Szénhidrogén bonté6 Rhodococcus erythropolis
torzsek funkcionalis genomikai analizise és

biotechnologiai alkalmazasa

Doktori értekezés

Laczi Krisztian

Témavezetok:

Dr. Perei Katalin
egyetemi adjunktus
Dr. Rakhely Gabor

egyetemi docens

Bioldgia Doktori Iskola

Szegedi Tudomanyegyetem

Biotechnoldgiai Tanszék

Szeged
2016.



Tartalomjegyzék

KOSZONEINYIIVANIEAS ... 6
1. ROVIAIEESCK JEZYZEKE. ....cvviuiiiiiiiiiii s 7
2. BEVEZETIES .....tiiiiicei et 8
3. Trodalmi AHEKINTES ........eieiiiiiiic s 10
3.1. Szénhidrogének, mint kdrnyezeti szennyezéanyagok ...........cccocvrveiiriiiniiiiniciieene 10
3.1.1. A kOolaj keletkezése €s GSSZEELRIE. ........uerririiiiiiiiieiee e 10

3.1.2. A szénhidrogén szennyezddések eredete, kornyezeti, egészségiigyi és tarsadalmi

NALASA. ...t n et e R n e nre e n e nree s 11
3.1.3. A szénhidrogén szennyezés megeldzése illetve a szennyezddés eltavolitasa......... 13
3.2, A DIOTEMEAIACIO ...eeeuveiieieiiie sttt et e e b e sne e eesnneenne e 14
3.2.1. A bioremediacio altaldnos bemutatasa............cevvveeriiiiieriiiiiese e 14
3.2.2. A bioremediacios eljarasok cSOPOTtOSItASA ........eerviriverieriiiieiieie e 15
3.3. Szénhidrogének mikrobidlis 1ebONtASA .......cceiruiriiiiiieiie e 16
3.3.1. OXIZENAZ ENZIMEK ... .eeiiiiiiiiiieiiiie ittt ettt st e b e e breesnnee e 16
3.3.2. A alkanok oxidaciojanak MOAJai ........c.cvveiviiiiiieiiie e 18
3.3.3. Aromas szénhidrogének oXidaCiOJa .......covvviiiiiiiiiiiiic e 20
3.3.4. A szénhidrogének anaerob 1ebontasa...........cccocviiiiiiiiiiiiiiie e 20
3.4. A RNOUOCOCCUS NEMZELSEE ....vvververviiirieitieiieiieie ettt bbbt 21
3.4.1. A Rhodococcus nemzetség altalanos jellemzeése ...........cccvvvviiiiiiiiiiiciiiiicne, 21
3.4.2. Feliiletaktiv anyagok a Rhodococcus nemzetségben ............cccecvvvviieiiiiiiieniennnnne 23
3.4.3. Rhodococcus torzsek alkalmazasi lehetOSEgei.........covvrviriiiiiiiiiiiciiciccec, 24
3.4.4. R. erythropolis PR4 €8 MK tOTZSEK ........cccoeiiiiiiiiiiiiieiiccieesee e 25
3.5. Transzkriptom analizis 0j generacids szekvenalasi technikdkkal.............ccocovieiiiinnnn 26
3.5.1. Uj generacios szekvenald MOASZEIEK ..........covevirrverireriresrsiieessesissessesesssseneesnens 26
3.5.2. Teljes transzkriptom analizis 11j generacids szekvenalasi technikakkal ................. 27
4. CRIKILUZESEK ...ttt bbbttt b bbbt 29



5. Anyagok €S MOASZETEK.........oiviiiiiiiiiiiiiic s 30

5.1, FEelNASZNAIt tOTZSEK ....eeiuviiiiiiiiieiiie ettt 30
5.2. Felhasznalt anyagok €s tApoldatok ...........ccocveiiiiiiiiiiiiicsec s 30
5.2.1. Luria-Bertani (LB) tApoldat ..........cccooiiiiiiiiiiiesese e 30
5.2.2. MINIMAL tAPOLAAL......c.viiiiiiiiiii e 30
5.2.3. Magas s6 koncentracidju minimal tapoldat ..........cccevvviiiiiiiiiin i 30
5.2.4. VITAGIOIA ... 30
5.3. Sejtkultiirdk szaporitdsi KOTUIMENYET ....cvvveiiiviiiiiiieiiiie e 31
5.3.1. TOrzsek fenntartdsa ........ccceveeiiieiiiiiieie e 31
5.3.2. Inditd Kultirak SZapOritASa.......c.eeivuiiiiiieiiiiieiiiie e 31

5.3.3. R. erythropolis térzsek szénhidrogén-bontd képességének dsszehasonlitdsa minimal

VIZSZALAtOKNOZ. ... 31
5.4. Analitikal MOASZETEK ..........eiiiieiiiiiiieiie e 32
5.4.1. Oxigén kimutatasa a kultirdk [€gterébOl ............ccvvviiiiiiiiiiiii 32
5.4.2. Szén-dioxid kimutatasa a kultarak 1€gterébOl..........c.coeviiiiiiiiiiii, 32
5.4.3. A gazok anyagmennyiségének kiszamitasa térfogatuk alapjan............cccocevvinnnn. 33
5.4.4. n-hexadekan kivonasa és mennyiségi meghatarozasa ...........c.ccoevvvvveiieiiniiieennnn, 33
5.4.5. Statisztikal MOASZETEK .......ccoivviiiiiiiiiiiic 34
5.5. Molekularis biologial MUNKAK...........ccoeiiiiiiiiiieicce e 34
5.5. 1. PIIMEIEK ... e 34
5.5.2. Genomi DNS 1ZOIAIAS .....coovviiiiiiieie s 34
5.5.3. Novekedési gorbe meghatarozasa teljes nukleinsav koncentracié alapjan............. 35
5.5.4. RINS AZOIALAS. ...c.eeieiieiiieeete ettt 35
5.5.5. DNAZ T KEZEIES ... 35
5.5.6. Agardz eleleKtrofOorezZiS .......coovviiiiiiiiiiciceee s 35
5.5.7. Polimeraz lAncreakCi .......oovviiiiiiiiiiiiciic 36



5.5.8. CDINS SZINTEZIS .. eiee ettt e e e e ettt e e e e e eeeeee e e e s eeeeeseeesstnnseseesseeesnsnnasseeeeesennnns 36

5.5.9. RT-GPCRuovvvvvvveeeeeeesesesssassssssssssseessssssssssssssssssessssessssssssssesssssssssssssesssnsensssesssssssen 36

5.6. R. erythropolis MK1 genom szekvenalasa tjgeneracios modszerrekkel ...................... 36
5.6.1. Teljes genom szekvenalds SOLID platformon .........cccceviiiieniiiiiicnie e 36
5.6.2. Teljes genom meghatarozasa Illumina MiSeq szekvenalo késziilékkel ................. 37

5.7. R. erythropolis PR4 transkriptomikai vizs@alata............ccccevevueiieeiieiesiieseeie e 37
5.8. Bioinformatikai mOdSzerek ..........ccoovviiiiiiiiiii s 37
6. Eredmények €s targyalasuk ..........cccoiiiiiiiiiiiiiii i 39
6.1. Szénhidrogének biodegradacidja R. erythropolis MK1 és PR4 torzsekkel................... 39

6.1.1. A két Rhodococcus torzs jellemzdinek dsszehasonlitasa n-alkanok jelenlétében .. 39

6.2.2. A sokoncentraci6 hatasa a két R. erythropolis torzs szénhidrogén-bont6 képességére

6.1.3. A talaj nedvességtartalom hatdsa a két R. erythropolis torzs szénhidrogén-bontd

KEPESSEZETE ...ttt bbbt b bbbt 41

6.1.4. A n-hexadekéan lebontasanak oxigén és n-hexadekdn mérlege a két Rhodococcus

[X0) w4 015 o W ETTT TR 42

6.1.5. A két torzs szénhidrogén bonto képességének dsszehasonlitasa dizelolaj frakcidkon

........................................................................................................................................... 45
6.2. A R. erythropolis MK1 genom szekvenalasa ...........ccccoeveriiiiiiinienene e, 47
6.2.1. R. erythropolis MK 1 genomjanak de novo 0sszeszerelése.........ccovvvvvriiinninieniinnnns 47

6.2.2. Az R. erythropolis MK1 és PR4 torzsek alkan-1-monooxigenaz génjeinek (alkB)
filogenetikal VIZSZAAta .........occuiiiiiiiiiii 49

6.2.3. Plazmidok a R. erythropolis MK1 tOrzsben............c.ccovveviiiiiiiiiniciiciiccee, 51

6.3. n-hexadekanon és gazolajon nevelt R. erythropolis PR4 6sszehasonlito transzkriptomikai

ANALIZISE ..ttt h et b e R et e bt e e e R e e et e e nnneaneearee s 52
6.3.1. Sejtek novekedése a fermentacio SOTAN .........covvuevirieeiiiiiiiiie e 52
6.3.2. A teljes transzkriptom analizis eredmeEnyel .........covvvverriiiiiiieiiiee e 53
6.3.3. SzE&nhidrogének OXI1dACIONa ......vviiieiiiieiie e 54



6.3.4 Citokrom P450 monooxigenazok szerepe a gazolaj komponensek

b10degradaCiOIaADAN ......c.viiieiiiieiiiic e 58
6.3.5. ZSIrsav MEtabOLIZIMUS .......ooiiiiiiiiiiiiiieiie et 60
6.3.6. Exopoliszacharid SZINTEZIS ........cuveiiuiiiiiiiiiiii ittt saee e 62
6.3.7. Vas transzport €s SZiderofOr SZINEZIS ........ccvvverveiiiiiieiiiie e siiee e 64
6.3.8. A génexpresszios vizsgalatok 0sszefoglaldsa .........ccccvcviiiiiiiiiiiiiieii 64

A @y 3 o4 1 TR 67
8. SUIMIMAIY ..ttt ettt a e bt e e bb e e b e e ekt e e e bb e e s bt e e bt e e e nbe e e enbe e e nnseeennes 70
I. Fiiggelék: Oligonukleotidok 1iStaja........ccoovveiiiiiiiiiiiiici e 73
IrOdAlOMIEEYZEK ... 75
Sajat KOzIemenyek JEZYZEKE .......ooviiiiiiiiiei s 92
Szakmai folyoiratban megjelent CIKKeK ..........cccoviiiiiiiiiiiic e 92
A Ph.D. fokozatszerzéshez felhasznalt publikdCiOK ...........cccovviiiiiiiiiiicc 92
EgYED PUDIIKACIOK ..ot 92
Konferencia abSZraktoK ..o 93
ELOAAASOK ...t 93
POSZEEIEK ... 95
Egyeéb KOZIEMENYEK........ccoiiiiiiiiiiiii e 97



Koszonetnyilvanitas

Szeretném megkdszonni témavezetomnek, Dr. Perei Katalin egyetemi adjunktusnak,
hogy doktori munkamat egy szinvonalas kutatasi t¢émaban folytathattam. Koszondm tovabba
munkam soran nyujtott irdnyado tandcsait és biztatd szavait, melyek sokat jelentettek a kutatas
nehéz iddszakaiban.

Koszonet illeti Dr. Rakhely Gabor egyetemi docenst, a Szegedi Tudoményegyetem
Biotechnoldgiai tanszékének vezetdjét, hogy tamogatta munkamat, ¢és lehetové tette
dolgozatom elkészitését. Koszondm értékes tandcsait €s a sok segitséget, melyet munkam soran
nyujtott, valamint hogy lehetdvé tette, hogy részt vegyek mas kutatasi témakban, igy szamtalan
gyakorlati technikaval gazdagodott tudasom.

Koszonetet mondok minden kollégamnak, akik segitették munkdmat. Kiilon szeretném
megkdszonni Zsiros Szilvidnak a sok technikai segitséget; Kis Agnesnek a j6 hangulatban telt
k6z6s munkat és hogy mindig bizalommal fordulhattam hozza, ha gondom akadt; valamint
Tengolics Rolandnak az éjszakéba nyul6 szakmai beszélgetéseket, melyekbdl mindketten sokat
tanultunk.

Ko6szondm édesanyamnak, nagymamamnak ¢és testvéremnek, hogy mindig mellettem
alltak és tamogattak, barmilyen nehéz célt tliztem ki magam elé. Koszonom feleségemnek,
Mosolygd Timednak, hogy mindvégig velem volt és a legnehezebb pillanatokban is
szamithattam ra; hogy egyiitt oriilhettiink a sikereknek és nem hagyott buslakodni, ha kudarc

ért.

A kutatds a TAMOP-4.2.4.A/2-11/1-2012-0001 azonosité szamu Nemzeti Kivalosag
Program — Hazai hallgatdi, illetve kutatoi személyi timogatast biztosité rendszer kidolgozasa
¢és mikodtetése konvergencia program cimii kiemelt projekt keretében zajlott. A projekt az

Eurdpai Unid tdmogatasaval, az Eurdpai Szocidlis Alap tarsfinanszirozéasaval valosul meg.



1. Roviditések jegyzéke

AIKkB:
AlmA:
CYP:
Dnase I:
DNS:
EDTA:
EtBr:
FASI:
FASII:
HIV:
LadA:
LB:
Mbp:
MCO:
MPSS:
NADH:
ODeoo:
PAH:
PCB:
PCR:
RAST:

RNS:
RPKM:
RT-gPCR:
SDS:
SAGE:
SOLID:

Tris:

alkén-1-monooxigenaz

flavin-k6té monooxigenaz

citokrom P450

dezoxiribonukledz I

dezoxi-ribonukleinsav

etilén-diamin-tetraecetsav

etidium-bromid

I. tipusu zsirsav szintaz

II. tipusu zsirsav szintaz

human immundeficiencia virus

alkan monooxigenaz

Luria-Bertani tapoldat

megabazispar

multicopper oxidaz

Massively Paralel Signature Sequencing
nikotinamid-adenin-dinukleotid (redukalt)

600 nm hulldamhosszon mért optikai denzitas

policiklikus aromas szénhidrogén

poliklorozott bifenilek

polimeraz lancreakcio

Rapid Annotation using Subsystem Technology (gyors annotacié alrendszerek
hasznalatival)

ribonukleinsav

leolvasas/ kilobazis/ milli6 leolvasas

reverz transzkripcid kapcsolt kvantitativ polimeraz lancreakcio
natrium-dodecil-szulfat

Serial Analyzis of Gene Expression

oligonukleotid ligalason alapuld szekvenalas (Supported Oligonucleotide
Ligation and Detection)

Trisz-(hidroximetil)-aminometan



2. Bevezetés

Az elmult évszazadban az ipar rohamos fejlddésnek indult. A belsé égésiti motor
feltalalasa mérfoldkovet jelentett a jarmiigyartasban, igy a kdolajszdrmazékok tizemanyagként
torténd felhasznalasaban is. Ez meggyorsitotta az utazast, az aruszallitast és fellenditette a
gazdasag fejlodését is. A kdolajszarmazékokat lizemanyagként, flitdanyagként, kendanyagként
vagy olddszerként hasznaljak az iparban és a hétkdznapi életben egyarant.

A nagymeértékli felhasznalas miatt az elmult fél évszazad soran a kdolaj potencidlis
kornyezetszennyezd anyagga valt. Nemcsak az tizemanyagok égése soran felszabadul6 nagy
mennyiségii szén-dioxid vagy a savas esOket okozd kén- és nitrogén-oxidok jelentenek
problémat, hanem a koéolaj kitermelése és szallitasa alatt bekovetkezé balesetek szamtalan
esetben sodorjak veszélybe az élovilagot [1]. Az emberiség hamar radobbent, hogy a
kéolajszarmazékok minden eldényiik mellett oridsi hatranyokkal is rendelkeznek. A sulyos
egészségkarositd, mérgezd komponensek nemcsak a természetet, hanem a szennyezés
kornyezetében €16 emberek egészségét is veszélyezteti.

Mara mar szigord ENSZ egyezmény szabalyozza példaul a szallitasban résztvevd hajok
paramétereit, igy probalva minimalizalni a balesetek szamat [2]. Ugyanakkor nem minden
baleset kertilhetd el. A kornyezetbe jutd kdolajat alkotd szénhidrogének nagy része nehezen
bomlik el, igy sokaig fennmarad a kornyezetben. Mindemellett a kornyezetiink minden
kozegére veszélyt jelentenek, hiszen nemcsak a talajt vagy a vizet szennyezik, hanem illékony
komponenseik révén a levegét is. Rdadasul az illékony vegyliletek kozott talalhatdéak a
legmérgezdbb szénhidrogének [3,4].

A szénhidrogének kornyezetben tartdsan fennmarado jellege miatt a nagy mennyiségii
szennyezbdanyag eltdvolitdsa emberi beavatkozast igényel. Az elmult néhany évtizedben sokféle
modszert dolgoztak ki a kdéolajjal szennyezett teriiletek karmentesitésére. A fizikai és kémiai
eljarasokkal szemben a szénhidrogének bioldgiai ton torténd eltavolitasa olcsobb és nagy
tovabbi eldnye, hogy kornyezetbarat.

A bioldgiai karmentesités soran kiakndzzak a mikroorganizmusok azon képességét,
hogy fel tudjak hasznalni a szennyezOanyagokat szén- és energiaforrasként. Sok esetben
elegend6 csak tapsokat juttatni a szennyezett teriiletre, hiszen a “bennsziil6tt” mikroflora mar
rendelkezhet az adott szennyezddés lebontasahoz sziikséges enzimrendszerekkel, csak mas
limitald tényezdk, példdul megfeleld mennyiségli és hozzaférheté nitrogén, foszfor,
nyomelemek, vagy akar az oxigén hidnya akadalyozza meg a hatékony lebontast. Mas

esetekben a helyi mikroflora nem képes lebontani az adott szennyezddést, vagy nem elég



hatékony a lebontas. Ilyenkor egy nem 6shonos, de a szennyezéanyagot nagy hatékonysaggal
metabolizald mikroba torzset, konzorciumot alkalmaznak a teriilet kairmentesitésére.

A koolajszarmazékok mikrobialis lebontasa régéta ismert. A kdolajiparban egyes
baktériumok éppen ezért okoznak problémat, hiszen jelenlétiik rontja a kdolajipari termékek
mindségét [5]. Mas szempontbdl viszont ez a tulajdonsaguk eldnyos, hiszen a mikroba fajok
széles tarhaza 4ll rendelkezésiinkre a szénhidrogénekkel szennyezett teriiletek
karmentesitésére.

A szénhidrogének biologiai atalakitdsa napjainkban is intenziven kutatott teriilet. A
vizsgalati modszerek fejlédése ebben a témakorben is 0j tavlatokat nyitott. Ujabb, jobb és
nagyobb  ateresztOképességli eljarasok allnak rendelkezésiinkre mind az egyedi
mikroorganizmusok, mind pedig a mikrobakozosségek vizsgalatara. Ilyenek példaul az
ujgeneracios DNS szekvenald rendszerek, melyek segitségével atfogd képet kaphatunk a
szénhidrogének lebontasaban résztvevé mikrobak genetikai allomanyarol [6-8], vagy a gének
expresszids mintazatanak valtozasarol a biodegradacio soran [9]. Az expresszids mintazatok

vizsgalataval megismerhetjiik azokat a géneket, amelyek szerepet jatszanak a szénhidrogének

crer



3. Irodalmi attekintés

3.1. Szénhidrogének, mint kdrnyezeti Szennyezdéanyagok

A szénhidrogének emberi tevékenységbdl kifolyolag, illeve természetes uton is a
kornyezetbe keriilhetnek, ahol nagy mennyiségben eléfordulnak. A szénhidrogének
kornyezetre artalmas ¢€s sulyos egészségkarositd hatasu anyagok. Ezért fontos feladat

eltavolitasuk a kornyezetbol.

3.1.1. AKdolaj keletkezése és dsszetétele

A koéolaj a tengerfenéken és a tavak mélyén felhalmoz6d6 nagy mennyiségii elhalt allati
és novényi szerves anyagbol képzddik. Erre az elméletre Alfred E. Treibs talalt bizonyitékot
1936-ban. Treibs felismerte a hasonlosagot az él61ényekbdl szarmazo porfirin vazas pigmentek
¢és a kéolajban talalhato porfirin vegyiiletek kozott (1. abra) [10,11].

Az tliledékkel betemetett allati és novényi maradvanyok oxigéntdl elzarva, magas
hémérsékleten és nyomason eldszor kerogénné alakulnak at, ami az olaj alapkdzetének szerves
anyaga. A kerogénbdl tovabbi hdmérséklet és nyomds emelkedés hatdsira jonnek létre a

folyékony €s gaz halmazallapota szénhidrogének.

CHO

MeO,C

A B

RO,C

1. abra: Kdolajbol szarmazé porfirin vazas vanadium vegyiilet (A) és a klorofill (B)
szerkezete [12]

A koolajat alkotd szénhidrogének két nagy csoportra, telitett és telitetlen szénhidrogén
vegyiiletekre oszthatok. A telitett szénhidrogének lehetnek nyilt vagy zart lanct vegyiiletek (2.
abra). Az eldbbieket 6sszefoglald néven alkanoknak, az utobbiakat cikloalkanoknak nevezziik.
A koolajbol szarmazo6 egyenes lancu alkanok a fosszilis tizemanyagok legnagyobb ardnyban
jelen 1évd komponensei.
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A telitetlen szénhidrogének kozott talalhato nyilt lancu vegyiiletek egyik csoportja az
alkének, amelyek egy vagy tobb szén-szén kettds kotést tartalmaznak. A masik csoportot az
alkinek alkotjak, amelyek molekulaiban két szénatom kozott a o- kotés mellett két m-kotés is
kialakul. A telitetlen zart lanca szénhidrogének kozé tartoznak a cikloalkének és az aromas
szénhidrogének.

Az aromas szénhidrogéneket csoportosithatjuk a gylirik szama szerint, igy
megkiilonboztethetlink egy gyuriit tartalmazd monoaromas ¢és tobb gyliribol felépiild

poliaromas szénhidrogéneket (PAH).

Telitett szénhidrogének Telitetlen szénhidrogének
alkénok cikloalkanok alkének  cikloalkének alkinek ~ 2rOmMas
vegyliletek

e

monoaromas poliaromas

2. abra: A szénhidrogének csoportositasa [13]

A koolaj és szarmazékainak Osszetevdi kozott heteroatomot (kén, nitrogén, oxigén)
tartalmazé vegylileteket is taldlhatunk. Ilyen vegyliletek példaul a fenol szarmazékok, a
heterociklusos nitrogén vegyiiletek, mint a kinolin, vagy a kén tartalmii benzotiofének és

dibenzotiofének.

