Szegedi Tudomanyegyetem
Természettudomanyi és Informatikai Kar

Biol6gia Doktori Iskola

Laczi Krisztian

Szénhidrogén bontéo Rhodococcus erythropolis torzsek funkcionalis

genomikai analizise és biotechnologiai alkalmazasa

Doktori értekezés tézisei

Témavezetok:
Dr. Perei Katalin
egyetemi adjunktus
Dr. Rékhely Gébor

egyetemi docens

Szegedi Tudomanyegyetem
Biotechnologiai Tanszék
Szeged
2016.



El6zmények

Az elmult évszazadban az ipar rohamos fejlodésnek indult. A belsé €égésii motor
feltaldlasa mérfoldkdvet jelentett a jarmiigyartasban, igy a kdolajszarmazékok lizemanyagként
torténd felhasznalasaban is. Ez meggyorsitotta az utazast, az aruszallitast és fellenditette a
gazdasag fejlodését is. A  koolajszarmazékokat ilizemanyagként, flitdanyagként,
kendanyagként vagy oldoszerként hasznaljak az iparban és a hétkdznapi életben egyarant.

A technologidk forradalmi fejlodése és a fogyasztas novekedése miatt az elmult
évszdzad soran a koolaj és szdrmazékai potencidlis kornyezetszennyezd anyagga valt.
Nemcsak az lizemanyagok égése soran felszabaduld nagy mennyiségii szén-dioxid, hanem a
koolaj kitermelése ¢és szallitisa alatt bekdvetkezd balesetek szdmtalan esetben sodorjak
veszélybe a kornyezetet [1]. Az emberiség hamar radébbent, hogy a kdolaj szarmazékok
minden elényiikk mellett oriasi hatranyokkal is rendelkeznek. A stlyos egészségkarosito,
mérgezd komponensek nemcsak a természetet, hanem a szennyezés kornyezetében €16
emberek egészségét is veszélyezteti.

A szénhidrogének kdrnyezetben tartésan fennmaradé jellege miatt a nagy mennyiségii
szennyezdanyag eltdvolitdsa emberi beavatkozast igényel. Az elmult néhany évtizedben
sokféle mddszert dolgoztak ki a kdolaj szennyezett teriiletek karmentesitésére. A fizikai és
kémiai eljarasokkal szemben a szénhidrogének biologiai uton torténd eltdvolitasa olcsobb és
nagy eldnye, hogy kornyezetbarat.

A koolajszarmazékok mikrobialis lebontasa régdta ismert. A kdolajiparban egyes
baktériumok éppen ezért okoznak problémat, hiszen jelenlétiik rontja a kdolajipari termékek
mindségét [2]. Mas szempontbol viszont ez a tulajdonsaguk elényds, hiszen a mikroba fajok
széles tarhaza all rendelkezésiinkre a szénhidrogénekkel szennyezett teriiletek
karmentesitésére.

A szénhidrogének biologiai lebontasa végbe mehet anaerob vagy aerob koriilmények
kozott is. Az aerob biodegradacio elsé 1épése a molekula oxidalasa. Ezt a folyamatot specialis
enzimek, un. oxigenazok katalizaljak. Az oxigenazokat csoportosithatjuk aszerint, hogy hany
oxigén atomot €pitenek be a szubsztrat molekulaba. Ez alapjan megkiilonboztetiink mono- és
dioxigenazokat. Mindkét enzimtipus molekularis oxigént haszndl a szubsztrat oxidalasara. A
kbolaj alapt iizemanyagok f6 komponensei az alkdnok oxidacidjat f6ként monooxigenazok
katalizaljak [3].

A Rhodococcus fajok tobbsége szerves szennyezO anyagok széles skaldjat képes

felhasznalni szén- ¢és energiaforrasként. Emellett egyediilalldo alkalmazkodoképességiik,



ellenallo, hidrofob sejtfaluk ¢és feliiletaktiv anyagaik kivalo jeloltekké teszik Oket
bioremediacios célokra. Ezek a baktériumok képesek hasznositani kéolaj komponenseket [4—
6], poliklorozott bifenileket [7,8], a kdrnyezetben sokaig fennmaradé gombaolé szereket, mint
pl. a karbendazim [9], vagy novényvédo szereket, mint pl. a karbation [10].

fiziologias és molekularis bioldgiai hatterét vizsgaltam, melyhez két R. erythropolis torzset
vélasztottam modellorganizmusként. A torzsek szénhidrogén bontd folyamatainak mélyebb
megértése eldsegiti hatékonyabb alkalmazasukat a bioremedidcioban.

