elektrofil benzokinon, mely reakcidoba lépve
deoxiguanozinnal C8-dG adduktot képez, melynek helyén a DNS-szintézis akadalyozott lehet
(Manderville et al.,, 2008). Felszivoddsi zavarokat okoz a bélrendszerben, mely
alultaplaltsaghoz és fert6zésekhez vezet (Maresca et al., 2001). Halakkal végzett kisérletek
soran is tapasztaltak fokozott mortalitast, ill. vese-, mdj- és 1égzdszervrendszeri karosodast (El-

Sayed et al., 2009).

2.1.4. Metabolizmus

Szajon at torténd elfogyasztast kovetden a gyomor-bél traktusbol gyorsan felszivodik a vérbe,
majd enzimatikus hidrolizis vagy citokrom P450 indukcid révén metabolizalodik a fogyasztd
szervezettdl fliggden. Sertésekben 66%, nyulakban 56%, baromfikban pedig 40% OTA
szivodik fel kozvetleniil (Galtier et al., 1981). A bélmikrobiom féleg non-toxikus OTa-ra és

fenilalaninra hidrolizalja, mig a majban jelenlévd citokrom P450 rendszer foként OTA-OH


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S027869152300323X#bib10

kiilonbozo formaira hidroxilalja. A mikrobialis OTA-bontd utvonalakat a 2. dbra szemlélteti.
Ragcsalokban foleg a vastagbél és a vakbél anaerob baktériumai felelnek az OTA hidrolitikus
bontasaért (Galtier, 1991). Kérédzékben a rumen protoza nagy hatékonysaggal hidrolizélja az
elfogyasztott OTA-t (Tao et al., 2018). A kiilonb6z6 metabolitok ezutan eltérd iitemben
vizelettel és széklettel iiriilnek, azonban a szérum albuminhoz valo erds affinitasa miatt az OTA-
OH csak nagyon lassan iiriil ki a szervezetbdl, igy ez az Gtvonal kevésbé hatékony kivalasztast

tesz lehetévé (Ding et al., 2023).

f N
| yl
<
d nyilt laktongylrts OTA
E %, t%
’ - O
HO } ’
. HO 1 — ’ » ‘
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2. abra. Ismert mikrobidlis OT A-metabolizmus tGtvonalak (Luo et al., 2021)

2.2, Dekontaminacios stratégiak

2.2.1. Fizikokémiai modszerek

A legveszélyeztetettebb termények és termékek a kiillonboz6 gabondk és olajos magvak: a
kukorica, a szoja, a repce, a rizs, a mogyord, a kavé; sorok, borok és szaritott gylimolcsok
(Abrunhosa etal.,, 2010). Egy terményallomany szennyezettsége fligg a matrix szabad
viztartalmatol, porozitasatol, kompeticidét jelentd mikroorganizmusok jelenlététdl, és az
elérhetd szubsztrat jellegétdl. A mikotoxinok egészségkarositod hatasain kiviil a penészek igy a
termény komponensprofiljanak modosulasat, ingadozé mindségét, inkonzisztens tapértékét is
eredményezhetik. A mikotoxinok elimindciojanak négyféle megkozelitése I1étezik: a
bioszintézis gatldsa; a szennyezett frakcio eltavolitdsa; toxinkotok alkalmazéasa, és a

degradacio. Biokontroll alkalmazasa egyeldre korlatokba iitkdzik amiatt, hogy egy olyan
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kultirnovény-specifikus torzs szelekcigjat igényli, amely kozben széles fogyasztdi kor szamara
biztonsagosan fogyaszthaté (Yazid et al., 2023). Az ¢lelmiszeripari feldolgozas magas
hémérsékleten (>160°C) zajlé technologiai — kiilondsen a porkolés és az extrudalas — a
mikotoxin-koncentracio szignifikans csokkenését eredményezhetik (Bullerman & Bianchini,
2007). Ezek az invaziv és koltséges kezelések nem alkalmazhatok minden tipust élelmiszer és
takarméany eldallitasanadl azok komponenseinek nemkivanatos reakcidi (pl. értékes
antioxidansok és aromaanyagok instabilitdsa, Maillard-reakcid, karamellizacid) miatt. A
hohatason alapuldé médszereken kiviil az egyéb fizikokémiai kezelések széleskort alkalmazasa
is korlatozott. A sugéarzasos eljarasok hatékonysaga erdsen fligg a nyersanyag szerkezetétol,
kémhatasatol, ugyanakkor non-target komponensek bomlédsat is okozhatjak. Toxink&tok
alkalmazasanal a specifitas, a hatékonysag és a fogyasztd biztonsdganak garantaldsa jelenti a
legnagyobb kihivast. Az 4svéanyi toxinko6tok kis hatékonysaggal kotik meg az OTA-t; az aktiv
szén pedig fOleg folyékony matrixoknal alkalmazott non-specifikus adszorbens, ahol a

beltartalmi jellemzoktol erésen fligg adszorpcios kapacitasa (Ding et al., 2023).

2.2.2. Biodegradacid

A fizikai és kémiai detoxifikacio jelenlegi akadalyaira €s hidnyossagaira kinalhatnak megoldast
a mikrobidlis modszerek. Az alkalmazott térzsekre jellemzd, hogy nem patogének, konnyen
tenyészthetdk és hatékony, ugyanakkor toxikus melléktermékek keletkezését mell6z6 OTA-

bontdé tutvonallal rendelkeznek. A mikrobidlis enzimek szelektiv szubsztratspecifitasat

crer

crer

szakirodalomban a szarvasmarha hasnyalmirigyébdl kivont karboxipeptidaz A (CPA) volt, mely
OTo-t eredményezd hidrolitikus aktivitassal rendelkezik (Pitout, 1969). Ugyanezt a terméket
eredményezi egy sor mikrobidlis enzim, melyek eldallitdsa olcsobb és kiméletesebb, mint az
allati eredetiieké. Chang és mtsai. (2014) altal azonositott Bacillus amyloliquefaciens eredetii
CPA enzim OTA-bontd kapacitdsa 72% volt. Péteri és mtsai. (2007) 66%-os OTA-bontast
valositott meg Phaffia rhodozyma CBS 5905 eredetli CPA-val. Saccharomyces cerevisiae CPA
Y enzime 52%-os detoxifikacios hatékonysaggal birt (Abrunhosa et al. 2010). Liuzzi és mtsai.
(2016) Acinetobacter sp. negl-bdl szarmazd CPA-val 33%-0s OTA-bontast értek el. Shi és
mtsai. (2014) altal vizsgalt Bacillus spp. és B. subtilis CW14 eredetli enzimek OTA-bontd
kapacitasa 47,1% volt. Xu és mtsai. (2021) késébb a B. subtilis CW14 torzs dacA és dacB CPA-

t kodolo génjeit Escherichia coli-ban expresszaltattak, mellyel 71,3%-ra novelték a tisztitott
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enzim bontasi hatékonysagat. E. coli BL21 térzsben expresszalt rekombinans ochratoxinazzal

85,1%-0s bontast ért el Zhao és mtsai. (2020).

2.3. A Cupriavidus nemzetség altalanos jellemzése

A Cupriavidus nemzetség elsd képviseldjét 1987-ben irtdk le. A C. necatort a Philadelphia
allambéli Pennsylvaniai Egyetem kampuszardl szarmazo talajmintdban talaltdk (Makkar &
Casida, 1987), masfél évtizeddel késObb mar 6nallé nemzetségként irtak le (Coenye et al., 2003;
Vandamme ¢s Coenye, 2004). A nemzetséget alkoto 20 faj kemolitoautotréf vagy
kemoorganotrof, oxidativ anyagcserét folytat, Gram-negativ, motilis, kokkoid vagy palca alaku
¢s gyakran flagellalt. A név a latin cuprum és avidus szavak Osszeolvasztasaval sziiletett,
jelentése ,,rézvagyd”, amely kelatképzé tulajdonsdgara utal. A nemzetség széleskorii
szénhidrogénbontd- és fém-biotranszformacios képessége figyelemreméltd, kiilondsen a
vegyipari és fémkohdszati innovaciok szamara kinalt lehetdségek miatt. Sikerrel alkalmaztak
bioldgiailag kevéssé elérhetd aromas szénhidrogének, sot, kifejezetten toxikus vegyiiletek
eldallitasahoz (Chen et al., 2007; Wierckx et al., 2010; Bedade & Singhal, 2018; Wang et al.,
2015; Nangle et al., 2020; Cavalheiro et al., 2009).

