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1. A KUTATASI TEMA MEGNEVEZESE:
Magas hozzaadott értékii vegyiiletek bioszintetikus elballitasa a modern
anyagcseremérnbkség eszkozeivel

2. CELKITUZESEK:

A kutatasi téma célja az 1,4 butandiol glicerinbél/gllikdzbdl torténd elballitaséara alkalmas Uj bioszintetikus
utvonal raciondlis tervezése, in silico és in vivo megépitése, az expresszidhoz alkalmazott gazdaszervezetek
metabolikus optimizalasa, valamint a bioszintetikus mikrobidlis folyamat optimalis korilményeinek
meghatarozasa.

3. KUTATASI TEVEKENYSEGEK
A projekt tevékenységi terve alapjan, a 2016-0s évre tervezett kutatasi tevékenységek leirasa:
1. A gazdatorzs optimizalasa, versengé utvonalak lezarasa

A céltermék hozamanak novelésére egyik igéretes stratégia a gazdatorzs metabolikus hal6zatanak
optimizélasa, a beépitett bioszintetikus utvonallal versengé szekunder anyagcsereutak kizarasa altal. A
szénfluxus atiranyitdsa a butandiol bioszintézis fele az el6zéekben in silico modszerekkel azonositott
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rendszer alkalmazasaval tortént. Az Uj, heteroldg bioszintetikus Utvonal enzimei megfeleld termelésének
biztositasara az eléallitott delécids torzset DE3-lizogenizacionak vetettiik ala (ADE3 Lysogenization Kit —
Novagen, Merck Millipore), majd az 1,4-butandiol termeltetéséhez sziikséges enzimeket hordozd
rekombinans, koexpresszios plazmidokat kémiai Uton vald transzformalassal juttattuk a gazdasejtekbe [14].

A kovetkez0 lépésben, a kutatasi tervnek megfeleléen, az optimalizalt, illetve heteroldg enzimeket termelni
képes gazdatorzsek tenyésztési korllményeinek vizsgélatat végeztik el aerob, illetve oxigén-limitalt
korilmények kozott. Az eredeti, delécios, illetve a kivalasztott Utvonal enzimeit tartalmazd plazmidokat
hordozd baktériumkultirékat egyetlen szintelepbdl kiindulva hoztuk létre, komplex taplevesben (Luria-
Bertoni, 50 wug/mL ampicilin hozzédadéséval a transzformélt kultirak esetében), majd 37°C
hémérsékleten,160 rpm-on razatva noveltik. A termel6 kultirék létrehozasahoz a megfeleld optikai denzitast
elért kaltarékkal oltottunk be megfeleld térfogatt asvanyi, meghatarozott 6sszetételd, gliikdz vagy glicerin
szénforrast tartalmazo taplevest (M9 mineral medium, 25 mM Na2HPO4, 25 mM KH2PO4, 50 mM NH4CI, 2
mM MgS04*7H20, 0,05 mM FeCI3*6H20, 0,02 mM CaCl2*4H20, 0,01 mM MnCI2, 0,01 mM ZnS04*7H20,
0,002 Mm CoCI2, 0,002 mM CuCl2, 0,002 mM NiCI2, 0,002 mM Na2Mo4*2H20, 0,002 mM H3BO3), majd
37°C hdmérsékleten,160 rpm-on razatva néveltlk. A termel6 (plazmidot hordozé) torzsek esetében a



heteroldg gének expresszidjanak indukalasa a laktéz analég IPTG hozzaadasaval tortént 0.5 mM
koncentracioban. Oxigén-limitalt kulturak esetében specialis foliaval lezart mikrotitrald lemezeken, illetve
légmentesen lezart lvegedényekben végeztik a tenyésztést. Az optikai denzitas értékek meghatarozasa
spektrofotometriasan tortént (CamSpec M330, BMG Fluostar Optima mikroplate olvaso).