A R. erythropolis PR4 torzset a Csendes-0ceandl izolaltak 1000 m mélységben.
Egyediili szénforrasként képes a prisztan és mas szénhidrogének hasznositasara. [4]. Emellett
képes mas, vizben nem old6do szennyez6 anyagok, mint az élelmiszeriparban felhalmozodo
allati zsirok és novényi olajok hasznositasara is [11]. A vizes és szerves fazis kozotti
transzlokacionak is fontos szerepe van a szerves szubsztrat hozzaférhetové tételében. A R.
erythropolis PR4 meg tudja valtoztatni sejtfelszinének hidrofobicitasat, ezaltal konnyebben
hozzafér a szerves fazishoz [12,13]. A PR4 torzs genomjat megszekvenaltak és 2009-t61
hozzaférhet6 a GenBank-ban. A kromoszéma mellett harom plazmidot is tartalmaz, melyek
koziil ketté megaplazmid. A megaplazmidokon tobbek kozott az alkédn biodegradacioban és
zsirsav metabolizmusban szerepet jatszo gének is talalhatok [14]. A R. erythropolis PR4
genomjaban kodolt gének koziil néhany gén termékét is vizsgaltdk mar. Ilyen példaul az ipari
szempontbol fontos egyik bakterialis multicopper-oxidaz [15] vagy a sziderofor
bioszintézisben szerepet jatszo nem riboszomalis peptid szintaz [16].

A csoportunk altal izolalt R. erythropolis MK1 torzs egy talajbol szarmazé baktérium.
Az izolatum azonositasat a német térzsgytijtemény (DSMZ) munkatérsai végeztek 16S rDNS
alapt filogenetika és a sejtfal mikolsav Osszetétele alapjan. Hasonléan a PR4 torzshoz, a R.
erythropolis MK1 is jo hatékonysaggal hasznositja a hidrofob szubsztratokat minimal
tapoldatban [17]. Mindazonaltal a két torzs jelentOsen kiilonbozik, mind élettani, mind pedig
morfoldgiai szempontbol. Munkank kezdetekor az R. erythropolis MK1 genomja még nem
volt ismert, igy a jol definialt R. erythropolis PR4 nem csak a szénhidrogén bontasi kisérletek
referenciatorzsének, hanem a transzkriptomikai vizsgalatok modellorganizmusanak is

megfeleld volt.



Alkalmazott modszerek

Kisérleteimben a R. erythropolis MK1 és PR4 torzseket vizsgaltam. A napi munkahoz
a baktérium torzseket LB lemezen tartottam fenn és LB tapoldatban szaporitottam. A
biokonverzids kisérleteimet minimal tépoldatban végeztem el, melyet kiilonb6zd
szénforrasokkal (n-hexadekan, gazolaj, kiilonb6zé szénhidrogén keverékek, illetve natrium-
acetat), illetve indokolt esetben sokkal egészitettem ki. A talajban végzett kisérleteimhez
kereskedelmi forgalomban kaphaté viragfoldet haszndltam. Az optimalis szaporodasi
koriilmények fenntartasanak érdekében a sejteket bioreaktorban szaporitottam a teljes
transzkriptom analizishez.

Meéréseimhez a tapoldat szénhidrogén tartalmét folyadék-folyadék extrakcidval
vontam ki. Az Oz, CO> és szénhidrogén mennyiségét gazkromatograffal és gazkromatograffal
kapcsolt tomegspektrometriaval analizdltam. Az eredmények statisztikai értékelését t-
probaval hajtottam végre.

A genomi DNS-t hagyomanyos fenol-kloroformos modszerrel vontam ki a sejtekbdl.
A teljes genom szekvenalas Illumina MiSeq Uj generdcios platformon tortént. A R.
erythropolis MK1 torzs genomjat MIRA 4 és CLC Genomic Workbanch 7.0 szoftverekkel
raktam Ossze. A genom annotaldsa a RAST szerveren tortént.

A génexpresszios vizsgalatokhoz a teljes RNS kivondst a QiaGen RNeasy Mini Kit
protokoljanak moddositott valtozataval végeztem el. A teljes transzkriptom analizis Uj
generaciés SOLID™ szekvenalo rendszer segitségével tortént. A kivalasztott gének

kifejezddését RT-qPCR segitségével ellendriztem.



Az értekezés fobb eredményei
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Két kiilonb6z6 kornyezetbdl - mélytengerbdl (PR4) és ipari talajbol (MK1) - izolalt R.
erythropolis torzset tanulmanyoztam és hasonlitottam Ossze.