2.3.1. A Cupriavidus basilensis OR16

A Magyar Agrar- és Elettudoméanyi Egyetem Akvakultira és Kornyezetbiztonsagi Intézetében
tobb olyan publikacid is sziiletett, melyek a Cupriavidus nemzetség eredményes mikotoxin-
detoxifikacids potencialjarol szamoltak be. A Cupriavidus basilensis OR16 torzset az intézet
kutatoi, Cserhati és mtsai (2012) izolaltdk érintetlen hazai talajmintabol. Molekularis
taxonomiaval C. basilensis néven azonositottak. Genomja 7534 feltételezett kodolo szekvenciat
tartalmaz, beleértve egy egyedi gliikoz-dehidrogenaz gént és xenobiotikumok bontéasaért felelds
gének hossz sorat. A fajt elsoként egy vegyipari tevékenység soran kontaminalodott to
tiledékébdl izolaltak, ahol képes volt egyediili szénforrasként hasznositani a 2,6-diklorfenolt
(Steinle et al., 1998). Egy detoxifikacios kisérletben a C. basilensis OR16 torzs képes volt az
OTA 98%-4nak bontasara Gigy, hogy az OTA-val kezelt egereknél tapasztalt tiineteket az OR16
torzzsel detoxifikalt ,,OTA” mar nem indukalt (Ferenczi et al., 2014). A szakirodalomban ekkor

szamoltak be eldszor mikotoxinbontd Cupriavidus fajrol.
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2.3.2. A CPA2 karboxipeptidaz enzim

Transzkriptom-analizist ~kovetden Al-Nussairawi  (2020b) azonositotta az OR16
mikotoxinbonté enzimeit (1. tiblazat), melyek koziil az OR16 07981 gén altal kodolt, a szerzd
altal CPA2-ként hivatkozott, fémion-igényes, extracellularisan kivalasztédd karboxipeptidazt
valasztottuk annak — a kisérletiink célkitlizései szempontjabdl — kedvezd katalitikus

tulajdonsagai miatt (Al-Nussairawi, 2020b).

1.tablazat. Az OR16 torzs feltételezett OTA-bontasért felelSs génjei (Al-Nussairawi, 2020b).

Méret,
Fehérje megnevezése Gén Expresszios rata | bazispar
(bp)
aromas gylrQ hidroxilaz (ARH) OR16_16257 8,1 1575
membran-karboxipeptidaz / penicillinkotd |
. OR16 12645 1,8 2190
protein
metalloendopeptidazhoz hasonl6 | ,
OR16 24100 3,8 727
membranfehérjék (MEP)
D-alanil-D-alanin karboxipeptiddz (CPA1) | OR16 23878 1,3 1209
fémion-igényes karboxipeptidaz (CPA2) OR16_07981 2,5 1212
D-alanil-D-alanin karboxipeptidaz | ,
OR16 12223 1,1 1536
(penicillinkotd fehérje 4) (CPA3)

Az CPA2 egy 403 aminosavbol all6, 42,7 kDa molekulatomegii metallokarboxipeptidaz, név
szerint hippurat hidroldz (UniProt azonositgja H1S1Q3). A MEROPS proteolitikus enzimeket
kategorizalo adatbazisban MERO0373049 azonositoval jegyzik. Az exopeptidazok (M20)

| \/ \L:
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3. abra. A CPA2 3D szerkezete.
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csaladjaba, azon beliil a karboxipeptidazok (M20D) alcsaladjaba tartozik. Hairomdimenzids

(3D) szerkezete a 3. dbran lathato.

A karboxipeptidazok (EC 3.4.17.) specifitasukat tekintve olyan exoenzimek, melyek szabad
karboxilcsoporttal rendelkezd lancvégi peptideket szabaditanak fel az amid kotés
hidrolizisével. Legmagasabb affinitast aromés aminosavakra mutatnak. A CPA2 hidrolitikus
aktivitasat fokozza kétvegyértékii mangan(Il) ion (Mn**) kofaktor jelenléte. A reakcioban
résztvevd fém kationok funkciondlisan Lewis-savak, azaz -elektronpar akceptorok; a
vizmolekuldk deprotonacidjat segitik. Az igy felszabaduld, nukleofil hidroxidionok
megtamadjak a szubsztrat elektrofil karakterti karbonil szénjét. Az enzimreakcié nyoman OTa

¢és fenilalanin szabadul fel.

2.3.3. A C. plantarum BCCM/LMG 26296"

Al-Nussairawi és mtsai. (2020) Osszehasonlitotta a nemzetség 16 masik torzsét mikotoxin-
degradald képesség alapjan nagy teljesitményli folyadék-kromatografidval kapcsolt tandem
tomegspektrometrids (HPLC-MS/MS) modszerrel. A 2. tablazatban k6zolt eredmények alapjan
véalasztottuk ki a Cupriavidus plantarum BCCM/LMG 26296" torzset homoldg expresszids
vizsgalatainkhoz (Al-Nussairawi et al., 2020).

2. tablazat. Cupriavidus-fajok OTA-bont6 kapacitasa (Al-Nussairawi et al., 2020).

Faj OTA-bonto kapacitas [%]
C. gilardii JCM 112837 19
C. oxalaticus JCM 112857 19
C. plantarum BCCM/LMG 26296 14
C. yeoncheonensis JCM 198907 12

A vadtipust C. plantarum BCCM/LMG 26296" az OR16 torzshoz képest gyakorlatilag
elhanyagolhaté mértékben rendelkezik természetes OTA-bonto kapacitassal (Al-Nussairawi et
al., 2020). A torzset Mexikoban izolaltak eldszor agévé rhizoszférajabol. Obligat aerob
anyagcserét folytat. Kokkoid sejtjei sporakat nem képeznek. Epszélii, krémfehér, egységesen
1-2 mm atmérdjii telepeket képez Luria-Bertani (LB) taptalajon (Estrada de los Santos et al.,

2014).
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24. Alkalmazott molekularis biologiai modszerek attekintése

2.4.1. In vitro amplifikécio polimerdz-lancreakcioval (PCR)

A donor genomjanak ismeretében a célgént kozvetleniil 6vezd oligonukleotid szakaszokkal
komplementer primereket terveztiink ugy, hogy a restrikcios hasitdshoz hasznalt enzimek

felismerdhelyeit és rovid, feltapadasi helyet biztositd szekvenciat is tartalmaztak.

2.4.2. In vivo amplifikécio klonozé vektorral

A rekombindns plazmidot célszerli sokszorositani a transzformacié hatékonysaganak novelése
érdekében. A kereskedelemben kaphato szamos E. coli térzs egyikét, a kémiailag kompetens E.
coli TOP10 torzset valasztottuk in vivo amplifikaciohoz, mely nagyszamu kopia replikacidjara

képes.

2.4.3. Expresszios vektorok

Szamos olyan kész konstrukci6 (pl. bakteridlis plazmidok kiilonb6zé modosulatai,
virusvektorok stb.) érhetd el a kereskedelmi forgalomban, amely lehetové teszi a transzformans
szervezetek szelekcidjat riportergének altal kodolt szelekcids markerek (pl.: antibiotikum-
rezisztencia, fluoreszcencia, auxotrofia, kolorimetria) segitségével; a rekombinans
fehérjetermék azonositasat vagy elvalasztasat (pl.: fluoreszcens- vagy affinitas-jelolések

fuzionaltatasa); az expresszios rata befolyasolasat konstitutiv vagy indukalhat6 promoterekkel.
A pET-28a(+) vektor

