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1 Roviditések jegyzéke

2-MA:
3-CM:
3-SM:
4-CML:
4-SC:
4-SL:
AAHS:
AMP:
APS:
BTEX:
CA:
CCR:
COG:
DEG:
ETC:
FDR:
GFP:
Glc:
GSEA:
GSOA:
HB:
kbp:
Mbp:
MFS:
OD:
P340:
PABA:
PAH:
PC:
PCA:

2-maleilacetat

3-karboxi-cisz-cisz-mukonat

3-szulfo-cisz-cisz-mukonat, 3-sulfo-cis-cis-muconate
4-karboxi-mukonolakton

4-szulfokatekol, 4-sulfo-catechol

4-szulfolakton

aromatic acid/H* symporter

adenozin-monofoszfat

adenozin-5’-foszfo-szulfaton

benzol, toluol, etil-benzol, xilol

korrespondencia analizis, correspondence analysis

karbon katabolit represszio, carbon catabolic repression
clusters of orthologous groups of proteins

valtozo kifejezddést mutatod gének, differentially expressed genes
elektrontranszport lanc, electron transport chain

false discovery rate

z0ld fluoreszkal6 fehérje, green fluorescent protein

gliik6z, glucose

géncsoport dusulasi vizsgalat, Gene Set Enrichment Analysis
géncsoport tulreprezentacios elemzés, Gene set overrepresentation analysis
hidroxibenzoat

kilo bazispar (1 000 bp)

mega bazispar (1 000 000 bp)

major facilitator superfamily

optikai denzitas

protokatekol-3,4-dioxigenaz

p-amino-benzoesav, p-aminobenzoic acid

poliaromas szénhidrogén, polyaromatic hydrocarbon
protokatekol, protocatechol

fokomponens analizis, principal component analysis
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PCR:

RHO:

RO:
SA:
SOE:

TCA:

polimeraz-lancreakcio, polymerase chain reaction

gylirti hidroxilalo oxigenaz, ring hydroxylating oxygenase
Rieske-tipusti oxigenaz

szulfanilsav, sulfanilic acid, 4-aminobenzol szulfonat (4-ABS),
szulfit-oxidalé enzim

trikarbonsav ciklus, Szent-Gyorgyi—Krebs-ciklus, tricarboxylic acid cycle



2 Bevezetés

Az ipar az utobbi évszazadban rohamos valtozasokon ment keresztiil. Ennek egyik eredménye,
hogy a természetes alapanyagok hasznalata napjainkra mar kezd egyre inkabb hattérbe szorulni,
helyiiket a mesterségesen eldallitott vegyliletek veszik at. Ezek irdnt a vegyiiletek irdnt mutatott
megnovekedett igény és sokrétii felhasznalasi modjuk elkeriilhetetlenné tette, hogy végiil a
természetes kornyezetben 1s egyre nagyobb mennyiségben talalkozzunk veliik. Ezen
vegyliletek egyik kozos tulajdonsaga, hogy olyan mesterségesen kialakitott szerkezettel
rendelkeznek, amelyek csak nagyon ritkan vagy egyaltalan nem fordulnak eld a kornyezetben.
Emiatt a szerves anyagok biologiai korforgasaért felelés mikroorganizmusok sok esetben nem
képesek Oket hatékonyan bontani, ami felhalmozddasukhoz, esetleg a taplaléklancba torténd

bejutasukhoz vezet.

A szulfanilsav (SA) is egy ilyen mesterségesen eldallitott vegyiilet, amelyet az ipar nagy
mennyiségben allit eld és hasznal fel foleg festékek és gydgyszerek alapanyagaként. Aromas
kémiai szerkezete nagyfoku stabilitast kolcsondoz a molekuldnak, amit tovabb fokoz a
természetben eldfordulé aromas vegyiiletekre alig jellemzd szulfonsav funkcids csoport
megléte.

Az SA ipari felhasznalasa soran jelentds mennyiségben kertiil a szennyvizhalozatba, ahonnan a
legtobb esetben atalakitas nélkiil jut tovabb a kdrnyezetbe. A szennyviz magas SA tartalméanak
csokkentése mar régota komoly kihivast jelent a szakemberek szdmara, azonban hatékony és

megfizetheté megoldast eddig még nem sikertilt talalni ra.

Lehetséges megoldas a mar sok esetben bizonyitott bioldgiai uton torténé karmentesités.
Szamos példa mutatja, hogy a mikroorganizmusok valtozatos anyagcsere utvonalaik
segitségével képesek tapanyagforrasként felhasznalni olyan nehezen bonthaté vegyiileteket is,
mint az SA. Azonban ahhoz hogy a bioremediacio az ipar szamara alternativ megoldassa
véalhasson a kevésbé kornyezetbarat kémiai és fizikai eljarasokkal szemben, biztositani kell
megbizhaté miikodéstiket. Ez csak igy érhetd el, ha minél pontosabban feltarjuk a bontés

folyamatanak elemeit és megértjiik miikodésiik szabalyozasat.



3 Irodalmi attekintés

3.1 Aromas vegyiiletek eléfordulasa a természetben és az iparban

Az aromds vegyiiletek a természetben el6forduld vegyiiletek egy fontos és valtozatos
csoportjat alkotjak. Altalanosan minden él3lényben megtalalhatoak pl. fenil-alanin, tirozin és
triptofan aminosavak formajaban. Legnagyobb mennyiségben és valtozatossagban azonban a
novények allitjak el6 éket. Elsdsorban a szerkezeti vazukat alkoto lignin épitéelemeiként (fenil-
propan alegységek) jelentések, de szamos illatanyag esetén is megtalalhatéak. Az aromas
elnevezésiik is onnan szarmazik, hogy a legkorabban azonositott aromas vegyiiletek jellegzetes
illattal rendelkeztek. Az aromés vegyiiletek jelentéségét noveli, hogy a szarazfoldi novények
biomasszijanak akar egynegyedét is kitehetik 1. Nemcsak az él6vilag, hanem a nyers kdolaj és
foldgéz is jelentds mennyiségben tartalmaz aromas vegyiileteket. Ezek egy része monoaromas:
benzol, toluol, etil-benzol és xilol, amelyeket egyiitt BTEX-nek neveznek 2, illetve lehetnek
poliaromasok, amelyeket altalaban PAH-nak (PolyAromatic Hydrocarbons) neveznek.

Az aromas vegyliletek mar régota fontos szerepet jatszanak az iparban. Legnagyobb
mennyiségben a BTEX vegyiiletcsalad elemeit hasznositjak kozvetleniil az {izemanyagok
oktanszamanak novelésére vagy alapanyagként kiillonboz6é tipusi milanyagok, gumik,
kendanyagok, festékek, tisztitdszerek, gyogyszerek, ndvényvéddszerek és robbanodszerek

elballitasara (1. abra).

Polisztirol
ABS gyanta
SBR elasztomerek

Fenolgyanta

Oldészerek

§ i Adipat . , .
Ciklohexén < Nejlon-6 és Nejlon-6,6
Kaprolaktam

Benzol
Toluol <

Etil Benzol Sztirol

Fenol
Kumol
< Aceton

Benzol

Dinitrotoluol Toluol diizocianat Poliuretan

0-Xilol =——— Ftdlsav-anhidrid Képlékenyitsk
| Poliészterek és alkidgyantdk

Xilolok m-Xilol Isoftalsav

) Dimetil-tereftalat
p-Xilol < e Poliészter szdlak és filmek
Tereftalsav

1. abra. Néhany példa a BTX vegyiiletek ipari felhasznalasara 3



Az aromds vegyiiletek szerkezeti sajatossaguk miatt relative nehezen lépnek kémiai
reakcioba. Azonban elektrofil szubsztiticioval az ipar szamos kémiai modositast képes
végrehajtani rajtuk. Az elektrofil szubsztitiicié sordn az aromds gytiirii egyik atomjat, amely a
legtobb esetben egy hidrogén, egy elektrofil tulajdonsdggal rendelkez6 masik funkcids
csoportra cserélik le. A legfontosabb ilyen tipust reakcid kozé tartozik az aromas vegytiletek

nitralasa, halogénezése, szulfonalasa és Friedel-Crafts-acilezése.