3.1.2. A szénhidrogén szennyezddések eredete, kérnyezeti, egészségiigyi és tarsadalmi hatasa

A vilag energiatermelésének kozel 80%-at a fosszilis energiahordozok (kdolaj, f6ldgaz,
készén) adjak. A kbolaj, mint kiilonbdz6 tizemanyagok és kendanyagok alapja, fontos szerepet
tolt be az ¢€let minden teriiletén. A koOolajban talalhatdo aromas vegylileteket festékek,
oldoszerek, gyogyszerek, és robbandszerek gyartdsara hasznaljak fel. Az ipari 1éptékili hasznalat
elkeriilhetetlen velejardja, hogy ezek az anyagok kikeriilnek a kornyezetbe. A kitermelés és a
szallitas soran bekovetkezé balesetek sulyos veszélyt jelentenek az érintett teriiletek
¢lovilagara. Mivel a kdolaj kitermelése és széllitdsa nagyrészt tengerekhez kotott, a tengeri
kornyezet van kitéve a legnagyobb veszélynek.

A La-Manche csatornan, 1967-ben az els6 nagy tankhajo baleset kovetkeztében 120

ezer tonna nyersolaj omlott a tengerbe [14]. Az ezt kovetd évtizedekben szamos tanker

11



szenvedett balesetet, melyek koziil az egyik legnagyobb az Exxon Valdez 1989. marciusi
zatonyra futasa volt Alaszka partjai mellett. 260 ezer hordé olaj jutott a tengerbe, tobb mint
1400 kilométer partvonalat szennyezve be. A mentésben tobb mint 10 ezer ember vett részt, a
raforditott 0sszeg pedig meghaladta a 2 milliard USD-t. Az 0j évezred eddigi legsulyosabb
olajkatasztrofaja a Mexikoi-6bdlben tortént 2010 aprilisaban. A British Petrol tulajdonaban
1évé Deepwater Horizon olajfurd torony robbandsa megkozelitleg 4,9 millio hordonyi olaj
tengerbe jutasat eredményezte [15].

Annak ellenére, hogy az olajkatasztrofak nagy hatassal vannak az érintett teriiletek
¢lovilagara, gazdasidgara és az emberiség olajiparrdl alkotott képére, a szénhidrogén
szennyezddések minddssze negyede szdrmazik a kitermelés, szallitas illetve finomitds soran
torténd balesetekbdl. Egy joval nagyobb hanyad szarmazik mas emberi tevékenységekbdl,
példaul automosok szennyvizébdl, rossz miszaki allapotd gépekbdl és jarmiivekbdl. A
helyteleniil tarolt iizemanyagok, olddszerek, illetve ipari alapanyagok szintén jelentOs
szennyezdforrasok.

A szénhidrogének kornyezetbe jutdsdnak van természetes modja is. Erddtiizek vagy
vulkani tevékenység eredményeként policiklikus aromas szénhidrogének (PAH) keletkeznek
[16]. Hasonloképpen nyersolaj megjelenhet a kornyezetben az olajtarozok szivargasa révén is.
Az USA tudoményos akadémidjanak (National Academy of Science) becslései szerint az
olajrezervoarok szivargasa a tengeri olajszennyezés 10%-at teszi ki, ami 600 ezer tonna olajat
jelent évente [17].

A szénhidrogének a kornyezetbe keriilve stlyos karokat okoznak. Mivel a kdolaj
legtobb komponense kdnnyebb a viznél, filmréteget képeznek a vizek tetején, igy gatoljak az
oxigén beoldddasat és a napfény atjutasat. Az allatok kiiltakarojara ragadva korlatozzak dket a
mozgasban, felboritjak hohaztartasukat. A talajban gatolhatjadk a ndvények csirazasat, illetve
fejlodését [18,19]. A talaj részecskéihez adszorbealodva sokaig fennmaradhatnak a
kornyezetben. A szénhidrogének legveszélyesebb csoportjat az aromas vegyiiletek alkotjak,
melyek kozott szamos mérgezé illetve rakkeltd anyag is talalhato. Példaul a magas benzol
koncentracionak valo kitettség DNS karosodast okoz €s leukémia kialakulasahoz vezethet [20].
A toluol bomléstermékei ugyancsak erdsen mérgezd hatastiak az emberre nézve. A PAH
vegyliletek felhalmozddhatnak az €16 szervezetben és sok koziiliik bizonyitottan rakkeltd
[21,22] valamint magzatkarosito [23,24] hatasu.

Az olajszennyez6dés egy adott teriilet gazdasagara és tarsadalmara is negativ hatassal
van. A Floridai Egyetem 2013-ban megjelent tanulmanya szerint a 2010-es Mexiko6i-6bolbeli

olajkatasztrofa hatasara megndétt a depresszid €s a szorongas az érintett teriiletek lakossaga
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korében. Ez a hatds fOként azokat érintette, akik tartdosan elveszitették jovedelmiiket a

katasztrofa miatt [25].

3.1.3. 4 szénhidrogén szennyezés megelozése illetve a szennyezodés eltavolitasa

A szénhidrogén szennyezOdések sulyos kornyezeti, egészségiigyi, tarsadalmi és
gazdasagi hatasat csak a szennyezés megel6zésével lehet kivédeni. Az 1967-es, La-Manche
csatornaban tortént tankerbaleset hatasara készitette el az ENSZ Nemzetk6zi Tengerészeti
Szervezete 1973-ban a MARPOL egyezményt [14]. Az egyezmény protokollja 1978-ban
készilt el és ekkor 1épett hatdlyba maga az egyezmény is. Az elsd kiegészités 1983. oktdber 2-
an Iépett €letbe, ami a tengerek olajszennyezésének visszaszoritasat tiizte ki célul. A kiegészités
magaba foglalja a hajok mikodése kozbeni olajszennyezés elleni védelmet, illetve a
balesetekbdl szarmazd szennyezés esélyének csokkentését. Meghatarozza az olajszallitd
tankerek és a teherhajok szabvanyait, példaul az elkiilonitett olajmentes ballaszt tartalyok
meglétét. Az 1. kiegészités 1992-es modositasa szerint a tankerhajoknak dupla fallal kell
rendelkeznie [2].

Ugyanakkor nemcsak a megel6zés, hanem az olajszennyezddés eltavolitasa is siirgetd
feladat. A szennyezett teriilet karmentesitésére tobbféle kémiai, fizikai és biologiai modszert is
alkalmaznak. A kémiai eljarasok koziil az egyik legolcsobb a kiomlott olaj ellendrzott égetése,
ami hatékonyan csokkentheti a szénhidrogén szennyez6dést. Ugyanakkor az égetéssel nagy
mennyiségi szén-dioxid és - az olajban talalhato kén és nitrogén vegyiiletek miatt - kén- és
nitrogén-oxidok keriilhetnek a levegébe. Ez noveli az iiveghazhatast és savas esdkhoz vezethet.

A kémiai megoldasok kozé soroljak a diszpergald anyagok hasznélatat, melyek segitik
az olaj a vizben emulzi6 kialakulasat €s névelik az olaj hozzaférhetdségét a mikrobdk szdmara.
Az egyik legnagyobb probléma az eljarassal, hogy az alkalmazott diszpergaldé anyagok
nemcsak a mikroorganizmusok szamara teszik elérhet6vé a kdolaj toxikus komponenseit,
hanem mas vizi él61ények szervezetébe is konnyebben bejutnak [26]. Mindemellett maguk a
feliiletaktiv anyagok is toxikusak lehetnek [27].

Egy masik megkdzelités a szilarditoé anyagok hasznalata. Ezek az anyagok szilard géllé
alakitjak a folyékony olajat, igy megkonnyitik az eltavolitasat. Oriasi hatranya az eljarasnak,
hogy nem minden olajtipusra mitkddik ugyanolyan hatékonysaggal és nagy mennyiségi
szilardito anyagot kell felhasznalni a vart eredmény eléréséhez. Mindemellett a legtobb
szilarditd anyag er6sen toxikus [28]. Jadhav és munkatarsai 2010-ben egy 0j szorbitol és
mannitol alapu szilardité anyagot dolgoztak ki, mely nem toxikus, szelektiv az olaj frakcidra és

konnyen visszanyerhet6 beldle az olaj [29].
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A mechanikai eljarasok egyik valtozata a lef6l6zés. A viz felszinén iszo olajfilmet
bekeritik és lehalasszak. A lefolozéssel kombindlhato kiillonb6zd szorbensek alkalmazéasa. A
szorbensek adszorbealjak vagy abszorbealjak az olajat igy a szilardité anyagokhoz hasonloan
megkonnyitik annak eltavolitasat. Az alkalmazott szorbens lehet grafit, grafén, névényi rost,
vagy allati eredetli anyag, mint a selyemhernyogubd [30]. Wu és munkatarsai kifejlesztettek
egy eljardst szén nanoszal aerogél olcsé gyartdsara, amely nagy szorpcids kapacitdssal
rendelkezik [31].

A felsorolt eljarasok, bar folyamatosan fejloddnek, onmagukban nem tokéletes
megoldasok az olajszennyezddés eltavolitasara. A legtobbjiik draga anyagok hasznalatét
koveteli meg vagy hasonléan kornyezetkarositdo hatdst, mint maga az olajszennyezddés.
Mindemellett a legtobb fizikai és kémiai eljaras foként a tengeri szennyezddések eltavolitasara
alkalmazhatd, a szennyezett talaj kezelésére kevésbé alkalmas.

A Dbiolodgiai karmentesités egy olcsdé ¢és kornyezetbarat alternativat nyujt az
olajszennyezddések eltavolitasara. A biolodgiai karmentesités soran mikroorganizmusokat,

novényeket vagy azok termékeit hasznaljak fel a szennyez6 anyagok eltavolitasara.

3.2. A bioremediacio

3.2.1. A bioremediacio dltalanos bemutatasa

A bioremedidcio fogalma a mult szazad kozepén sziiletett meg. A dan szarmazésu
amerikai kutato Claude E. ZoBell 1946-ban els6ként foglalta Gssze a szénhidrogének
mikrobialis lebontasarél 6sszegyiilt ismereteket [32]. Maga a bioremediacio viszont csak négy
évtizeddel késobb az Exxon Valdez olajtanker katasztrofaja kapcsan valt ismertté. A
karmentesités soran foként nitrogén tartalmu tapanyagokat hasznaltak, hogy felgyorsitsak az
olaj biologiai tton torténé lebontasat [15]. Az elmult harminc év soran sok olyan
mikroorganizmust izolaltak, amelyek képesek metabolizalni akér a legmérgezObb kdrnyezeti
szennyezOanyagokat is.

A mikroorganizmusok bioremediacidban val6 alkalmazasanak tobb oka is van: gyorsan
szaporodnak, viszonylag olcsé a szaporitasuk, a szennyezett teriiletekrdl izolalt mikrobak mar
eredendden ellenallnak a toxikus anyagoknak és képesek lehetnek az adott szennyezddés
bontasara. A szennyezOanyagok mikrobidlis biodegradacidja torténhet aerob vagy anaerob
modon is. Az anaerob bioremediacio egyik nagy hatranya, hogy az atalakitas nem szén-dioxidig
torténik és a végtermék néha mérgezobb, mint a kiindulasi anyag. Erre példa a triklor-ecetsav

biodegradacidja soran keletkez6 diklor-ecetsav és vinil-klorid [33]. Az aerob lebontas altalaban
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a kiindulasi anyag teljes oxidacidjaval végzddik, tehat a végtermék szén-dioxid lesz, igy nem
marad veszélyes kozti termék a kornyezetben.

Nemcsak a mikroorganizmusok hasznalhatok fel bioremediaciéra, hanem a novények
1s, ezt nevezziikk fitoremediacionak. A novények sok olyan elonyds tulajdonsaggal
rendelkeznek, ami miatt alkalmasak erre a feladatra. Tobbek kozott képesek immobilizalni vagy
akkumulalni a kiilonb6z6 szennyezdanyagokat. A novények képesek lehetnek néhany mérgez6

anyag, mint a DDT vagy a PCB lebontasara is [33,34].

3.2.2. A bioremedidacios eljardsok csoportositasa

A bioremediacios eljarasoknak két csoportjat kiilonboztetik meg. Az ex situ eljarasok
soran a szennyezett talajt vagy vizet kitermelik és elkiilonitett helyen végzik el a kdrmentesitést.
A szennyezett talaj karmentesitésére leggyakrabban alkalmazott ex situ technika a
komposztalas. A talajszennyezédés eltavolitasanak egy masik modja, az tgynevezett ,,land
farming” vagy talajmiiveléses technika. Elsésorban a talaj fels6 rétegét kezelik. Sikerrel
alkalmazhat6 szénhidrogén szennyezdédések eltavolitasara.

A szennyezett vizek és iszapok ex situ karmentesitésére bioreaktorokat hasznalnak. A
talajviz kezelésére alkalmazhato masik ex situ modszer az ugynevezett ,,pump and treat”, mely
kombinalhat6 a bioreaktorral. Az eljaras soran kipumpaljak a talajvizet, megtisztitjak, majd
visszasajtoljak a talajba [35].

A talajmiiveléses technikanak in situ valtozata is van, mely soran a talajt helyben kezelik
kitermelés nélkiil. Az in situ modszerek joval olcsdbbak, mint az ex situ eljarasok, mivel nem
kell megfizetni a kitermelés és a szallitas koltségeit. Leggyakrabban biostimulaciot és
bioaugmentaciot alkalmaznak az in situ modszerek kivitelezésekor. A biostimulacid soran a
szennyezett kozegben 6shonos mikrobak6zosséget serkentik tapanyagokkal, illetve a megfeleld
feltételek biztositasaval, példaul levegdztetéssel. A bioventillacioval levegét pumpalnak a
talajba, igy novelve az aerob mikrobak biodegradacios aktivitasat. Ezt az eljarast elsGsorban
gazolaj ¢és kerozin eltavolitasdnal hasznaljak. Klorozott illetve aromas szénhidrogénekkel
szennyezett talajok esetén ez az eljarads nem hasznalhat6, mivel a toxikus illékony anyagokat
kihajtja a talajbol, amelyek igy 1égszennyezést okoznak.

Bar a kornyezetben sok olyan mikroorganizmus talalhatd, amely képes egyedi szén- és
energiaforrasként hasznositani a kornyezetbe kikeriild6 szennyezOanyagokat, egy friss
szennyez6déssel nem mindig képesek megbirkozni. Abban az esetben, ha az &shonos
mikrobatorzsek kozott nincs olyan, amelyik bontani képes a szennyezdanyagot, vagy csak kis

hatékonysdgii  biodegradaci®6  tapasztalhatdo,  bioaugmenticidot  alkalmaznak. A
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bioaugmentacidval egy vagy tobb - laboratériumban felszaporitott - mikrobatorzset juttatnak a
kornyezetbe. Ezek a laboratoriumi torzsek mar eldzetesen alkalmazkodtak az adott
szennyezOdéshez, igy gyorsan és hatékonyan metabolizaljak azt. A bioaugmentacidt a nagyobb
hatasfok elérése érdekében kombinalni szoktak a biostimulacioval [36].

Egy harmadik fajta modszer - in situ eljarasnak tekinthetd - a passziv bioremediacio.
Ebben az esetben kizarolag az 6shonos mikroorganizmusok végzik a munkat. Az ember nem
avatkozik be a szennyezOanyagok eltavolitasaba, csak megfigyeli a természetes tisztulasi

folyamatot.

3.3. Szénhidrogének mikrobialis lebontasa

A szénhidrogén szennyezések nemcsak antropogén eredetiick lehetnek, mar joval az
ember megjelenése el6tt jelen voltak a kdrnyezetben. A vulkankitorések és az olajrezervoarok
folyamatos szivargdsa révén a mikroorganizmusok mar évmilliok ota kapcsolatban vannak a
szénhidrogénekkel. Ugyanakkor sok €é161ény termel szénhidrogéneket szamos okbol, példaul a
kiszaradas elleni védelemre, feromonként vagy energiaraktarként [37]. igy nem meglepd, hogy
a mikroorganizmusok evolucidja sordn szamos enzimrendszer specializdlodott a
szénhidrogének lebontasara.

A szénhidrogén metabolizmust a legkiilonbozobb mikrobacsoportok, mint
eubaktériumok, ¢leszték, gombak és egyes algafajok esetében is leirtak [38,39]. Az alkanok
lebontasara szamos baktérium nemzetség, mint az Acinetobacter, Alcanivorax, Bacillus,
Dietzia, Geobacillus, Pseudomonas, Rhodococcus stb. képvisel6i képesek [38]. A tengeri
koolajszennyezddések esetén az egyik leggyakoribb baktérium faj az Alkanivorax burcumensis,
mely hosszl lancu alkanokat metabolizal [38,40]. A mérsékelt Gvi tengerekben egy masik
baktériumfaj a Thalassolituus oleivorans alkan-bonto jelentéségét is leirtak [38]. A
Rhodococcus fajok nemcsak tengerekben [41], hanem szénhidrogén szennyezett talajban is
megtalalhatok [42], pszikrofil koriilmények kozott is képesek az alkanok hasznositasara [43] és

szamos faj aromas szénhidrogének metabolizacidjara is képes [39].

3.3.1. Oxigendz enzimek

A szénhidrogének bioldgiai lebontasa lehet anaerob vagy aerob. Az aerob biodegradacio
elsd lépése a molekula oxidalasa. Ezt a folyamatot specidlis enzimek, un. oxigenazok
katalizaljak. Az oxigenazokat csoportosithatjuk aszerint, hogy hany oxigén atomot épitenek be

a szubsztrat molekulaba [37]. Ez alapjan megkiilonbdztetiink mono- és dioxigenazokat.
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Mindkét enzimtipus molekularis oxigént hasznil a szubsztrat oxidalasara, azonban a
monooxigenazok csak az egyik oxigén atomot épitik be a szubsztratjukba. A dioxigenazok
viszont az oxigén molekula mindkét atomjat a szubsztrathoz kapcsoljak, létrehozva az adott
szubsztrat dihidroxi szarmazékat.

A monooxigenazok, melyek az enzimek egy heterogén csoportjat alkotjak, abban
hasonlitanak egymasra, hogy a szubsztrat molekula oxidéciojat katalizaljak molekularis oxigén
felhasznalasaval. A monooxigenaz reakcio soran az oxigén molekula egyik atomja - hidroxil
csoport formajaban beépiil a molekulaba és megfelel6 alkohol képzddik, a masik oxigén atom
vizz¢é redukalodik [44]. A nyilt lanch szénhidrogénekbdl 1étrejott alkohol ezutan tobb
enzimreakcion keresztiil aldehiddé, majd zsirsavva alakul. A zsirsavat egy acil-CoA acetil-
transzferdz CoA-hoz kapcsolva aktivalja, ami ezutdn a f-oxidacidoban metabolizalddik.

Az alifas szénhidrogének lebontasdban résztvevd monooxigenazok tobb csoportra
oszthatok. A legrovidebb szénlanct alkanok oxidéacidjaban a metan, propan illetve a butdn
monooxigenazok vesznek részt. A hosszabb szénlancu alkanok oxidacidjaban a citokrém P450
monooxigenazok (CYP153) és az AIKB tipusu alkan-1-monooxigendzok jatszanak szerepet.
Ezen kiviil vannak olyan monooxigendzok, melyek a Czo feletti lanchosszusagu alkanokat
oxidaljak. [37,45,46]

Az AIkB monooxigenaz enzimet elséként a Pseudomonas putida GPol torzsében irtak
¢s sokaig ez maradt az egyetlen jol jellemzett alkan-1-monooxigenaz [37]. Szamos
szénhidrogén-bontd6 mikroorganizmusban megtalalhat6, igy a Pseudomonas nemzetségen
kiviil, az Alkanivorax, Acinetobacter, Mycobacterium, Gordonia és Rhodococcus fajokban is.
Az AIkB tipusi monooxigenazok membran-kotott hem-nélkiili enzimek, reakcidocentrumukban
két vas talalhatd. Az enzim miikodését két fehérje, a rubredoxin és a rubredoxin reduktaz segiti.
A rubredoxin reduktaz elektronokat juttat a NADH-r6l a rubredoxinra, ami pedig az enzimhez
szallitja azokat [47]. Az elektrontranszportban résztvevo fehérjéket kodold gének altalaban egy
operonban vannak az alkB génnel, mely lehet plazmidon vagy kromoszoéman kodolt is. A P.
putida GPol esetében a pOCT plazmidon kodolt alkB génnel egy operonban talalhatok a
rubredoxin génen kiviil az alkan oxidacio tobbi 1épésében résztvevd enzimeket kodolo nyitott
leolvasasi keretek is (alkBFGHJKL operon), azonban a rubredoxin reduktaz kiilon 16kuszban
van a transzkripciot szabalyozo génnel egyiitt (alkTS). Jan B. van Beilen és munkatarsai altal
végzett vizsgalatok szerint a GPol torzs AIkB fehérjéjének 55-6s pozicidoban 1év6 triptofanja
lehet felelds az enzim Szubsztrat specificitasaért [48].

A citokrom P450 foécsalad a vas-hem tartalmi monooxigenazok egy széles korben

elterjedt csoportjat jelenti. Ebbe a hatalmas focsaladba igen valtozatos reakciokat katalizald
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enzimek tartoznak. Mind prokariotakban, mind pedig eukariotdkban megtalalhatok. A
prokariota enzimekre a Szabad forma jellemzd, mig az eukariota enzimek szabad vagy
membrankotott formaban is eléfordulhatnak [49]. Az alapjan, hogy milyen forrasbol kapjak az
elektronokat az altaluk katalizalt reakciokhoz, négy nagy csoportba oszthatjuk oket. Az I.
csoport ferredoxin-ferredoxin reduktaz-NAD(P)H rendszerhez kapcsolt. A Il. csoport tagjait
egy P450 reduktaz enzim redukalja, mig a I1I. csoportnak nincs sziiksége kiils6 elektronforrasra
a reakcidhoz, ami nem is igazan oxidacidé, hanem hidroperoxidok atrendezddése. A V.
csoportba tartozd enzimek kozvetleniil a NAD(P)H-bol nyerik az elektronokat. Az egyes
citokrom P450 enzimek szekvenciai kevéssé hasonlitanak egymashoz. A hasonlosag alapjan
csaladokba osztjak oket, melyeket a citokrom P450-t kodolé CYP utan szammal jeldlnek (pl.:
CYP51). Az egy csaladba tartozo CYP enzimek kozott tobb, mint 40% a szekvencia azonossag
[49]. Egy bakterialis CYP csalad - a CYP153 - egyenes lancu (Cs.10) alkanok oxidaciojat
katalizalja. Olyan baktériumokban is megtalalhatoak, amelyek nem rendelkeznek membran-
kotott alkan monooxigenazokkal, mégis képesek az alkanok szénforrasként vald hasznositasara
[50]. A CYP52-es csaladba tartoz6 monooxigenazok katalizaljak a zsirsavak w-hidroxilaciojat
Candida fajokban. Az ugyancsak gomba eredetii CYP63A2 tipusu monooxigenaz széles
szubsztrat spektrummal rendelkezik, igy egyarant képes az alkanok, PAH-ok és alkil-fenolok
oxidacigjara [51].