E. coli klonozasadnak kozkedvelt eszkoze a pET-28a(+) plazmidkonstrukci6. Sikeres
transzgenezist jelzd szelekcidos markerként a KanR gén altal kodolt kanamicin-rezisztencia
szolgal. A rekombindns fehérje tulexpresszéltatdsa a lac/ promoéter indukalasaval
szabalyozhato. Az E. coli laktozanyagcseréjét szabalyozd gének egy operonba szervezddnek,
melyek transzkripcidja laktoz jelenlétéhez kotott. Hianyaban lac represszor akadalyozza az
RNS-polimeraz kotddését, a transzkripcid iniciaciojat. Az izopropil-B-D-1-tiogalaktopiranozid
(IPTG) egy laktézmetabolit (allolaktéz) molekularis analdégja, melynek jelenlétében
inaktivalodik a represszor, és megkezdOdhet a célgén éatirdsa. Az IPTG azonban nem
szubsztratja a laktozanyagcsere enzimeinek, ezért koncentracidja allandé marad. A pET-
rendszer T7 RNS polimerdz enzime rendkiviil szelektiv és hatékony, igy a sejt szinte minden

eréforrasat a célgén kifejezésére forditja. Ennek eredményeként az indukcidt kdvetd néhany
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ordn beliil a kivant termék a sejt teljes fehérjetartalmanak tobb mint 50%-at is kiteheti

(Mierendorf et al., 1998).
A pCAT222 vektor

Korabban fbleg széles gazdaspektrumu vektorokkal, konjugacié utjan transzformaltak
Cupriavidus fajokat, mely igen lassti és hatékonytalan folyamatnak bizonyult. A pCAT
plazmidok megkonstrualasdval azonban Azubuike ¢és mtsai. (2021) elséként hatékony
elektroporacios transzformaciot (10°-107 telepképzd egység, cfu/ug) valdsitott meg egy C.
necator torzsben. A pCAT222 vektor alapvazat a KanR gént hordoz6 pBBRIMCS-2 plazmid
adja, mely determinalta, hogy az ezzel transzformalni kivant homolog expresszids térzsnek

kanamicin-szenzitivnek kell lennie.

2.4.4. Restrikcios emésztés

Ahhoz, hogy a vektorok képesek legyenek befogadni az inszertet, az MCS (multiple cloning
site) régioban ugyanazzal a két restrikcidos endonukledzzal hasitottuk el oOket, melyek
felismerdhelyeit a PCR soran a primerek segitségével az célgénhez toldottunk. A restrikcios
endonukledzok egy specifikus szekvencian beliil egy specifikus helyen vagjak el a DNS-t. Az
inszercio helyétdl upstream EcoRYV, illetve BamHI; downstream Sacl, ill. HindIIl enzimeket
hasznaltunk. A két enzim egyidejli alkalmazédsa az ismert méretli plazmidbol ismert méretii
fragmenteket general, melyek agaroz gélelektroforézissel konnyen szétvalaszthatok (Green &

Sambrook, 2012).

2.4.5. Ligalas

A linearizalt plazmidfragment €s a transzgén egyesithetd egy rekombinans DNS-sé a végeik
ligalasaval. A reakcidt ligdz enzim katalizalja, mely az €16 szervezet DNS-ének toréseit javitja
a felszakadt foszfodiészter kotések helyredllitasaval. A leggyakrabban alkalmazott enzim a T4
bakteriofag eredetli T4 ligaz, melynek héoptimuma 37°C. A ragados végek tallogo részének

hosszatol fliggden a reakcid hdmérséklete ettdl eltérd is lehet (Green & Sambrook, 2012).

2.4.6. Szekvenalas

A transzgén beépiilésének helyén par bazisnyi delécid/inszercid fordulhat eld. Szekvenalassal
a nukleinsavak elsddleges szerkezete feltérképezhetd, igy az esetleges mutaciok azonosithatok.
A PCR-hez hasonléan a Sanger-szekvenalds is egy primerbdl kiinduld6 DNS-polimeraz

szalszintézisén alapszik. A reakcidelegyben azonban a szabad dezoxiribonukleotid-trifoszfat
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(ANTP) épitokovek mellett (100:1) un. lancterminacids didezoxinukleotidok (ddNTP) is
vannak, melyek 3’ végérdl hianyzik a hidroxil-csoport (~OH). Ennek hidnyaban a DNS-
polimeraz terminalja a tovabbi lancszintézist. A négytéle dANTP fluoreszcens jelolést tartalmaz,
melyeket végiil kapillaris elektroforézissel azonositunk (Sanger et al., 1977). A nyers

szekvencia ezutan bioinformatikai vizsgalatoknak vetheto ala.

2.4.7. Transzformacios modszerek
Hosokk-transzfomacio

A baktériumok egyik horizontalis génatviteli mechanizmusa a természetes transzformacio,
mely soran kompetens sejtek képesek a kornyezetiikbdl szabad DNS-t felvenni, és potencidlisan
elényds tulajdonsagokat hordozd génekre cserélni sajatjaikat megfeleld szintli homoldgia
esetén. Az E. coli természetes DNS-felvevo képessége, azaz kompetenciaja igen alacsony (10
5-1071%). A plazmamembrant alkoté hidroféb foszfolipid-kettésréteg csak bizonyos molekulak
szamara biztosit szelektiv atjarast, a DNS (pl.: plazmid vagy linearis kromoszéma) azonban
erdsen negativan toltdtt makromolekula. A révid hésokkal kombinalt kationos (pl.: Ca**, Mn?*,
Rb") kezelés, fizikai és kémiai stresszt egyidejiileg alkalmazva ndveli a membranok
semlegesitik a sejtfelszin negativ toltését, valamint fokozzak az exogén DNS kompakcidjat; a
hirtelen héhatas ekdzben megndveli a sejtfal porozitasat. A hdsokk pillanatdban a DNS a
porusokon keresztiil a sejtbe aramlik, majd hirtelen lehiitést kovetéen bennreked (Asif et al.,

2017).
Elektroporacio

Az elektroporaci6 széleskorben alkalmazott technika, mellyel a hésokknal hatékonyabb DNS-
felvétel érhetd el akar nehezen transzformalhaté non-modell szervezeteknél is; a viralis
transzdukciondl azonban egyszerlibb a kivitelezése. Hatranya, hogy elektroporator késziiléket
igényel. Rovid elektromos impulzus hatasara reverzibilisen poérusok jonnek Ilétre az
elektrokompetens sejtek foszfolipid-kettOsrétegén; a megvaltozott elektromos potencialu
plazmamembran egy pillanatra atjarhatova valik az inszert szdmara (Shigekawa & Dower,

1988).

2.4.8. Expresszio

Heterolog expresszio
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A heteroldg expresszio kozkedvelt modja a kiilonb6z6 funkcionalis enzimek magasabb hozamu
¢s jobb aktivitasu eldallitdsara. Ennek oka a heterolog szervezet koltséghatékony és egyszerii
tenyészthetsége; a sejtfeltarast és a tisztitdst megkonnyitd élettani jellemzdk; az expresszid
iranyithatosaga stb. Rekombinans fehérjék heteroldg expressziojahoz gyakran alkalmazzak az
E. coli kiilonb6z6 rekombinans torzseit. Hatékonyan lehetséges veliik a rekombinans fehérjék
oldott allapott felhalmozasa, membranon beliili-, ill. sejtfelszini akkumulacidja, valamint az
extracellularis térbe valo szekrécidja (Martinez-Espinosa, 2019; Harris & Emtage, 1986; Jia &

Jeon, 2016; Gileadi, 2017).
Homolog expresszio

Ha a donor- és a recipiens szervezet kozott tul tavoli a rokoni kapcesolat, eléfordulhat, hogy a
rekombinans fehérje nem képes kialakitani a helyes miikodéshez sokszor elengedhetetlen nativ
konforméciot a poszttranszkripcios és poszttranszlaciés modositasok eltérd koreografidja miatt.
A hibas térszerkezetii fehérjék ilyenkor vagy aldozatul esnek a sejt protelolitikus rendszerének
¢s metabolizalédnak, vagy aggregalodnak ¢és hidrofob, Un. inklizids testeket képeznek
(Georgiou et al., 1996). A rekombindns fehérje termelésének ¢€s aktivitasanak optimalizalasa
érdekében egy, a donor szervezettel azonos nemzetségbe tartozd, azzal magasabb foku
genetikai homologiat mutatd recipiensben is expresszaltattuk a transzgént. Szamos okbol
indokolt lehet a homoldg expresszid. Mastowska-Gornicz munkatarsaival (2022) tobb ezer
baktérium preferdlt kodonhaszndlatat hasonlitotta Gssze, melynek eredményeképpen
szignifikans kiilonbségekre bukkant a kiilonbozd rendszertani kategoriak kozott. Osszefiiggést
talaltak tobbek kozott a Burkholderiale és az Enterobacteriale rendek szignifikansan kiilonboz6

kodonhaszndlata ¢és genomjaik GC-tartalma k6zott (Mastowska-Gornicz et al., 2022).