Az igy létrehozhatd szubsztitualt aromas vegyiiletek koziil kiemelkedik a szulfonalt aromas
vegyliletek csoportja, kiilondsen a szulfonalt aromas aminoké. Ezeknek a vegyiileteknek k6zos
tulajdonsaga, hogy a szerkezetiik alapjat képz6 egy vagy tobb aromas gylirth6z a szulfonalt
aromas vegyiiletekre jellemzd szulfonsav funkcios csoport (-SOsH) mellett amino (-NHy)

csoport is kapcsolodik (2. abra).

|Aminobenzol szulfonsavak | [ Szulfonalt azofestékek |
NH, COOH
SO;H N=N
SOzH
Szulfanilsav 2-Amino-benzol-szulfonsav Mordant Yellow 10

CH;
. . /
Aminonaftalin szulfonsavak HO3S—©—N=N—©—N\
CH,
SO3H
Methyl orange
H,N

. . HO
6-Aminonaftalin-2-szulfonsav
NH, HO3S —@— N=N OH
H
N \n/c Ha
OO o Acid orange 6

0=S=0
OH

6-Acetamido-4-aminonaftalin-1-szulfonsav

2. abra. Néhany példa a szulfonalt aromas aminokra és szulfonalt azofestékekre

A szulfonalt aromas aminok kiemelt jelentGségiiket elsGsorban a festékiparnak koszonhetik.
Ennen a 6 oka az amino csoportjaik kozott kialakithatd azo kotés (-N=N-), ami az azo festékek
eléallitdsdhoz nélkiilozhetetlen. A szulfonsav csoport pedig az azofestékek kémiai

tulajdonsagat képes pozitivan befolyasolni: az éltala biztositott negativ toltés miatt a szulfonalt
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aromas vegyiiletek erds savakként viselkednek és vizes oldatokban jol oldédnak. A nukleofil
szubsztiticios reakcid soran a szulfonsav konnyen kilép6 csoportként viselkedik, emellett csak
minimalis hatassal van a festék szinére.

Amig a szulfonalt aromas vegyiiletek tobbnyire negativ toltéstiek a szulfonsav csoport
miatt, addig a szulfonalt aromas aminok ikerionos jelleglinek (zwitter ionos) tekinthetok és
gyenge savakként viselkednek. Ennek kovetkeztében vizben és szerves olddszerekben a
szulfonalt vegyiiletektdl eltéréen rosszul oldodnak. Azonban lugokkal képzett alkali sojuk
vizben jol oldédik “.

A szulfonalt aromés aminok természetes folyamatok utjan csak nagyon ritkan jonnek létre.
A kornyezetben megtalalhato ilyen tipusu vegyiiletek tobbsége mesterséges eredetli. Az egyik

legfontosabb szulfonalt aromas amin: a szulfanilsav (SA).

3.2 A szulfanilsav eldallitasa, ipari felhasznélasa

Ipari mértékben a szulfondlt aromas vegylileteket aromas szerkezettel rendelkezd szerves
vegyiiletek szulfonalasaval allitjak eld kiilonb6z6 szulfonald anyagok felhasznalasaval mint
példaul kén-trioxid (SO3), kénsav (H2SOa), klor-kénsav (HSO3CI), amido-kénsav (HaNSOz)
vagy szulfit ionok (SOs%) 5. Az SA eldallitasa esetén a szerves aromas vegyiilet szerepét az
anilin tolti be, mig a szulfondlashoz kénsavat hasznalnak. A reakcio 190 °C folott jatszodik le,
viz kivalasa mellett, a két vegyiilet 1:1 aranyu elegyének hasznalataval (3. abra). Egyszerii és

olcso eldallithatosaga az ipari elterjedését nagymértékben eldsegitette.

SOy
+ H,S0, —> HSO, —> —
-H,0
+ NH3Jr

NH, NH3 NHSO3zH
3. abra. Szulfanilsav ipari eléallitaisanak 1épései

3.3 A szulfanilsav ipari felhasznélasa, Gtja a természetbe

Az SA viszonylag olcson eldallithatd vegylilet, amelyet kiilonboz6é iparagak féleg
alapanyagként hasznositanak, ezek koziil is kiemelkedik a festékipar. Az azofestékeknek igen
sok valtozata van és a legnagyobb mennyiségben eléallitott €s hasznalt festéktipus. Vilagszerte

tobb mint 800,000 tonna festéket allitanak elé évente, amelynek 60-70% tartozik az azo
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festékek kozé. Becslések szerint az eldallitasuk és felhasznalasuk soran megkdzelitéleg 10-
15%-uk juthat ki a természetbe %', ami jelentds kornyezeti terhelést jelent. Az azofestékek
abiotikus titon torténd bomlasa a természetben megjelend szulfanilsav elsédleges forrasa "0
(4. abra).

2,5-diamino benzol

1f
HO SOH szulfonsav SOH

NH,
HO,S N=N O H2N
—_—
8 [H]

SOzH
SOgH SOzH

Acid Red 112 Szulfanilsav 4-amino-3-hidroxinaftalin
-2,7-diszulfonsav

4. abra. Az Acid Red 112 azo festék redukcioja szamos szulfonalt aromas amin képzédéséhez
vezet koztiik a szulfanilsavéhoz is

Az SA masik jelentds forrasa a gyogyszeripar, amely tobbnyire szulfonamid tipust
antibakterialis szerek el6allitasara hasznalja ezt a vegytiletet (5. abra). Ezt a gyogyszercsaladot
eredetileg Gram-negativ baktériumok ellen fejlesztették ki, melyek k6zott tobb human patogén
torzs is megtaldlhaté ', Hatdsmechanizmusuk alapjan a szulfonamidok bakteriosztatikus
antimikrobialis szerek, amelyek a baktériumok folsavszintézisét kompetitiv médon gatoljak. A
gatlast az teszi lehetdvé, hogy a folyamat prekurzoranak, a p-amino-benzoesavnak (PABA) az
SA szerkezeti analogja. A folsav nélkiilozhetetlen a baktériumok szamara, mivel szamos
anyagcsere folyamat mellett a DNS szintézisében is szerepet jatszik.

0]

Il
H,N O S—NH,
Szulfanil- amld )j\

II
O=S—NH OSO

Hs

NH, NH,
Sulfamethoxazole Sulfamethazine

5. abra. Fontosabb szulfonamid szarmazékok
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A szulfonamid gyogyszerek torténelmi jelentésége oriasi. Ezek voltak az elsé hatékony
antibakterialis szerek a penicillin megjelenéséig. Azonban az uj, hatékonyabb antibiotikumok
elterjedése miatt human gyogyaszati jelentdségiik napjainkra csokkent. Ennek ellenére a
gyogyszeripar tovabbra is nagy mennyiségben allitja elé Sket foleg allatgyogyaszati célokra 2.

A szulfonamidok elsésorban a vizes kornyezetben halmozddnak fel, ahol jellemzben

fotolizis utjan bomlanak. A bomlasuk soran legnagyobb mértékben SA képzddik (6. abra) 2.

Szulfanil-amid
A/l H,0

Szulfanilsav

6. abra. A szulfonamid szirmazékok lehetséges direkt fotolitikus médjai. A bekeretezett
vegyiiletek valoban megjelentek a fotolizis soran

Az SA oOnmagaban is rendelkezik a szulfonamidokra jellemzd bakterioszatikus hatdssal,
azonban kémiai sajatossagai miatt a sejtek szdmdra nehezen felvehetd, ami hatékonysagat
jelentésen csokkenti. Foéleg emiatt kozvetlen hasznalata nem terjedt el, legfeljebb
tartositoszerek formajaban.

A festékeken és a gyogyszereken tul az SA-t még optikai fehéritdszerek és novényvédo

szerek alapanyagaként is hasznaljak.

3.4 A szulfanilsav bioldgiai Gton torténé bontasa

A mikroorganizmusok szamos aromas vegylilet bontdsara képesek anaerob koriilmények

kozott 14, azonban az aromas aminok altalaban kivételt képeznek ez alél. Nagyon kevés példa
van arra, amikor ilyen reakciot sikertilt megfigyelni. Nincs egyértelmii bizonyiték arra sem,
hogy a szulfonalt aromas vegyiileteket lehetséges lenne anaerob koriilmények kozott bontani.