A hosszl, 20 szénatom feletti alkdnok oxidéacidjara tobb enzimcsoport is képes. A
Gordonia sp. SoCg torzs AIKB tipusti membran-kotott monooxigenaza 30-as szénatomszamig
oxidalja az alkanokat [52]. Az AlkB tipusu enzimeken kiviil mas monooxigenazok is elfogadjak
a hosszu szénlancu alkanokat szubsztratként. llyenek példaul a Geobacillus thermodenitrificans
LadA vagy egyes Acinetobacter és Alkanivorax torzsekben megtalalhatdé AlImA enzimek. A
LadA egy szolubilis, kétkomponensii flavin-fiiggd fehérje, kristalyszerkezete alapjan a
bakterialis luciferazok csaladjaba tartozik [45]. Az AImA enzim egy flavin-k6té monooxigenaz
[46]. Mindkét enzim a 30 szénatomszam feletti alkanok oxidaciojat katalizalja.

A dioxigendzok mind gylriis, mind pedig egyenes lanct alkanok oxidaciojat
katalizalhatjak. Az aromas szénhidrogének bontasaban résztvevd dioxigendz enzimek kozott

megkiilonboztetiink gytiri-hidroxilalo és gylriihasitd dioxigenazokat [53-56].

3.3.2. A alkanok oxidaciojanak modjai

Az egyenes lancu alkdnok oxidacidja tobb modon végbemehet. A monooxigenazok
harom modon hidroxilalhatjak a szénlancot (3. abra). Az els6 ¢és a legelterjedtebb reakcio a

termindlis oxidacio, melynek a terméke egy elsérendli alkohol. A szubterminalis oxidacio
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esetén az oxigendz az utolsé eldtti szénatomra helyezi a hidroxil csoportot. Az igy keletkezd
masodrendii alkohol ketonna, majd egy Bayer-Villiger monooxigenaz segitségével észterré
alakul. Az észter hasitasat kovetéen egy elsérendii alkohol keletkezik, ami tovabb oxidalodik a
terminalis Utvonalon. A reakciobol felszabaduld ecetsav pedig a Szent-Gyorgyi-Krebs
ciklusban hasznosul, vagy a sejt felépitd folyamataiban vesz részt. A harmadik utvonal a
diterminalis oxidaci6. Ebben az esetben az oxidacid a zsirsavig a hagyomanyos (terminalis)
utvonalon torténik. A zsirsav o szénatomjat egy monooxigenaz hidroxilalja. A keletkezd w-
hidroxi zsirsav tobb 1épésben tovabb oxidalodik o,w-dikarbonsavva [57,58].

Az Acinetobacter sp. torzsek esetében leirtak egy dioxigenaz altal katalizalt itvonalat
is, mely soran alkil-hidroperoxid és peroxisav koztitermékeken keresztiil keletkeznek a

zsirsavak [59].

diterminalis terminalis szubterminalis
oxidacio oxidacio oxidacio
AN T T
AH
AH 1
AD
| ﬁ’ AD | OH
5 ALD | o) /\/\/\H/
|
HO H OH — /\/\A)\OH Bl l o
Acs | 0 O
ol | it CoA T
! 1 HO
C‘} \\/\/\/OH_'_ T|/
H . FaR 4 O
O\”/\/\/ oH— T | PB-oxidacié
0

\ Szent-Gyorgyi-

Krebs ciklus

3. abra: A szénhidrogének oxidacidja monooxigenazok segitségével. AH: alkan hidroxilaz
(monooxigenaz), AD: alkohol dehidrogenaz, ALD: aldehid dehidrogenaz, ACS: acil-CoA
szintaz, o-H: zsirsav o-hidroxilaz (monooxigenaz), BVM: Bayer-Villiger monooxigenaz, E:

észteraz [57]

19



3.3.3. Aromas szénhidrogének oxiddcioja

Az aromas szénhidrogének mono-, vagy dioxigenaz reakcion keresztiil bomlanak le.
Els6 1épésben két egymast kdvetd monooxigenaz reakcié soran [60-62], vagy egy gyiri
hidroxilalé dioxigenaz segitségével oxidalodik az aromas gytiri [54]. Az igy kialakult katekol
szarmazek szénldncat egy gylrii-hasitd dioxigendz felnyitja. A hasitas kétféleképpen mehet
végbe. Az intradiol dioxigenazok a két hidroxil csoport kdzott, mig az extradiol dioxigenazok
pedig az egyik hidroxil csoporthoz képest meta helyzetben, a masik hidroxilcsoport mellett
hasitanak. A katekol intradiol hasitasanak terméke egy cis, cis-mukonsav, mig a meta hasitas
eredményeként egy 2-hidroximukonsav szemialdehid alakul ki. A 4. abra a legegyszeriibb

aromas vegyiilet, a benzol példajan mutatja be az aromas vegyiiletek lebontésat.

OH OH
DO DH
CHO HO
| COOH
(//’L
OH

4. abra: A benzol oxidacidja dioxigenazokkal. DO: gytirithidroxilalé dioxigenaz, DH: cis-

dihidrodiol dehidrogendz, EDO: extradiol dioxigenaz, IDO: intradiol dioxigenaz

Az elsé monooxigenaz reakciot kovetheti egy dehidrogenaz reakcid is, példaul a toluol
oxidacidja soran. Ezt kdvetden a kialakult 4-hidroxi-benzaldehid szdmos enzimatikus 1épés

utan a vanillin itvonalon hasznosul [62].

3.3.4. A szénhidrogének anaerob lebontasa

Az alkénok lebontésaban résztvevd anaerob baktériumok szulfat- vagy nitrat-redukalok
és altalaban sziik szubsztratspecificitassal rendelkeznek [57]. A nyilt lanct alkanok anaerob
lebontésa soran fumarsav épiil be a szénhidrogén lancba. A folyamat két médon mehet végbe
[57] (5. abra). Az n-hexan esetében a fumarsav a masodik szénatomra épiil ra, igy jon létre az

1-metil-pentil-szukcinat, ami tobb lépésen keresztiil koenzim A-hoz kapcsolodik és a f-
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oxidacioban hasznosul. Egy alternativ kapcsolddasi pont lehet a 3. szénatom is, amit bizonyit
az n-hexan lebontasa kdzben megjelend 1-etil-butil-szukcinat intermedier is [63,64]. Azt az
utvonalat, melyben a szukcinat a lancvégi szénatomhoz kapcsolodik, eddig csak a propanra
irtak le [57].

Az aromas vegyliletek anaerob lebontasa tobb egymastol teljesen eltéré utvonalon
torténhet. A toluol ¢és a xilolok fumarsavval kapcsolodva aktivalodnak. Ez igaz a nitrat- és a
szulfat-redukalé mikroorganizmusokra egyarant. Ugyanakkor az etilbenzol anaerob lebontasa
mar kiilonbozik a két mikrobacsoportban. Mig a szulfat-redukaloknal fumarattal kapcsolodik a
molekula, a nitrat-redukalok egy dehidrogénez6 1épésben az etilbenzolt fenil-ctanolla alakitjak
at [63].

A PAH vegyiiletek anaerob lebontisa egy harmadik Gtvonalon torténik. A kisérletes
bizonyitékok arra utalnak, hogy a naftalin a lebontéds elsé 1épésében karboxildlodik a 2-es

pozicioban. Ehhez hasonldan a fenantrén lebontasat is egy karboxilacios 1épés inicialhatja [63].

COOH COOH

VM\‘)“\[tﬂ Mu-s.::-\

b} co b} co,
\/\)\/\ CO-SCoA W\< 0O-SCoA

5. abra: Az alkanok mikrobialis lebontasa anaerob koriilmények kozott [57]

3.4. A Rhodococcus nemzetség

3.4.1. A Rhodococcus nemzetség altalanos jellemzése

A Rhodococcus nemzetség neve a gérog rhodon (roézsa) és coccus (szemcse) szavakbol
ered és egyes fajok rozsaszin telepeire utal. A nemzetség az Actinomycetales rend

Corynebacterianeae alrendjének Nocardiaceae csaladjaba tartozik. Aerob, kemoorganotrof
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¢letmodot folytatd rovid palca vagy gomb alaku sejtjeik képtelenek mozgasra, nem spordznak.
Sejtfaluk Gram-pozitiv felépitésti, benne a peptidoglikanhoz egy arabinogalaktan polimer
kapcsolodik egy Osszekoté elemen keresztiil [65]. Mint a Corynebacteriancae alrend tobbi
taxonja esetén, a Rhodococcus fajokban is az arabinogalaktanhoz altalaban mikolsavak
kapcsolodnak. A mikolsavak egy RiR>-CH-COOH tipusu zsirsavak, ahol Ri egy hosszabb,
kiilonféle modosulasokat hordozo B-hidroxi-alkil lanc, Rz egy rovidebb alkil lanc. Az Ri+R»
teljes hossza 22-100 szénatom kozott lehet és jellemzé az adott nemzettségre [66,67]. A
rhodococcus mikolsavak 28-54 szénatom hossztsaguak lehetnek [68].

A Rhodococcus fajok igen valtozatos kornyezetben fordulhatnak eld, legtobbjiik
kozmopolita. Elhelyiik a sarkkoroktol a tengereken 4t a tropusi talajokig terjed [41,43,69].
Heald és munkatarsai mélytengeri iledékb6l 1100-6500 méteres extrém mélységbdl is izolaltak
szamos torzset [70]. Egyes torzsek képesek alkalmazkodni a szaraz koriilményekhez, példaul
patagéniai olajszennyezett talajban szarazsagtiird Rhodococcus és Gordonia fajokat talaltak
[71].

A Rhodococcus fajok valtozatos kornyezeti feltételekhez és szénforrasokhoz vald
alkalmazkodasanak egyik kulcsa a jellemzen nagyméretii genomjuk lehet. Az 6-8 Mbp hosszi
kromoszéma mellett valtozatos méretli (néhany szaz kilobazisos) plazmidok taldlhatdéak. A
genomok G+C tartalma - mint az aktinobaktériumoknal altaldban - jellemzden magas. A
plazmidok szdma, mérete és géndsszetétele fajon beliil is valtozhat. Az egyik legnagyobb
genommal rendelkezé baktérium faj a R. jostii, melynek RHA1 torzse egy 7,8 Mbp linearis
kromoszoma mellett, harom nagy méretii linearis plazmidot (pRHL1: 1,2 Mbp, pRHL2: 0,44
Mbp és pRHL3: 0,33 Mbp) tartalmaz [72]. Linearis kromoszomaval rendelkezik a R. opacus
is. Ezzel ellentétben mas Rhodococcus fajok kor alaku kromoszomat hordoznak [73]. A
nemzetségre altaldnosan jellemzdek a génduplikaciok. A genomjaikban szamtalan katabolikus
utvonal génjei megtalalhatok, nagyszdmu oxigenazt, lipazt és egyéb hidrolazt kédolnak. Ezért
méltan nevezik példaul a R. jostii RHA1 torzsét ,katabolikus erdmiinek” [72]. Munkank
kezdetekor mindéssze harom Rhodococcus térzs genomja volt ismert, mig mara 25 faj 104
torzsének genomjat megszekvenaltak részben, vagy egészben. Ezen felil 50 olyan
Rhodococcus genom assembly is talalhatd az adatbazisban, amelyet nem soroltak be az ismert

fajok kozé. Ezek koziil 6sszesen 79 genomot szekvenaltak meg 2015. januar 1-je ota.
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3.4.2. Feliiletaktiv anyagok a Rhodococcus nemzetségben

A feliiletaktiv anyagok szintézise szamos mikroorganizmusra jellemz6 [74]. A
mikroorganizmusok ezen amfifil molekulak segitségével teszik hozzaférhetové a vizben nem
01do6do szubsztratokat.

A feliiletaktiv anyagok egyik csoportjat a glikolipidek alkotjak [74]. A hidrofil fejet
alkotd cukor molekuldkhoz kiilonb6z6 zsirsavak kapcsolddnak, igy épiil fel a hidrofob farki
rész. A glikolipideket a cukor csoport alapjan nevezik el, amely mikrobacsoportonként valtozo.
A Pseudomonas nemzetség tagjai rhamnolipideket [75], a Corynebacterianeae alrendbe tartozo
fajok igy a Rhodococcus nemzetség tagjai is trehalolipideket allitanak el6 [76]. A
szoforolipidek az élesztok korében elterjedtek [77].

A Rhodococcus nemzetségre jellemzoen, a kis molekulasulyu glikolipidek hidrofil
fejcsoportjat egy a,a-1,1-glikozidos kotést tartalmazo diszacharid, a trehaldéz alkotja. A
hidrofob csoportok mikolsavakbdl, szukcinatbol, vagy egyéb zsirsavakbol épiilhetnek fel [78—
81]. A trehalolipidek felépitését a 6. abra mutatja be. Ellentétben a Pseudomonas-ok altal
termelt ramnolipidekkel, a Rhodococcus-ok trehalolipidjei foként sejtfal kapcsoltak,

ugyanakkor egyes torzsek képesek sejtfal fliggetlen feliiletaktiv anyagok termelésére is [82].

n=141210

6. abra: Szukcinoil-trehalolipid szerkezete Rhodococcus sp. SD-74 torzsben [79]

A Rhodococcus torzsek altal szénforrasként hasznositott kdolaj szarmazékok jelentds
része toxikus anyagokat tartalmaz. Szamos torzs képes exopoliszaccharidok termelésére, mely

az ellenalld sejtfal mellett védelmet nyujt a méreganyagokkal szemben, valamint segithet a

crcr

szerkezetét tobb torzs esetén megallapitottak [83—-86].
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3.4.3. Rhodococcus torzsek alkalmazasi lehetéségei

A Rhodococcus fajok tobbsége szerves szennyezOanyagok széles skalajat képes
felhaszndlni szén- és energiaforrasként. Emellett egyediilalld alkalmazkoddképességiik,
ellenallo, hidrofob sejtfaluk ¢és feliiletaktiv anyagaik kivalo jeloltekké teszik Oket
bioremediaciés célokra. Ezek a baktériumok képesek hatékonyan lebontani Kkdolaj
szarmazékokat [41,87,88], poliklorozott bifenileket [89,90], a kornyezetben sokaig fennmarado
gombadlo szereket, mint a karbendazim [91], vagy novényvédo szereket, mint a karbation [92].

A mezdgazdasagban jelentds karokat okoznak a kiilonb6z6 gombak altal termelt
toxinok, melyek stlyos egészségkarositd hatassal birnak az emberre és a haszonallatokra nézve.
Egyes Rhodococcus torzsek képesek a gomba toxinok, mint a zearalenon [93] vagy az aflatoxin
B1 [94] bontasara. Mindemellett magas nehézfém toleranciaval is rendelkeznek és képesek
sejten beliil is felhalmozni azokat. A Fukoshima Daiichi atomreaktor balesetében 2011-ben
nagy mennyiségli cézium radionuklid keriilt a kornyezetbe. Ennek kapcsan Takei ¢€s
munkatarsai vizsgaltak a kiilonboz6 gél matrixokban immobilizalt R. erythropolis CS98 cézium
akkumulald képességét. Kisérleteik soran jo akkumulacios ratat figyeltek meg agaroz gélbe
immobilizalt sejteknél [95].

Egy alternativ lehetdség az lizemanyagok kénmentesitésére a bioldgiai deszulfurizacio,
mely soran mikroorganizmusok segitségével eltavolitjdk a ként az lizemanyag flitdértékének
csokkenése nélkiil. Elséként a R. erythropolis IGTS8 torzsrdl irtak le [96], hogy képes
kénmentesiteni a dibenzo-tiofént (DBT). A folyamatot 4S utvonalnak nevezik, mert 4 1épésben
tavolitja el a ként a DBT molekulabol. Ezt kovetéen szamos mas biodeszulfurizald torzset
izolaltak és azonositottak, melyek foéként a Rhodococcus, és Gordonia nemzetségekbe
tartoznak [97,98].

A valtozatos anyagcsere utvonalak egy masik igéretes példaja a N-acil-homoszerin-
laktonok (AHL) lebontasa. A Rhodococcus sejtek altal termelt laktonaz enzimek lebontjak a
mas baktériumok kommunikaciojaban szerepet jatszo AHL molekulakat [99,100]. A
Rhodococcus torzsek homoszerin-laktonaz enzimei blokkoljak az AHL kozvetitett quorum
sensing-et azaz lokalis denzitasérzékelést, ezaltal megakadalyozva egyes ndvényi petogének,
példaul a P. carotovorum altal okozott korfolyamat kialakulasat [101,102].

Az €16 szervezetek vagy a beldliik kinyert enzimek segitségével a vegyiparban és a
gyogyszeriparban fontos sztereoizomerek tiszta formaban eléallithatok. A Rhodococcus fajok

felhasznalhatok a gyogyszeriparban fontos alapanyagok szintézisére. Példaul a Rhodococcus
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sp. 124 az indént atalakitja 1.2-indandiolld, amely kulcsfontossagu kiindulasi anyag a Crixivan
nevl HIV elleni gyogyszer elallitasaban [103,104].

A Rhodococcus torzsek diagnosztikai szempontbol fontos enzimeket termelnek. A
Rhodococcus sp. H1 torzsbol izolalt heroin észteraz enzim alkalmazhato6 a heroin kimutatasara
[105]. Egy masik torzs, a Rhodococcus sp. M4 fenilalanin dehidrogenaz enzime segitségével
diagnosztizalhato a fenilketonuria [106].

Egyes baktérium csoportok, koztiik a Rhodococcus nemzetség tagjai is képesek a
biodizel gyartasban fontos triacil-glicerolok (TAG) szintézisére. Elonyiikk a ndvényekkel
szemben, hogy gyorsan szaporodnak, igy rovid id6 alatt nagy mennyiségli TAG kinyerhetd
beldliik, valamint a n6vényi biomasszabdl szarmazé gliikdzon is szaporithatok. A R. opacus
PD360 torzs igen nagy mennyiségli TAG felhalmozasara képes, mely zarvanyokat képez a sejt
citoplazmajaban [107]. Az elmult évben tobb publikacio is megjelent a témaval kapcsolatban.
Azonositottdk a TAG felhalmozasban résztvevd metabolikus utvonalakat R. opacus PD630
torzsben [108]. Beallitottak a PD630-as torzs optimalis ndvesztési koriillményeit, hogy minél
nagyobb TAG koncentraciot érjenek el a sejtekben [109]. Heterolog celluldz, cellobioz és xiloz
bont6 fehérjék génjeinek a torzsbe juttatasaval, kozvetleniil ndvényi biomassza

felhasznalasaval is torténhet TAG akkumulécié [110-112].

3.4.4. R. erythropolis PR4 és MK térzsek

A R. erythropolis PR4 torzset a Csendes-0ceanbodl izolaltak 1000 m mélységben.
Egyediili szénforrasként képes a prisztan hasznositasara és kivald szénhidrogén bontd
képességekkel rendelkezik. [41]. Emellett mas, vizben nem 0ld6dé szennyezdanyagok, mint az
¢lelmiszeriparban felhalmozodo allati zsirok és névényi olajok hasznositasara is képes [113].
A hidrofob szubsztratok hasznositdsdban jelentds szerepet jatszhatnak a torzs altal termelt
exopoliszaccharidok, melyek szerkezetét Urai és munkatarsai hataroztak meg [84,85]. A vizes
és szerves fazis kozotti transzlokédcidonak is fontos szerepe van a szerves szubsztrat
hozzaférhet6vé tételében. Az R. erythropolis PR4 képes megvaltoztatni a sejt felszinének
hidrofobicitasat, ezaltal konnyebben a szerves fazisba juthat [114,115]. 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 tébbek kozott
alkan biodegradacioban és zsirsav metabolizmusban szerepet jatszo gének is talalhatok [73]. A
R. erythropolis PR4 genomjaban kodolt gének koziil tobbnek a termékét is vizsgaltak mar. Ilyen
példaul az ipari szempontbol fontos bakterialis multicopper-oxidaz [116] vagy a sziderofor

bioszintézisben szerepet jatszo nem riboszoémalis peptid szintaz [117].

25



A csoportunk altal izolalt R. erythropolis MK1 torzs egy talajbol szarmazé baktérium.
Az izolatum azonositasat a német torzsgytjtemény (DSMZ) munkatarsai végezték 16S rDNS
alapu filogenetika ¢€s a sejtfal mikolsav Osszetétele alapjan. Hasonloan a PR4 térzshoz az R.
erythropolis MKI1 is jo hatékonysaggal hasznositja a hidrofob szubsztratokat minimal
tapoldatban [118]. Mindazonaltal a két torzs jelentésen kiilonbozik, mind €lettani, mind pedig
morfologiai szempontbol. Munkank kezdetekor az R. erythropolis MK 1 genomja még nem volt
ismert, igy a jol definialt R. erythropolis PR4 nemcsak a szénhidrogén bontasi kisérletek
referenciatdrzsének, hanem a transzkriptomikai vizsgéalatok modellorganizmusanak is

megfeleld volt.

3.5. Transzkriptom analizis 0j generacios szekvenalasi technikakkal

3.5.1. Uj generdcios szekvendlé médszerek

A nagy ateresztoképességli szekvenalas torténete a 2000-es évek elején kezddodott.
Brenner és munkatarsai ekkor publikaltdk az elsd nagy ateresztoképességli szekvenalasi
technikat, a massively parallel signature sequencing-et (MPSS) [119]. A technoldgia 16-20 bp
,»8Z1gno” szekvencia meghatdrozéasara alkalmas, mellyel a mar ismert szekvenciak alapjan be
lehetett azonositani az adott transzkriptet. A technologia alkalmas a transzkript mennyiségi
meghatarozasara is, mert minden cDNS-hez egyedi adaptert kapcsolnak még a PCR-es
sokszorositas elott, igy az egy adott génhez tartozo transzkript minden kopidja egyedi
azonositot kap. A cDNS-t a specifikus adapterekkel (kb. 1 millio féle) mikrogyongyokhoz
rogzitik a PCR-es sokszorozast kovetden. Minden gyongy csak egy adott egyedi adapterrel
ellatott DNS-t képes megkdtni. A szekvenalas hibridizacios probakkal torténik, melyeket a
szekvenalni kivant DNS talnytl6 végéhez ligaljak. A hibridizacios probakat fluoreszcensen
jelolt masodlagos hibridizacids probakkal azonositjdk, majd egy restrikcidos endonukledz
segitségével lehasitjak a teljes komplexet a szekvenalandé DNS-rdl. Ekozben a DNS is révidiil,
igy az 0j proba 0j bazisokhoz kapcsolodik [119].