2.4.9. Citotoxicitas vizsgalata Aliivibrio fischeri-vel

Az A. fischeri egy szubtropusi tengerekben szabadon vagy tintahalakkal szimbidzisban €16
baktérium. Megfeleld sejtslirliség quorum sensing érzékelésekor biolumineszcens aktivitast
mutat. Fénykibocsatasért a /ux operonban kodolt, kékeszold fényt emittald luciferdz enzim felel.
A luciferaz expresszidjat szamos kiilsé és belsd stressz dozisfiiggd mértékben gatolja, ezért
széleskorlien alkalmazzdk kiillonbozé anyagok akut (30 perc) és kronikus (25 6ra)
citotoxicitdsdnak meghatarozasara. A tesztorganizmus sejtjei a toxikans kiilonbdz6
koncentraciodival egyazon celldba keriilnek, majd a mérOdmiiszer a kibocsatott fény intenzitasatol

fliggden meghatarozza a citotoxicitas mértékét (Hahn et al., 2017).
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3. ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1. Bakterialis torzsek és tenyésztésiik koriilményei

A kisérletet megel6zden 3 masik potencialis homoldg expresszios szervezetet fontolora vettiink,

melyek a Cupriavidus yeoncheonensis JCM 19890", a C. gilardii JCM 11283 és a C. oxalaticus

JCM 112857 torzsek voltak. Ezen torzsek természetes OTA-bontd kapacitisa szintén

csekélynek mutatkozott az OR16 torzshoz képest Al-Nussairawi et al. (2020) kisérletében.

Agarlemezen végzett antibiotikum-szenzitivitasi tesztek soran bebizonyosodott, hogy az

expresszios vektoron hordozott kanamicin-rezisztenciaval eleve rendelkeznek, igy ez a

tulajdonsag nem lehet a transzformansok szelekcidjanak alapja. A C. plantarum BCCM/LMG

26296 azonban amellett, hogy OTA-bonté kapacitasa elhanyagolhat6, érzékeny kanamicinre,

igy sikeres transzformacid esetén, a szerzett KanR expresszidja révén szelektalhat6. A munka

soran hasznalt baktériumokat és tenyésztésiikre vonatkoz6 informéciokat a 3. tdblazat listazza.

Minden altalunk hasznalt baktériumot LB médiumon tenyészettiink.

3. tablazat. A felhasznalt baktériumok listaja.

Torzs Tenyesztésl Szarmazas
homérséklet
Mezbgazdasagi és Ipari
Cupriavidus basilensis OR16 28°C Mikroorganizmusok Nemzeti
Gytijteménye (NCAIM B.02487)
Cupriavidus plantarum BCCM/LMG 580C Belgian Coordinated Collections
262967 of Microorganisms (BCCM)
E. coli BL21(DE3) 37°C Thermo Fisher
E. coli TOP10 37°C Thermo Fisher
E. coli DH5a (vektorhordozdk) 37°C Thermo Fisher

Térolashoz 24 6rés sejtszuszpenziot készitettiink, melyet 30%-os glicerollal 1:1 ardnyban steril

kriocsovekbe mértiink, majd -80°C-os fagyasztoba helyeztiik.

3.1.1. Tenyésztési tapkozegek

A sejtek tenyésztéséhez hasznalt tdpkdzegek €s elkészitéslikhoz sziikséges komponensek listaja

a 4. tablazatban olvashato.
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4. tablazat. Az alkalmazott tenyésztési tapkozegek és dsszetételiik.

Tapkozeg megnevezése Komponens Mennyiség [g/L] | Egyéb jellemzok

tripton 10

LB tapleves NaCl 10 pH7
¢lesztOkivonat 5
agar-agar 15
tripton 10

LB taptalaj pH7
NaCl 10
¢lesztOkivonat 5
tripton 20

Super Optimal Catabolite | €lesztékivonat 5

repression  (SOC) broth — | NaCl 0,5

transzformaciot kovetd | KCl 0,186 pH7

regenerald oldat gliikoz 1M
MgCl 2M

Inokulacié eldtt a tapkozegeket autokldvban sterileztiik 121°C-on, 1,05 bar nyomason, 30

percen keresztiil. A hdsterilezett SOC médiumhoz utdlag mértiik hozzd a 20 mL

membransziiréssel sterilezett 1 M gliik6zoldatot annak hdélabilitdsa miatt, tovabba 5 mL

autoklavban sterilezett 2 M MgCl-oldatot.

3.2. Reagensek

A E. coli TOP10 és BL21(DE3) sejtjeit rubidium-kloridos (RbCl) kezeléssel hoztuk 1étre. Az

ehhez hasznalt reagensek Osszetételét az 5. tablazat tartalmazza.

5. tdblazat. Az reagensek listaja és Osszetétele.

Reagens Komponens Bemért mennyiség Végso
megnevezése lg] koncentracio
RbCl 1,210 100 mM
MnCl; - 4 H2O 0,990 50 mM
RF1 K-acetat 0,294 30 mM
CaClz - 2 H.O 0,148 10 mM
glicerol 15 15% w/V
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Milli-Q (MQ) viz jelig tolteni (100 mL)
RbCl 0,06 10 mM
3-(N-morpholino) propan

( P ) prop 0,105 10 mM
szulfonsav (MOPS)

RF2

CaClz -2 H,O 0,55 75 mM
glicerol 7,5 15% w/V
MQ viz jelig tolteni (50 mL)

Osszeallitast kovetden az RF1 reagens kémhatasat 0,2 M ecetsavval pH 5,8-ra, az RF2-ét 1 M-

os NaOH-dal pedig pH 6,8-ra allitottuk. Mindkét oldatot sziiréssel sterilizaltuk.

A DNS fluoreszcens jeloléséhez hasznalt reagens etidium-bromid (EtBr) volt (VWR

International).

3.2.1. Enzimek

Az enzimreakciokhoz sziikséges enzimek és fobb jellemzdik a 6. tdblazatban olvashatok.

6. tablazat. Az enzimreakcidkhoz sziikséges enzimek listaja.

Enzim neve

Megjegyzés

Gyarto

DNS-polimeraz

Phusion High-Fidelity (HF)
DNS-polimeraz

Mg** kofaktort igényel

Thermo Fisher Scientific

Restrikcios endonukleaz

EcoRV

CpG metilacio-érzékeny;

tompa vég;

v
5...GATATC...3
3 ...CTA‘TAG... 5’

Thermo Fisher Scientific

Sacl

soérzékeny (>10 mM);
ragados vég;

v
5...GAGCTC...%
3’...CATCGAG... 5

Thermo Fisher Scientific

BamHI

star aktivitas extrém reakcio-
koriilmények kozott;

ragados vég;

Thermo Fisher Scientific
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v
5°... GGATCC..»
3. CCTAGAG .S

ragados vég;

HindIII 5 AMGCTT..3 Thermo Fisher Scientific
3..TTC GA‘A LY

DNS-ligaz
T4 ligaz ATP kofaktort igényel New England Biolabs

3.2.2. Plazmidkonstrukciok

A klénozas és az expresszié minden esetben bakterialis plazmid eredetli vektorral tortént. A

felhasznalt plazmidok listaja a 8. tablazatban olvashato.

7. tdblazat. A felhasznalt plazmidvektorok és jellemzdik.