Ugyanez igaz a szulfonalt aromas aminokra is, ahova az SA is tartozik °.
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Szulfonalt aromas vegyiiletek aerob bontasara mar viszonylag koran sikeriilt bizonyitékot
talalni. Erdsen szennyezett teriiletekr6l szarmazo iszapbdl azonositottak olyan
mikroorganizmusokat, amelyek képesek voltak az SA bontisira '*°. Késébbiekben az
azonositott baktériumok szama csak kis mértékben novekedett jelezve azt, hogy az SA bontas
képessége nem altalanos a baktériumok kozott. Ezeknek a baktériumoknak nagy része csak ko-
kulturdban, mutualista kapcsolat kialakitasan keresztiil képes az SA bontéasara 1718, Csak kevés

baktérium képes &nélloan is bontani ezt a vegyiilettipust 192,

Az SA mikrobidlis uton torténd bontdsanak modellje foleg egy két baktériumbol alld
koz0Osség vizsgalataval alakult ki. Az elsé olyan baktérium kozosséget, amely képes volt a
szulfanilsavat felhasznalni egyediili szén-, nitrogén-, kén- és energiaforrasként mar 1988-ban
sikeriilt azonositani ’. A ko-kultira legfontosabb tagja, az akkor még ismeretlen fajba tartozo,
majd Hydrogenophaga palleronii S1-ként, végiil Hydrogenophaga intermedia S1-ként
azonositott baktérium torzs, amely kiilonlegessége, hogy képes az SA-t 4-szulfokatekolon
keresztiil teljesen lebontani. A kultira masik tagja, amelyet Agrobacterium radiobecter S2-ként
soroltak be, ezzel szemben csak a 4-szulfokatekol bontasara volt képes. A két baktérium kozott,
SA-n novesztve, kolcsondsen pozitiv kapcsolat jon 1étre. Csak k6zdsen, kevert kultarat alkotva
képesek SA-n stabilan fennmaradni. Feltételezések szerint az Agrobacterium radiobecter S2 az
SA Hydrogenophaga intermedia S1 altali bontasa soran felszabadulé szulfokatekolt hasznalja
tapanyagforrasként ¢s cserébe vitaminokkal (p-amino-benzoesav (PABA), biotin) latja el a
Hydrogenophaga torzset 2. A masik baktériumkozosséget - amely esetén szintén kolcsonos
pozitiv kapcsolat 1étrejottén keresztiil torténik az SA bontasa - csak joval késébb, 2011-ben
azonositottdk 8. Ezt a kozosséget is két baktérium faj egy-egy torzse alkotja, a
Hydrogenophaga sp. PBC, tjabb nevén Hydrogenophaga intermedia PBC és a Ralstonia sp.
PBA. Erdekes modon ebben az esetben csak a kozosség egyik tagja, a H. intermedia PBC képes
az SA konverzidjara, a Ralstonia sp. PBA se az SA-t se a belble képz6dé szulfokatekolt nem
képes hasznositani. Feltételezhetden ebben az esetben is a Hydrogenophaga sp. PBC
hasznositja a kultura masik eleme altal termelt vitaminokat, azonban a Ralstonia sp. PBA
szerepe a mutualista kapcsolatban még nem tisztazott 23,

Az els6 olyan baktériumot, amely 6nalléan is képes volt az SA bontasara 2001-ben izolaltak
Perei és munkatarsai *°. Az izolalt baktériumot elszor Pseudomonas paucimobilis-ként
azonositottak, majd az elnevezése késdbbiekben Sphingomonas subarctica SA1-re majd végiil

Novosphingobium resinovorum SAl-re modosult. Napjainkra az azonositott, az SA-at 6nalldan
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is bontani képes, baktérium fajok szama kis mértékben tovabb novekedett az Agrobacterium

sp. PNS-1 2% ¢és Pannonibacter sp. W1 %! torzsekkel.

3.5 A szulfanilsav bontasi utvonalanak kozponti elemei

Nagy altalanossagban az aromas vegyiiletek bontasi folyamata két szakaszra bonthat6. Az elsd,
periférids utvonalnak nevezett szakasz f6 célja az aromas gylri elokészitése a késobbi
hasitasara. Ez a szakasz szamos parhuzamos enzimatikus kaszkadot tartalmaz, amelyek az
aromas vegyiiletek széles spektrumat képesek atalakitani kisszam koztitermékké. A sokszinii
enzimatikus reakciok egy kozos, gyliri-hidroxilalé oxigendzok (RHO) altal katalizalt mono-
vagy dioxigenacios 1épésben megegyeznek, amely dihidroxilalt benzol gytiri, leggyakrabban
katekol vagy protokatekuat képzédéséhez vezet (7. abra).

Ccoo”
\
CDOH
c ﬁHC
Ciklohexan
4- Kum'u at 4- Klorbtnzoa karboxilat

Fenantrén Naftalin Toluol Trlptofan

\«b B @ 5 4

p-! Kn.zol p- Hldroxlbmzml Sikimat
Szalicilat Benzoat Anthranilat /

COO _
l H COO
NHp OH

OH >
— OH HO OH
HO

) Benzoat 3-Hidroxibenzoat Quinat
Aniline Katekol ‘ Prolokaleku;’n

T o 200 / \ CHAOH
\
oH \ HU HC T CH

I [
: HC [elele) HC
Benzén Fenol Cinnaméat
OH OCH3 OCHgs
O OH

Ferulat Vanillat Koniferil alcohol

7. abra. A baktériumok valtozatos periférias itvonalhalézattal rendelkeznek, amelyek
segitségével képesek az aromas vegyiiletek széles skalajat kis szamu koztitermékké alakitani

A folyamat masodik, ugynevezett centrdlis szakaszaban torténik meg a gylrii hasitasa és

tovabbalakitasa. A folyamat legvégiil a trikarbonsav ciklusba (TCA) torkollik. A gytri
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hasitasat specialis dioxigenazok katalizaljak. A gyiirii felnyitasa torténhet a két hidroxil csoport
kozott, ebben az esetben orto-hasitasi Gtvonalrol (mas néven intradiol hasitasrol) beszéliink.
Torténhet valamelyik hidroxil csoport mellett, amely esetben meta-hasitasi Gtvonalrdl (mas
néven extradiol hasitasrol) beszéliink. A harmadik tipust utvonal, a gentizat atvonal, abban az
esetben jatszodik le, amikor az aromas gyiirtin jelen 1év6 hidroxil csoportok egymashoz képest
para helyzetben helyezkednek el. Ilyenkor a hasitds egy karbonsav csoportot tartalmazo

szénatom és az egyik hidroxil csoportot tartalmazo szénatom kozott torténik meg (8. abra).

CoO CoOr
©:OH /@/OH
OH OH HO

Katekol Protokatekuat Gentizat

/ \Mcld Orto / \ Meta

O% A % M % 0
Z coo | z
€00 /

8. abra. Az aromas gyiiri hasitasanak lehetséges modjai

A harom tutvonal koziil a meta-hasitasi illetve az orto-hasitasi, vagy mas néven p-ketoadipat
utvonalak a legismertebbek. A B-ketoadipat elnevezés onnan szarmazik, hogy a B-ketoadipat az

orto-hasitasi atvonal f6 koztiterméke.

Az eddig vizsgalt baktériumok esetén az SA bontéasa egy modosult B-ketoadipat utvonalon
keresztiil tortént meg. Az Gtvonal periférids szakasza soran jatszodik le az SA dihidroxilacioja,
amely 4-szulfokatekol (4-SC) képz6déshez vezet. A keletkezé koztitermék orto-hasitisa az
utvonal centralis szakaszaban torténik 3-szulfomukonat (3-SM) képzdédése mellett, amely
tovabbi lépéseken keresztiil végiil szukcinil-CoA és acetil-CoA formajaban 1ép be a TCA
ciklusba .