A 2003-ban publikalt polonia szekvenalasi technika eredeti protokolja szerint a DNS
felsokszorozasa ¢és szekvenaldsa egy liveg targylemezre polimerizalt vékony akrilamid gélben
tortént. A nevét is innen kapta, hiszen a felszaporitott DNS PCR koloniékat, azaz polonidkat
hozott 1étre a gélben. A bazissorrend meghatarozasara fluoreszcens in Situ szekvenalast
alkalmaztak [120]. Shendure és munkatarsai 2005-ben publikaltak a polonia szekvenalas egy

modositott valtozatat. A DNS-t gyongyokhoz kototték, a sokszorozashoz pedig emulzios PCR-
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t hasznaltak. A szekvenalas itt mar nem szintézis, hanem ligalas alapon tortént fluorszcensen
jelolt, degeneralt probakkal [121].

Az ezt kovetd években robbanasszerli fejlodésnek indultak a szekvenalasi technikak.
Ekkor alakultak ki a valodi 0 generaciés modszerek. Szamos vallalat allt elé a sajat
megoldasaval, viszont mindegyik a régi technikakbol meritett ihletet. Az Roche 454
szekvenatora piroszekvenalason alapuld szintézis kdzbeni szekvendlds, a DNS minta elézetes
felsokszorozasahoz pedig emulzios PCR-t hasznalnak. Az ABI SOLiD (Supported
Oligonucleotide Ligation and Detection) esetében ugyancsak emulziés PCR-el sokszorozzak
fel a mintakat, viszont a szekvenalds mar ligaldson alapul. A Solexa megoldasa eltér mindkét
fent emlitett technologiatol. A DNS felszaporitasahoz ugy nevezett ,,hid” PCR-t alkalmaznak.
Ez is egy szintézis kozbeni szekvenalas, ugyanakkor itt reverzibilis lancterminacion alapul.
Fluoreszcens festékkel blokkoljak az 10j bazis beépiilését, aminek az eltavolitdsa utan
folytatodik a szintézis [122,123].

A Helicos rendszere nem kovetel meg elézetes sokszorositast, valodi egy-molekula
szekvenalas torténik. A DNS-t egy oligo dA adapterrel latjak el, amely képes hibridizalni a
hordozora kotott oligo dT-vel. Az eljaras ugyancsak a szintézis kdzbeni szekvenalas elvét
koveti és a detektalashoz fluoreszcensen festett nukleotidokat hasznal [123,124]. A
felsoroltakon kiviil sok mas DNS szekvenal6 eljaras is megjelent az elmult években. Ilyen a
DNS nanolabdéakon alapul6 technologia [125], az ion félvezeté szekvenalas (ion torrent), vagy
a Pacific Bioscience forradalmi valds idejii egy-molekula szekvenalasa [126]. A sort a

lenylig6z6 4j technologia a Nanopore zarja [127].

3.5.2. Teljes transzkriptom analizis uj generacios szekvenaldsi technikdkkal

A transzkriptom a sejt teljes transzkript készlete egy adott sejtciklusbeli/kultira
novekedési fazisban, vagy élettani koriilmények kozott. Vizsgalatdval betekintést nyerhetlink
abba, hogy milyen gének fejez6dnek ki a sejtciklus bizonyos fazisaiban, hogyan reagal a sejt
egyes kornyezeti tényezOk megvaltozasara, a sejt szamara toxikus anyagok jelenlétére, vagy az
¢hezésre. Vizsgalatara szdmos modszer all a rendelkezésiinkre. A hagyomanyos modszerek
koz¢ sorolhato a hibridizacion alapuld microarray technika [128], vagy a cimkézésen alapuld
SAGE [129].

Az 1j generécios rendszerekkel végzett transzkriptom analizist RNA-Seq technikanak
nevezik [130]. Elonye, hogy a hagyomanyos microarray technikanal joval érzékenyebb, igy a

kis koncentracioban jelen 1évé cDNS-t is detektalhatjuk. Tovabba megismerjiik a transzkriptek
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szekvenciajat, igy akar uj mRNS-eket, vagy mRNS érési variansokat is felfedezhetlink. Nagy
atereszt0 képessége miatt a teljes transzkriptomrol nagy mennyiségii adatot kaphatunk egyetlen
kisérletben. Az RNA-Seq technika elméletben minden meglévé 0j generacids platformon
alkalmazhat6, de a legtobb esetben az Illumina, ABI SOLiD és a Roche 454 technoldgidkkal
alkalmazzak [130]. A Helicos egy molekula szekvenald rendszerre kidolgozott RNA-Seq
protokoll 2011-ben jelent meg [131]. A Helicos elonye a tobbi Gj generacids technikaval
szemben, hogy az eljaras nem igényel el6zetes amplifikaciot, igy minden transzkriptrél
egyetlen leolvasas késziil, és nem okoz szorast a hosszu és a rovid transzkriptek detektaldsa

kozott.
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4. Célkituzések

crer

fiziologias és molekularis bioldgiai hatterét vizsgaltam, melyhez két R. erythropolis torzset

hasznaltam modellorganizmusként. Doktori disszertaciomban a kovetkezd kérdésekre keresem

a valaszt:

Van-e eltérés a R. erythropolis MK1 és PR4 torzs kultarai kozott az alkanok
modellvegyiileteként hasznalt n-hexadekan jelenlétében?

Hogyan befolyasolja a magas sétartalom a két torzs szénhidrogén-bont6 képességét?
Talajban milyen hatékonysaggal képes a két torzs felhasznalni a rendelkezésére allo
alkant? Befolyasolja-e a talaj nedvességtartalma a szénhidrogének Ilebontdsanak
hatékonysagat?

Hogyan hasznosul a sejtek altal felvett n-hexadekan és mi az oxigén mérlege a hexadekan
Mely géazolaj frakcidkon, mint egyediili szénforrason képesek szaporodni a torzsek?
Milyen mérettartomanyban képesek oxidalni az alkdnokat?

Miben tér el az R. erythropolis MK1 genomja a PR4 torzsétél a szénhidrogén
metabolizmus szempontjabol?

A két genomban talalhaté alkB gének mennyire hasonlitanak egymasra és milyen
rokonsagban allnak mas fajokban talalhato alkB génekkel?

Talalhato-e plazmid az R. erythropolis MK1 torzs genomjaban és van-e hasonldésag mas
Rhodococcus térzsek plazmidjaival?

Melyek azok a gének, amelyek termékei részt vesznek a szénhidrogének oxidacidjaban,
¢s van-e kiilonbség ezek expresszidjaban ha gazolajon, vagy csak n-hexadekénon
szaporodnak a kultarak?

Mi a szerepe az egyes citokrom P450 monooxigendzoknak a gézolaj biodegradacioja
soran?

A szénhidrogének jelenléte hogyan befolyésolja a zsirsav metabolizmusért felelds gének
expresszidjat?

Torténik-e valtozas a feliiletaktiv anyagok bioszintézisében résztvevd gének expresszids
aktivitdsaban kiilonb6z6 szénhidrogének jelenlétében?

Milyen egyéb gének aktivalodnak a R. erythropolis sejtekben kiilonféle szénhidrogének

jelenlétében?
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5. Anyagok és modszerek

5.1. Felhasznalt torzsek

R. erythropolis MK1: a Szegedi Tudomanyegyetem Biotechnologiai Tanszékén,
szennyezett talajbol izolalt baktérium torzs.

R. erythropolis PR4 (NBRC100887): a Japanhoz tartoz6 Okinawa sziget déli részénél,
a Csendes-6ceanbdl izolalt torzs [41]. A torzset a japan National Institute of Technology and

Evaluation Biological Resource Center gylijteményébdl szarmazik.

5.2. Felhasznalt anyagok ¢és tapoldatok

5.2.1. Luria-Bertani (LB) tapoldat

Az LB tapoldat 10 g/L peptont, 5 g/L élesztékivonatot és 10 g/L NaCl-t tartalmaz.

Taplemezek készitéséhez 15 g/L bakteriologiai agart kevertiink a tapleveshez.

5.2.2. Minimal tapoldat

A minimal tapoldat a kovetkez6 GsszetevOket tartalmazta: 0,217 g/L KH2POg4, 1,46 g/L
K2HPO4, 0,585 g/L NaCl, 0,125 g/L MgSOa4 x 7 H20, 44 mg/L CaClz x 2 H20, 0,2 mg/L ZnSO4
x 7 H20, 0,06 mg/L MnCl, x 4 H20, 0.6 mg/L H3BO3, 0,4mg/L CoCl, x 6 H20, 0,02 mg/L
CuClz x 2 H20, 0,04 mg/L NiClz x 6 H20, 0,046 mg/L NaMoO4 x 4 H>0, 14 mg/L FeSOs, 9,3
mg/L EDTA x 2 H20, 1,2 g/L NH4sNOs3,

A lombikban végzett kisérletek esetén a minimal tapoldatot 1g/LL NaHCOs-al

egeészitettem ki.

«rer

A sbs tapoldat a minimal tapoldat egy modositott valtozata, amelyben a NaCl

koncentracioja 35 g/L.

5.2.4. Virdgfold

A talajos kisérletek soran felhasznalt viragfold a kereskedelmi forgalomban elérhetd
Florimo altalanos viragfold (pH= 6,4 — 6,9) volt. A viragfoldet a kisérlet elétt 70 °C-0s
szaritoszekrényben 6t napig stlyallandosagig szaritottuk, majd tyndallozassal sterileztiik. A

talaj nedvességtartalmat friss minimal tapoldattal allitottuk be.
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5.3. Sejtkultarak szaporitasi koriilményei

5.3.1. Torzsek fenntartdsa

A napi munkakhoz a baktérium torzseket LB taplemezen tartottuk fenn 4 °C-on. A
telepeket havi rendszerességgel oltottuk at friss taplemezre. 3-4 havonta -80 °C-rol friss

tenyészeteket inditottunk.

5.3.2. Indito kulturdk szaporitisa

Az indit6 kultarakat 25°C-on 160 rpm razatasi sebességgel szaporitottuk ODggo= 1,00
értékig. Atoltas elStt a kultarakat centrifugaltuk (13 000 rpm 4°C 10 perc) és az adott kisérletben
hasznalt tapoldattal mostuk. Minden kisérletben 1 % (v/v) indit6 kulturat oltottunk tovabb. Ez
alol csak az 5 L-es fermentalasok jelentenek kivételt, melyek esetében 4 % (v/v) inokulomot

alkalmaztunk.

5.3.3. R. erythropolis torzsek szénhidrogén-bonto képességének osszehasonlitisa minimal és

crer

crer

mint egyediili szén- ¢és energiaforras jelenlétében. A talajban végzett kisérletek soran 10 g
szaraz tomegll viragfold nedvesség tartalmat 50 %-ra éallitottuk be. Az iivegek nyilasat

légmentesen lezartuk butil szeptummal.

5.3.4. R. erythropolis PR4 sejtkulturak szaporitisa fermentorban transzkriptomikai

vizsgadlatokhoz

A minimal tapoldattal mosott indit6 kultarat 5L minimal tapoldatba oltottuk Biostat C
tipustt fermentorba (B. Braun Biotech International GmbH, Melsungen, Németorszag). A
leoltasi arany 4 % (v/v) volt. Szén- és energiaforrasként 3 % (m/v) natrium-acetatot, 1 % (v/v)
n- hexadekant, vagy 1% (v/v) gazolajat alkalmaztunk. A felhasznalt szénhidrogénkeverékek a
kovetkezd Osszetevoket tartalmaztak: (a) gytiriis szénhidrogénekkel kiegészitett hexadekan
keverék 1 % (v/v) n-hexadekant, 0,0057 % (v/v) benzolt, 0,0057 % (v/v) toluolt, 0,0057 % (v/v)
etil-benzolt, 0,0057 % (v/v) xilolt, 0,025 % (v/v) ciklohexant, 0.02 % (m/v) naftalint, 0.02 %
(v/v) tetralint és 0.022 % (v/v) dekalint tartalmazott, (b) az elagazé szénhidrogéneket tartalmazo

keverékben 1 % (v/v) n-hexadekant egészitettem ki 0,029 % (v/v) 2,2,4-trimetil pentannal,
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0,023 % (v/v) szkvalannal és 0,023 % (v/v) szkvalénnel. A tapoldatot 0,5 g/L aminosav
keverékkel (minden aminosavat 26,3 mg/L koncentracioban alkalmaztunk) is kiegészitettiik,
hogy felgyorsitsuk a sejtszaporodast a fermentacid korai szakaszaban. Az aminosav keverék
glicint nem tartalmazott. A fermentalas hémérséklete 25°C volt. A tapoldat kezdeti pH értéke
7,50 volt, amelyet 1 M NaOH és 1M HCI automatikus adagolasaval tartottuk fent. Ebbdl az
okbol kifolyolag a 10 x NaHCOs puffer oldatot a fermentoros kisérletekben elhagytuk a
minimal tapoldatbol. A fermentorokat 4.5-6s tisztasagu oxigénnel (Linde Gaz Magyarorszag
Zrt., Budapest, Magyarorszag) levegdztettiik 100 mL/perc aramlasi sebességgel. A tapoldat
oxigén telitettségét 20 %-on tartottuk a keverési sebesség automatikus emelésével, melynek
sz€Is6 értékeit 100-360 rpm-re allitottuk. A vizben nem oldddo szénforrasok hatékonyabb
elkeverése érdekében n-hexadekanon és dizel olajon nevelt kultra esetén a kezdeti keverési
sebesség 200 rpm volt. A kultirak szaporodasanak kés6i exponencialis fazisaban vettiink
mintat 6ssz-RNS kivonashoz. A fermentaldsokat harom egymastol fliggetlen kisérletben

ismételtiik meg.

5.4. Analitikai modszerek

5.4.1. Oxigén kimutatasa a kulturak légterébol

A kultarak légterében torténd oxigén fogyas kinetikajat Agilent 6890 (Agilent
Technologies Inc. Santa Clara, CA, USA) tipusti gazkromatograffal vizsgaltuk, mely HP
Molesieve 5 A (30 m x 0,53 mm x 25 um) kolonnéval és hdvezetéképességi detektorral volt
felszerelve. A késziilék split/splitless injektorat 150°C hémérsékletre melegitve split
tizemmodban hasznaltuk. A split arany 0,2:1 volt. A kalyha hdmérsékletét 60 °C-on tartottuk.
A kolonna aramlasi sebességet 16,8 ml/percre allitottuk. A detektor hémérséklete 150 °C volt.

A méréseket 5.0 tisztasagt argon vivégaz alatt végeztiik.

5.4.2. Szén-dioxid kimutatasa a kulturak legterébol

crer

tipusu gadzkromatograffal kovettiilk nyomon, mely split/splitless injektorral, hdvezetdképességi
detektorral és egy HP PlotQ (30 m x 0,5 mm x 40 pum) tipust kolonnaval rendelkezett. A
mérések soran split inlet izemmodot alkalmaztunk 0,5:1 split arannyal. Az inlet hdmérséklet

200 °C volt, a kalyha hémérsékletét pedig 90°C-on tartottuk. A kolonna aramlasi sebességet
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8,44 ml/percre allitottuk. A detektor hémérséklete 150°C volt. A méréseket 5.0 tisztasagu

nitrogén vivogaz alatt végeztiik.

5.4.3. A gazok anyagmennyisegének kiszamitdasa térfogatuk alapjan

Az oxigén anyagmennyiségének kiszamitasahoz az idealis gaztorvényt alkalmaztuk:
pV=nRT (ahol a p az oxigén parcialis nyomasa a kultara légterében (Pa), V az oxigén térfogata
(m%), n az anyagmennyiség (mol), R az egyetemes gazallandd, T pedig a hémérséklet (°K)).
Mivel a szén-dioxid szobahdmérsékleten nem idealis gazként viselkedik, anyagmennyiségét a
van der Waals egyenlet alapjan szamitottuk ki egy internetes alkalmazas segitségével

(http://www.webqgc.org/van der waals gas law.html).

5.4.4. n-hexadekan kivondsa és mennyiségi meghatdrozdsa

A 20 mL tapoldatbol 7 mL n-hexan segitségével vontuk ki az n-hexadekant. A 10 g
talajhoz a konnyebb kezelhet6ség érdekében 14 mL n-hexant mértiink. A mintakat 2 perces
intenziv razassal extrahaltuk. Az extrahalt mintat n-hexannal 10x higitottunk.

Az  n-hexadekdn mennyiségének meghatarozdséhoz  Agilent 6890 tipusu
gazkromatografot hasznaltuk, amely HP-Ultra 2 (25 m x 0,2 mm x 33 pm) tipust kolonnaval,
lang-ionizacids detektorral €s split/splitless injektorral rendelkezett. A mintdk injektalasa
automatikusan, Agilent 7683 B tipusu folyadék mintaadagold robot segitségével tortént. Az
injektalasi térfogat 1pl volt. A mérések soran split inlet izemmodot alkalmaztunk 30:1 split
arannyal. Az inlet hdmérséklet 280 °C volt. A kalyha homérsékletét 120-280 °C kozott
valtoztattam 50 °C/perc fltési sebességgel. A kolonna aramlasi sebességet 2 ml/percre
allitottuk. A detektor homérséklete 350 °C volt. A méréseket 5.0 tisztasagu hidrogén vivégaz
alatt végeztiikk. A hexadekan csucsok teriiletéb6l kalibracios egyenes segitségével allapitottuk

meg a koncentracio értékeket (7. abra).
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7. abra: n-hexadekan kalibracios egyenes: Az n-hexadekdnbol hdrom nagysagrendet atfogd
higitasi sort készitettem n-hexanban oldva. A higitasi sor tagjai rendre 0,5 pl/mL, 1 pl/mL,
5 ul/mL, 10 pl/mL, 50 pl/mL, 100 pl/mL. Az n-hexadekan siirtiségébdl (0,77 g/cm?®) és a

bemért térfogatbol kiszamoltam a koncentracio értékeket mg/mL-re vonatkoztatva.

5.4.5. Statisztikai modszerek

Az adatok statisztikai analizisét kétmintas t-probaval végeztiik. A szignifikancia szintet

p < 0,05 értékben hataroztuk meg.

5.5. Molekularis biologiai munkak

5.5.1. Primerek

A primereket a Primer Designer 3.0 illetve az IDT internetes primer tervezo segitségével
terveztiik. A megtervezett oligonukleotidokat a Sigma-Aldrich, illetve az MTA SZBK
oligonukleotid szintézis laboratériumaban készitették. Az oligonukleotidok listaja az I.

fliggelékben talalhato.

5.5.2. Genomi DNS izoldlas

LB tapoldatban ODeoo= 0,7 értékre felszaporitott R. erythropolis MK1 kultarat 1 mg/ml
ampicillin jelenlétében 2 oran keresztiil 25 °C-on inkubaltuk. A sejteket centrifugalassal
gyljtottiik 6ssze (20 000 x g 10 perc 4°C), a sejtiiledéket 50 mg/ml lizozim tartalmt Milli-Q
vizben vettiik fel. Teljes genomi DNS kivonasat R. erythropolis MK1-bdl hagyomanyos fenol-
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kloroformos modszerrel végeztiik el [132]. A minta mindségét és mennyiségét 0,6 % agaroz
gélen elektroforézissel és NanoDrop 1000 (Thermo Fischer Scientific Inc, Waltham, USA)

késziilékkel is ellenoOriztik.

5.5.3. Novekedési gérbe meghatarozasa teljes nukleinsav koncentracio alapjan

3 mL baktérium kulturat centrifugaltunk (12 000xg szobahémérséklet 2 perc). A
hexadekan és a dizel olaj tartalma mintakat centrifugalas el6tt kloroformmal mostuk. A sejteket
savval tisztitott homokkal (Fluka Chemie AG, Buchs, Switzerland) dorzsoltik el és RLT
pufferben (QiaGen RNeasy Mini Kit) vettiik fel. A feliiliszohoz 70 %-0s jéghideg etanolt
mértiink. A nukleinsav mintakat a QiaGen RNeasy oszlopra kotottiik fel. A tisztitasi 1épéseket
a gyarto altal ajanlott protokoll szerint végeztiik el. A nukleinsav koncentraciot a NanoDrop

1000 (Thermo Fischer Scientific Inc, Waltham, USA) segitségével hataroztuk meg.

5.5.4. RNS izolalas

A Rhodococcus fajokhoz javasolt RNS tisztitasi protokoll modositott valtozatat
alkalmaztuk [133]. 12 mL baktérium kultrat centrifugaltunk le (15 000 x g 4 °C 5 perc). A
sejteket folyékony nitrogénben lefagyasztottuk és savval mosott tengeri homokkal (Fluka
Chemie AG, Buchs, Svajc) elddrzsoltiik. A feltart sejtekbdl 6ssz RNS-t RNeasy™ Plus Mini
Kit (QiaGen; Germantown; MD, USA) segitségével vontuk ki a gyarté altal javasolt protokoll

szerint.

5.5.5. DNaz | kezelés

Az RNS mintakban maradd6 DNS-t RNaz mentes DNaz | (Invitrogen, Carlsbad, CA,
USA) kezeléssel tavolitottuk el a gyarto altal javasolt protokol szerint. Az enzimet 2,5 mM

EDTA jelenlétéban 10 perces 65 °C-os hdkezeléssel inaktivaltuk.

5.5.6. Agaroz gélelektroforézis

A genomi DNS, az RNS ¢és a PCR termékek ellendrzése céljabol végzett
gélelektroforézisekhez 1 %, 1 pg/ml EtBr-ot tartalmazé agardz gélt hasznaltunk 1 x TAE
(40 mM TRIS-acetat, | mM EDTA) pufferben, 6 V/cm futtatasi fesziiltséggel. Az RT-gPCR
primerek ellendrzésébol szarmazo PCR termékeket kis méretiikbol kifolyolag 2 % agardz gélen

ellendriztik.
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5.5.7. Polimeraz lancreakcio

Az RNS mintak DNS tartalmanak illetve a valds idejii PCR primerek miikodésének
ellendrzésére Eppendorf Mastercycler® pro (Eppendorf, Hamburg, Németorszag) késziiléket
hasznaltunk. A reakciokban minden esetben DyNazyme II DNS polimeraz (Thermo Fischer
Scientific Inc, Waltham, USA) enzimet alkalmaztunk a gyari pufferrel. A program az alabbiak
szerint futott: 5 perces 95 °C-os eldédenaturaciot kovetéen 40 cikluson keresztiil 1 percig
95 °C-os denaturacid, 30 masodpercig 55 °C-os anellacié és 30 masodpercig 72 °C-os elongécio

valtotta egymast.

5.5.8. ¢DNS szintézis

A RT-qPCR elétt az 6ssz RNS-t Maxima First Strand cDNA Synthesis Kit (Thermo
Fischer Scientific Inc, Waltham, USA) segitségével irtuk at CONS-é. A reverz transzkripciohoz
1 ug DNase | kezelt RNS mintat hasznaltunk.