A két torzs szénhidrogén jelenlétében eltérden viselkedik nem-razatott kozegben. Mig a
R. erythropolis PR4 emulzidba viszi a n-hexadekant és a vizes fazisban szaporodik, a R.
erythropolis MK1 biofilmet képez a n-hexadekan koriil és a sejtek a két fazis hataran
jelennek meg.

Razatott kutirdkbol vett mintdk mikroszkopos vizsgalata alapjan mindkét térzs a n-
hexadekan cseppek felszinén szaporodik, viszont a cseppek alakja kiilonbozik egymastol.
R. erythropolis PR4 kultGraban az olajcseppeknek szabalyos gomb alakja van, ezzel
szemben az MK 1 kultirabol szarmazo olajcseppek alakja amorf.

A két torzs szénhidrogén-bonto képessége is eltér egymastol. A R. erythropolis PR4 mar
harom nap alatt lebontja a rendelkezésére allo6 n-hexadekdn 90%-at, mig a MK1 csak a
szubsztrat 50%-at hasznositja két hét alatt. A magas sékoncentracié6 mindkét torzs esetén
lassitja a bontas sebességét, a PR4 csak a 7. napra érte el a 90%-os bontési hanyadot, mig
az MK1 15 nap alatt csak a szubsztrat 31%-at bontotta le. A talajban mindkét torzs
hasonlo szénhidrogén-bontd aktivitdst mutat. A talaj nedvességtartalma befolyéasolja a
szénhidrogén-bontas hatékonysagat. Az 50%-o0s nedvességtartalom mellett mindkét torzs
90-100%-o0s bontasi hatékonysagot ér el, mig 20% és 30% talajnedvesség értékek mellett
a szénhidrogén bontasi aktivitas 60%-ra esik vissza.

Alapvetéen a szénhidrogének hasznosulhatnak a sejtek felépitd folyamataiban, vagy
szén-dioxidda oxidalodhatnak. A n-hexadekan megkozelitdleg 2%-a alakul at szén-
dioxidda, mig a szubsztrat 98%-a a biomasszava alakul. A két torzs talajban hasonld
aranyban hasznositja a felvett oxigént. Az n-hexadekdn oxidéalasara az oxigén
megkozelitdleg 70%-at forditja, mig egyéb oxidativ folyamatokban 30% vesz részt. A R.
erythropolis PR4 torzs minimal tapoldatban hasonld aranyban hasznalja fel az oxigént,
mint talajban, viszont a magas sOkoncentracid hatidsara ez az arany eltolodik. Az
eredmények alapjdn a sos tapoldatban szaporitott kultarak a felvett oxigén 89,5%-at
hasznositjak a monooxigenaz reakcioban. Ezzel szemben a R. erythropolis MK1 torzs
mindkét tapoldatban az oxigén 90%-4t forditja monooxigenaz reakciora.

A két Rhodococcus torzs eltéréen viselkedik kiilonbozé gazolaj frakciok jelenlétében is.

Az R. erythropolis MK1 sokkal lassabban szaporodik mind a négy szénforrasként
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alkalmazott gazolaj frakcion, mint a PR4. A torzs szaporodasa a petroleum frakcion a
leglassabb. Ez magyarazhat6 a cyp153 gének hianyaval (Id. lentebb).

Az R. erythropolis MK1 genom de novo 0&sszerakasahoz hossz parositott végi
leolvasasokat eredményezd szekvendlasokat végeztiink Illumina MiSeq 0 generacios
szekvenald rendszeren. A genom 40 kontigha rendezhet6 és ezeken 6 252 nyitott
leolvasasi keretet sikeriilt azonositani a RAST segitségével. A két torzs kromoszomaja
nagymértékben hasonlit. Ugyanakkor a R. erythropolis PR4 plazmidjaihoz hasonl6
szekvencia nem talalhaté az MK1 t6rzs genomjaban.

Mindkét torzs genomjaban talalhatok olyan monooxigenaz gének, amelyek a
szénhidrogének oxidaciojat katalizalhatjak. Ezek kozil kiemelendék az alkB gének,
melyekbdl a PR4 genomja négyet, az MK1 genomja pedig 6tot tartalmaz.

A filogenetikai vizsgalatok alapjan csak az alkB3 és alkB4 gén van kozeli rokonsagban
egymassal, a masik két alkB gén kiilonb6zé csoportokba sorolhatd, ami felveti a
horizontélis géntranszfer lehetdségét.