Az SA bontasahoz alkalmazkodott B-ketoadipat utvonala annyiban tér el a klasszikus f3-
ketoadipat utvonalaktol, hogy az aromas gytirli szulfonsav csoportja csak a bontas késdbbi
szakaszaban valik le hidrogénszulfit (HSO3") formajaban és alakul szinte azonnal tovabb
szulfatta (SO4%). Ez azt eredményezi, hogy az SA bontésa soran olyan szulfonalt koztitermékek

jonnek létre, amelyek tovabbalakitasa az enzimek bizonyos szintii specializaciojat igényli.
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3.5.1 A szulfanilsav bontds periférias utvonala:

Az SA bontasara specializalodott Gtvonal periférias szakaszat eddig csak egyetlen baktérium
esetén sikeriilt megbizhatoan feltérképezni . A H. intermedia PBC tdrzsdn végzett
transzpozonos mutagenezis segitségével azonositottak egy olyan géncsoportot, amelynek
elemei nélkiilozhetetlen szerepet jatszanak a bontas els6 1épései soran. Ez a sadABD génekbdl

allo csoport egy - az SA altal jol szabalyozott - operont alkot.

Az operon els6 tagja, sadA, kodolja az utvonal oxigenaz elemét. A gén altal kodolt 4-
aminobenzolszulfonat (4-ABS)-3,4-dioxigenaz fehérje szekvencia hasonlosaga alapjan a
Rieske tipusu oxigenazok (RO) l-es csoportjaba sorolhatd be 2. Az operon masodik tagja, a
sadB, egy glutamin szintetazhoz hasonld fehérjét kodol. Szerepe nem teljesen egyértelmii. Az
ismert bontasi Utvonalak esetén a glutamin szintetaz és a dioxigenaz egylittes el6fordulésa elég
ritka. Csak az anilin oxidativ deaminalasa esetén irtak le hasonlé enzimeket. Filogenetikai
vizsgalatok is azt erésitették meg, hogy a sadB altal kodolt fehérje az anilin bontasaban szerepet
jatszo glutamin szintetizokkal mutat rokonsagot, veliik egy monofiletikus csoportot képez 228,
A 4-ABS-3,4-dioxigendz ¢és a glutamin szintetdz nélkiilozhetetlen elemei a periférids
ttvonalnak. Ok feleldsek a szulfanilsav szulfokatekolla torténd atalakitasaért. Az azonositott
operon harmadik tagja, a sadD, egy ferredoxin-szerii fehérjét kodol, amely feltételezhetéen a
dioxigenaz redox partnere. Jelenléte a szulfanilsav bontdsanak szempontjabol nem tiint
esszencialisnak, azonban jelentdsen noveli a rendszer hatékonysagat 2°. Az operon hianyosnak
tekinthetd olyan szempontbo6l, hogy nem tartalmazza a dioxigendz elektron transzport lancanak
minden elemét, mivel a ferredoxint specialisan redukalni képes ferredoxin reduktazt kodol6 gén

nem része az operonak.

Az SA bontas periférias folyamatanak in vitro koriilmények kozott torténd vizsgalata
napjainkig nem megoldott, ami megneheziti a lejatsz6dd enzimatikus reakciok pontos
megértését. Ilyen tipust enzimatikus folyamatot legpontosabban az Acinetobacter sp. YAA
térzs anilin bontési Gitvonala vizsgalata soran jellemeztek 28, Ez alapjan feltételezhetd, hogy a
sadB altal kodolt glutamin szintetaz az L-glutamatot képes a szulfanilsav amino csoportjahoz
kapcsolni. A 4-ABS-3,4-dioxigendz csak az igy létrejové gamma-glutamil koztitermék
hidroxilalasat végzi. Tovabbiakban két hipotetikus ciklohexadién-diol koztiterméken keresztiil
4-szulfokatekol (4-SC) képzddik L-glutamat és ammonia felszabadulasa mellett. Feltételezések
szerint az L-glutamat a reakcié soran véddcsoportként funkcional és megakadalyozza a

szulfanilsav amino csoportjanak oxidaciojat 2° (9. abra).
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9. abra. A szulfanilsav bontasi titvonal periférias szakaszanak 1épései az anilin példaja alapjan
28, Enzimek roviditése: AtdAl, SadB: Glutamin szintetaz; AtdA3-5: Rieske tipusi oxigenéz alfa, béta
alegysége és reduktaz komponense; SadA: Rieske tipusu oxigenaz alfa alegysége.

3.5.2 A szulfanilsav bontas centralis Gitvonala

Az SA bontasanak centralis szakasza a folyamat legjobban feltérképezett része.
Legkorabban a két kolcsonos kapcsolatban allo baktérium, a H. intermedia S1 és az A.
radiobacter S2 fajok esetében sikeriilt azonositani az Gitvonalnak ezt a szakaszat. Az itvonal
legrészletesebb jellemzése is ezeknél a fajoknal tortént meg 232, Valamivel késébb az 6nallo
szulfanilsav bontasra is képes N. resinovorum SA1 torzs esetén, proteomikai modszerekkel
azonositottak a korabban jellemzett enzimek ortologjait és in vitro modszerekkel bizonyitottak
azok szerepét a szulfokatekol katabolizmusaban 3334 Tovabba az SA bontasara szintén csak
kolcsonos kapcesolatban képes H. intermedia PBC baktérium esetén is sikeriilt transzpozon

inszercios mutagenezis segitségével olyan géneket talalni, amelyek nélkiilozhetetlenek az SA
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bontasanak centralis szakaszaban. Ezek a gének nagyfokll hasonlosagot mutattak a kordbban

mar azonositott génekkel 2°, azonban részletesebb vizsgalatuk nem tortént meg.

A centralis utvonal elemeinek genomi elrendezddése a vizsgalt fajok esetén nem egységes. A
két legjobban vizsgalt esetben az Gtvonal elemei két egymashoz kozel elhelyezkedd operonba
rendez0dnek. Mindkét esetben kozos, hogy az aromas gyliri hasitasaért feleld dioxigenaz
enzim két alegységét kodolo gének (pcaHG) az ttvonal tobbi elemétdl elkiiloniilé operonban
talalhatoak meg. Mig a H. intermedia S1 esetén egy transzpozazt kodold gén valasztja el ket
az utvonal tobbi elemétdl, addig az A. radiobacter S2 esetén a TRAP transzporter rendszert
elemeit kodolo gének és egy IcIR tipusu transzkripcids faktort kodold gén ékelddik a két operon
kozé 23, Ezzel szemben a N. resinovorum SA1 térzsben a teljes centralis utvonal egy operonba
rendezédik 3 (10. abra).

N. resinovorum SA1

pcaH? | pcaG.

H. intermedia 51

A. radiobacter S2 pcal? | pcaG2 IRyl > mfz> <an’3 [

10. abra. A szulfanilsav bontasi utvonalanak centralis szakaszat kodolé gének N. resinovorum
SA13 H.intermedia S1 és az A. readiobacter S2 %% torzsekben. A gének 4ltal kodolt enzimek: pcaB,
pcaB2, (scah), 3-szulfo-cis-cis-mukonat-cikloizomeraz; orf2*, slh, (scaB), szulfolakton hidrolaz; macA,
mar, (scaC), maleilacetat reduktaz; pcaH, pcaH2, (scaE), szulfokatekol 3,4-dioxigenaz béta alegység;
pcaG, pcaG2, (scaF), szulfokatekol 3,4-dioxygenaz alfa alegység; orf3*, oxidoreduktaz;
trans..transzpozaz; orfl, orf2, TRAP-transzporter rendszer elemei; orf3, ICIR tipust transzkripcios
faktor

