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BEVEZETES

Az ipar folyamatos fejl6désen megy keresztil annak érdekében, hogy minél jobban

kiszolgalhassa az emberi tarsadalom igényeit. A fejlédés egyik kovetkezménye hogy a
kezdetben természetes eredetli alapanyagok helyét egyre inkabb atveszik a modositott vagy
teljes mértékben mesterségesen eldallitott vegyliletek. Ezek a vegyiiletek nagy
mennyiségben, olcsén, 4allandé mindéségben eldallithatéak és olyan kiilonleges
tulajdonsagokkal ruhazhatéak fel, amellyel természetes megfeleléik nem rendelkeznek.
Eléallitasuk és felhasznaldsuk sordan azonban elkeriilhetetleniil kijutnak a kérnyezetbe, ahol
természetidegen tulajdonsagaik miatt csak nagyon nehezen vagy egyaltaldn nem bomlanak
le. Ez felhalmoz6dasukhoz, rosszabb esetleg a taplaléklancba torténd bejutasukhoz vezet. Egy
ilyen mesterségesen eldallitott vegyiilet a szulfanilsav (SA) is, amelyet az ipar elsésorban
festékek és gyogyszerek alapanyagaként hasznal fel nagy mennyiségben. Aromas szerkezete
és természetidegen szulfonsav funkcids csoportja miatt a természetbe kijutva csak rendkiviil
lassan képes lebomlani. Nagyon specialis koriilmények kézott azonban kialakulhatnak olyan
baktérium torzsek, amelyek képesek ennek a vegyiiletnek a bontasara és tapanyagforraskén
torténd felhasznalasara. Egy ilyen kiilonleges baktérium térzs a Novosphingobium
resinovorum SA1 is. A Novosphingobium nemzetségbe tartoz6 baktérium a nemzetségére
jellemzé valtozatos anyagcsere-utvonalainak és rendkiviil hatékony
alkalmazkodoképességének koszonhetéen szinte egyediilalldé mddon oOnalléan, mas
baktériumok segitsége nélkiil képes az SA bontasara. A bontast lehet6vé tevé metabolikus
utvonalait napjainkig nem sikeriilt teljes mértékben feltarni, aminek a f6 oka a torzs
bonyolult genomosszetétele, az utvonalak feldaraboltsaga és nagyon valtozatos dsszetétele.
Kutatdsom soran célom volt a Novosphingobium resinovorum SA1l teljes genom
szekvenciajanak a meghatarozasa. A genom szekvenciajanak ismeretében pedig az SA bontas
utvonal felépitésének, szabalyozasanak és eredetének megismerése. Tovabba, RNA-Seq
technika hasznalataval igyekeztem képet alkotnia az SA és az esetleg vele egyiitt jaré éhezés
génkifejez6désre gyakorolt globalis hatasarél. Az SA hatdsara megnovekedett kifejezddést
mutaté gének feltdrdsaval pedig igyekeztem azonositani azokat a kisegité rendszereket,

amelyek kozvetett szerepet jatszanak a hatékony bontas folyamataban.



ALKALMAZOTT MODSZEREK

A szekvendlasi projekt soran harom kiilonallé genomi konyvtar szekvenaldsat
végeztiik el. A szekvenalasok mindharom esetben Illumina MiSeq platform hasznalataval

torténtek.

A szekvenadlas sordn kapott parositott végli (paired-end) és tarsitott parositott végii
(mate paired-end) leolvasasokat (read) egyiitt hasznaltam fel, hibrid megkozelitést kovetve

az N. resinovorum SA1 torzs genomjanak az 0sszeillesztéséhez.

A bizonytalan vagy esetleg hianyos részeket polimeraz-lancreakci6 (PCR) és kapillaris

szekvenalas alkalmazasaval tisztaztam.

A kodolé genomi régiok joslasa és a josolt régiok annotalasa az NCBI (National Center
for Biotechnology Information) PGAAP (Prokaryotic Genome Autonomic Annotation
Pipeline) rendszerén keresztiil tortént és elérhetévé valt az NCBI GenBank és az Ensemble

Genomes adatbazisokban.

Ajosolt fehérjék ismételt annotalasa az UniProt (Universal Protein Resource) és KEGG
(Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) rendszerein keresztiil is megtorténtek és
szintén elérhet6vé valtak nyilvanos adatbazisaikban. A fehérjéket COG (Clusters of
Orthologous Groups of proteins) funkcios kategéridkba sorolasat az eggNOG-mapper

programcsomag segitségével végeztem el az eggNOG 4.5.1 adatbazis hasznalataval.

A kiilonb6z6 fajokban azonositott, az SA bontasi titvonal felépitésében szerepet jatszo
fehérjék kozotti azonossag mértékét globalis (Needleman-Wunsch) illesztést segitségével

hataroztam meg.