A szénhidrogének oxidéaciojaban résztvevd masik enzimcsoport a citokroém P450
monooxigenazok csoportja, melyekbdl a PR4 térzs genomja 16-ot, mig az MK1 t6rzs
genomja csupan 11-t kodol. A citokrém P450 fehérjecsaladba tartozd Cypl53 génje két
kopiaban talalhaté meg a R. erythropolis PR4 nagy linearis plazmidjan. A szekvenalasi
eredmények alapjan ezeknek a géneknek a szekvenciai hianyoznak a R. erythropolis
MK1 genomjabdl.

A megszekvenalt R. erythropolis MK1 genomban talalhaté 20. kontig feltételezhet6en
egy oriasplazmid, melyhez egyetlen ismert Rhodococcus plazmid sem hasonlit.

A R. erythropolis PR4 torzs teljes transzkriptom analizisét n-hexadekanon, gazolajon,
illetve acetaton nevelt kultirakon végeztiik el. A kultarakat bioreaktorban szaporitottuk.
A kivalasztott gének expresszios valtozasat RT-qPCR segitségével validaltuk.
Mindemellett egyene lancu, elagazo és gytiriis szénhidrogéneket tartalmazd mesterséges
szénhidrogén keverékeket hoztunk létre és megvizsgaltuk a kivalasztott oxigenaz gének
expresszidjat a jelenlétiikkben szaporitott sejtkultirakon [18].

Osszességében 195 gén expresszidja valtozott legalabb haromszorosaval hexadekan
¢s/vagy gdzolaj jelenlétében az acetaton nevelt sejtekben levd szinthez képest.

26 oxigenaz gén mRNS szintje emelkedett meg gazolaj és n-hexadekan jelenlétében. Az
alkB1 rendelkezett a legmagasabb expresszios szinttel a monooxigenazok koziil mindkét

szénforrason. Tovabba az alkB2 kifejez6dése is jelentésen megemelkedett
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szénhidrogének jelenlétében. Az alkB3 és alkB4 gének nem indukalodtak semmilyen
szénhidrogén hatasara [18].

A gazolajon szaporitott kultardkban 8 cyp gén expresszidja valtozott, ezzel szemben a
hexadekanon minddssze 1 (cypl53). A 8 cyp génb6l 5 indukalodott gylris
szénhidrogénekkel kevert hexadekdnon nevelt kultarakban, amibdl levonhat6 a
kovetkeztetés, hogy ezek a gének jatszhatnak szerepet a gyliris szénhidrogének
oxidacidjaban [18].

Egy feltételezett monooxigendz gén (RER 07440) kifejezédése is erdsebb volt gyliriis
vegylileteket is tartalmazé szénforrasokon, mint hexadekanon, vagy elagazo
szénhidrogéneket tartalmazd szénforrdson, ami arra utal, hogy ez a gén is a gylrls
vegyiiletek oxidalasaban jatszik szerepet [18].

A zsirsav metabolizmusban résztvevd gének koziil azok expresszids aktivitasa emelkedett
meg mindkét szénhidrogén szénforrdson, melyeknek termékei a B-oxidacidban jatszanak
szerepet. A zsirsavak felépitésében résztvevé FASI enzimet kodold gén kifejezodését
erésen gatolta a szénhidrogének jelenléte. A mikolsavak szintézisében résztvevd FASII
enzimrendszer és a poliketid szintdz 13 expresszidja nem valtozott egyik szénforras
jelenlétében sem [18].

Az exopoliszacharid szintézisért felelés gének kifejezodésének megemelkedését is
megfigyeltiik minden vizsgalt szénhidrogén jelenlétében. A dizel olaj és az aromas és
cikloalkdn komponenseket tartalmazd mesterséges szénhidrogén keverék 4-10-szer
erésebben indukalta ezeket a géneket, mint a linearis és az elagazd alkanok, ami az
aromas vegyiiletek és cikloalkanok toxikus hatasara vezethetd vissza [18].

A fentieken kiviil a vas transzportban és sziderofor szintézisben résztvevd géneket is
indukaltak a szénhidrogének [18].

A teljes sejt transzkriptom vizsgalatok feltartak a sejteknek - a kiilonboz6 egyenes lancu,
elagazo, ciklikus, és aromas szénhidrogének jelenlétére adott -szintii metabolikus
valaszat. A jol ismert elemek mellett, teljesen Uj komponenseket is azonositottunk,
melyek vélhetden részt vesznek ezekben a folyamatokban. t. Az is bebizonyosodott,
hogy mas szénhidrogén bontokkal ellentétben a R. erythropolis PR4 képes a kiilonbozo
szénhidrogének egyidejli hasznositasara (az egyenes lancutol a poliaromas vegyiiletekig),

azaz nincs nyilvanval6 szubsztratpreferenciaja [18].
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