A centralis utvonal elsé 1épése soran torténik a periférids utvonal alatt keletkezd 4-
szulfokatekol (4-SC) oxidacioja, ami a vegyiilet orto-hasitasan keresztiil 3-szulfomukonat (3-
SM) képzddéshez vezet. Az oxidaciot végzd enzimek szerkezetiik és fehérjeszekvencidjuk
alapjan nagyfoku hasonldsagot mutatnak a protokatekol-3,4-dioxigenazokkal (P340), amelyek
a protokatekol (PC) orto-hasitasaban vesznek részt 3-karboxi-cisz-cisz-mukonat (3-CM)
képzddése mellett. Szubsztrat specificitasuk alapjan azonban jelent6sen eltérnek a klasszikus
P340-oktol, mivel a PC mellett a 4-szulfokatekol (4-SC) bontasara is képesek — igaz csekély
aktivitassal. A két enzim tipus fehérje szekvencidjanak az Osszehasonlitdsa és célzott
mutagenezis Gtjan ramutatt arra, hogy az 0j szubsztrat alkalmazasahoz nem volt sziikséges

jelentds valtozasra az enzim szekvenciajaban, mar egy aminosav cseréje is elegendé ahhoz,
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hogy egy klasszikus P340 képes legyen a 4-SC hasitasara 3*2. Azonban a hatékonysaga
jelentésen elmarad az ehhez specifikusan alkalmazkodott enzimekétdl. A 4-SC hatékony
bontashoz evolvalddott P340 filogenetikai analizisek alapjan is jol elkiiloniilnek a csak PC
bontasara képes P340-oktol. Ezek alapjan a P340-0k két tipusat kiilonitik el. Amig a
klasszikus, csak PC-t hasito P340 oxigenazokat I. (Type I) tipustaknak, addig a 4-SC bontasara
is képes P340-okat Il. (Type II) tipustiaknak tekintik 2,

A bontas kovetkezd Iépése is koOveti a 3-oxoadipat utvonal protokatekol agéanal
megismerteket. Amig a klasszikus protokatekol utvonal esetén a 3-CM reciklizalasat egy 3-
karboxi-cisz-cisz-mukonat cikloizomeraz végzi 4-karboximukonolakton (4-CML) képzddése
mellett, addig az SA bontasa soran keletkezé 3-SM-okat egy 3-szulfo-cisz-cisz-mukonat
cikloizomerdz alakitja tovdbb 4-sulfolaktonna (4-SL). A két enzimtipus szubsztrat
specificitasaban nincs jelentds eltérés, mindegyikiik képes a 3-SM reciklizalasara, azonban a 3-
SM-ra specializalodott enzimek hatékonysaga lényegesen nagyobb . Filogenetikai vizsgalatok
alapjan a két enzimtipus ebben az esetben is jol elkiilonithetd egymastdl. A tapasztalt
kiilonbségek miatt a klasszikus protokatekol utvonalban résztvevd enzimeket I-es tipustinak
(Type I), mig a szulfanilsav bontasaban résztvevd enzimet II-es tipusunak (Type II) tekintik
36,37

Mig a korabbi reakcidk atfedtek a P-ketoadipat utvonal protokatekol agaval addig 4-
szulfolakton deszulfonaldsa egy specidlis enzimatikus reakciot igényel. Ezt a 1épést egy
aminohidroldz szupercsalddba tartoz6, metallo-fliggé hidroldz végzi, amely szulfit
felszabadulasa mellett 2-maleilacetatot (2-MA) hoz létre . A keletkezé maleilacetatot egy
maleilacetat reduktdz alakitja tovabb 3-oxoadipattd (béta-ketoadipattd). Ez a vegyiilet a
klasszikus béta-ketoadipat Gitvonal utolso két 1épése soran alakul tovabb szukcinil-CoA-va és
acetil-CoA-va, melyek belépnek a TCA ciklusba. Az ttvonal utolsd két 1épését katalizald
enzimek nem szerves részei a kozponti Utvonalnak. Mivel az 4ltaluk katalizalt reakciok az
Osszes parhuzamos B-ketoadipat utvonalat képesek kiszolgalni, ezért egy globalis kozos utvonal

elemeinek tekinthetoek (11. abra).
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11. abra. A szulfanilsav bontas

HO utvonalanak centralis és kozos szakasza.

4-Szulfokatekol Az enzimek roviditése: ScaE (PcaH2),
szulfokatekol 3,4-dioxigenaz béta

503 alegység; ScaF (PcaG2), szulfokatekol 3.4-

dioxygenaz alfa alegység; SacA (PcaB2),
3-szulfo-cis-cis-mukonét-cikloizomeraz;
co% s ScaB (4SLH), 4-szulfolakton hidrolaz;
ScaC (MAR), maleilacetat reduktaz; Pcal,

3-Oxoacid CoA transzferaz A alegység;

PcalJ, 3-Oxoacid CoA transzferaz B

alegység; PcaF, 3-oxoadipil-CoA tiolaz.
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3.6 A szulfanilsav bontasi utvonalanak kiegészité elemei

Amig a szulfanilsav bontasanak utvonalat viszonylag kevés faj esetén, de sikeriilt felismerni és
jellemezni, addig a bontashoz nélkiilozhetetlen kiegészitd rendszerek alig kutatottak. Ennek a
{6 oka, hogy ezek a rendszerek szétszortan helyezkednek el a genomban és nagy valtozatossagot

mutatnak. Klasszikus modszerekkel nehezen azonosithatoak.

3.6.1 84 dioxygenaz elektron transzport lancdnak lehetséges elemeli
A Rieske tipusu aromés gyuriihidroxilaldo oxigendzok, amelyek kozé a szulfanilsav

hidoxilalasat végzd oxigenaz is tartozik, rendszerint tobb komponensbdl allo rendszerek. A
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hidroxilacio folyamata soran az elektrontranszport lanc elemei szallitjdk az elektront a
NAD(P)H-t6l az oxigenaz katalitikus nagy alegységéhez, amely felhasznalja azt a levegd
oxigén molekuldjanak (O) aktivalasahoz. A katalitikus folyamat soran az oxigendz az aktivalt
oxigén molekulat hasznalja fel az aromas vegyiilet régio- és sztereospecifikus hidroxilalasadhoz
38, A rendszer kdzponti eleme a termindlis oxigenaz, amely lehet homo-multimer (an) vagy
hetero-multimer (onfn) szerkezetii 3. Mindkét esetben a nagy o alegység felelds a katalitikus
aktivitasért, mig a kis B alegység strukturalis szerepet tolt be. Az a alegység két 6 doménbdl
épul fel. Az N-terminalis végén talalhaté Rieske tipust [2Fe-2S] vas-kén klaszter kotésére
képes domén (pfam: PF00355) és egy C-terminalis katalitikus domén alkotja, amely egy
konzervalt mononuklearis vas-kétohellyel (pfam: PF00848) rendelkezik *°.

A kozponti elem miikddéséhez sziikséges folyamatos elektron utanpotlast egy kisegitd
elektrontranszport lanc biztositja. Az elektrontranszport lanc allhat egy reduktazbol vagy egy

reduktazbol és egy ferredoxin fehérjébsl 4142 (12. 4bra.).

NAD(P)H Reduktaz OXXF erredoxin Oxigenaz
NAD(P)" X Reduktaz Ferredoxin , X X

red Oxigenaz ;o4

OH
Ao, OH

qm

12. abra. A Rieske tipusu dioxigenazok elektrontranszport folyamata

A reduktazokat domén szerkezetiik alapjan harom csoportba lehet sorolni 43, Az Rd-I csoport a
glutation reduktazok (GR) tipusat foglalja magaba. Az ilyen tipust reduktdzok egy N-terminalis
FAD/NAD(P) k6té6 doménnel (pfam: PF07992) és egy C-terminalis reduktaz doménnel (pfam:
PF14759) rendelkeznek. A Rd-II és Rd-Ill csoport a ferredoxin-NADP*-reduktazok tipusat
(FNR) foglaljak magukba. A két csoport tagjai ugyanolyan flavin, NAD(H) és [2Fe-2S]
kofaktorokat koté6 doméneket tartalmaznak. Az eltérést egyediil csak a domének sorrendjében
van. Amig az Rd-II (FNRc) csoport tagjai esetén a fehérje N-terminalis végén a flavin-kotd
domén (pfam: PF0097) helyezkedik el, majd azt kdveti a NAD-k6t6 domén (pfam: PF00175)
¢s végll a novényi tipusu [2Fe-2S]-koté domén (pfam: PF00111) addig az Rd-111 (FNRn)
csoport tagjai esetén a fehérje N-terminalis végén a [2Fe-2S]-k6té domén, majd a flavin-kotd
domén végiil a NAD-kotd domén helyezkedik el *3.
21