5.5.9. RT-qPCR

A gPCR-t ABI 7500 Real Time PCR System-ben (Life Technologies Co. Carlsbad, CA,
USA) hajtottuk végre a gyartotol beszerzett Power SYBRGreen Master Mix segitségével. A
reakciot az erre a célra gyartott 96 lyukas lemezen, relativ kvantiticios lizemmoddban, a gyarto
altal javasolt programmal, 25 pL végtérfogatban végeztiik el. A termékek tisztasagat a program
végeén olvadaspont analizissel ellendriztilk. Az eredményeket manudlisan Microsoft Excel

tablazatkezel6 szoftverrel értékeltem ki a Livak modszerrel [134].

5.6. R. erythropolis MK 1 genom szekvenalasa tjgeneracios modszerrekkel

5.6.1. Teljes genom szekvenalas SOLiD platformon

A genomi DNS-t Covaris™ S2 (Covaris Inc., Woburn, MA, USA) ultraszonikator
késziilekkel feldaraboltuk. A konyvtar készitést és a szekvenalast az erre a célra ajanlott SOLiD
5500XL (Life Technologies Co. Carlshad, CA, USA) kitekkel végeztiikk el. A teljes genom
szekvenalast a SOLiD 5500XL™ hajtottuk végre. A leolvasasokat ratérképeztiik az NCBI
adatbazisaban talalhaté R. erythropolis PR4 torzs genomjara (NC_012490) CLC Genomic
Workbench 4.0.2. szoftver segitségével.
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5.6.2. Teljes genom meghatarozasa lllumina MiSeq szekvenalo késziilékkel

A genomi DNS-t nebulizacidval tortiik megfelelé méretlire a Roche protokolja alapjan
(Rapid Library Preparation Method Manual GS FLX+ / LX+ May 2011.). A DNS konyvtar a
TruSeq DNA PCR Free Library Preparation Kit (Illumina Inc., San Diego, CA, USA)
segitségével késziilt a gyartd utasitasai szerint. A parositott végii szekvenalast egy Illumina
MiSeq asztali szekvenalo késziilékkel hajtottuk végre a MiSeq reagent kit v3 Kkittel. A

szekvenalas soran 2x300 ciklus ment végbe.

5.7. R. erythropolis PR4 transkriptomikai vizsgalata

A teljes transzkriptom analizist SOLID 5500XL™ ujgeneracios szekvenalo rendszerrel
hajtottuk végre (Life Technologies Co.). Szekvenalas el6tt a mintakbol harom bioldgiai
parhuzamost Osszekevertiink. Konyvtarkészités elott a riboszomalis RNS-t a Ribo-Zero™
rRNA Removal Kit for Gram-Positive Bacteria (Epicentre Biotechnologies, Medison, WI,
USA) segitségével eltavolitottuk. A konyvtarkészitést és a szekvenalast az erre a célra ajanlott
SOLID 5500XL kitekkel végeztiik el (Life Technologies). Mintanként 20-25 millio 50
nukleotid hossza leolvasast generaltunk, melyb6l koriilbeliil 45-50 % bizonyult j6 mindségiinek
¢és R. erythropolis genomra térképezhetének.

A térképezést, az adatok normalizalasat és az expresszios szintek meghatarozasat CLC
Genomic Workbench 5.5.1. szoftver (CLC Bio A/S) segitségével végeztiik el. Azért, hogy
megallapitsuk a relativ expresszios szinteket, az RPKM értékeket (Reads Per Kilobase of gene
model per Million mapped reads) hasonlitottuk &ssze. A dolgozatban bemutatott
transzkriptomikai adatok hozzaférheték az NCBI GEO adatbazisaban a GSE56474 azonositd

szam alatt.

5.8. Bioinformatikai modszerek

Az MK torzs genomjanak 0sszeszerelése a MIRA 4.0 genom assembler [135] szoftver
segitségével tortént. A leolvasasokat a kontigokra CLC Genomic Workbench 7.5 szoftver
segitségével térképeztem vissza. A genomok sszehasonlitasira MAUVE szoftvert hasznaltam
internetes genom annotdld szolgaltatassal, az alap bedllitdisok megtartasaval végeztiik el

(http://rast.nmpdr.org). A hipotetikus fehérjék azonositasa céljabol az aminosav szekvenciakat

blastp algoritmus segitségével kerestem a Swissprot/Uniprot és a “non-redundant” fehérje
adatbazisokban (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov). A domén szerkezetek joslasa az NCBI
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konzervalt domén adatbazisa és a SMART molekulaszerkezet joslo internetes eszkoz

(http://smart.embl-heidelberg.de) [138,139] segitségével tortént.

Az alkB és a cyp gének filogenetikai fajanak elkészitéséhez a szekvencia illesztéseket az
el6z6ekben publikalt modszer szerint hajtottuk végre [140]. A T-COFFEE-t [141] hasznaltuk a
tobbszords szekvencia illesztésekhez, a PhyML-t (http://www.atgc-montpellier.fr/phyml/)
[142] pedig a filogenetikai fa elkészitésére alkalmaztuk. Az elkészitett filogenetikai fat a Figtree

v1.4.0. szoftver (http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/) segitségével abrazoltuk.
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6. Eredmények és targyalasuk

6.1. Szénhidrogének biodegradacidja R. erythropolis MK1 és PR4 torzsekkel

6.1.1. 4 két Rhodococcus torzs jellemzdinek osszehasonlitasa N-alkanok jelenlétében

A nagyfoku genetikai hasonlosag ellenére a két torzs eltéréen viselkedik az n-hexadekan
tartalmu tapoldatban. A R. erythropolis MK1 esetén a teljes kultlra a szerves és a vizes fazis
hataran talalhat6, hozzatapad a hexadekanhoz, mig a R. erythropolis PR4 kultura nagy része a
vizes fazisban marad (8. abra). Ez a kiilonbség azzal magyarazhatd, hogy a PR4 torzs képes
olyan feliiletaktiv anyagok termelésére, amelyek emulzidba viszik az oldhatatlan szénforrast.
fgy lehetévé valik, hogy a kultira nagy része a vizes fazisban maradjon. Ezzel szemben az
MK1-es torzs esetében joval mérsékeltebb a vizes fazisban valod szaporodds, helyette fehér
pelyhek jelennek meg a kultura felszinén. A vizes fazis kismértékii opalosodasa csak az iddsebb

MK1 kultaraknal tapasztalhato.

8. abra: A R. erythropolis MK1 (A) és PR4 (B) torzsek 2 napos kultarai 1% (v/v) n-

hexadekan tartalmi minimal tdpoldatban

A kultarak fénymikroszkopos vizsgalata alapjan mindkét torzs képes ratapadni a
szénhidrogén cseppekre, és azok feliiletén szaporodva biofilmet képez. A kiilonbség a két torzs
kozott az, hogy mig a PR4 kultardkban szabalyos gdmb alakt n-hexadekan cseppek talalhatok,
az MK torzs esetében a n-hexadekan alaktalan (9. abra). Ez magyarazhat6 a méytengerbdl
izolalt PR4 j6 emulzioképz6 képességével. A R. erythropolis MK1 pedig egy talajbaktérium.
Természetes ¢16helyén nincs szlikség az oldhatatlan szénforras gyors emulgealasara, elegendd
az adszorbcio a szénforras feliiletéhez. A torzs gyenge emulzidoképzo képessége erre vezethetd

vissza.
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9. abra: Az n-hexadekan tartalmii minimal tapoldatban szaporitott R. erythropolis MK1 (A)
¢s PR4 (B) torzsek fénymikroszkopos képe (400 X-os nagyitas). A képen lathato olajcseppek
alakja kiilonbo6z6 attol fiiggden, hogy melyik torzset oltottuk a tapoldatba.

6.2.2. A sokoncentracio hatdsa a két R. erythropolis torzs szénhidrogén-bonto képességére

Az olajszennyezddéseknek legjobban kitett terliletek a tengerek és ocedanok. Ezért
fontos, hogy a bioaugmentaciora alkalmazott szénhidrogén-bonto torzsek képesek legyenek a
magas sokoncentracio elviselésére. Ebben a kisérletsorozatban a két Rhodococcus torzset
minimal tapoldatban és 3,5 % (m/v) NaCl tartalmt sés minimal tapoldatban szaporitottam.
Szénforrasként 1 % (v/v) hexadekant adtam a rendszerhez. Azért, hogy biztositsam a
folyamatos oxigén ellatast, a kisérleteket papirdugoval lezart Erlenmeyer lombikokban
végeztem. A kulturakbol a0, 1, 3, 5, 7 és 15. napon 3-3 lombik hexadekén tartalmat extrahaltam
¢és gazkromatograf segitségével mértem.

A sejtmentes kontrollhoz viszonyitva mindkét torzs esetén jelentés n-hexadekan fogyast
allapitottunk meg a tapoldatban az id6 elérehaladtaval (10. abra). A R. erythropolis PR4 mar a
kisérlet 3. napjara elfogyasztotta a hexadekan jelentds részét minimal tapoldatban. Ezzel
Osszevetve az MK torzs a 15. napra csak a rendelkezésére allé hexadekan 50 %-at bontotta le
minimal tapoldatban. Erre az eredményre magyarazattal szolgalhat, hogy az MK1 tdrzs nem
vagy csak igen gyengén képez emulzidt, igy kisebb feliileten fér hozza a szénforrashoz.

A nagy sokoncentracidé mindkét torzs esetében csokkentette a n-hexadekan
lebontasanak sebességét, viszont egyik esetben sem gatolta azt. A R. erythropolis PR4 négy
nappal késobb érte el a 90 %-os lebontdsi ratanak megfelelé 0,8 mg/mL n-hexadekan
koncentracio értéket sos tapoldatban, mint minimal tapoldatban. Az MK1 szénhidrogénbonto
hatékonysaga is kozel 20 %-al csokkent. A 15. napra a kulturdkban a megmaradt n- hexadekéan

a kiindulasi érték 69 %-a volt.
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10. abra: A s6 koncentraci6 hatasa a R. erythropolis MK 1 és PR4 t6rzsek szénhidrogén-
bonto aktivitasara. Sejtmentes kontroll (s6tétkék), R. erythropolis MK 1 minimal tapoldatban
(piros), R. erythropolis MK1 s6s tapoldatban (z61d), R. erythropolis PR4 minimal tapoldatban

(lila), R. erythropolis PR4 s6s tapoldatban (vilagoskék) **p< 0,01

6.1.3. A talaj nedvességtartalom hatasa a két R. erythropolis torzs szénhidrogén-bonto

képességére

A talajban taldlhatd szennyezdanyagok bioldgiai Uton torténd eltavolitasara tobb
kornyezeti tényez0 is hatassal van. Ilyen a talaj pH értéke, a hdmérséklet, az oxigén ellatottsag,
illetve a nedvesség tartalom. Jelen kisérletben a talaj nedvességtartalmanak hatasat vizsgaltuk
a szénhidrogénbonto hatékonysagra. A kisérlet masik célja, hogy dsszehasonlitsuk a két torzs
viselkedését talaj kozegben.

A kisérlet soran a kiszaritott viragfold nedvességtartalmat minimal tapoldattal allitottuk
be 10, 20, 30, 40, 50, és 70 %-os értékre. A szénhidrogének modellezésére n-hexadekant
alkalmaztunk. Az 5. napon a baktériumok altal fel nem hasznalt hexadekant extrahalassal
nyertiik vissza. A két torzs hexadekan-bonto aktivitasa a 30 és 40 % nedvesség tartalmu talajok
kozott szignifikansan megemelkedik (11. abra). A magasabb nedvességtartalmt viragfoldben
(40 %, 50 %, 70 %) magasabb a biodegradacios hatékonysag is, mint az alacsonyabb

nedvességtartalmu (20, 30 %) mintakban. Mindkét torzs szamara egyarant az 50 %-0s
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talajnedvesség a legoptimalisabb a szénhidrogén-bontas szempontjabol. Ebben az esetben a

bontasi hatékonysag 90-97 % kozé teheto.
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11. abra: A talaj nedvességtartalmanak hatasa R. erythropolis MK1 és PR4 torzsek
szénhidrogénbonté aktivitasara. R. erythropolis MK1 (z6ld oszlopok), R. erythropolis PR4
(piros oszlopok) *p< 0,05

Az eredmények alapjan az is elmondhatd, hogy a két torzs szénhidrogén-bontd

hatékonysaga kozott nincs szignifikdns kiilonbség egyik vizsgalt talajnedvességi értéknél sem.

6.1.4. A n-hexadekan lebontasanak oxigén és n-hexadekan mérlege a két Rhodococcus térzsben

Azért, hogy fényt deritsek az elfogyasztott n-hexadekan és a felvett oxigén sorsara
anyagmérleget szamoltam a két anyagra nézve. A kisérletet zart hypo-vialben végeztem,
viragfoldben, s6s és minimadl tapoldatban. A viragfold nedvességtartalmat az elézetesen
optimumként meghatarozott 50 %-ra allitottam. A kultarak 1égterének oxigén és szén-dioxid
rendszerb6l, minden mérés utan atfavattam a kultarakat stritett levegdvel és a visszamarado
szén-dioxidot és az oxigént is ujbdl lemértem, ezt tekintve kiindulasi értéknek a kovetkezd napi

mérésnél. Az 06todik napi gdzmérést kovetden a visszamaradd hexadekant extrahaldssal

crcr
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A mért adatokbol szamolt anyagmennyiségek alapjan meghatiroztam az oxigenaz
reakcioban résztvevé oxigén hanyadat. A monooxigenaz reakcidoban egy alkan molekula
oxidalasara egy oxigén molekulat hasznal az enzim (12. 4dbra). Ez alapjan a felvett hexadekan
mennyisége megegyezik a monooxigenaz reakcioban felhasznalt oxigén mennyiségével. A
fennmaradd oxigén mas oxidacids folyamatokban vesz részt, példaul az alkanok diterminalis

oxidacidjaban, vagy a 1€gzési lanc elektron akceptoraként szerepel.

NADH NAD*

Rubredoxin
reduktaz

X

Rubr,; Rubr,,

R-CH, R-CH,OH

X

0O, H,O
monooxigenaz

12. abra: alkan-1-monooxigenaz (alkB) altal katalizalt n-alkan oxidacio [37]

Az alkanok oxidacidjanak lehetséges titvonalait a 3. abra mutatja be. Konnyt belatni,
hogy akarmelyik utvonalat kdvetjiik, 1 mol hexadekanbol 8 mol acetil-S-CoA képzddik, ebbdl
pedig 6sszesen 16 mol COz. Tehat a nem biomasszaként hasznosult, hanem szén-dioxid-
termelésre forditott n-hexadekdn mennyisége megegyezik a keletkezett szén-dioxid /16
részével. A teljes felhasznalt n-hexadekannal molarisan egyenértékli mennyiségli oxigént
hasznalt fel a sejt az alkdn monooxidélasara.

Az eloz0 kisérletek alapjan a vartnak megfeleléen mindkét két torzs hasonloan
viselkedett talajban, a kisérlet 5 napja alatt hozzavetélegesen ugyanolyan mennyiségli oxigént
vettek fel illetve ugyanannyi hexadekant bontottak el. A sejtek az oxigén megkdzelitdleg
70 %-4t hasznaltdk a n-hexadekan oxidéalasara (13. dbra). A fennmaradd 30 % oxigén egyéb
folyamatokban vesz részt, példaul elektron akceptorként funkcional vagy esetlegesen az n-
hexadekan diterminalis oxidaciojaban jatszik szerepet. Mindkét torzs esetén a felvett hexadekan
tulnyomo részét biomassza produkciora hasznaljak fel a térzsek, mindossze 2 % alakul szén-

dioxidda.
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13. abra: A két R. erythropolis torzs oxigén és n-hexadekan mérlege viragfoldben. A bal
oldali kordiagramokon a monooxigenaz reakcioban felhasznalt oxigén (kék), illetve az egyéb
reakciokban felhasznalt oxigén (piros) aranya lathatd. A jobb oldali diagramokon a szén-
dioxidda alakitott n-hexadekan (sarga), valamint a biomasszava alakitott hexadekan (zold)

jelenik meg.

A s0s és a minimal tdpoldatban is megmarad a hexadekan felhasznéalas ardnya minimalis
eltéréssel. A legnagyobb kiilonbség a R. erythropolis MK1 esetében tapasztalhatdo sos
tapoldatban, ahol a szén-dioxid termelésre forditott hexadekan 1,1 %-ra csokken a talajos
mintdban mért 2,2 %-hoz képest. Az oxigén egyensuly mar masképpen alakul a kiilonb6z6
tapkozegekben. R. erythropolis PR4 esetén minimalis eltéréssel megmaradnak a viragféldben
tapasztalhaté aranyok minimal tapoldatban is. Azonban a nagy sokoncentracio hatasara az
oxigén egyensuly eltolodik a monooxigenaz reakcid javara (14/A abra). Ez azt jelenti, hogy az
egyeb reakciokban felhasznalt oxigén ardnya a masik két tdpkozegben tapasztalt 30 % koriili
értékrol 10,5 %-ra csokken. A felhaszndlt n-hexadekdn mennyisége alig valtozik a nagy
részére csokken (14/B abra). Ez arra utal, hogy a sostressz bizonyos oxigénfiiggd folyamatokat

gatolhat a sejtben.
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14. abra: A R. erythropolis PR4 oxigén egyensuly (A) a monooxigenaz reakcioban
felhasznalt oxigén aranya (kék), egyéb reakciokban felhasznalt oxigént aranya (piros). A R.
erythropolis PR4 altal 5 nap alatt elfogyasztott hexadekan és oxigén mennyisége (B) minimal
tapoldatban nevelt R. erythropolis PR4 (z61d), s6s tapoldatban nevelt R. erythropolis PR4
(sarga) **p< 0,01

Mas a helyzet a R. erythropolis MK1 esetében. Ellentétben a talajos mintakkal, csak
tized-annyi n-hexadekant képes felhasznalni 6t nap alatt minimal tapoldatban, mint a R.
erythropolis PR4. Az oxigén mérleg is eltolodik, 90,7 % forditodik a n-hexadekan alkoholla
vald oxidalasara, mig csak 9,3 % vesz részt egyéb reakciokban.

A so0s tapoldatban a R. erythropolis MKI1 altal felvett oxigén és n-hexadekan
mennyisége a harmadara csokken a minimal tdpoldatban nevelt kultirakban mérthez képest.
Az oxigén felhasznalasi arany viszont nem valtozik jelentdsen, 91,4 % forditodik a n-

hexadekan alkoholld val6 oxidalasara, és 8,6 % vesz részt egyéb reakciokban.

6.1.5. A két torzs szénhidrogén bonto képességenek osszehasonlitasa dizelolaj frakciokon

A szénhidrogén szennyezddések a természetben mindig Osszetett formaban fordulnak
el6é. Ezért fontos, hogy a szénhidrogének lebontasat ne csak egyetlen tiszta modellvegyiileten

(n-hexadekan) vizsgaljuk, hanem Osszetett, a toxikus komponenseket is tartalmazo
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szénforrason is. Esetlinkben ez a dizel olaj. El6zetes kisérleteink alapjan tudjuk, hogy mindkét
minden alkan-bont6 baktérium képes egyforma hatékonysaggal lebontani a kiilonbozo
lanchosszusagu alkanokat [37]. Ebben a kisérletben 0Osszehasonlitottam a két torzs
biodegradacids aktivitdsat négy kiilonbozd lanc hosszsagh szénhidrogéneket tartalmazo
gazolaj frakcion (petroleum: Ci1o-C14, KGO: C10-C20, NGO: C10-Co7, VGO: C14-C27). A torzsek
aktivitasat a CO2 koncentracio valtozasanak mérésével kovettem nyomon, butil-gumival lezart

hypo-vialben.
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15. abra: R. erythropolis PR4 szén-dioxid termelése gazolaj frakciokon. Petroleum frakciod
(lila), KGO (piros), NGO (zold), VGO (viagos kék), sejtmentes kontroll (s6tétkék)

A R. erythropolis PR4 kultarak légterében egy napos lag fazis utan gyors litemben kezd
termelédni a szén-dioxidot mind a négy szénforrason. VGO, NGO és KGO olajfrakciok
jelenlétében a CO2 koncentracié emelkedése a masodik napra eléri a plato fazist. Egyediil a 10-
14 szénatomos alkanokat tartalmazoé petroleum frakcion marad el kis mértékben a szén-dioxid
termelés a tobbi szénforrason mérttdl. A petroleum frakcion a harmadik napra éri el a torzs a
8,5 %-os maximalis szén-dioxid koncentraciot (15. abra). Az eredmények alapjan a R.
erythropolis PR4 gyorsan alkalmazkodik mind a négy szénforrashoz és hasonld iitemben képes
metabolizalni Oket.

Ezzel szemben a R. erythropolis MK 1 torzs kultarainak légterében az egy napos lag
periddus utan joval lassabban emelkedik a szén-dioxid koncentracioja (16. abra), mint R,

erythropolis PR4 kultaraknal. A petroleum frakcion a legalacsonyabb a biodegradacios
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aktivitas. A szén-dioxid koncentracié csak lassan emelkedik €s a 6. napra is csak 1,5 %-t (v/v)
ér el. Ez az eredmény 6sszhangban van azzal, hogy az MK1 torzs genomjaban nem talaltunk
CYPI153 csaladba tartoz6 monooxigenazt (Id késébb, 6.2 fejezet), ami az alacsonyabb
szénatomszamu alkanok metabolizaldsaért lenne felelds. Az, hogy a torzs mégis képes
minimalis szén-dioxid termelésre, arra utal, hogy a torzs AlkB monooxigendzai, vagy mas
monooxigenaz enzimek kis affinitassal képesek oxidalni a 10-14 szénatomot tartalmazo

alkanokat is.
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16. abra: R. erythropolis MK1 szén-dioxid termelése gazolaj frakciokon. Petroleum frakcid

(lila), KGO (piros), NGO (z6ld), VGO (viagos kek), sejtmentes kontroll (sotét kék)

6.2. A R. erythropolis MK 1 genom szekvenalasa

6.2.1. R. erythropolis MK1 genomjdnak de novo osszeszerelése

A szénhidrogének lebontdsa soran tapasztalt kiilonbségek felvetik a kérdést, hogy a két
torzs genetikai hattere mennyiben tér el egymastol. Annak érdekében, hogy az MK torzs teljes
genomjanak bazissorrendjét megismerhessiik, szekvendlast végeztiink Illumina MiSeq Uj
generacids szekvenalod platformon. A szekvenalasbol kapott 978 788 parositott leolvasas
Osszeszerelése utan 40 kiilonalld kontig keletkezett. A konszenzus teljes hossza 6 469 205 bp
éa a legnagyobb kontig 1 413 947 bp. A kontigokat RAST segitségével annotaltuk és 6 252
gént talaltunk. Ez a szam 0sszhangban van a teljes konszenzus méretével és a R. erythropolis

PR4 torzs genomja alapjan varhat6 gének mennyiségével.
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Az MKI1 toérzs genomja azonban megkozelitleg 0,5 Mbp-al rovidebb, mint a R.
erythropolis PR4 teljes genomja. Ennek a méretkiilonbségnek tobb oka van. A PR4 torzs 3
plazmidot is tartalmaz, amelyek egyike sem taldlhaté meg az MK1 térzsben. Az MK1 genom
szekvenciaja még nem teljes, hianyoznak beldle a nehezen szekvenalhato részek. Mindemellett
az PR4 torzs rendelkezik a legnagyobb genommal az eddig teljesen megszekvenalt R.
erythropolis torzsek koziil [7,73,143,144]. A PR4 torzs kromoszomaja bar nagyobb, mint az

MK torzs teljes meglévd genomja, nagymértékii hasonlésagot mutatnak egymassal (17. dbra).
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17. abra: A R. erythropolis MK 1 genom &sszehasonlitasa a R. erythropolis PR4
kromoszomajaval MAUVE szoftverrel. A referencia szekvenciaként hasznalt R. erythropolis
PR4 kromoszomaja (feliil), az R. erythropolis MK1 kontigjai (alul). A szines vonalak az
egymashoz hasonl6 részeket kotik ossze. A fliggdleges piros vonalak a kontighatarokat

jelblik.