Plazmid Relevians jellemzok Szerep Gyarté
. homolog '
pCAT222 IPTG-indukalhato; LacZa; KanR; . Azubuike et al., 2021
expresszio
_ ‘ heterolog
pET-28a(+) | IPTG-indukélhato; 6xHis tag; KanR ‘ Novagen
expresszio
pUC19 IPTG-indukalhat6; LacZa kontroll New England Biolabs

Az egyes plazmidvektorok térképei az 4—6. abrakon vehetdk szemiigyre.
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(103 .. 125) M13/pUC Reverse Iac operator
(z8) Ascl ,'I M13 Reverse (122 .. 138)
\ | [/ T3 (157.177)
(3945) Asel I". IlI / .ff Acc651  [130)
\ [ Kpnl (1394}

PspOMI [1s5)
Y Eco01091 (157}
// Apal (zoo)

 _Absl (205)

/ pBluescriptKS  (zos .. zz2)

Sall (z11)

Acel  (213)
HineIl (213}
EcoRV  [234)
~ Pstl [z48)
BamHI (258)
Spel (z262)
Xbal [z2s8)

(3747) AsiSI

(3659) EcoNI

(3380 .. 3408) Kan-R

(3404) Nrul

~ — pBluescriptSK (257 .. 273)

~ Eagl - NotI (z7s)
(3305 .. 3324) pENTR-R

~ Alel [zs&)
— Sacll (zs7)
BstXI (zs8)
(3265) BspHI — -
(3157) Fsel

Eco53KI (254
. BsiHKAI - Sacl (296)

.
\_ T7 (305..324)

(3155) Nael
(3193) NgoMIV
(3157) PUTI ——

-

-

. i
.. M13 Forward (334 ..351)
(3155) Sfol ;ﬁ%‘;l;z 1  M13/pucC Forward (343 .. 365)
(3154) BsaHI - Narl —— — — P -
(3153) KasI —

Haj0w0id ‘@v\,

%R

~— Pacl (s84)
CAT-R  (B17..838)
" BSpEI (g&0)

“Acll (1051)
BpmlI - Eco57MI (1085)

" NeoI (1265)

T Tatl (13ve)
Scal (1381)

U "BstBI  (1495)
~. PAIFT -Tth111I [1512)
™~ N DrdI [1515)
AN Pmel [1545)
PshAI [1s557)
AlwNI - BstAPI [1721)
. BseRI (1s00)
| BeiVI  [1:40)
| \ Bell * [130%)
(2103) BbsI Afel [z041)

4. abra. A pCAT222 expresszios vektor térképe (SnapGene).

Xho I(158)

Eag I(166)
Hind Il1(173)
Sal I(179)
Sac 1(190)
EcoR 1(192)
BamH 1(198)
Nhe 1(231)
Nde [(238)

Dra llI(5127) Nco 1(296)

Pvu 1(4426)
Sgf 1(4426)
Sma 1(4300) Miu I(1123)
Bcl 1(1137)

Cla l(4117)
Nru 1(4083)

BstE 11(1304)
- +
PESanatt)

(zgg1-gL1) ©O°

Eco57 1(3772) EcoR V(1573)

Hpa 1(1629)
AlwN 1(3640)

BssS 1(3397) PshA 1(1968)
BspLU11 [(3224) Bgl 1(2187)
Sap 1(3108) Fsp 1(2205)
Bst1107 1(2995) Psp5 11(2230)
Tth111 1(2969)

5. abra. A pET-28a(+) expresszios vektor térképe (webl).
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(2655) BseYI
(2550) AlWNI

PspFI

(2659)

/
~

AfIIII - Pcil (273)
L4440 (371 ..388)
/ BspQI - SapI (390)
M13/pUC Reverse (584 .. 606)
| (lacoperator)
M13 Reverse (603 ..619)
/ HindIII (s32)
/ BfuAl - BspMI (637)
Sphl (s42)
Pstl - Sbfl (s48)
Sall (ss0)
Accl (651)

HincIl (s52)
Xbal (s56)

£

S, BamHI (662)
(2071) AhdI — A el ~_~Aval -BsoBI -TspMI -Xmal (s57)
e EEE ~_—Smal (s69)
[ puUC19 e —— Acc651 (671)
(2005) Bsal ——— — = | 2686 bp zo — KpnI (575)
(2002) BpmI e \ | a Eco53KkI (579)
(1986) BsrFI — \ & ~ BanII - Sacl (ss1)
\ =3 e Apol - EcoRI (683)
e e b | d (689 ..706)
(1924) NmeAIIl ~ M13 rWar:

" Kasl (844)
—__ NarI (84s)

Sfol (s46)

PluTI (s48)

Ndel (897)
BstAPI (201)

pRS-marker (914 ..933)

Pfol

(1673) Tsol \ pGEX 3' (1033 .. 1055)
4 Eco0109I (1051

pBRforEco (1093 .. 1111

Zral (1150)
AatIl (1152)

Sspl (1266)

(1032)

(1590) Scal

1521) Amp-R

(1471) XmnI

6. abra. A pUCI19 plazmid térképe (SnapGene).
3.2.3. Primerek

crcr

8. tablazat. A primerek szekvencidinak felépitése.

Primer

Oligonukleotid

szekvencia

Restrikcios

hasitohely

Templatspecifikus szekvencia

CPA2 F_EcoRV

5’CGAATTCGATATCATGACCCGCGAACCGAC3’

CPA2 R Sacl

5’CGAATTCGAGCTCTCAGCCCGCCAGGTAGY’

CPA2 F BamHI

5’CGAATTCGGATTCATGACCCGCGAACCGAC3’

CPA2_R_HindIII

5’CGAATTCAAGCTTTCAGCCCGCCAGGTAG3’

T7 promoter

5’ TAATACGACTCACTATAGGG3’

T7 terminator

5S’GCTAGTTATTGCTCAGCGGS’

M13 forward

5’GTAAAACGACGGCCAG3’

M13 reverse

5’CAGGAAACAGCTATGACY’

A primerek olvadasi hdmérsékletére vonatkozo adatok a 9. tdblazatban olvashatok.

9. tablazat. A primerek PCR szempontjabdl 1ényeges tulajdonsagai.
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Primer Méret [bp] | G+C/(A+T) arany [%] Tm" [°C] Xtm" [°C]
CPA2_F _EcoRV 30 53 63,6
CPA2 R Sacl 29 62 66,7 015
CPA2 F BamHI 30 57 66,9
CPA2_E HindIII 29 55 65,4 o013

A szekvendlo PCR-hez M13 és T7 primereket hasznaltunk.

3.2.4. Tisztitashoz és 1zolalashoz hasznalt kitek

A célgén és a vektorok tisztitasa €s izolalasa kiillonbozo kereskedelmi forgalomban elérhetd

kitek felhasznalasaval tortént. Ezek listaja a 10. tablazatban olvashato.

10. tablazat. A DNS izolalasahoz és tisztitasahoz hasznalt kitek leirasa.

Kit megnevezése Funkcio Gyarto
QIAquick PCR | PCR-termék tisztitasa (0,1-10 kb méretii o
iagen
Purification Kit dsDNS vagy ssDNS fragmentekhez)
Monarch  DNA  Gel . New England
) ) dsDNS tisztitasa agar6z gélbol .
Extraction Kit Biolabs
DNeasy UltraClean ) o )
genomi DNS (gDNS) extrakcidja Qiagen
Microbial Kit
Geneaild High Speed o _ '
S plazmid izolalasa transzformalt sejtekbdl | Geneaid
Plasmid Mini Kit

3.3. Modszerek

3.3.1. Donor szervezet genomi DNS-ének izolalasa

A C. basilensis OR16 donorszervezetbél LB taptalajon, 28°C-os hémérsékleten inkubalva
telepeket novesztettiink fel. A sejtek gDNS-¢ét a DNeasy UltraClean Microbial Kit protokolljat
kovetve vontuk ki. A gDNS izolatum 1 pL-ébdl spektrofotométerrel (Nanodrop One
Spectrophotometer, Thermo Fisher) hataroztuk meg a DNS-koncentraciot. A kovetkezd 1€pésig

-20°C-on taroltuk.

23



3.3.2. Célgén amplifikacioja

cyey

cres

Komponens Mennyiség [pL]

MQ viz 31
5X Phusion puffer 10

F 2,5
primerek

R 2,5
dimetil-szulfoxid (DMSO; 100%) 1,5
dNTP (10 mM) 1
gDNS (100 ng/pl) 1
Phusion HF DNS polimeraz 0,5

A reakcid pontos paraméterei a 12. tablazatban olvashatok.

12. tablazat. A PCR-ciklus paraméterei.

PCR szakasz Homérséklet | Idotartam | Ciklusszam
[°C] [s] [db]
FEloédenaturacio 98 30 1
Denaturacio 98 10
CPA2 F EcoRV
65 30
CPA2 R Sacl
Annelédldas | CPA2 F BamHI
66 30 40
CPA2 R HindIIl
M13 55 30
T7 50 30
Lancextenzio 72 30
Tartas 72 420 1
Hutés 4 0 —

crer

agaroz

gélelektrofozésissel vizualizaltuk a vart méretli fragmenteket. Az agar6z gélelektroforézishez

elézdleg 1%-os agardz gélt készitettink 1x TBE pufferrel, melyhez 5 pL/100 mL EtBr
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fluroeszcens interkalaldszert adtunk. A mintak 3 pul-ét 20 percig 120 V fesziiltség alatt futtattuk

horizontalis kadban.