Az elektrontranszport lanc legbizonytalanabb pontja a ferredoxin alegység. Megléte nem
minden esetben sziikséges és nagy valtozatossagot mutat. Domén szerkezetiikk alapjan
alapvetéen két fo csoportba lehet &ket sorolni 3. A ferredoxinok elsd csoportja, a Fd-I, egy
[4Fe-4S] vas-kén kofaktor kot6 doménnel (pfam: PF13459), ezzel szemben a ferredoxinok
masodik csoportja, az Fd-1I, egy Rieske tipust [2Fe-2S] vas-kén kofaktor k6té doménnel (pfam:
PF00355) rendelkezik. Ezeken kiviil azonban olyan ferredoxinok is el6fordulnak, amelyek
rubredoxin és novényi tipust [2Fe-2S] kofaktor koté doménnel birnak (pfam: PF00301;
PF00111) #4,

A terminalis oxigenaz és az elektrontranszport lanc egy funkcionalis egységet képeznek, de az
oket kodold gének nem minden esetben rendezddnek egy transzkripcios egységbe +°%°, Ez igaz
a szulfanilsav hidroxilalasat végz6 oxigenazra is H. intermedia PBC esetén. Az
elektrontranszport lanc elemei koziil csak a novényi tipusu (PF00111) ferredoxin fehérjét
kodolé sadD gén taldlhaté egy operonban a terminalis oxigenaz génjével (sadA) 2°. Ez a

modularis felépités nagymértékben megneheziti a RHO teljes folyamatanak a megismerését.

Szamos kisérlet tortént mar a RHO-K csoportositasara és a csoportositason keresztiil az
elektrontranszport lancaik felépitésének megértéseére. Kezdeti probalokzasok a terminalis
oxigendzok katalitikus o alegységeinek fehérjeszekvencia hasonlésagan alapultak #’, majd
kés6bb figyelembe vették az oxigenazok a alegységeinek fehérjeszekvencia hasonlosagamellett
a kis B alegységek meglétét és az elektrontranszport lanc sszetételét is “>44. Azonban az RHO
csoportok elektrontranszport ldncai nem mutatnak egységest képet ami megneheziti

azonositasatukat.

3.6.2 Az aromads savak transzporterei

Az SA egyik fontos kiegészité eleme a katabolikus folyamatokat megel6z6 transzport folyamat.
Az aromas savak csak nem-disszocialt formajukban képesek passziv diffuzid segitségével
atjutni a baktériumok membranjan. Ilyen formaban azonban csak savas kdzegben talalhatdak.
Normal és lugos koriilmények kozott a disszocidlt valtozatuk fordul eld, amely nem képes
diffazioval atjutni a baktériumok membranjan, ezért hatékony felvételiik aktiv transzportekhez
kotott. Ilyen aktiv transzporterek elterjedtek a baktériumok kozott *8->4. Ezek a transzporterek
nagyon valtozatosak lehetnek, azonban a legnagyobb résziik egy elkiiloniild aromas sav:H*
szimporter (Aromatic Acid:H* Symporter; AAHS) fehérjecsaladot hoz 1étre a f6
transzportsegitd szupercsaladon (major facilitator superfamily; MFS) beliil *°. Ebbe a

fehérjecsaladba tartozik a 4-hidroxibenzoat (4-HB) és a protokatekol transzportere (PcaK) %6, a
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3-hidroxibenzoat transzportere (MhbT) *, a 2,5-dihidroxibenzoat transzportere (GenK) %8, a

benzoat transzportere (BenK) *° és a vanillat transzportere (VanK) .,

Mar szamos esetben megfigyelték hogy az SA diffuzioval nem képes atjutni a baktériumok
membranjan ®!, azonban a hatékony felvételét lehetévé tevd specifikus transzportert még nem

sikeriilt azonositani.

3.6.3 Szulfit oxidadlo enzimek

Az SA bontasa soran varhatéan jelentés mennyiségii szulfit (SOs> vagy HSO3") szabadul fel. A
szulfit erds redukaldszer, de emellett erds nukleofil tulajdonsaggal is rendelkezik. Sejten beliil
a nagy reaktivitasa miatt szdmos - a sejt szdmara karos - reakcidban képes részt venni. Ezek
koz¢é tartozik az irreverzibilis kotddési képessége a biomolekulak aldehid és keton csoportjahoz,
emellett képes reverzibilisen k6tddni az uracil €s citozin csoportokhoz, ami deaminacidhoz és
transzaminaciohoz vezet, aminek eredményeként mutaciok jonnek létre. Tovabba ezek az
anionok szamos olyan reakciot indukalnak, amelyek reaktiv oxigén gyokok (ROS)
képzddéséhez vezetnek.

A sejten beliil keletkez6 szulfit karos hatasainak megel6zésére a mikroorganizmusok szamos
modszerrel rendelkeznek. Ezek a modszerek a szulfit exportjat, redukcidjat és direkt vagy
indirekt oxidéciojat foglaljak magukba.

A szulfanilsav bontasa soran jelent6s mennyiségli szulfat megjelenése volt megfigyelhetd a
tapoldatban 1718202134 ‘E7 arra utal, hogy a felszabadulé szulfit detoxifikalasaban az oxidacio
Jatssza a f0 szerepet. A mikroorganizmusok szulfit oxidacidjanak ket lehetséges ttja ismert. A
direkt oxidacio, amelyet molibdoprotein kofaktort (Mo-co) tartalmaz6 szulfit- oxidalé enzimek
(SOE-k) végeznek és az indirekt, adenozin-monofoszfat (AMP) fliggé oxidacio, amely
adenozin-5’-foszfo-szulfaton (APS’) keresztiil torténik meg. A két ut eltérd szerepet tolt be a
mikroorganizmusokban. Amig az indirekt utvonal a citoplazmaban (a sejtmembran
citoplazmatikus oldalan) jatszodik le és fo szerepe a redukalt kénvegyiiletek oxidacidjaval
torténd energia eldallitdsaban van, addig a kéntartalmu szerves vegyliletek bontdsa soran
felszabaduld szulfit detoxifikacidja kizarolag a periplazmatikus térben torténik meg a direkt
utvonalon keresztiil. Az 6sszes eddig jellemzett SOE a ,,mononuclear molybdenum” enzimek
egy fehérjecsaladjaba tartozik. A molibdén-tartalmi enzimek egy kiilonleges tulajdonsaga,
hogy képesek a vizet felhasznalni és annak oxigénjét atvinni a szubsztrat molekulara %2 (13.

abra.).
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13. abra. A SOE altal katalizalt reakcié altalanos egyenlete

A SOE-Kk széles korben elterjedtek az él6vilagban. A névényekben és a gerincesekben
azonositott ilyen tipustl enzimek jellemzéen homodimer felépitésiick. A N-terminalis végiikon
egy molibdén kotésére alkalmas és egy dimerizacioért felelés domén talalhatd, a C-terminalis

végén pedig a hem-kofaktort nem-kovalensen kotd cytokrom bs domén. 3.

Ezzel szemben a baktériumokban azonositott SOE-K Iényegesen valtozatosabb szerkezettel
rendelkeznek. A legjobban jellemzett bakteridlis szulfit-oxidalé enzim a Starkeya novella
torzsben (korabban: Thiobacillus novellus) azonositott SorAB heterodimer enzim komplex. Az
enzim két alegységbdl épiil fel. A SorA fehérje tekinthetd a rendszer kdzponti alegységének,
amely tartalmazza a molibdén kotéséhez sziikséges domént (pfam: Oxidored molyb, PF00174)
¢s egy dimerizaciohoz sziikséges domént (pfam: Mo-co_dimer, PF03404). Ehhez kapcsolodik
a kis SorB alegység, amely a citokrom c fehérje csalad tagja és a hem kofaktor kotésében vesz
részt a Citokrom c-szerti doménjén (cytochrome c-like domain, IPR009056) keresztiil.

A katalizis sordn két elektron jut at a szulfitrél a SorA fehérje aktiv helyén talalhato, oxidalt
allapotban 1évé Mo(VI) kofaktorara, amely ennek hatdsara redukalodik. A két elektron ezt
kovetden szakaszosan a SorB fehérje altal kotott hem kofaktorra keriil, majd onnan egy kiilsd
elektron akceptorra vandorol, amely azt elszallitja a 1égzési lanc feltételezhetden citokrom
oxidaz elemére %4°, A Starkeya novella esetén a kiils§ elektron akceptor szerepét egy citokrom
550 fehérje tolti be.