Mindkét torzs kromoszomajan szamos olyan gén talalhato, amelyek részt vehetnek
kornyezeti szennyez6anyagok lebontasaban. Négy alkB tipust alkan monooxigenaz, 16 db cyp
és szamos mas mono- és dioxigenazt kodold gén talalhatd a PR4 térzs genomjaban. Az MK1
genomjaban 5db alkB gént és 11 db cyp gént azonositottunk. A pREL1 plazmidon kodolt két
CYP153 csaladba tartoz6 monooxigenaz ortolégja azonban nem talalhaté meg az MKI
genetikai allomanyaban. Mivel a kromoszéman sincsen CYP153 monooxigenazt kodolo gén,
feltételezhetd, hogy az MK1 nehezebben, vagy egyaltalan nem képes a rovidebb szénlancu
alkanok lebontéasara. Ez feltételezés 6sszhangban van a gazolaj frakciokon mért eredményekkel
(15., 16. ébra).

A blastn programmal tortént Gsszehasonlitas eredmények alapjan az MK1 torzs alkB1
génjének nukleotidsorrendje 97 %-ban az alkB2 96 %-ban az alkB3 95 %-ban az alkB4 pedig
98 %-ban megegyezik a PR4 genomjaban talalhatoé megfeleljével. Az 6todik alkB gén 74 %-
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os hasonlosagot mutat a PR4 alkB3 génjével. Az alkB1 és alkB2 gének mellett megtalalhato az
elektrontranszportban résztvevé 2-2 rubredoxin gén is, valamint az alkB1 operonban jelen van
a rubredoxin reduktaz génje is. A masik harom alkB gén mellett nem talalhatok meg a kisegit6

gének, ugy, ahogyan a PR4 torzs genomjaban sem.

6.2.2. Az R. erythropolis MKI és PR4 torzsek alkin-1-monooxigendz génjeinek (alkB)

filogenetikai vizsgdlata

Az elvégzett filogenetikai analizis alapjan a két torzs alkB3 és az alkB4 génjei szoros
rokonsagi kapcsolatot mutatnak egymassal, illetve az R. erythropolis MK1 torzs alkB5
génjével, mig a masik két alkB gén a filogenetikai fa mas again talalhat6 (18. abra). A vizsgalt
59 alkB szekvencia 3 elkiiloniilé csoportot alkot. Mindkét torzs alkB1 génje az I. csoportban
talalhato a Gordonia bronchiale alkB génjével van egy agon.

Az alkB2 foleg Rhodococcus és Gordonia alkan-1-monooxigenazokat tartalmazo |.
csoportba tartozik és egy agon talalhatdé a R. equi alkB génjével. A kozeli rokonsagot az is
alatamasztja, hogy mindkét alkB operonbdl hianyzik a rubredoxin és a TetR transzkripcios
regulator koziil a rubredoxin reduktaz gén. A tény hogy a csoportot alkotd6 mas Rhodococcus
¢és Gordonia alkB gének operonjaban megtalalhatdé a rubredoxin reduktazt kodold nyitott
leolvasasi keret azt sugallja, hogy a két operon k6zos dsében veszett el a hidnyz6 reduktaz gén.

Az alkB3 és alkB4 gének a Il. csoportban foglalnak helyet (18. abra) a filogenetikai fa
azonos agan. A két gén nukleinsav sorrendje 72,9 %-ban azonos egymassal R. erythropolis PR4
torzsben, illetve 77,0 %-ban az R. erythropolis MK1-ben. A nagymértékii szekvencia azonossag
a két gén kozott génduplikaciora utalhat.

Az MKI1 torzs kromoszomajan talalhatoé 6todik alkB gén a bootstrap érték alapjan
egyértelmiien elkiiloniil az alkB3 és alkB4 génektdl, de szoros filogenetikai kapcsolat van
kozottiik (18. abra).

Mivel az alkB gének filogenetikai kapcsolatai nem korrelalnak a gazdaajok 16S rDNS
alapu rokonsagi kapcsolataival és a genomban talalhaté paralogok is nagy mértékben
divergensek, er6sen feltételezhetd, hogy horizontalis géntranszferrel keriiltek az R.

erythropolis-ba [145].
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18. abra: Az R. erythropolis MK1 és PR4 torzsek alkan-1-monooxygenaz génjeinek

filogenetikai kapcsolatai. A bootstrap értékek az elagazasok megbizhatosagat jelolik az

elagazas el6tti arab szammal. A rémai szamok jel6lik az elkiiloniilé csoportokat. Az alkB
génjek elhelyezkedését a szines keret jelzi: alkB1 (piros), alkB2 (z61d), alkB3-4 (kék), alkB5

(barna)



6.2.3. Plazmidok a R. erythropolis MK torzsben

Négy teljes R. erythropolis szekvencia érhet6 el a GenBank adatbazisaban [7,73,143,144], ez 4
teljes kromoszomat és 9 plazmidot jelent. Mindemellett 3 masik teljes plazmid szekvencia is
hozzaférhetd. A MiSeq szekvenalasbol szarmazé leolvasasokat ratérképezve a kromoszomakra
90-94 %-ot fednek le 30-szoros atlagos lefedettséggel. Ez alatimasztja azon feltételezésiinket,
hogy aR. erythropolis MK1 a vizsgalt torzsek (R. erythropolis PR4, R. erythropolis CCM2595,
R. erythropolis BG4 és R. erythropolis R138) szoros rokoni kapcsolatban allnak egymassal.
Ugyanakkor a leolvasasok csak 87-88 %-a térképezddik a kromoszomakra. Az irodalom
alapjan feltételezhetd, hogy az MK1 torzs tartalmaz egy vagy akar tobb plazmidot is, mivel a
Rhodococcus genusban altalanosan elterjedt, hogy tobb kiilonb6zé méretii linearis és/vagy
cirkularis plazmid van jelen egyazon torzsben [73,98]. A leolvasasok csupan 0,5 %-a vagy
ennél is kevesebb térképezodott a 12 vizsgalt plazmid szekvenciajara, azok is szigetszeriien. A
plazmidok teljes hosszara szamitott atlagos lefedettség is kisebb, mint 1-szeres volt. Ezek az
eredmények azt sugalljak, hogy az MK torzs a vizsgalt plazmidoktol kiillonbozd plazmidot
hordozhat. A MiSeq leolvasasok 12-13 %-a nem térképezddott a referencia kromoszémakra.
Ezek egy része feltételezhetden az MK torzs kromoszémajanak azon régioit fedi le, amelyek
nem mutatnak hasonldsagot a referencia genomokkal, mig a masik résziik épitheti fel a
plazmidot. A referenciakra nem térképez6do leolvasasokat visszatérképezve az MK 1 genomjat
alkotd egyedi kontigokra talaltunk egy 105 331 bp hosszu szekvenciat (20. kontig) melyre a
leolvasasok 18.31 %-a ratérképezddott. A leolvasasok egyenletesen oszlottak el a szekvencia
teljes hosszan ¢és az atlagos lefedettség 46,26-szoros volt. A blastn-el végzett
szekvenciadsszehasonlitas eredményei alapjan a kontig részleges szekvencia egyezéseket mutat
mas Rhodococcus torzsekben megtalalhatd plazmidokkal. 117 nyitott leolvasasi keret
azonosithat6 rajta, melyek pl. nehézfém toleranciaért felelds gének, glilkkoamildz, gluk6z-6-
foszfat dehidrogendz és egy nagy affinitdsi szén transzporter génjei. Mindemellett DNS
mosositd enzimeket, integrazokat és mobil elemeket is kodol. Az orf-k nagyobb része
hipotetikus fehérjét kodol. Sajat parA és parB génnel is rendelkezik, amelyek a plazmidok

crer

plazmid, vagy annak egy része.
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6.3. n-hexadekanon és gazolajon nevelt R. erythropolis PR4 6sszehasonlito transzkriptomikali

analizise

A R. erythropolis genom szamos olyan gént tartalmaz, amelyek potencialisan részt
vehetnek a szénhidrogének oxidacidjaban. Ilyenek az alkB gének, citokrom P450 gének és
egyeb mono- ¢és dioxigenazok génjei. Hogy fényt deritsiink arra, melyek azok az oxigenazok,
amelyek ténylegesen aktivalodnak, illetve milyen més enzimrendszereket befolydsol a
szénhidrogének jelenléte, teljes transzkriptom analizist végeztiink n-hexadekanon és gazolajon

nevelt kultarakon. Kontrollként Na-acetaton nevelt kultarakat alkalmaztunk.

6.3.1. Sejtek novekedése a fermentacio soran

Annak érdekében, hogy dsszehasonlitsuk a Rhodococcus erythropolis génexpresszios
profiljat n-hexadekan ¢és dizel olaj jelenlétében, teljes transzkriptom analizist végeztiink R.
erythropolis PR4 torzson. Azért keriilt erre a torzsre a valasztas, mert jobb hatékonysaggal
metabolizalja a szénhidrogéneket tapoldatban, mint a R. erythropolis MK1. Hogy minden
paramétert a megfeleld értéken tarthassak a R. erythropolis PR4 torzset szabalyozhatd
fermentorokban szaporitottam minimal tapoldatban. A pH értéket, a hdmérsékletet €s az oxigén
telitettséget azonos szinten tartottam a kultarakban. Szénforrasként n-hexadekant, dizel olajat,
vagy Na-acetatot alkalmaztam.

Mivel a R. erythropolis PR4 szaporodasa a vizben oldhatatlan szénforrasokon biofilm
képzddéssel jar, a hagyomanyos telepképzd egység vizsgalat, vagy az optikai slirliség nyomon
kovetése nem megfelelé modszerek a sejtszdm meghatarozasara, illetve a kultara
szaporodasanak nyomonkovetésére. Igy a szaporodast a teljes nukleinsav koncentracio
valtozasan keresztiil jellemeztem.

A szénhidrogének jelenlétében joval hamarabb beindult a novekedés, mint a Na-
acetatos tapoldatban. Mind a n-hexadekant, mind pedig a dizel olajat tartalmazoé tapoldatban a
18. o6raban indult el a szaporodas exponencialis fazisa és 4-5 ora alatt el is érte a platd fazist
(19. abra). Ezzel szemben a Na-acetatos tapoldatban az intenziv szaporodas a 28. 6ra utan indul
el. A lehetséges ok, hogy az alkanokbdl szarmaz6 zsirsavakat kozvetleniil fel tudja hasznalni a
sejt a felépitd folyamataiban, mig az acetatbol, mint két szénatomos molekulabol meg kell
szintetizalni a hosszabb szénlancu vegylileteket, aminek van extra energia igénye.

A teljes RNS kivonashoz a mintakat minden esetben az exponencialis fazis masodik

felében vettem le (19. abra).
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19. abra: R. erythropolis PR4 szaporodasa a fermentorban. A sejtszaporodast a n-hexadekan
(kék), dizel olaj (piros) és Na-acetat (zold) szénforrasokon teljes nukleinsav tartalom

mérésével kovettem nyomon. A nyilak a mintavétel idépontjat jelzik a teljes RNS kivonashoz.

6.3.2. A teljes transzkriptom analizis eredményei

A teljes transzkriptom analizis soran legalabb 20 millio leolvasast kaptunk minden
mintabol. A szénhidrogéneken nevelt kulturak mintai esetén ez a szam még magasabb volt (pl.:
50 milli6 a dizeles mintakban). A leolvasasok atlagos hossza 50 nukleotid volt. A leolvasasokat
ratérképeztik a R. erythropolis PR4 genomjara. A leolvasasok genomi eloszlasat
meghataroztuk és az RPKM (Reads Per Kilobase of gene model per Million mapped reads)
értekek Osszehasonlitdsaval kiszamoltuk a relativ expressziot. Haromféle Osszehasonlitdst
végeztiink el: n-hexadekan az acetat ellenében, dizel olaj az acetat ellenében dizel olaj a n-
hexadekan ellenében.

24 gén expresszids aktivitasat RT-qPCR segitségével ellendriztiik. Ezek koziil, 19
gén expresszios €rtéke volt Osszhangban a transzkriptom analizis eredményével. 5 gén
taranszkript szintje nem egyezett az RNA-seq eredményeivel (20. abra). Ez az 5 gén
alacsony RPKM értékkel rendelkezett (<1.5), mind acetat, mind pedig hexadekan
jelenlétében, ezért minden ilyen alacsony RPKM értékkel rendelkezd gént kihagytunk a
tovabbi vizsgalatokbol, illetve adatértékelésbol.
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RT-qPCR
Lokusz cimke RNA-seq eredmények {validdcid eredménye) Géntermék
. HeD-A - Dio-HeD| | HeD-A | DiO-A |DiO-HeD

RER_07460 |Alkan-1-monooxigendz 1 (AlkBL)

RER_21620 A lkan-1-monooxigendz 2 (AlkB2)

RER_24030 jAlkan-1-monooxigendz 3 (AlkB3)

RER_54580 |Alkan-1-monooxigendz 4 (AlkB4)

RER_03790 _ Multicopper oxidaz

pREL1_0260 Citokrém P450 (CYP153)

pPREL1_0283 Citokrém P450 (CYP153)

RER_08960 Citokrém P450 {CYP102) Fel Le
RER_07720 Citokrém P450 (CYP105) R

RER_08060 Citokrém P450 (CYP?77) T o~ 200
RER_33720 Citokrém P450 {CYP125) 10x-sox [
RER_33770 Citokrém P450 (CYP51B)

RER_33790 Citokrom PA450 (CYP123) 3x-10x
RER_50030 Citokrém P450 (CYP136) <ax
RER_53990 Monooxigendz

RER_04320 Flavin-tartalmd monooxigendz

RER_07440 Feltételezett monooxigendz

RER_10380 FMM fliggd monooxigendz

RER_13630 Szteroid monooxigendz

RER_58590 |alkan szulfondt monooxigenaz (SsuD)

RER_47700 FMM fliggd monooxigendz

RER_13180 \Wazy

RER_13200 MATE domén protein

RER 13270 [Wzz

20. abra: Transzkriptom és RT-qPCR eredmények 6sszehasonlitdsa hotérképen. HeD-
A oszlop: hexadekan acetattal; DiO-A oszlop: dizelolaj acetattal; DiO-HeD oszlop: dizelolaj
hexadekannal 6sszehasonlitva. Az abran lathatoak a szinkddok az indukciot (“fel”), a
repressziot (’le”) jelzik. A pirossal kiemelt géntermékek esetén az RT-qPCR nem bizonyitja a

transzkriptom analizis eredményét.

6.3.3. Szénhidrogének oxidacidja

A genomban talalhaté négy alkan monooxigenaz koziil csak ketté mutat emelkedett
expresszids aktivitast a szénhidrogének jelenlétében. A RER_07460 (alkB1) and RER_21620
(alkB2) expresszidja magas értékeket ért el mind n-hexadekan, mind pedig dizel olaj
jelenlétében a kontrol, Na-acetatos mintakhoz viszonyitva (20., 21. és 27. abra). Az alkB1 gén
kifejezddése egy nagysagrenddel nagyobb volt n-hexadekan jelenlétében, mint az alkB2 géné.
Ez az eredmény egybecseng a korabbi RT-qPCR mérésekkel. Ugyanakkor alkB1 expresszidja
csokkent dizel olaj jelenlétében a n-hexadekannon mért értékkel 6sszehasonlitva. Az alkB2 gén
mind dizel olajon mind pedig n-hexadekdnon nevelt kultirdkban azonos szinten maradt.
Meglepé modon a masik két alkB gén RER 24030 (alkB3) és RER_54580 (alkB4) expresszios
aktivitasa érdemben nem valtozott a kontroll mintakhoz képest.

Az alkBl és alkB2 gének szomszédsagaban 2-2 rubredoxin gén RER_07470,
RER_07480, RER_21630 és RER_21640 talalhato, valamint az alkB1 lokusz tartalmaz egy
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rubredoxin reduktazt is (RER_07590). A legmagasabb expresszios emelkedést az Osszes
vizsgalt gén koziil a RER 07470 rubredoxin gén mutatta n-hexadekanon. A gén kifejezddési
szintje 1 120 szor magasabb volt a Na-acetaton nevelt kultarak mintaiban mérthez képest. Dizel
olaj jelenlétében is ez maradt a legerdsebben kifejez6dd gén, ugyanakkor 75%-al csokkent
kifejez6dése az n-hexadekanon szaporitott kultirak mintaihoz viszonyitva.

Az alkB1 16kuszban talalhaté rubredoxin reduktaz gént6l (RER_07490) 3’ iranyban
talalhato harom tovabbi nyitott leolvasasi keret, rendre a RER 07500, RER 07510 és
RER_07520 (22. abra), amelyeknek magas expresszidos aktivitisuk volt n-hexadekan
jelenlétében. RER_07500 egy feltételezhetéen a TetR csalddba tartoz6 szabalyozé fehérjét
kodol. Az ebbe a csaladba tartozo fehérjék olyan negativ regulatorként ismeretesek, amelyek
[146]. A TetR szabalyozo fehérje szubsztrat jelenlétében nem képes kotédni a szabalyozod
régiodhoz, igy mind az alkB gén mind pedig az 6t szabalyozo tetR gén kifejezédése beindul. Ez
magyarazatul szolgal a tetR gén mRNS szintjének megemelkedésére. A tetR gén genomi
kontextusa az alkB operonok viszonylataban konzervalt a Rhodococcus torzsek és mas
aktinobaktériumok korében is. A TetR szabalyozo szerepét a genomi helyzetének alapjan
josoltak Rhodococcus sp-ben [147], illetve a transzkripcioja alapjan Dietzia sp-ben [148]. Jelen
munka egy ujabb kozvetett bizonyitékul szolgal a TetR fehérje transzkripcid szabalyozo
szerepére az alkB operon esetében, bar a hipotézist még kozvetlen kisérletes bizonyitékokkal

meg kell erdsiteni.
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Lokusz cimke| HeD-A | DiO-A DiO-HeD Géntermék

RER_07460 JAlkan-1-monooxigenaz 1 (AlkB1)

RER_21620 Jalkan-1-monooxigenaz 2 (AlkB2)

RER_24030 jalkan-1-monooxigenaz 3 (AlkB3)

RER_54580 IAlkan-1-monooxigenaz 4 (AlkB4)

RER_07440 Feltételezett monooxigenaz

RER_04320 Feltételezett flavin tartalmu monooxigenaz
RER_53990 Monooxigenaz

RER_07670 [Citokrom P450 (CYP142)

RER_07720 [Citokrom P450 (CYP105)

RER_07870 ICitokrom P450 (CYP124) g
RER_08060 [Citokrom P450 (CYP??7?) 8
RER_08960 Citokrém P450 (CYP102) &
RER_09260 ICitokrom P450 (CYP125) 5
RER_11430 Citokrém P450 (CYP130) S
RER_15090 [Citokrom P450 (CYP125)

RER_33720 ICitokrom P450 (CYP125)

RER_33770 [Citokrom P450 (CYP518B)

RER_33790 Citokrém P450 (CYP123)

RER_49330 ICitokrom P450 (CYP144)

RER_50030 [Citokrom P450 (CYP136)

pREL1_0260 Citokrém P450 (CYP153)

pREL1_0283 ICitokrom P450 (CYP153)

pREC1 0055 [Citokrom P450 (CYP102)

RER_54230 Katekol 1,2-dioxigenaz

RER_51660 Extradiol dioxigenaz =]
RER_51670 Feltételezett hidroxilaz g_
RER_44930 Feltételezett dioxigendz 3
RER_47180 Feltételezett dioxigenaz g‘
RER_59360 Feltételezett 3-hidroxiantranilat dioxigenaz =
RER_03690 Feltételezett dioxigenaz

Fel Le
B sox - 100x R
10x - s0x [
3x-10x
< 3x

21. abra: A legjelentdsebb oxigendz gének relativ transzkripcidjanak hétérképe. HeD-A

oszlop: hexadekan acetattal; DiO-A oszlop: dizelolaj acetattal, DiO-HeD oszlop: dizelolaj

hexadekannal 6sszehasonlitva. Az abran lathatoak a szinkodok az indukciot (“fel”), a

repressziot (’le”) jelzik.

A két masik nyitott leolvasasi keret a RER_07510 és a RER_07520 expresszios szintje

is magas a kontrollhoz képest. A RER_07510 kifejezddése 146-szorosa a kontrol mintakénak

hexadekan jelenlétében, ugyanezen szénforrdson a RER_07520 106-szoros expresszios

kiilonbséget ér el a Na-acetatos kultirak mintaihoz viszonyitva. A két gén kifejez6dése Kisebb

mértéki dizel olajon szaporitott kulturdkban, de 29- illetve 25-sz6r magasabb, mint a

kontrollban mért értékek. Mindkét nyitott leolvasasi keret ismeretlen, hipotetikus fehérjét

kodol. A RER_07510 génterméke egy 56 aminosav hosszu oligopeptid, mig a RER_07520 egy

277 aminosav hossza proteint kodol. Az adatbazisokban nem talaltunk a RER_07510

termékéhez hasonld fehérjét (a frissen publikalt R. erythropolis CCM2595 genomjaban sem

szerepel [7]). Ezzel szemben a RER_07520 génterméke nagyfoki azonossagot mutat mas

Rhodococcus fajokban talalhaté hipotetikus fehérjékkel. A fehérje szekvenciat a SMART
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(egyszerli molekulaszerkezet vizsgald eszkoz) internetes keresében megvizsgélva talaltam egy
29 aminosav hosszlsagu szignal peptidet az N-terminalis régidban, ami azt sugallja, hogy ez

egy szekretalt fehérje. A fehérje funkcidja azonban nem ismert.