3.3.3. Restrikcios emésztés

A vektorok restrikcios hasitasa FastDigest protokoll szerint tortént. Plazmid DNS esetén 20 pL,
PCR termék esetén 30 uL végtérfogati mintakat készitettiink. A reakcidelegyek Osszetétele a

13. tablazatban olvashato.

13. tablazat. A FastDigest restrikcios hasitas reakcioelegyének komponensei.

Mennyiség [ul]
Komponens
Plazmid DNS PCR termék
Nukledazmentes viz 14 16
10X FastDigest Green Buffer 2 2
DNS 2 10
FastDigest | EcoRV + Sacl 1+1 1+1
enzim BamHI + HindIII 1+1 1+1

A mintdkat gyengéden homogenizaltuk, majd 15 percre 37°C-os termosztatba helyeztiik. Az
inkubaciot kovetden agardz gélelektroforézissel ellendriztiik a kiilonb6zd méreti DNS-
fragmentek szamat, hosszat. A DNS Iétra segitségével azonositottuk azt a méretet, amely a
megfeleld plazmid fragmentet jeloli. Ennek kivagasa és tisztitdsa a Monarch Spin DNA Gel
Extraction Kit (New England Biolabs) protokollja szerint zajlott. A hasitott, tisztitott DNS-t a
kovetkezd 1épésig -20°C-on taroltuk.

3.3.4. Rekombinans DNS létrehozésa ligalassal

Az inszertet és a plazmidot az ATP-igényes T4 ligazzal (New England Biolabs) ligaltuk a New
England Biolabs T4 ligaz protokolljat kovetve. A reakcidelegy Osszetételét a 14. tablazat
listazza. A reakcidhoz mintanként 20-100 ng, hasitott, tisztitott plazmid DNS-re volt sziikség,
melyhez 3:1 aranyban keriilt inszert. A reakciotérfogatot nukledzmentes vizzel 20 pL-re

egészitettiik ki.

14. tablazat. A T4 ligdz reakcidelegyének Osszeétele.

Komponens Mennyiség

DNS vektor 50 ng
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inszert 37,5 ng
T4 DNA Ligase Buffer (10X) 2uL
T4 ligaz 1 uL

A mintakat szobahdmérsékleten inkubaltuk fél 6ran keresztil.

3.3.5. Kémiailag kompetens E. coli TOP10 és BL21(DE3) sejtek 1étrehozéasa

Transzformécio el6tt RbCl-os kezeléssel kompetens sejteket hoztunk 1étre az klonozo térzsbol.
Elézbéleg overnight tenyészetet hoztunk létre LB téptalajon, 37°C-on inkubalva. A felnott
telepekkel 5 mL LB taplevest oltottunk be, melyet 37°C-on, 300 rpm sebességen razatva
inkubaltunk. A levestenyészet 3 mL-¢ét atoltottuk 100 mL LB taplevesbe, melynek kiindulasi
ODeoo értéke 0,05 volt, a korabban emlitett paraméterek szerinti inkubélasat kovetden pedig
ennek tizszerese. A 0,5-0s turbiditast elért tenyészetet steril Falcon-csdvekbe osztottuk szét,
melyeket aztan 4°C-on, 10 percen keresztiil 4000 rpm sebességgel centrifugaltunk. A pelletet a
feliiluszo eltavolitasa utan gyengéd mozdulatokkal 33 mL RF1 reagensben reszuszpendaltuk,
majd 1 6ras jégen vald inkubaciot kovetden a korabbi paramétereket alkalmazva centrifugaltuk.
A pelletet ezuttal 8 mL RF2 reagensben igen gyengéden reszuszpendaltuk. 15 perc jégen valo
inkubéciot kovetden eldhiitott, jégen tarolt Eppendorf csovekbe mértiink 220 pL
sejtszuszpenziot. A kompetens sejtek ez kovetden Na-ben fagyasztottuk le, hogy ezzel
elkeriiljiik a fagyaszto lassu hdatadasaval jaro jégkristaly-formaciot. A csdveket azonnal -80°C-

os fagyasztoba helyeztiik.

3.3.6. E. coli TOP10 és BL21 (DE3) transzformacioja hdsokkal

50 pL jégen felengedett kompetens sejthez 5 pL rekombinadns plazmidot adtunk,
szuszpendaltuk, majd 20 percig jégen inkubaltuk. Inkubaciot kovetéen 20 masodpercre 42°C-
os hdsokknak tettiik ki, majd par percig jégen hiutottiik. Végiil 450 pL, 37°C-ra eldmelegitett
SOC tapoldatot adtunk a hésokkolt sejtekhez (Hanahan, 1983). A transzformalt sejteket 37°C-
on, 300 rpm razasi sebesség mellett 1 o6ran keresztiil inkubaltuk. 100 pL inokulummal 100
mg/mL kanamicin-tartalmi LB téptalajt oltottunk be a transzforménsok rezisztencia-alapti

szelekciojahoz.

3.3.7. Az ijonnan létrehozott expresszios plazmidok ellendrzése

A klonozo vektorban amplifikalt rekombinans DNS-t a megfeleld restrikcids enzimekkel (1asd:

4.4.) a 6.3. pontban targyalt FastDigest protokoll szerint emésztettiik. A szekvenalashoz tisztitd
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PCR-rel, univerzalis M13 és T7 primerekkel amplifikaltuk a kérdéses szakaszokat. Ennek

paraméterei a 12. tdblazatban olvashatok.

3.3.8. OTA bontasi kisérlet

5 mL starter kulturat ndvesztettiink az adott torzsnek megfeleld inkubacidos homérsékleten (3.
tablazat), amig turbiditasuk el nem érte az ODsoo 1,0-et. Ekkor a sejtszuszpenzié 300 pL-ével
30 mL, 1 ppm OTA-t tartalmazod LB tapoldatot oltottunk be. Kisérleti beéllitdsonként (15.

tablazat) 3 parhuzamos mintat készitettiink. Mintavétel a 0. €s a 24. draban tortént.

15. tablazat. Az OTA-biodegradaci6 HPLC-s meghatarozasdhoz készitett mintdk kisérleti

beallitasai.
Termelo szervezet OTA (1 ppm) IPTG (100 mM)
OR16 v —
BL21(DE3) pET-28a(+) CPA2 v v
LMG 26296 pCAT222 CPA2 v v

3.3.9. Bomlastermékek detektalasa HPLC-vel

Elvélasztastechnikdban a Kertészettudomanyi Intézet kutat6jadhoz, Dr. Hussein G. Daoodhoz
fordultunk. Az aldbbi (7. é&bra) HPLC berendezéssel végezte el mintdink folyadék-

kromatografids elvalasztasat.

7. abra. A HPLC (Hitachi Chromaster) berendezés.
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3.3.10. Krénikus A. fischeri citotoxicitasi teszt

A kezeletlen OTA citotoxicitasat kronikus, 25 6ras kontaktidejii A. fischeri biolumineszcencia-
gatlasi kisérlettel igazoltuk, melyet Dr. Hahn Judit, az Akvakultira ¢s Kornyezetbiztonsagi
Intézet tudomdnyos fomunkatarsa vezényelt le kérésiinkre. A biolumineszcencia-értékek
(fotonbecsapodéas/masodperc, CPS) felvétele a 0., 0,5., 3,5., 5., 10, 15., 18. és 25. oraban
tortént.
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4. EREDEMENYEK ES ERTEKELESUK

4.1. Izolalt és PCR-amplifikalt CPA2 inszert

Kisérleteink elsd 1épéseként a transzkriptoma analizis alapjan kivalasztott CPA2 gént sikeresen
felszaporitottuk az altalunk tervezett primer parral, majd kitisztitottuk. Az agaréz gélben
megfuttatott minta kicsivel a DNS-1étra 1200 bp méretti fragmentje f6l6tt helyezkedik el, ami

megfelel a vart fragmentméretnek. (8. abra).