Az SA bontasi utvonalat felépité enzimek, NCBI ,RefSeq Representative genomes”
adatbazisaban el6fordul lehetséges homologjait a TBLASTN programcsomag hasznalataval

azonositottam.

A filogenetikai vizsgalatokhoz sziikséges tobbszoros szekvencia illesztéseket a mafft 7
programcsomag, E-INS-I mddszerével végeztem. A filogenetikai fa elkészitése a maximum

likelihood modszerével tortén, a Mega 6 programcsomag hasznalataval.



Az N. resinovorum SA1 torzs fehérjét kodold génjének relativ szinonim kodon
hasznalatadban (Relative Synonimous Codon Usage - RSCU) el6fordulé eltéréseket

korrespondencia analizis (Correspondence analysis - CA) segitségével vizsgaltam.

Az SA bontasi Utvonal periférias és centralis szakaszanak kifejezésért felel6s promoter
régié azonositasanak érdekében specialisan tervezett primerparok segitségével kiillonb6z6
hosszusagu intergénikus régiokat sokszorositottam fel polimeraz-lancreakci6 (PCR)

hasznalatival.

A felsokszorositott DNS szakaszokat GFP marker gént tartalmazdé promoter proba
vektorba illesztettem, amit els6 1épésben Escherichia coli torzsbe transzformaltam, majd az
ebbdl a torzsbdl visszaizoladlt plazmidot elektroporacié segitségével N. resinovorum SA1
torzsbe juttattam. A kiilonb6z6 koriilmények kozott névesztett, transzformalt N. resinovorum

SA1 torzs GFP kifejez6 képességét fotofluorométer segitségével kovettem.

Az RNA-Seq vizsgalatokhoz szilikséges RNS-t a gliik6zon és a szulfanilsavon novesztett,

exponencialis és stacioner novekedési fazisban 1évd N. resinovorum SA1 sejtekbdl izolaltam.

A tisztitott, riboszémalis RNS-mentesitett mintakbol készitett cDNS konyvtarak

szekvenalasa Illumina MiSeq platform hasznalataval tortént.

A szekvenalas soran kapott leolvasasokat CLC Genomic Workbench 7 programcsomag

segitségével tisztitottam és illesztettem N. resinovorum SA1 torzs genomjanak fehérjét

eV

A gének Kkifejez6désében megfigyelhetd valtozadsokat EdgeR programcsomag

segitségével vizsgaltam.

Az RNA-Seq vizsgalatok soran tapasztalt génekifejez6dés valtozast néhany gén esetén

RT-qPCR segitségével elleno6riztem.



AZ ERTEKEZLET EREDMENYEI

Kutatdsom soran meghataroztam a szulfanilsavat 6nalléan bontani képes Novosphingobium

resinovorum SA1 torzs genom szekvenciajat. Azonositottam a bontast lehetdvé tevé enzimek

génjeit. Vizsgaltam azok eredetét és szabalyozasuk logikajat. Tovabba RNA-Seq segitségével

atfogé képet alkottam az SA génkifejez6désre gyakorolt hatasarol.
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Masodik generaciés DNS szekvenalasi technikdk haszndlataval sikeriilt az N.
resinovorum SA1 torzs teljes genom szekvencidjanak a meghatarozasa. A sejt komplex
genom Osszetétellel rendelkezik. A kromoszémdjan tul tovabbi négy (pSA1-4)
plazmidot sikeriilt azonositani, amelyek koziil hArom mérete meghaladja a 100 kbp-t.
Az N. resinovorum SA1 torzs szulfanilsav (SA), benzoat (B) és hidoxibenzoat (HB)
bontd képességét lehet6vé tevd katabolikus Utvonalak génjeit a térzs nagyméretii
plazmidjain sikertiilt azonositanom. Amig az SA bontasi Utvonal génjei két elkiilontlt
génklasztert alkotnak a pSA3-as plazmidon, addig B és a HB utvonalak génjei egy-egy
kiilonallé operonba rendezédnek a pSA1 plazmidon.

Az SA bontasi utvonal génjeit tartalmazoé klaszterek a bontas folyamatanak kiilonb6z6
szakaszaiért felel6sek. Amig a kisebb méretii klaszter a bontas periférias szakaszat
(SadAB), addig a nagyobb méretli klaszter a bontas centralis szakaszat felépit6
enzimek génjeit (ScaABCEF) tartalmazza.

A génklaszterek felépitése és a gének altal kodolt fehérjék szekvenciaja is
nagymértékben hasonlit a mas baktériumokban mar korabban megismertekhez.

Az NCBI adatbazisan végzett keresés alapjan az N. resinovorum SA1 toérzsben talalhato,
az SA bontas periférias szakaszat felépit6 fehérjék (SadAB) legnagyobb hasonlosagot
a Bradyrhizobiaceae csalad tagjaiban el6fordulé homoldgjaikkal mutattak.