RER 07460 RER 07520

——Do)d) > = >

22. abra: Az alkB1 operon ¢s kdrnyezete

A citokrom P450 focsaladba tartozd monooxigenazok sokféle metabolikus utvonalban
vesznek részt, tobbek kozott katalizalhatjak kiilonféle aromas és alifas szénhidrogének
oxidacigjat is [50,51]. A Rhodococcus erythropolis PR4 genomjaba Osszesen 16 cyp gén
talalhat6. Ebbdl 13 a kromoszéman talalhato, 2 gént a nagyméretii linedris plazmid, mig a
fennmarado egy gént a nagy cirkuléris plazmid kodolja. Ezek koziil csak egy, a pREL1_0283
rendelkezett magas expresszids aktivitdssal mindkét szénhidrogén szénforrason. A gén
expresszidja mindkét esetben egy nagysagrenddel magasabb volt, mint a kontroll mintdkban.
Egy masik gén (RER _08960) csak n-hexadekan jelenlétében mutatott csekély emelkedést
kifejezodésében (a kontroll mintdkban mért érték 3,8 szorosa). Ezzel szemben a gazolajos
mintakban 8 cyp gén kifejezodése emelkedett meg (21. abra, 27. abra). Ezen gének expresszios
értékei 7.3 -17.4-szerese az acetatos mintak megfeleld transzkript szintjeinek. A cyp gének
filogenetikai analizise alapjan az indukalt gének eltéré csoportokba tartoznak a filogenetikai
fan (26. abra). Ez azzal magyarazhato, hogy a dizel olajat alkot6 sokféle komponenst mas-mas
enzimek oxidaljak. Az egyes cyp gének kornyezetében sokféle mas-mas funkciot betdlté gén
talalhato, példaul transzkripcids regulatorok (TetR), ABC transzporterek, aldehid
dehidrogenazok, zsirsav CoA ligazok stb. Viszont a linearis plazmidon kodolt két cyp gént egy-
egy ferredoxin (pPREL1_0259 és pREL1_0282) és egy-egy ferredoxin reduktaz (pREL1_0261
and pREL1_0284) génje fogja kozre. Ezen gének termékei a citokrom P450 fdcsalad I.
osztalyara jellemzé NAD(P)H fiiggd elektrontranszportban vesznek részt [49]. A ferredoxin és
a ferredoxin reduktaz gének kovetik a szomszédsagukban talalhatd cyp gén expresszids

mintazatat.
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—pREL1_0260 CYP153
— pREL1_0283 CYP153
RER_07870 CYP124
. — RER_33720 CYP125
{ RER_09260 CYP125
RER_15090 CYP125
RER_08060 cYP?7?
RER_33790 CYP123
[~ RER_08960 CYP102
| E— pREC1_0055 CYP102
RER_50030 CYP136
I RER_33770 CYP518
10-50x fel RER_49330 CYP144
3-10x fel RER_07720 CYP105
nincs valtozas _‘
RER_11430 CYP130
3-10xle
RER_07670 CYP142

06

23. abra: R. erythropolis PR4 CYP fehérjéinek filogenetikai faja. A szinkddok az expresszios
valtozasokat jelentik 6sszhangban a 20. és 21. abrakkal. Minden esetben az els6 kocka
mutatja a hexadekanon és az acetaton szaporitott sejtek kdzotti kiilonbséget, mig a masodik a
dizelolaj és az acetat esetében kapott eredményeket hasonlitja 6ssze. CYP??? egy feltehetéen

eddig ismeretlen CYP csalad, amibe a RER_08060 tartozik.

A pREL1 0260 kornyezetében harom masik gén is taladlhatd, melyek feltehetden az
alkan oxidacio kovetkezo 1épéseiben vesznek részt. A pREL1_0257 egy cink tartalmt alkohol
dehidrogenaz, ami az alkoholt aldehiddé alakitja, mig a pREL1_0258 egy aldehid
dehidrogenazt kodol. Ez az enzim felelds az aldehid zsirsavva oxidalasaért. A pREL1_0256
altal kodolt zsirsav-CoA-ligaz a koenzim A-hoz kapcsolja a zsirsavakat, ezaltal aktivalva

azokat. Mindharom gén kizardlag gdzolaj jelenlétében mutatott magas expresszios szintet.

crer

Hogy tisztdzzuk, a gadzolaj mely komponensei befolyasoljadk az egyes cyp gének
expressziojat, tovabbi fermentacios kisérleteket végeztink el. A fermentacié soran a
hexadekdnhoz elagazd lancu szénhidrogéneket, vagy aromdas szénhidrogéneket &s
cikloparaffinokat kevertiink. A kultirak GC/MS analizise szerint az egyes komponensek
atalakitasa egy idében torténik (24. abra). Az abran feltiintetett reprezentativ. komponensek

mellett a tobbi hozzdadott komponens koncentracioja is szignifikansan csokkent a tapoldatban.
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Ez azt sugallja, hogy a sejteknek latszolag nincs prioritasi sorrendje a vizsgalt komponensek

felhasznalasara.

A 900
8,00
7,00
6,00
5,00

4,00 m n-Hexadekan

Koncentrdcio (g/L)

3,00
2,00

1,00

0,00
Oh 23h

B 60,00
50,00

40,00

M Toluol
30,00 .
m Etil-benzol

m Xilol

Koncentrécio (mg/L)

20,00

10,00

0,00

*
*
ki '
23h

24. abra: Szubsztrat koncentracié valtozasa a fermentacio soran. A: n-hexadekan, B:

Oh

monoaromas szénhidrogének *p<0,05; **p<0,01

A késO1 exponencialis fazisban tisztitott RNS mintdkkal RT-qPCR vizsgalatokat
végeztiink. Kilenc cyp gén és egy feltételezett monooxigenaz (RER 07440) expressziojat is
megvizsgaltuk. A kilencbdl hat cyp gén expresszidja emelkedett meg cikloalkanok és aromas
vegyliletek hatasara (25. dbra) az acetat jelenlétében mért érték 3,9-20 szorosara. A hat gén
koziil a pREL1 0283 expresszidja minden vizsgalt szénhidrogén szubsztraton emelkedett volt

(25 abra). A pREL1 0283 génen kivil a RER_07440 monooxigenaz indukcidja volt
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megfigyelhetd az 6sszes szénhidrogénen nevelt kultirdban, de a gyliriis vegytiletek jelenlétében
magasabb expresszids aktivitast mutatott, mint az elagaz6 alkanokkal kevert hexadekanon,
vagy tiszta hexadekdnon. RER_33720, RER_33770, RER_33790 ¢s RER_50030 gének
expresszioja jelentdsen megemelkedett gazolaj €s gylris vegyiiletekkel kiegészitett hexadekan
jelenlétében, mig a gyliris vegylileteket nem tartalmazo szubsztratokon nem valtozott. Ezek a
gének feltételezhetden az aromds szénhidrogének és a cikloalkdnok oxidacidjaban vehetnek
részt. A RER_08960 gén, amely egy CYP102 monooxigenazt koédol, csekély expresszios
emelkedést mutatott gyliris szénhidrogénekkel kiegészitett hexadekanon, viszont gazolajon
csekély mértékben represszalddott. A gén expresszios valtozdsa mind negativ, mind pozitiv
iranyban kozel van a valasztott kiiszobértékhez (3x). Harom masik cyp gén (pREL1 0260,
RER 07720 és RER 08060) csak gézolaj jelenlétében aktivaldodott. Ezeknek a géneknek

feltételezhetden mas szerepe lehet.

Lokusz cimke|] HeD-A | HeDB-A | HeDC-A | Dio-A Géntermék

PRELL_0260 CitokrémP450 (CYP153) Fel Le
RELL 0283 Citokrém P450 (CYP153

EER_D;?ZD Citokrom P450 Ecvplosi BN sox - 200« [

RER_08060 Citokrém PA450 (CYP??7)

RER_08960 Citokrom P450 (CYP102) 10x- sox [

RER_33720 Citokrém PA450 (CYP125)

RER_33770 Citokrém P50 (CYPS1B) 3x-10x

RER_33790 Citokrém PA450 (CYP123)

RER 50030 Citokrém P450 (CYP136) <3

RER_07440 Feltételezett monooxigenaz

25. abra: Monooxigenazok expressziojanak hotérképes abrazolasa kiilonb6zo
szénhidrogén keverékek jelenlétében R. erythropolis PR4-ben. HeD-A oszlop: hexadekan
acetattal; HeDB-A oszlop: Elagazo szénhidrogénekkel kiegészitett hexadekan acetattal;
HeDC-A oszlop: Aromas és telitett gytiriis szénhidrogénekkel kiegészitett hexadekan
acetattal; DiO-A oszlop: gazolaj acetattal 6sszehasonlitva. Az abran lathatoak a szinkodok az

indukciot (“fel”), a repressziot (le”) jelzik.

6.3.5. Zsirsav metabolizmus

Az alkanok oxidaciojabol szarmazé acil-CoA tobb utvonalon is hasznosul. Beépiilhet a
membranba, alapul szolgalhat a mikolsavak szintéziséhez vagy B-oxidacidban acetil-S-CoA
keletkezhet beldle.

A B-oxidacioért felelds gének expresszidja megemelkedett mindkét szénhidrogén
szénforras jelenlétében. Tobb acil-CoA dehidrogenaz gén (RER_52580, RER_27750, és
RER_50060) indukalddott alkanok jelenlétében. Ezen enzimek altal katalizalt reakcioban az
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acil-CoA-bol 2,3-trans-enoil-CoA képzoédik. A legmagasabb expresszids valtozast a
RER_52580 (fadE) gén mutatta n-hexadekan jelenlétében, ugyanakkor kifejezodése felére
csokkent a gazolajos mintakban. Egy masik acil-CoA dehidrogenaz (RER_57810) expresszioja
csak a gazolaj jelenlétében nevelt kulturdkban emelkedett meg jelentdsen. Két masik gén
(RER_28420 ¢és RER_28430) is indukaltak a szénhidrogének. RER_28420 egy FadJ fehérjét
kodol, ami ketts aktivitassal rendelkezik. Elsé 1épésben a 2,3-trans-enoil-CoA-bol 3-
hidroxiacil-CoA keletkezik, ami tovabb oxidalodik, bel6le 3-ketoacil-CoA képzddik. A
RER_28230 gén terméke egy tiolaz, ami a B-oxidacios ciklus befejez6 1épését katalizalja. A 3-
ketoacil-CoA-bol egy acetil-CoA és egy két szénatommal rovidebb acil-CoA keletkezik.

Julia S. Sabirova és mtsai megfigyelték, hogy az n-hexadekan represszalja az acetil-
CoA karboxilazok expresszidjat Alcanivorax burcumensis-ben [40]. Ezek az enzimek feleldsek
a malonil-CoA szintéziséért, ami a zsirsav bioszintézis elsé 1épése. Ezt a jelenséget azzal
magyaraztak, hogy a f-oxidaciobdl szarmazo emelkedett acetil-CoA koncentracio a glioxalat
ciklus intenziv miikodéséhez vezet. A glioxalat ciklus a Szent-Gyorgyi-Krebs ciklus
keriiléutja/rovidre zéarasa, mely soran a glioxalsavbol és acetil-CoA-bol malonil-CoA
keletkezik. Sabirovaék megfigyelésével ellentétben a R. erythropolis PR4 esetén a n-
hexadekannak nem volt negativ hatasa az acetil-COA karboxilaz enzimek expresszidjara, sot a
dizel olajon szaporitott kultirdk esetében a RER_17540 és RER_17550 indukalodott. Ez a két
gén kodolja az acetil-CoA karboxilaz alfa és béta alegységét R. erythropolis-ban. Egy masik
génpar (RER 18300 és RER_18310), amik ugyancsak acetil-CoA karboxilaz alegységeket
kodolnak gyenge expresszios emelkedést mutattak dizel olaj jelenlétében. A két munkacsoport
megfigyelése kozotti kiilonbség abbdl ered, hogy Sabirova és munkatarsai piruvatot hasznaltak
kontrollként, ami a Szent-Gyorgyi-Krebs ciklusban hasznosul, mi acetatot alkalmaztunk, ami
hasonldan a zsirsav oxidaciobol szarmazo acetil-CoA-hoz aktivalja a glioxalat ciklust [149].
Ennek értelmében az acetil-CoA karboxildzok a kontroll mintdimban is represszalt allapotban
voltak.

Az 1. tipust zsirsav szintaz enzim (FASI) génje (RER_38730), illetve a vele szomszédos
acil-carrier protein transzacilaz gén (RER_38720) erds repressziojat figyeltem meg az n-
hexadekan hatasara (30. abra). A mikolsav tartalmu aktinobaktériumok egy jelentds részében
két kiilonallo zsirsav szintézis rendszer talalhatd. Az eukariota tipusa FASI egyetlen hatalmas
polipeptid lancbol all, ami dimer formaban aktiv és az dsszes zsirsav szintézishez sziikséges
aktivitasa megvan. Ez az enzim felelés a kdzepes szénlanct zsirsavak (Cie26) szintéziséért
Mycobacterium tuberculosis-ban és mas Mycobacterium fajokban [150,151]. R. erythropolis

PR4 torzs genomjaban talalhat6 fasl gén termékének aminosav szekvenciaja 63-65%-ban
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azonos a mikobakterialis homoldgokkal. A gén erds represszioja 6sszhangban van azzal, hogy
a n-hexadekanon szaporitott baktériumban a zsirsav bioszintézisének igénye csokkent, hisz
alternativ modon az alkanok oxidacidjabodl jelentés mennyiségii zsirsavat allit eld. Ezzel
szemben a dizel olaj jelenlétében a fasl 30-szor magasabb expressziot mutatott a n-hexadekanon
nevelt kultirakhoz viszonyitva, ugyanakkor ez az érték még mindig alacsonyabb volt, mint a
kontroll mintakban. Feltételezésem szerint ez a kiilonbség abbdl fakad, hogy a dizel olajban
joval alacsonyabb koncentracidban van jelen a hexadekan és a 16 szénatomnal hosszabb
alkanok relativ koncentraciéja is alacsony. EbboOl adoddéan a kozepes lanchosszusagi
zsirsavakbol is joval kevesebb keletkezik az alkan oxidécié soran, igy a sejteknek meg kell
szintetizalni a hianyz6 zsirsavakat.

A prokaridta tipust tobb kiilonalldo enzimbdl felépiil6 zsirsav szintaz rendszer (FASII)
eltéréen a prokariotdk tobbségében betoltott szerepétél a mikolsav  szintetizalo
aktinobaktériumokban a meromikolat lanc szintéziséhez adaptalodott [152,153]. A
meromikolat lanc a mikolsav szintézis egyik kiinduldsi molekuldja. A mikolsav szintézis végso
lépésében egy meromikolil-ACP Claisen tipusti kondenzacié soran egyesiil egy acil-CoA-val,
amit a poliketid szintaz 13 katalizal [154-156]. Ellentétben a FASI-gyel, sem a FASII rendszer
elemei sem pedig a poliketid szintdz 13 homolég gén nem mutatott csdkkent expresszios
értékeket egyik szénforrason sem. Ez azzal magyarazhat6, hogy a mikolsavak létfontossagu

elemei a rhodococcus sejtfalnak, tehat génjeinek expresszidja konstitutiv kell legyen.

6.3.6. Exopoliszacharid szintézis

Egy 15 kb hosszi genomi régioban RER_13170 és RER_13290 kozott a RER_13280
16kusz kivételével minden gén indukalodott szénhidrogének hatdsara (26. abra). A genom
annotacioja alapjan a RER_13170, RER_13190, RER_13210, RER_13220 ¢és RER_13230
nyitott leolvasasi keretek kiilonboz6 glikoziltranszferaz enzimeket kddolnak. Ezek a fehérjék
kiilonb6z6 cukor molekulak atvitelét katalizaljak a donor molekulérdl egy fogadd molekulara.
Nukleotid-difoszfat altal aktivalt cukor molekulakat modositdé enzim génjei is megtalalhatok
ebben a régioban: két UDP-gliikoz 6-dehidrogenaz (RER_13260 and RER_13290) egy GDP-
L-fruktéz szintaz (RER_13250) és egy GDP-mannoz 4,6-dehidrogenaz (RER_13240). A
RER_13180 egy WzyC-szerii doménnel rendelkezd fehérjét kodol, mig a RER_13270 terméke
Wzz domént tartalmaz. A Wzy fehérje felelés az Escherichia coli O-antigénjének szintéziséért
és a Wzz hatarozza meg az exopoliszacharid lanc hosszat [157]. A RER_13200 egy 403
aminosav hosszi hipotetikus fehérjét kodol. A fehérje 11 transzmembran hélix-szel

rendelkezik. Az NCBI konzervalt domén adatbazisa alapjan ez a fehérje egy multidrogot és
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mérgez0 anyagot exportalo fehérje (multidrug and toxic compound extrusion, MATE). A
MATE fehérjék elektrokémiai gradiens ellenében juttatnak ki molekulakat a sejtbdl [158].

A Dblastp programmal végrehajtott elemzések és a SMART domén joslas eredményei
alapjan, azt feltételezem, hogy ebben a genomi régioban exopoliszacharid szintézisért felelos
gének talalhatok. Urai és munkatarsai azonositottak és jellemezték a R. erythropolis PR4 altal
termelt exopoliszacharidokat [84,85]. Ezek a makromolekulak eldsegitik a biofilm képzddést,
ezaltal megvédik a sejteket a mérgez6 anyagoktol. Bizonyos exolipopoliszacharidok a vizben
nem oldhatd szubsztratokat emulzidoba viszik, igy megkonnyitik azok felvételét. Az
exopoliszacharid szintézisben résztvevd gének expresszidja 4-10-szer magasabb volt dizel olaj
jelenlétében, mint n-hexadekanon (25. abra, 30. abra). Feltételezésem szerint, a dizel olajban
talalhatd6 mérgezd anyagok miatt a sejteknek tobb exopoliszaccharidra van sziikségiik, mint
hexadekédnon. Ezt a feltételezést timasztja ald az is, hogy a gyliriis vegyiiletekkel kiegészitett
n-hexadekan szénforrason is elérte a Wzz domén tartalmu fehérje expresszioja a dizel olajon
mért expresszid szintjét, mig az elagazd alkdnok jelenlétében nem kiilonbozott a tiszta

hexadekanon nevelt kulturakban mért szinttol.

UDP-gliiko6z-6-dehidrogenaz
Wzz domén tartalmu fehérje

UDP-gliiko6z-6-dehidrogenaz
GDP-L-fukoz szintaz

GDP-mannoz 4,6-dehidrataz

glikozil transzferaz

glikozil transzferaz

glikozil transzferaz

feltételezett membran fehérje

glikozil transzferaz

poliszacharid bioszintézis fehérje

glikozil transzferaz

0 10 20 30 40 50 60
transzkripcios szint valtozas

B dizelolaj -acetat
® hexadekan-acetat

26. abra: Az exopoliszaharid szintézisben szerepet jatsz6 gének relativ transzkripcioja.
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6.3.7. Vas transzport és sziderofor szintézis

Tobb ABC transzporter gén emelkedett expresszios aktivitast mutatott szénhidrogének
jelenlétében. A RER_01100 - RER_01130 koz6tti régié harom ABC transzporter alegységet és
egy MFS (major facilitator superfamily) transzportert kodol. Az aminosav szekvencia
homologiak alapjan az ABC transzporter egy hidroxamat sziderofor felvevé rendszer, amely a
vastranszportban vesz részt. A RER_01100 altal kodolt MFS transzporter 25 % azonossagot,
illetve 41% hasonlosagot mutat a Salmonella enterica Ents enterobaktin export fehérjéjével,
ami a sziderofor molekulak sejtb6l valo kijutattasaban jatszik szerepet [159].

Egy masik, 17 kb hosszu genomi régiéban a RER_27010 és RER_27050 ko6zotti gének
expresszids aktivitasa is megemelkedett szénhidrogének hatasara. Ez a régi6 egy nem
riboszomalis peptid szintazt (RER_27010) és sziderofor transzportban résztvevo géneket kodol.
Egy mostandban publikdlt tanulményban bizonyitottdk, hogy a RER 27010 gén termé¢ke a
heterobaktinok bioszintéziséért felelés [117]. A heterobaktinok vas szideroférok, amelyek
jelenlétét R. erythropolis-ban és Nocardia tenerifensis-ben is igazoltak [160,161]. A vas
transzport rendszerek génjeinek expresszios emelkedése szénhidrogének hatasara azzal
magyarazhat6, hogy az oxidacioban szerepet jatsz6 redox enzimek vasat tartalmaznak. Tehat a
sejtek vas-igénye megné szénhidrogénbontd koriilmények kozott. Mason és munkatarsai
hasonlé eredményre jutottak. Mikor megvizsgaltak a BP Deepwater Horizont olajfuro torony
balesete nyoman felszabadult olajfelhd metatranszkriptomjat, a vas transzportban résztvevo

gének expresszidjat figyelték meg [162].

6.3.8. 4 génexpresszios vizsgalatok dsszefoglalasa

A transzkriptomikai adatok (20., 23., 30. abra) és a RT-qPCR vizsgalatok (20. abra, 1.
tablazat) eredménye alapjan elmondhato, hogy az alkB1 operon kifejezédése emelkedik meg a
legjobban szénhidrogének jelenlétében. Ez arra enged kovetkeztetni, hogy az alkB1 operonrol
atirodo fehérjék jatszak a f6 szerepet az alkanok oxidaciojaban. Mindemellett az alkB2 operon
és a cypl53 ¢és kisegitd génjei is emelkedett expresszids aktivitassal rendelkeznek alkanok
jelenlétében. Az alkan oxidaciobol szarmazd alkoholok tobb lépésen keresztiil zsirsavakka
alakulnak, majd a zsirsavak a -oxidacidoban hasznosulnak. Az alkoholok oxidacidjat végzd
enzimek génjeinek aktivitdsa nem, vagy csak kis mértékben valtozik hexadekan jelenlétében az
acetaton nevelt kontrolhoz viszonyitva, de a transzkriptomikai adatok alapjdn ezen enzimek

expresszios értéke mar eleve magas acetat jelenlétében is. Ezzel szemben dizel olajon nevelt
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kultarak esetén mind az alkohol dehidrogenaz, mind pedig az aldehid dehidrogenaz enzimek
expresszios aktivitdsa megemelkedik (30. dbra). A B-oxidacioban résztvevo gének expresszidja
hexadekan és dizel olaj jelenlétében is megemelkedik. Ezzel szemben a zsirsavak szintéziséért
felelds enzimek expresszioja jelentdsen csokken az alkan oxidaciobol szarmazod zsirsavak
megjelenésének hatasara.