8. abra. Az OR16 gDNS-ébdl amplifikalt CPA2 gén agardz gélben (1%-0s, EtBr-festett
agaroz gél, futtatasi paraméterek: 120 V, 20 perc)

4.2. Rekombinans DNS-konstrukciok létrehozasa

Ezt kovetden a CPA2 inszert és a hasitott vektor ligalasaval létrehoztuk a pCAT222 CPA2
rekombinans plazmidot, mellyel késébb a homoldg expressziot végeztiik. Térképe a 9. dbran

lathato.
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lac_promoter
M13-R
232 EcoRV (1)

CPA2

CPA2-pCAT222

5320 b 7S
pBBR1_oriV : ) 4
= /] 1450 sacl (1)

M13-F

CAl promoter

pBBR1_Rep

9. abra. A rekombinans pCAT222 CPA2 plazmid térképe.

Ezzel parhuzamosan a restrikciés emésztés soran kivagtuk a pET-28a(+) 173 és 1391. bp-ja

kozotti szakaszt, helyére pedig T4 ligazzal beépitettik a CPA2 inszertet. Igy jott létre a

rekombinans pET-28a(+) CPA2 plazmid, melyet a heteroldog expressziohoz haszndltunk és

melynek térképe a 10. abran lathato.

1391 BamHl (1)

1 ori 173 Hindlll (1)

pet28-cpa2 : ~]~7 oromoter

ois 6562 bp
¥ lacl promoter

10. &bra. A rekombindns pET-28a(+) CPA2 plazmid térképe.
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4.3. Az ujonnan létrehozott expresszios plazmidok ellenérzése

4.3.1. Restrikcios hasitassal 1étrehozott fragmentek

Az elkésziilt plazmidokat elsé 1épésként E.coli TOP10 sejtekbe transzformaltuk. Igazolni
szerettiik volna, hogy az inszert beépiilése mutacid nélkiil tortént, ezért az amplifikalt
transzgénre specifikus restrikcidos enzimparral hasitottuk ki a plazmidbdl, hogy a kapott
fragmentek mérete €s szama alapjan ellendrizziik az inszercidt. A DNS-fragmentek gélképe a
11. abran lathat6. Az els6 mintat leszamitva a fragmentméretek megfelelnek a vartaknak, az
els6 minta esetében valdszintileg til magas volt a plazmid-koncentracio, igy az emésztetlen

plazmid DNS-t is latjuk.

—
linearizalt plazmid

inszert

11. abra. Restrikcios hasitassal létrehozott inszert és plazmid fragmentek (1%-0s, EtBr-festett
agardz gél, futtatasi paraméterek: 120 V, 20 perc).

4.3.2. Szekvenald PCR-rel amplifikalt inszert

Ezzel parhuzamosan a plazmidra specifikus M13 (pCTA222 CPA2) és T7 (pET28 CPA2)
primerekkel felsokszoroztuk az inszertet késObbi szekvenalds céljabol. A tisztitott inszert

gélképe a 12. dbran lathato.
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12. dbra. A plazmidra specifikus M13 primerrel késziilt fragment képe, mely tartalmazza a
CPA2 célgén (1%-0s, EtBr-festett agaroz gél, futtatasi paraméterek: 120 V, 20 perc).

4.3.3. A CPA2 gén ellendrzése plazmid konstrukcidban szekvencia analizissel

A CPA2 gén helyes, in/del mutacioktdl mentes inszerci(’)jét az expresszi(’)s plazmidba vald
egyértelmiiek. A szekvenald kromatogram egy részlete a 13. abran lathat6. A szekvencia-
analizis alapjan kivalasztottuk azt a konstrukciot, melynél a célgén helyesen, mutdciomentesen

épiilt be.

C"'“C—’GG CCGTGCGA uG GGCCGGGTCTCGGGGCCAAGCCGCGCATC TGGAT Cu-— CACT CGCGCGCGC GCGCCATGTCGT
0 30 140 5 160 170 190

| r )\' }||||\ r|||| H H Nm ”|

crer

4.4. Transzformansok

4.4.1. Elektrokompetens C. plantarum sejtek 1étrehozasa

Az Azubuike és mtsai. (2021) altal C. necatorra alkalmazott, jéghideg glicerolos kompetens
sejt-készités-, ill. elektroporacios transzformacié protokolljanak C. plantarum-ra optimalizalt
verziojat elséként valdsitottuk meg ezen a fajon. Eldzéleg LB taptalajon telepeket

novesztettiink fel 28°C-on. 48 ora elteltével egy telepet 5 mL LB taplevesbe oltottunk at, majd
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30 °C-on, 12 6rén at inkubaltuk 300 rpm razasi sebesség mellett. Masnap ennek 500 pL-ét 250
mL friss LB taplevesbe oltottuk at, majd 28°C-on, 200 rpm razatds kozben inkubaltuk addig,
mig turbiditasa el nem érte az ODgoo 0,4—0,8 intervallumot. Ezutan 10 percig jégen hiitottiik,
majd 4°C-on 4000 x g erdsségii centrifugalassal elvalasztottuk a fazisokat. A sejteket kétszer
50 mL jéghideg 10%-os glicerollal mostuk at. A mosasi lépések kozott 15 percig jégen hiitottiik,
majd 3000 x g-vel, 4°C-on centrifugaltuk. A sejteket 1 mL 10%-os steril glicerolba vettiik fel
és eldhitott, 1,5 mL-es centrifugacsdvekbe 50 pL-ekre osztottuk szét. A sériilékeny kompetens
sejtek pillanatnyi lehtitését ekkor N>-nel oldottuk meg, hogy ezzel elkeriiljiik a fagyaszto lassu
hoatadasaval jaro jégkristaly-formaciot, mely kart tehetett volna benniik. Ezutan azonnal -

80°C-os hiitébe tettiik.

4.4.2. C. plantarum elektroporacids transzformacidja pCAT222 CPA2-vel

A C. necator-r6l (Azubuike et al., 2021) C. plantarum-ra optimalizalt elektroporacios
transzformécid protokolljat a kovetkezd Iépésekben ismertetem. A jégen felolvasztott,
kompetens LMG 26296" sejtek 50 pL-éhez 5 uL rekombindns pCAT222 CPA2 plazmidot
adtunk, majd gyengéd homogenizaciot és 15 perc jégen tarolast kovetden eldhtitstt kiivettdba
mértiilk. Az elegyet Gene Pulser Xcell Electroporation System (Bio-Rad) elektroporator
berendezésben sokkoltuk 2,5 kV fesziiltséget, 25 pF kapacitast és 200 Q ellenallast alkalmazva.
A sejteket ezutan 450 pulL 30°C-ra eldmelegitett SOC taplevessel ontottiik fel. 2 6ran keresztiil,
30°C-on, 300 rpm razasi sebesség mellett regeneraltattuk dket. 100 pL sejtszuszpenzidt 30°C-
ra eldmelegitett, 100 mg/mL kanamincin-tartalmu szelekcidos LB taptalajokra szélesztettiink,
majd 30°C-on 48 oran keresztiil inkubaltuk. A C. plantarum sejtjei sikeresen felvették a
rekombinans pCAT222 plazmidot, transzformdns telepei azonosithatok voltak kanamicin-

tartalmt LB taptalajrol (14. abra).
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14. 4bra. A C. plantarum BCCM/LMG 26296T transzformans telepei 100 mg/mL kanamicin-
tartalmt LB taptalajon.

4.4.3. E. coli transzformécidja pET-28a(+) CPA2-vel

A kompetens BL21(DE3) sejtek sikeresen felvették a rekombinans plazmidot. A KanR gént

expresszalo transzformansok azonosithatok voltak a szelekciés médiumrol (15. 4bra).

15. abra. Az E. coli BL21(DE3) transzformans telepei 100 mg/mL kanamicin-tartalmt LB
taptalajon (24 6ra inkubécio, 37°C).
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4.5. CPA2 OTA-bonto6 kapacitasanak vizsgalata

4.5.1. Nativ OR16 CPA2

Az OTA-kezelt OR16 torzs sejtmentes fermentlevének OTA- és metabolittartalma a 16. abran

lathat6 kromatogramok szerint alakult. A kezdeti OTA-csucs a 24. érara jelentdsen csokkent.
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(feliil) és 24. orai (alul) mintavétel. Az elsd cstics jellemzden az olddszert jeldli; a 4. perc utdn
jelentkezd csucs a kiillonb6z6 metabolitokat, a 15. perctdl megjelené az OTA-t jeloli.