A szulfit-oxidalo enzimek (SOE-K) masik jol jellemzett tagja a Sinorhizobium meliloti fajban
azonositott SorT fehérje %. A SorA(B)-val ellentétben a SorT homodimer forméban fordul eld.
A SorT fehérje a SorA-val megegyez0 domén szerkezettel rendelkezik. Ebben az esetben
azonban a SorT aktiv helyén 1év0 és a redox folyamat soran redukalt allapotba keriil6 Mo (IV)
két elektronjat szakaszosan kozvetleniil egy kiilsé elektron akceptornak adja tovabb, ami azt
feltételezhetden szintén a légzési lanc citokrom oxidaz elemének adja tovabb. A kiils6 elektron
akceptor szerepét egy citokrém C fehérje tolti be, amelyet a SorT fehérjét kodolo génnel egy

operonban 1évé sorU gén kodol 678,
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3.6.4 Szulfit transzporterek

Mivel a szulfit oxidacidja a periplazmatikus térben jatszdodik le, ezért nélkiilozhetetlen olyan
transzportereknek a megléte, amelyek a citoplazmaban keletkezd szulfitot a reakcid helyére
szallitjak. Eddig a szulfit exportjaban résztvevo transzportereknek 4 tipusat azonositottak. Az
els6 ilyen tipusu transzportert a Paracoccus denitrificans NKNIS torzsben azonositott, tauZ
gén kodolja %°. Sejten beliili szerepe a taurin bontasa soran felszabaduld szulfit exportja. Eddig
két ortologjat sikeriilt azonositani a Paracoccus pantotrophus NKNCYSA tdrzsben °. Ebben
az esetben az egyik ortolog szintén a taurin bontasaban vesz részt, mig a masik suyZ altal kodolt
transzporter feltételezhetden a ciszteat (ciszteinsav soja) bontdsa soran felszabadulo szulfit
exportjat végzi '°. AtauZ egy masik ortologja, a Ruegeria pomeroyi DSS-3 térzsben azonositott
cuyZ gén, ami szintén a 3-szulfo-alanin (ciszteat) bontsa soran jatszik szerepet *. Egy hasonlo
gént azonositottak Roseovarius nubinhibens ISM térzsben, melynek terméke feltételezhetéen a
szulfolaktasa soran felszabadulé szulfit transzportjaért felelds 2.

A Cupriavidus necator H16 torzsben azonositott, tauE gén, amely a negyedik tipust szulfit
transzportert kodolja, nem tekintheté a tauZ ortoldgjanak, azonban kifejezddését szamos

szulfonalt vegyiilet bontasa soran kimutattak ',

3.7 A Sphingomonadaceae csalad tagjainak valtozatos genomi &sszetétele

A Sphingomonadaceae csalad tagjait mar régota komoly figyelem &vezi rendkiviil valtozatos
anyagcseréjiik miatt. Az ide tartoz6 fajok szamos természetesen és mesterségesen eldallitott
vegyiilet bontasara képesek '*. Sajatossaguk, hogy a bontist lehetévé tevé metabolikus
utvonalak génjei gyakran nem alkotnak egységes operont, hanem a genomban szétszorva,
kisméretli génklaszterekbe rendez6dve helyezkednek el. Ezek a génklaszterek sok esetben a
csalad tagjainal gyakran eléfordulé, nagyméretii plazmidokon talalhatoak meg . A valtozatos
génkészlet ¢és feldarabolt operon szerkezet létrejottének f6 oka a plazmidok altal kozvetitett
génatvitel, a kromoszoma €s a plazmid kdzotti rekombindcio, tovabba a fagok €s transzpozonok
altal kozvetitett genomi atrendezédések 6. A N. resinovorum SA1 torzs esetén megismert SA
bontasi Utvonalra is jellemzd ez a feldarabolt operon szerkezet. Az utvonal centralis
szakaszanak génjei egy egységes klaszterbe rendezddnek, amely fizikailag elkiiloniil az utvonal
tobbi, még ismeretlen elemétdl (1d késobb).

Az SA bontasanak képessége a Sphingomonadaceae csalad tagjai kozott is ritka. Ez idaig csak

az N. resinovorum SA1 torzs esetén sikeriilt bizonyitani ennek a tulajdonsagnak a meglétét.
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3.8 Genomszekvenalas

A DNS szekvenalas oriasi fejlodésen ment keresztiil 1977 6ta, amikor Fred Sanger kifejlesztette
dideoxi lancterminaciés szekvenalasi technikajat . A baktérium genomszekvenalas
forradalma az 1990-es évek elején indult meg, amikor hozzakezdtek a modellorganizmusok,
mint példaul Escherichia coli és Bacillus subtilis, genomjanak szekvenalasahoz ®7°. A
forradalom elsé igazi nagy eredménye 1995-ben kovetkezett be, amikor shotgun (,,sérétes
puska”) modszer hasznalataval sikeriilt meghatarozni a Haemophilus influenzae teljes
genomszekvenciajat 8. A modszer 1ényeg hogy a fag genomjat véletlenszeriien feldaraboltak
majd a darabokbol I1étrehozott klonkonyvtirat megszekvenaltak. Az elsd generacios

8182 A gzekvenalas

szekvenalds cstcsat a humdn genom megszekvenaldsa jelentette
technikajaban a kovetkezé nagy eldrelépés a 2000-es évek kozepén kovetkezett be a nagy
ateresztoképességli vagy mas néven ujgeneracios (masodik generacids) szekvenald technikak
megjelenésével 838, Ezek a modszerek a kisebb kutatdcsoportok szamara is elérhetévé tették a
genomszekvenalast. Azonban a technikaban rejlo korlatok miatt, amely f6leg a révid leolvasasi
(read) hosszra vezethetOk vissza, a szekvenalt genomok teljes Osszeillesztése (complete
genome) tovabbra sem volt konnyen megvalosithato. Emiatt a szekvenalt genomok jelentds
része befejezetlen (draft genome) formaban maradt. Amig a teljesen Osszeillesztett genom a
nagy biztonsaggal meghataroztak, addig a befejezetlen, draft allapotban 1évé genomok
kiillonboz6 hosszsagu  szekvenciadarabokbol (kontigokbol) épiilnek fel. Ezeknek a
kontigoknak sok esetben se a sorrendje, se az iranyultsiga nem ismert. A DNS-szekvenalas
kovetkezo fejlodési 1épése, az tgynevezett ,,single-molecule, long-read sequencing” féleg a
rovid leolvasds hosszbol adodo probléméak megoldasara torekszik. Az elsdé elérhetd ilyen
technologiat nyujto platform a Pacific Bioscience ,,single-molecule real time ” SMRT rendszere
volt 8, amelyet késébb kovetett az Oxford Nanopore Minlon rendszere . Ezek a rendszerek
jelentds attorést hoztak a leolvasas hosszaban, akar tobb tiz kilobazis hossziisagu szekvenciak
leolvasasara is képessé valtak, azonban még komoly problémaékkal kiizdenek, amelyek koziil a
legsulyosabbak a pontatlansaguk, ami elterjedésiiket jelentdsen korlatozza.

A genomszekvenalas a technikai fejlédésének ¢és vele parhuzamosan csokkend aranak
kovetkeztében egyre elérhetobbé valt a kisebb kutatocsoportok szamara is, ami a szekvenalt
genomok szamanak robbanasszerli novekedéséhez vezetett. 2017 augusztusdban 104993
prokariota genom volt elérhetd a GenBank adatbazisdban. Azonban ezeknek a

genomszekvenciaknak csak egy toredéke, alig 8%-a volt teljes. A tobbi genom valamilyen
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befejezetlen formaban volt csak elérhet6 foleg scaffold (szuperkontig) és kontig formajaban.
Ennek a f6 oka, az hogy a jelenleg elterjedt szekvenalasi technikak altal l1étrehozott rovid
hosszlsagu szekvenciak (read), amelyek (fiiggetleniil a lefedettség mértékétdl) osszeillesztése

t87

egy teljesen zart genomma komoly kihivast jelent °/, sok esetben iddigényes és koltséges

manudlis utémunkalatokat (finishing) igényelnek 8.