1. Tablazat: Génexpresszio vizsgalata Kiilonboz6 szénforrasokon RT-qPCR segitségével

Lékusz HeD vs. A | HeDB vs. A |HeDCvs. A DiOvs. A
cimke Expresszios | Expresszios | Expresszio | Expresszios Géntermék
valtozis valtozis s valtozas valtozis
RER 07460 2271,3+79,8 1232,8+292,91558,2+147,1 601,9+12,9 alkan- 1-monooxigenaz (alk B1)
RER_ 21620 53,1+7.0 81,2+17,0  97,8+26,6 37,5+£3,3 alkan- 1-monooxigenaz (alkB2)
RER_24030 -2,5+0,1 Nemvizsgalt Nemvizsgalt -2,6+0,2 alkén-1-monooxigenaz (alk B3)
RER 54580  1,5+0,3 Nem vizsgalt Nemvizsgalt  1,9+0,2 alkan- 1-monooxigenaz (alkB4)
RER 03790  1,8+0,6 1,3+£0,2 -1,3+0,1 2,94+0,9 Multicopper oxydase
pREL1 0260 1,940,2 1,5+0,4 1,5+0,06 4,0+0,4 CYP 153 1
pREL1 0283 11,2+1.4 12,1+0,7 14,3+0,3 8,1+0,2 CYP 153 2
RER_08960  2,0+0,2 2,5+0,1 3,940,6 -3,1+0,3 CYP 102
RER_07720  1,5+0,4 1,3+0,2 1,94+0,08 6,9+0,3 CYP 105
RER_08060 -1,1+0,9 -1,3+0,2 2,2+0,3 8,2+2.5 CYP ???
RER_33720  -2.0+0,1 1,7+0,5 6,2+0,5 10,0+0,4 CYP125
RER_33770  -2,1+0,1 1,2+0,3 5,5+0,6 3,7+0,3 CYP51B
RER_33790  -2,0+0,1 1,9+0,4 11,2+1,0 6,5+0,3 CYP123
RER_50030 -1,1+0,06 1,0£0,08  20,3+0,05  30,4+1,6 CYP136
RER_07440  3,4+0,5 4,1+0.4 15,0+1,3 25,4+0,7 feltételezett monooxigenaz
RER_53990  2,8+0,2 Nem vizsgalt Nemvizsgalt 14,8+0,3 monooxigenaz
RER 04320 11,240,9 Nemvizsgalt Nemvizsgalt  1,9+0,3 flavin tartalmi monooxigenaz
RER 10380 1,1+0,08  Nemvizsgalt Nem vizsgalt -1,34+0,09 FMN fliggd monooxigenaz
RER_13630 -1,3+0,2 Nemvizsgalt Nem vizsgalt -2,8+0,5 szteroid monooxigenaz
RER 58590 -5,3+1,3 Nemvizsgalt Nemvizsgalt -3,2+0,3 ssuD (alkan szulfonat monooxigenaz)
RER 47700 -2,1+0,1  Nemvizsgalt Nemvizsgalt -2,4+0,2 FMN fliggd monooxigenaz
RER 13180 4,7+0,2 Nem vizsgalt Nem vizsgalt  43,9+3,0 Wzy
RER_13200 8,0+0,09 12,7+0,8  90,4+10,6  72,6+1,1 MATE domén tartalmu fehérje
RER 13270 4,8+14 Nem vizsgalt Nem vizsgalt  18,2+0,8 Wzz

Ha aromas és alifés gytliriis szénhidrogének is megtalalhatoak a szénforrasban (dizel olaj
vagy gylrlis vegyliletekkel kevert hexadekan esetén) egyéb citokrom P450 monooxigendzok
expresszioja is megemelkedik, amelyek sem hexadekan, sem pedig eldgaz6 alkanok
jelenlétében nem mutatnak magas expresszios aktivitast (25., 27. abra és 1. tablazat). Ezek az
enzimek vehetnek részt a gylirlis vegyliletek oxidalasaban az ugyancsak magasabb
expresszioval rendelkezd gytirli hidroxilalo és gytirti hasité dioxigendzokkal egyiitt (23. és 27.
abra).

Az exopoliszaccharid szintézisben résztvevd gének expresszidja is megemelkedik
szénhidrogének jelenlétében. Azonban a gyiiriis alkdnokat és aromas vegyiileteket tartalmazo

szénhidrogén keverékek joval nagyobb mértékben indukaljdk az exopoliszaccharidok
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szintézisét (26., 27. abra és 1. tablazat), ami

arra utal, hogy nemcsak emulgealdszerként

jatszanak fontos szerepet a vizben nem oldddé szubsztratok biodegradacidjaban, hanem a

toxikus komponensek elleni védelemben is elengedhetetlen a jelenlétiik.

A szénhidrogének biodegradacidja sordn az oxigenaz enzimek miikodéséhez

elengedhetetlen a vas, igy a transzporjaért felelos gének expresszidja is megemelkedik (30.

7
abra).
A Alkdnok Heterobaktin Fe* K* B Alkanok Heterobaktin Fe**  k*
Aromésok
............................... soffinseseseemmesenestboce | coreacerssrsesredsesesescsses hoo/fmNes/fmree eooremlnesonleignee
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27. abra: A hexadekan, illetve a dizel olaj lebontasaért felelds anyagcsere titvonalak: A) n-

hexadekan acetattal szemben, B) dizel olaj acetattal szemben, Az izoenzimeket kddold

géneket a kovetkezoképpen jeloltiik: alkB1 és

alkB2 kiilon van feltiintetve. Az egy vagy két

izoenzimet kodold géneket koncentrikus korok jeldlik. Harom vagy tobb izoenzim esetén a

géneket sokszogekkel abrazoltuk, amelyek minden €le egy enzimet képvisel. ADH: alkohol

dehidrogenaz, ALDH: aldehid dehidrogendz, AlkB1-2: alkdn-1-monooxigendz, Cyp:
citokrom P450 monooxigendz, kivéve a CYP153 csalad, C153: CYP153 csalad, FACS

zsirsav-CoA szintaz, FASI-1I: Zsirsav szintézis fehérjék, Fer: ferredoxin, FerR: ferredoxin

reduktdz, MOX: egyéb monooxigenazok, RCD: gytirii

o o

hasité dioxigenaz, RHD: gytiri

hidroxilalé dioxigenaz, Rub: rubredoxin, RubR: rubredoxin reduktaz, Wzy: exopolisacharid

szintézis fehérje, Wzz

: Wzz domén fehérje

66



7. Osszefoglalas

Kutatomunkamban két Rhodococcus erythropolis torzs szénhidrogén-bontd
képességét hasonlitottam Ossze €s megvizsgaltam a szénhidrogének lebontasanak
molekularis bioldgiai hatterét.

A két torzs szénhidrogén jelenlétében eltéréen viselkedik. Mig a R. erythropolis
PR4 emulzioba viszi a n-hexadekant és a vizes fazisban szaporodik, a R.
erythropolis MK 1 biofilmet képez a n-hexadekan koriil és a kultura a két fazis
hataran gyulik ossze.

A mikroszképos vizsgalatok alapjan a mindkét torzs a n-hexadekan cseppek
felszinén szaporodik, viszont a cseppek alakja kiilonbozik egymastol. R.
erythropolis PR4 kulturaban az olajcseppeknek szabalyos gomb alakja van, ezzel
szemben az MK1 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 allo n-hexadekan 90 %-at, mig a
MK csak a szubsztrat 50 %-at hasznositja két hét alatt.

A magas sokoncentracio mindkét torzs esetén lassitja a bontas sebességét, a PR4
csak a 7. napra érte el a 90 %-os bontasi hanyadot, mig az MK1 15 nap alatt csak
31 %-ot bontott le.

A talajban mindkét térzs hasonl6 szénhidrogén-bontd aktivitast mutat.

A talaj nedvességtartalma befolyasolja a szénhidrogén-bontas hatékonysagat. Az
optimalis 50 %-o0s nedvességtartalom mellett mindkét térzs 90-100 %-os bontasi
hatékonysagot ér el, mig 20 % ¢és 30 % talajnedvesség értékek mellett a
szénhidrogén bontasi aktivitas 40 %-kal csokken.

Az oxigén- és szén-mérleg alapjan a felvett szénhidrogén hasznosulasanak aranya
mindkét torzsben hasonldan alakul minden vizsgalt tdpkozegben. A n-hexadekan
megkozelitdleg 2%-a alakul 4t szén-dioxidda, mig a szubsztrat 98 %-a a sejt felépitd
folyamataiban vesz részt.

A két torzs talajban hasonl6 aranyban hasznositja a felvett oxigént. Az n-hexadekan
oxidalasara az oxigén megkozelitdleg 70 %-at forditja, mig egyéb oxidativ
folyamatokban 30 % vesz részt.

AR. erythropolis PR4 t6rzs minimal tapoldatban hasonl6 aranyban hasznalja fel az
oxigént, mint talajban, viszont a magas sdkoncentracid hatasdra ez az arany

eltolodik. Az eredmények alapjan a sés tapoldatban szaporitott kultardk a felvett
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oxigén 89,5%-at hasznositjak a monooxigenaz reakcioban. Ezzel szemben a R.
erythropolis MKI1 torzs mindkét tapoldatban az oxigén 90 %-at forditja
monooxigenaz reakciora.

A kultarak szén-dioxid termelésének vizsgalata alapjan a két Rhodococcus torzs
eltéréen viselkedik kiilonboz6 gazolaj frakciok jelenlétében is. Az R. erythropolis
MKI1 sokkal lassabban szaporodik mind a négy szénforrasként alkalmazott
frakcion, mint a PR4. A torzs szaporodasa a petroleum frakcion a leglassabb. Ez
magyarazhatd a cypl53 gének hianyaval, amik az alacsonyabb szénatom szamu
szénhidrogének oxidalasara képesek.

Az R. erythropolis MK1 genom de novo dsszerakasahoz hossza parositott végi
leolvasasokat eredményezd szekvenaldsokat végeztliink Illumina MiSeq 1)
generacids szekvenalo rendszeren.

A genom 40 kontigba szerelddott 0ssze €s 6 252 gén talalhato rajta.

A két torzs kromoszoémaja nagymértékben hasonlit. Ugyanakkor a R. erythropolis
PRA4 plazmidjaihoz hasonl6 szekvencia nem talalhato az MK torzs genomjaban.
Mindkét térzs genomjdban taldlhatok olyan monooxigendz gének, amelyek az
alkanok lebontasat katalizalhatjak. Ezek koziil 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 kiilonb6z6 csoportokba sorolhato,
ami felveti a horizontalis géntranszfer lehetdségét.

A szénhidrogének oxidéaciojaban résztvevl masik enzim csoport a citokrom P450
monooxigenazok csoportja, melyekbdl a PR4 torzs genomja 16-ot, mig az MK1
torzs genomja csupan 11-t kodol.

A citokrom P450 fehérjecsaladba tartozo Cypl53 génje két kopiaban talalhatdo meg
aR. erythropolis PR4 nagy linearis plazmidjan. A szekvenalasi eredmények alapjan
ezeknek a géneknek a szekvenciai hianyoznak a R. erythropolis MK1 genomjabél.
A megszekvenalt R. erythropolis MK1 genomban taldlhato 20. kontig
feltételezhetden egy oridsplazmid, melyhez egyetlen ismert Rhodococcus plazmid
sem hasonlit.

Az R. erythropolis PR4-et teljes transzkriptom analizise alapjan mind hexadekan,
mind pedig gazolaj jelenlétében az alkB1 gén és a kdrnyezetében talalhato kisegitd

gének rendelkezett a legmagasabb expresszios aktivitassal az oxigenazok koziil.
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A genomban talalhatdo masik harom alkB gén koziil csak az alkB2 kifejez6dése
emelkedett meg szénhidrogének jelenlétében. Az alkB3 és alkB4 expresszidja
valtozatlan maradt.

A gézolajon szaporitott kulturakban 9 cyp gén expresszioja valtozott, ezzel szemben
a hexadekanon mindossze 1.

A 9 cyp génbdl 5 indukalodott gyliriis szénhidrogénekkel kevert hexadekdnon
nevelt kultirdkban, amibdl az a kovetkeztetés vonhatd le, hogy ezek a gének
jatszhatnak szerepet a gytriis szénhidrogének oxidacidjaban.

Egy feltételezett monooxigenaz gén (RER 07440) kifejezodése is erésebb volt
gylriis vegyiileteket tartalmazé szénforrasokon, mint hexadekanon, vagy eldgazé
szénhidrogéneket tartalmaz6 szénforrason, ami arra utal, hogy ez a gén is a gytirlis
vegyiiletek oxidalasaban jatszik szerepet.

A zsirsav metabolizmusban résztvevo gének koziil azok expresszios aktivitasa
emelkedett meg mindkét szénhidrogén szénforrason, melyeknek termékei a [3-
oxidacidban jatszanak szerepet.

A zsirsavak felépitésében résztvevd FASI enzimet kodolo gén kifejez6dését erésen
gatolta a szénhidrogének jelenléte.

A mikolsavak szintézisében résztvevo FASII enzimrendszer és a poliketid szintaz
13 expresszidja nem valtozott egyik szénforras jelenlétében sem.

Az exopoliszacharid szintézisért felelds gének kifejezddésének megemelkedését is
megfigyeltik mind n-hexadekanon, mind pedig dizel olajon. A dizel olaj 4-10-szer
erOsebben indukalta ezeket a géneket, ami a dizel egyes komponenseinek toxikus
hat4séra vezethetd vissza.

A fentieken kiviil a vas transzportban és sziderofor szintézisben résztvevo géneket

is indukaltak a szénhidrogének.
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8. Summary

During my research, | compared the efficiency of hydrocarbon biodegradation by
two Rhodococcus erythropolis strains and examined the molecular biological
background of the biodegradation process.

The strains had different appearance in the presence of hydrocarbons. R.
erythropolis PR4 emulsified the hexadecane in water while R. erythropolis MK1
formed biofilm on the the n-hexadecane layer and grew on the border of the two
phases.

Light microscopic study of the cultures revealed that both strains have grown on
the surface of the n-hexadecane droplets but the shapes of the droplets were
different.

TheR. erythropolis PR4 degraded 90 % of n-hexadecane until the third day of the
incubation in minimal medium, while the strain MK1 degraded only 50% of it in
two weeks.

The efficacy of biodegradation dropped under high salinity conditions for both
strains. Strain PR4 reached 90 % biodegradation yield only in 7 days, while strain
MK1 was able to utilize only 31 % of the n-hexadecane in 15 days.

In potting soil, both strains had similar hydrocarbon degrading activity.

Soil moisture influenced the efficacy of the degradation. At 50 % soil moisture,
both strains reached 90-100 % biodegradation yield. This moisture value was
optimal for the hydrocarbon biodegradation. At 20 % and 30 % moistness the
efficacy decreased with 40 %.

According to the calculations based on the oxygen and hexadecane consumption
and CO2 production, the utilization of the n-hexadecane had similar rates in both
strains in all niches examined. Approximately 2 % of the n-hexadecane was
converted into carbon dioxide, while the other 98 % was utilized in biomass
formation.

The strains could utilize the oxygen in various biochemical processes in similar
ratios: 70 % of the consumed oxygen is used for the monoterminal/subterminal
oxidation of n-hexadecane, while 30% is harnessed in other oxidative reactions.
The R. erythropolis PR4 strain capitalized the oxygen in minimal medium similarly
as compared to potting soil, however, the ratio mentioned above was shifted by high

salinity. In salty medium 89.5 % of the oxygen is used in the monooxygenase
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reaction. In contrast, this value is 90 % for R. erythropolis MK1 strain in both
minimal and saltwater medium.

Based on the carbon dioxide evolution of the cultures The two bacteria could
distinctly grow on various gasoline fractions. The R. erythropolis MK1 could grow
much slower on all the four diesel oil fractions than the PR4 strain could. The
growth rate of the MK1 is the slowest on the petroleum fraction, which can be
interpreted by the absence of the cyp153 genes (see below).

We performed a whole genome sequencing of R. erythropolis MK1 on Illumina
MiSeq next generation sequencing platform, which yields long paired end reads
suitable for de novo assembly.

The genome was assembled into 40 contigs and 6252 orfs could be identified by
RAST.

The chromosomes of the two strains highly substantially resembled, howewer there
are no sequences could be detected in the R. erythropolis MK1 genome which are
similar to the plasmids harboured by the strain PRA4.

Both genomes encode monooxygenases which may be involved in the oxidation of
hydrocarbons. The alkB gene products can be the most relevant in alkane
biodegradation from which there are 4 copies in the PR4 and 5 copies in the MK1
genome.

Based on phylogenetic analysis, alkB3 and alkB4 are close to eachother, while the
other two alkB genes are on different branches of the phylogenetic tree. This
suggests the possibility of horizontal gene transfer of alkB genes.

The other enzyme group participating in hydrocarbon oxidation is the cytochrome
P450 monooxygenase superfamily, the strain PR4 harbours 16 genes, while strain

MK1 posseses only 11.

Two cyp153 cytochrome P450 monooxygenase genes are present on the large linear
plasmid of R. erythropolis PR4. Sequencing data revealedthat these genes are
absent in the genome of R. erythropolis MK1.

In the R. erythropolis MK1 genome, contig 20 is likely a megaplasmid which does
not have similarity with any of known rhodococcal plasmids.

Many genes involved in alkane oxidation had elevated mRNA level in the presence
of diesel oil and n-hexadecane, as well. The alkB1 possessed the highest expression

level among monooxygenases on both carbon sources.
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From the other three alkB genes, only alkB2 had elevated expression level in the
presence of hydrocarbons. The alkB3 and alkB4 genes were not induced on any
hydrocarbon carbon sources.

In cells grown on diesel oil, there were 9 cyp genes which had elevated expression.
In contrast, only one cyp gene was induced by n-hexadecane.

Out of these 9 cyp genes, 5 were induced by aromatics and cycloalkanes. These five
genes can be involved in the oxidation of aromatic or aliphatic rings.

A putative monooxygenase gene (RER_07440) had stronger expression in the
presence of aromatics and cycloalkanes compared to hexadecane and branched
chain alkanes. We concluded that this monooxygenase is also involved in the
oxidation of aromatics and cycloalkanes.

Among the genes involved in fatty acid metabolism, only those were upregulated
which were involved in the -oxidation

The gene coding for FASI enzyme, beingresponsible for fatty acid biosynthesis was
extremly downregulated in the presence of hydrocarbons.

The expression of FASII enzyme system and the polyketid synthase 13 was not
changed in the presence of hydrocarbons.

We observed an upregulation of the genes involved in exopolysaccharide
biosynthesis in cells grown on all examined hydrocarbon carbon sources. Fold
change of the gene expression was 4-10 times higher in the presence of diesel oil
and the artificial mixture containing aromatics and cycloalkanes. These results can
be explained by the toxicity of the aromatic cycloalkane components.

In addition, the genes involved in iron transport and siderophore biosynthesis were

also induced by hydrocarbons.
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I. Fiiggelék: Oligonukleotidok listaja

Lokusz Oligonukleotid
Bazissorrend (5°-3”)
azonositod neve
Oalkb1F3 GCCTTCTTCCTGTCCTGCTA
RER_07460
Oalkb1R3 CTCGACGCTCTCCTTCTTGT
Oalkb2F CTGCTCGAAACCGTCAACTA
RER_21620
Oalkb2R GGAAGATGTTGGTGCAGATG
OalkB3F GCCAACTATCTCGAGCACTAC
RER_24030
OalkB3R CTGTGACGCTGAAGTTGATAGA
OalkB4F TCTCTCTACGGGCACTTCTAC
RER_54580
OalkB4R AGAACCTCCAGAAGCTCTCA
ORE16SF3 GAATCCGTGCCGTAGCTAAC
RER_r0040
ORE16SR3 AAGGTTCTTCGCGTTGCATC
Omcol_F3 TACGACCTCCTCGTCGATTT
RER_03790
Omcol_R3 AACAGCGGCATAGTCACTTC
OREL1_260F ATGACCTGCCAAGGAATGAG
pREL1_ 260
OREL1_260R GTCTGACCATTCGACGAGTTTA
OREL1 _283F GAGTTCCTGGGCAACTTGAT
pREL1_283
OREL1 283R GGATTCGCCTTGAGCTTCT
ORER_04320F GCGCAGACAGGTGAAAGA
RER_04320
ORER_04320R AACCAGTCGTTGGACAGAAG
ORER_07440F CCGAAATGCTCGAGAAGGAA
RER_07440
ORER_07440R GAACGTGTGGACTCGAAGAA
ORER_07720F AGCGCCTATTTCTCCGTATG
RER_07720
ORER_07720R GTCGACGAGTTCCTGGATTG
ORER_08060F | GACTCTCGATACCGAAACCTATTC
RER_08060
ORER_08060R | GATCCATGATCTTGCGGTAGAG
ORER_08690F CGGCAAGTATCCGATGAAGAA
RER_08690
ORER_08690R TTGATGTTGGCAGGTAGGAAG
ORER_10380F GGAATTCCAACCTCTGGTCTAC
RER_10380
ORER_10380R TACGGGTTCGGGTGTACT
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Lokusz Oligonukleotid
) Bazissorrend (5°-3)
azonositod neve

ORER_13180F GTTGCCTATCGCGGAATCT
RER_ 13180

ORER_13180R | CATGAGCATGACAGCAACAAG

ORER_13200F | CACTTGCACTCGTGACCTATAC
RER_13200

ORER_13200R GCAAACGGCACGGATCTAT

ORER_13270F GCAGCGAGTTCTGTCCTATAC
RER_13270

ORER_13270R CCAACTCTTCAGCCGACAT

ORER_13630F | ACGAACTACTACCAGAGCTACA
RER_13630

ORER_13630R GCCGTCTTGATTCCAGTCTC

ORER_33720F ACACGTCCTCATCAACAAGG
RER_33720

ORER_33720R CCGACGCTATGTCTTCTGC

ORER_33770F TTCATCTCGATGATGTTCGC
RER_33770

ORER_33770R CGTCGGAGTACAGATTGTCG

ORER_33790F TACCACTTTCACGACGATCC
RER 33790

ORER_33790R GAGACGCTTGTTGTCCTTGA

ORER_14080F CAGTATGCGGAGGCGATTT
RER_14080

ORER_14080R CTGATTCCCGGCAGAATCTT

ORER_46450F TGTGGTCAATCCGATGTTCA
RER_46450

ORER_46450R ATGATTCCGGCAGGTGTATC

ORER_46530F | GGATTTCTACACCGACCTCAAA
RER_46530

ORER_46530R CAGAGCCTTCGCTTCTTCTT

ORER_47700F | GACACAGAACACCACGTACAA
RER_47700

ORER_47700R GGAAATTCTCTCCCGTCCAAG

ORER_50030F GATTTGTTCTCCGTGCTTTGTC
RER_50030

ORER_50030R AAAGGGTGATCGTCGAAGTG

ORER_53990F | CTACAACTACGACAAGGGCTAC
RER 53990

ORER_53990R | CCGATGACCACTACCTTCTTTC

ORER_58690F TTCCAACCAGGGTTCCTTC
RER_58690

ORER_58690R CCTCCACCACTGATGATGTT

FASIO03 CTGTGCGTACGTCATGGTCT
RER_38730
FASIO04 ACGTTCGAACTTGGTCATCT
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