4.5.2. Homolog expresszalt CPA2

A 17. 4bra alapjan elmondhato, hogy a homolog C. plantarum BCCM/LMG 26296 térzsben

crer
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fermentacios paraméterek mellett. A 24. dorara felszokdé masodik csucs azonban valamilyen
ismeretlen molekula nagymértékli felhalmozdodéasat jelzi, melyet a tobbi tdrzsnél nem

tapasztaltunk.
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17. abra. Az OTA alakulasa az LMG 26296T pCAT222 CPA2 sejtmentes fermentlevében,
HPLC kromatogramon. 0. (feliil) és 24. (alul) 6rai mintavétel.0. (feliil) és 24. (alul) 6érai
mintavétel.

4.5.3. Heterolog expresszalt CPA2

A 18. ébra alapjan elmondhato, hogy a heterolog E. coli BL21(DE3)-ban expresszalt CPA2 nem
volt képes lebontani a fermentlé OTA-tartalmat a vizsgalt koriilmények kozott, valamint egyéb

metabolitokat sem halmozott fel.
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18. abra. Az OTA alakulasa a BL21(DE3) pET-28a(+) CPA2 sejtmentes fermentlevében,
HPLC kromatogramon. 0. (feliil) és 24. (alul) 6rai mintavétel.

4.5.4. OTA kronikus hatasa A. fischeri biolumineszcencidjara

A CPA2 OTA-bontasabdl keletkez6 bomlastermékek-, valamint maganak a fehérjének az
artalmatlansagat késobb ugyancsak 4. fischeri biolumineszcencia-gatlasi vizsgalattal tervezziik
igazolni. Ezen vizsgalat el6tt sziikséges volt, hogy a tiszta OTA hatasat vizsgaljuk. A tiszta
inhibitor doézisfiiggd mértékben, a kontaktidovel ardnyosan gatolta az A. fischeri
biolumineszcencidjat (19. dbra). A 25. 6rara a géatlas mértéke megkozelitette az 50%-ot. Az
50%-os gatlo koncentracio (IC50) értékei a kiilonb6z6 idépontokban eltérden alakulnak. Korai
id6épontokban az IC50 magasabb (kevesebb gatlas), majd az 1d6 muldsaval csokken (a toxikus

hatés erdsodik). Az x-tengelyen logaritmikus skalan van feltiintetve az OTA-koncentracio, mert

igy széles koncentracio-tartomanyokat tudtunk 6sszehasonlitani és abrazolni.
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19. abra. Az OTA kiilonb6z6 koncentracidinak hatasa az A. fischeri biolumineszcenciajara a
kontaktidd fliggvényében.

4.6. Eredmények értékelése és javaslatok

Sem a homolog, sem a heterolog térzsben expresszalt rekombinans CPA2 karboxipeptidaz
korilmények kozott, ezért a késdbbiekben megfontolhatjuk a fermentacidés paraméterek
optimalizalasat. Tudjuk, hogy a CPA2 aktitasat Mn?" kofaktor segiti, azonban erre vonatkoz6
kisérleti bedllitast nem alkalmaztunk, és a tdpoldat mangéntartalmat sem ismerjiik pontosan. A
rekombinéans C. plantarum BCCM/LMG 26296" sejtmentes fermentlevében egy ismeretlen
masodlagos metabolit fokozott felhalmozodésat figyeltiik meg a HPLC-kromatogramon. Ennek
természetét késObb HPLC-MS/MS-sel tervezziik vizsgalni. Megfontolhatjuk tovabba egy
masik homolog expresszios torzs alkalmazasat. Tudjuk, hogy a C. basilensis OR16 OTA
jelenlétére expresszalodo génjei kiilonbozd mértékben aktivalodtak, igy a jovében egy masik,
transzkriptoma analizis soran felindukalodott génnel is tervezziik a kisérlet megismétlését.
Jelen kisérlet egyik részében az OR16 altal termelt valamennyi extracellularis komponens
a transzformalt sejtekbe bejuttatott CPA2 gén dnmagéban valosziniileg nem volt elegendd a
hatékony lebontashoz, feltételezhetd, hogy az OTA lebontasdhoz tobb enzimre van sziikség €s
habar a szakirodalomban tobbszor hivatkoztak a CPA2 gén termékére, mint a OTA lebontas
elsd, kritikus 1€épését katalizaldé enzim. Tovabbi kisérleteket terveziink, hogy felfed;jiik, hogy a
szakirodalmi adatok ellenére mégsem a CPA2 gén terméke katalizalja az inicialist 1épést. Ennek
okédn dolgozunk a tisztitott CPA2 fehérjetermék Iétrehozdsan, melynek biodegradécids

képességét €s citotoxicitasat a jovoben szintén tesztelni kivanjuk.
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5. OSSZEFOGLALAS

Egy korabbi kutatds soran az C. basilensis OR16 torzson végzett, ochratoxin A indukalta
transzkriptomanak analizisekor leirt xenobiotikumbontd enzimei koziil azt valasztottuk, mely
non-toxikus metabolitokat eredményez, és melynek specifitdsara (karboxipeptiddz) a legtobb
szakirodalmi példat talaltuk mikotoxin-biodegradacios kontextusban. A legtobb mikrobialis
fehérjetermelési gyakorlatnak megfelelden egy konnyen tenyészthetd és egyszerti feltarast
biztosito, altalanosan alkalmazott baktériumot, az E. coli BL21(DE3) torzset valasztottuk a
heterolog expresszidhoz. Ugyancsak szakirodalmi példak altal megerdsitve sziikségesnek
éreztiik egy, a donor szervezettel kozelebbi rokonsagban allo, szintén Cupriavidus faj
kivalasztasat. A génatvitel szemléltetéséhez a vadtipusit homolog torzsnek OTA-bontasra
képtelennek kellett lennie, valamint a konnyebbség kedvéért az expresszios vektoron hordozott,
szelekcids markerként szolgald antibiotikumra is szenzitivnek kellett lennie. Igy esett a
vélasztasunk elsé korben a C. plantarum BCCM/LMG 26296 torzsre. A heterolog
expressziohoz egy népszerli E. coli expresszios vektort, a pET-28a(+) plazmidot vélasztottuk,
mely indukalhaté tulexpresszaltatast és magas fehérjekihozatalt tesz lehetévé. A homoldg
expressziohoz egy ujonnan megkonstrualt, kifejezetten a Cupriavidus nemzetség jobb
igazoltan olyan elemeket, melyek eldsegitik a plazmid kromoszoématdl fiiggetlen replikalodasat
ezaltal biztosan tudjuk, hogy a Cupriavidus sejtek képesek felismerni. A rekombinans DNS
l1étrehozéasahoz eldszor in vitro amplifikaltuk a CPA2 célgént igy, hogy tartalmazza a vektor
emésztéséhez hasznalt restrikcids enzimek — lehetdleg ragados végli — hasitohelyét. Ezeket a
primereket mi terveztiik a PCR-hez A linearizélt plazmidbdl és az inszertbdl ezutan T4 ligaz
segitségével létrehoztuk a rekombinans DNS-konstrukcidinkat, a pET-28a(+) CPA2-t és a
pCAT222 CPA2-t. Ezeket in vivo amplifikaltuk E. coli TOP10 klénozd vektorban, hogy a
az inszert sikeresen, in/del mutacioktol mentesen beépiilt a vektorba, az inszercio helyét 6vezd
szekvencidk Sanger-szekvenaldsaval ellendriztik. Ezutan kompetens C. plantarum
BCCM/LMG 262967 sejteket hoztunk létre kifejezetten erre a fajra optimalizalt protokollal,
majd elsének hajtottuk végre e torzs pCAT222 CPA2 vektor altali elektroporacios
RbCl-os protokoll szerint hoztuk létre, majd hdsokk segitségével transzformaltuk. Mindkét
torzs esetében szerzett kanamicin-rezisztencia alapjan voltak azonosithatok a transzformans

telepek. A transzformansokat, valamint a transzgén donorjat, az OR16 torzset ezutan OTA-t
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tartalmazo razatott lombikos rendszerben tenyésztettiik. A biodegradacios kisérlet végén a

sejtmentes fermentleveket HPLC-s vizsgalatnak vetettiik ald, hogy meghatarozzuk az OTA

crer

hatasat 4. fischeri toxikologiai modellszervezeten.
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