A baktériumkulturak populacidédinamikai, illetve fitnessz-vizsgalatanak eredményekeént, killonbdzd szénforras
(gllikdz, glicerin) mellett, illetve O2-ellatottsagi koruimények kozott nyert kisérleti adatok megfeleld tdmpontot
nyujtottak a tovabbi, bioraktorban végzett kisérletekhez. Az 1. abran bemutatott kisérleti eredmények alapjan
elmondhatjuk, hogy aerob korilmények kozott, populaciodinamikai szempontbdl kilonbség mutatkozik az
eredeti, delécios, illetve a heteroldg enzimeket (mcr, sucCD) tartalmazé kulturak ndvekedési profilja, illetve
stabilitasa tekintetében.
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Abra 1. Az eredeti, delécits, illetve a heteroldg enzimeket (mcr, sucCD) tartalmazé E. coli kultdrak dinamikaja glicerin, illetve glilkoz szénforras
hasznélata esetén.
Aerob kérlimények kozott az exponencialis ndvekedési szakasz id6tartama az MG1655 torzs esetében ~5
ora, a becsllt ndvekedési sebesség ~0,26/h, a generéacios idd pedig 2.67 déra (2. abra). Mindezek ellenére,
az in silico szimulaciékban kapott elméleti ndvekedési sebesség (0.59/h) eléréséhez tovabbi, hosszitav
adaptéacios kiserletek sziikségesek, melyek szakirodalmi adatok szerint elvezethetnek az in silico
predikciokhoz hasonld névekedési eredményekhez, ugyannakkor a termékképzés javitasa szempontjabdl
is elengedhetelennek tinnek.
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Abra 2. Az eredeti, delécids, illetve a heterolog enzimeket (mer, sucCD) tartalmazo E. coli kulttrak dinamikaja gliikoz szénforras esetében.
(Folytonos vonallal a harmas ismétlésben mért mintak normalizalt atlaga jel6lve.)

2. Az 1,4-butandiol gliikoézbol, illetve glicerinbél torténé fermentaciés koriilményeinek
optimizalasa

A megfelelé tenyésztési korliimények, illetve a termeld térzsek kilonbdz6 kérilményeken meghatarozott
novekedési jellemzdinek meghatarozésa utén, allandé paramétereken, bioraktorban vizsgaltuk ezen torzsek
metabolikus termékeit valtozasokat oxigén-limitalt korlimények kozott. Ennek megfeleléen, a termeld
torzsbdl létrehozott kulturakat M9 asvanyi taplevesben, gliikéz szubsztrat adagolasaval neveltik 37 °C, pH
7 és 350 rpm kezdeti keverés mellett (Sartorius Biostat®A Plus 2 L ossztérfogat, BioPAT® MFCS/DA
vezérld, és adatfeldolgozd szoftver). Az oldott oxigén mennyiségének szabalyozasat a reaktor légterében
létrehozott levegbarammal biztositottuk, kovetve a pO2, OD600, szubsztrat, termék, illetve néhany kulcs-
metabolit véltozasat meghatarozott iddpontokban. A metabolikus termékek meghatérozasat HPLC Agilent
Infinity 1260 folyadékkromatografias rendszerrel végeztiik (DAD és RID detektorok, auto.sampler, Coregel
87H3 oszlop, 50°C, folyadékfézisként 0.008 N H2SO4-t hasznalva, 0.6 mL/min térfogatarammal).

A 3. abran bemutatott kisérleti eredmények alapjan, a kulturak ecetsavat, szukcinsavat és 1,4-butandiolt
kezdtek termelni az anaerob koriilmények beallasa utan, azonban a céltermék koncentracidja (0.76 mg/L)
kisebbnek bizonyult az in silico predikcidk altal becstilt termeléshez viszonyitva.
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4. KOVETKEZTETESEK

A kutatasi téma 2016-0os évre vonatkoz6 tevékenységei, a fenti beszamol6 tikrében, teljesitettnek
tekinthetok. A lezért periodus eredményei:

- a gazdatorzs metabolikus optimizalasat a versengé Utvonalak lezarasaval valositottuk meg, és
eléallitottuk, az 1,4-buténdiol elballitaséra alkalmas E. coli MG1655 delécids, illetve heteroldg
bioszintetikus utvonalat tartalmazd torzset

- meghataroztuk a termeld torzsek megfelel6 tenyésztési koriiményeit, illetve extenziv 6sszehasonlitd
vizsgélatokat végeztiink az eredeti, génkittott, illetve heteroldg Utvonalat tartlamazé E. coli torzsek
novekedési profilja szempontjabdl

- Dbioreaktorban végzett fermentacios kisérletek soran bizonyitottuk, hogy sikerdlt egy stabil, 1,4-
buténdiol termelésére alkalmas E. coli torzs |étrehozésa génmérnoksegi és metabolikus mérnokségi
mddszerek segitségével

- a céltermék hozamanak tekintetében eredményeink szerénynek mondhatdok, azonban tovabbi
hoszzutavl adaptacids kisérletekkel, génexpressziés szabalyozasi elemek optimizélasaval a
tovabbiakban folytatjuk egy ipari alkalmazéasokban is hasznalhaté baktériumtorzs kifejlesztését.
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