Ismételt keresés eredményeképpen sikertlt feltarnom, hogy a korabban leirt SA-
bont6 képességekkel rendelkezd baktérium térzseket tartalmazé Comamodaceae és
Bradyrhizobiaceae csalad tagjai esetén a SadAB gén klaszter altal kdédolt fehérjék
homoldgjai széles korben el6fordulnak, azonban a Sphingomonadaceae csalad tagjai

esetén, ahova a N. resinovorum SA1 torzs is tartozik, ez nem volt megfigyelhet6.
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A centralis Utvonal elemei lényegesen ritkdbban fordulnak el a baktériumok kozott,
csak azokban a baktérium fajokban voltak megtalalhatoak, amelyek képesek a
szulfokatekol (SC) bontasara.

Az N. resinovorum SA1 torzs kodon preferencidjanak korrespondencia analizissel
torténé vizsgalata azt mutatta, hogy az SA bontas utvonal génjeinek kodon
preferenciaja lényegesen eltér a sejt tobbi génjének kodonhasznalatatol. Ez kiillonésen
igaz a periférias utvonal génjeire.

Az elvégzett vizsgalatok alapjan feltételezheté hogy az SA bontas utvonala egy nem
olyan régen bekovetkezett horizontalis géntranszfer eredményeképpen alakulhatott
ki az N. resinovorum SA1 torzs esetén.

Prométer proba vektor (pPROBE) segitségével sikeriilt feltérképeznem a periférias és
a centralis utvonal kifejez6déséért felel6s genomi régiokat. Az azonositott promoterek
eltéré szabalyozasi logikat kovetnek. A periférias utvonal viszonylag magas alap
kifejez6dési szinttel rendelkezik, amely az SA hatdsara nem, azonban éhezés hatasara
tovabb novekszik. Ezzel szemben a centralis utvonal minimalis alap kifejezddési
szintet mutat, ami SA hatasara jelent6sen megugrik.

A centrdlis dtvonal szabalyozasat tovabb szinesiti a karbon katabolit represszi6
hatdsa, amely megakadalyozza az operon SA-fliggé Kkifejez6dését konnyen
hasznosithaté szénforras jelenlétében.

A glikéz és szulfanilsav tapanyagforrason novesztett exponencidlis és stacioner
novekedési fazisban 1évo sejtekbdl szarmazo mintakkal végzett RNA-Seq vizsgalatbol
az latszik, hogy a legtobb gén kifejez6dése az exponencialis névekedési fazisbol a
stacioner fazisba torténo atmenet soran valtozott. Az eltér6 szénforrason novesztett,
exponencialis fazisban 1évé sejtek kozott ett6l kisebb mértéki, de jelentds
génkifejez0dés valtozas volt megfigyelhetd.

Az elvégzett géncsoport tulreprezentacios elemzés (GSOA) és a géncsoport dusulasi
vizsgalat (GSEA) alapjan az exponencialis fazisbol a stacioner fazisba torténd valtas
soran szénforrastol fiiggetleniil, nagyrészt megegyez6 funkci6ji csoportokban volt
megfigyelhetd szignifikdns valtozas. A valtozas minden esetben csokkend volt és

tiilkrozte az éhezés sejtre gyakorolt hatdsat. Az eltéré szénforrason novesztett,
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exponencials fazisban 1évé sejtek esetén is inkabb az éhezésre utald jelek voltak
megfigyelhet6k

Az SA bontasban résztvevd gének kifejez6dése a promoter vizsgalatok esetében
tapasztaltakat tiikrozte. A periférias Utvonal génjei magas alap kifejez6déssel
rendelkeznek, amely az éhezés hatasara tovabb novekszik. Ezzel szemben a centralis
utvonal génjeinek szabalyozasa SA-fliggd. A kozds utvonal szakasz pedig érdekes
modon nem reagalt se a szulfanilsav (SA), se az esetleges éhezés hatasara.

Sikertlt azonositani a centralis Utvonal lehetséges elektrontranszport lancat, amely
egy glutation-reduktaz (GR) és egy névényi tipusu ferredoxin (Fer2) fehérjébdl épiil
fel.

A transzkriptédm analizis alapjan az SA felvételéért egy, az MFS szupercsaladba tartozo
transzporter felelGs.

Tobb olyan enzim génjét sikeriilt azonositani, amelyek szerepet jatszhatnak az SA
bontas soran felszabadul6 szulfit elleni hatékony védekezésben. Ezek koziil harom
szulfit transzporter, amelyek feladata a keletkezd szulfitnak a sejt periférias terébe
torténd juttatasa, kettd pedig szulfit oxidalé enzim, amelyek a periplazmatikus térbe
jutatott szulfit szulfitta torténd atalakitasat végzik.

Az RNA-Seq vizsgalat soran azonositott fontosabb gének kifejez6dését RT-qPCR

hasznalataval is igazoltam.
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