A befejezetlen allapotban 1év6 genomok 6nmagukban is alkalmasak szamos fontos tudomanyos
kérdés megvalaszolasara, azonban jelentds korlatokkal redelkeznek. A tobb darabbol allo
amely a funkcionalis genomika egyik nélkiilozhetetlen eleme. Tovabba nem ad teljes képet a
genom pontos 0sszetételérdl, mert nem kiilonithetoek el egyértelmiien a kromoszomalis elemek
az esetleg el6forduld extrakromoszomalis elemektdl. Ez a baktériumok esetén kiilondsen fontos
mivel szamos fontos metabolikus Gtvonal csak a plazmidjaikon talalhatéak meg. Ezen kiviil
szinte lehetetlenné teszi a genom evolucidja soran bekovetkezd események, mint példaul gén

duplikaciok, gén deléciok és a horizontalis gén transzferek tanulmanyozasat.

3.9 Transzkriptom vizsgalat

A transzkriptom egy sejt vagy egy sejtpopulacié egy idépontban kifejez6do teljes RNS
készletét jelenti. Ez egy rendkiviil dinamikusan valtozo rendszer. Vizsgalataval fény derithetd
arra, hogy a sejt fejlodése soran, illetve a kiillonbdz6 kornyezeti koriilmények hatasara, milyen
tipusu RNS-eket fejez ki, azok milyen szerkezetlieck és az adott pillanatban mekkora
bekovetkezd valtozas vizsgalatat jelenti. Ezeknek a vizsgalatoknak a f6 célja a meghatarozott
koriilmények kozott aktivan atirodo génkészlet megismerése. Ez végs6 soron hozzajarulhat a
sejt fenotipikus valtozasaiért felelds genetikai rendszerek megismeréséhez.

A sejt globalis transzkript 6sszetételének vizsgalatara szamos technikat fejlesztettek ki,
Ezek a technikdk féleg hibridizacio és szekvenalds alapu megkdzelitéseket kovetnek. A
hibridizacioén alapuld technikak sordn legtobbszor fluoreszcens festékkel jelolt, mMRNS-bdl
reverz transzkripcioval atirt komplementer DNS (cDNS) populaciokat inkubalnak szilard
felszinre rogzitett, meghatarozott geometriai tombbe rendezett nagyszamu, rovid DNS
szakasszal. A rogzitett DNS szakaszokat leggyakrabban polimeraz-lancreakcio (PCR)
segitségével allitjak eld ismert vagy josolt génszekvenciak alapjan . Ezzel az ugynevezett
,microarray” technikaval akar tobb tizezer kiilonb6z6 MRNS-t/CDNS-t lehet parhuzamosan

detektalni és mennyiségét meghatarozni . A technika egy tovabbfejlesztett valtozata az
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ugynevezett ,tiling microarray”. Ebben az esetben a rogzitett DNS szekvenciak a genom teljes
egészét lefedik beleértve a kodold szekvencidk mellett a nem kodold részeket is % A
hibridizacién alapulé technikdk eldnyei kozott szerepel a nagy ateresztoképesség,
koltséghatékonysag. Emellett a ,.tilling microarray” megjelenésével mar alkalmassa a valtak
teljes genom feltérképezésére is. Hasznalhatosagukat azonban jelentdsen korlatozza a technika
alacsony dinamikatartomanya. Amig az alacsony kifejezddéssel rendelkezd gének a kereszt-
hibridizacié miatt fellépd nagy hattér kdvetkeztében nem érzékelhetdek, addig a nagyon magas
kifejez6dési szintek pontos meghatarozasa pedig a jelek telitédése miatt nem megoldhato. Mi
tobb, az ilyen tipusu vizsgdlatok a genomszekvencia ismerete nélkiil nem megvalosithatoak. A
legnagyobb problémat a reprodukalhatésag rossz hatasfoka jelenti, ami elsdsorban a technika
bonyolultsagabol adodik %2.

A szekvenalas alapu technikak a hibridizacios technikakkal szemben képesek kozvetlentil
meghatarozni a cDNS szekvencidjat. Az elso ilyen tipusu technikdk az els6 generacios Sanger
szekvenalasra épiiltek. A ¢cDNS szekvenalasabol 1étrehozott EST (Expressed Sequence Tags)
segitségével szamos gén expresszidjanak megismerésére valt lehetdség . Azonban ez a
modszer viszonylag alacsony kihozatallal rendelkezik, draga és nem alkalmas mennyiségi
meghatarozasra (nem kvantitativ). A limitaciok athidalasara kiillonb6z6 igynevezett tag-alapa
modszereket hoztak 1étre. Ezek koziil a legelterjedtebbek a SAGE (serial analysis of gene
expression) %, CAGE (cap analysis of gene expression) % és az MPSS (massively parallel
signature sequencing) %. A modszereknek az a 1ényege, hogy a cDNS egy rovid szakaszét (tag)
felsokszorozzék, a szekvencia részleteket egymashoz ligaljak, végiil az igy 1étrehozott hosszu
DNS szakaszt szekvenaljak meg. Ez a megkozelités nagy ateresztOképességii és képes pontosan
meghatarozni a gén kifejez6dési szintjét. Azonban komoly probléméja, hogy a rovid tag

szekvenciak nagy részét nem lehet egyedi modon ratérképezni a referencia genomra.

Ahogy a masodik generacios szekvenalas forradalmasitotta a bakterialis genomok
szekvenalasat, gy a szekvenalas alapu transzkriptom vizsgalat jelentds fejlédését is
elosegitette. A masodik generacios szekvenalason alapuld 1 technologiat RNA-seq nek
nevezik. Az RNA-seq soran a teljes RNS populaciobol, vagy leggyakrabban annak csak mRNS-
t tartalmazd részébdl cDNS konyvtarat hoznak létre. Az igy létrehozott kdnyvtar minden
molekulajat, egy amplifikdcios [épés kovetden vagy akar annak elhagyadsdval, nagy
ateresztOképességli technikak felhasznalasaval szekvenaljak. Az igy kapott leolvasasokat a
referencia genom megléte esetén kozvetleniil raillesztik a genomra és az illeszkedo leolvasasok

szamabol kovetkeztetnek a gén kifejez0dés mértékére. A referencia genom hianyaban a
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leolvasasokat elsé 1épésben egymashoz illesztve (de novo assembly) megalkotjak a genom
transzkriptom térképét, amelyre a kovetkezd 1€pésben rdillesztik a szekvenalasbol kapott
readeket és az illeszkedd leolvasasok szamabol kovetkeztetnek a gének kifejezddésének
mértékére. Az RNA-seq eldnye, hogy nem feltétleniil igényli a referencia genom meglétét, ami
alkalmazhatdsagat kiterjeszti az elézdleg kevéssé ismert ¢élolényekre is. Képes akar egy
bazispar pontossaggal meghatarozni a transzkriptek hatarait. A vizsgalat nagy
dinamikatartomannyal rendelkezik. Nagyon alacsony hattér szignal keletkezik, mivel a kapott
szekvenciak nagy biztonsaggal illeszthetok a templatra, emiatt nagy érzékenység érhetd el. Az
illesztés fels@ hatara sem korlatozott, emiatt nem alakul ki telitddés. Tovabbi elénye, hogy
viszonylag pontosan képes meghatarozni az expresszios szintet. Azonban ez a technoldgia sem
mentes a problémaktol. Mivel a masodik generacids szekvendlod technikdk csak rovid
szekvencidkat tartalmazo6 konyvtarak esetében hasznalhatdak, ezért az ilyen tipusu konyvtarak
létrehozasahoz vagy az RNS molekuldkat vagy a ¢cDNS molekuldkat fel kell darabolni
megfelelden rovid szekvencia részletekre. Szamos darabolasi technikat fejlesztettek ki, de
mindegyik egy ra jellemz6 torzitast visz a cDNS konyvtarba. Erre a harmadik generacios
szekvenalod technikék elterjedése nyjthatnak majd megoldast, amelyek mar képesek lesznek a
teljes mRNS szekvencidjanak a meghatarozasara. Tovabbi problémat jelent a szekvenalas soran
keletkezd oOriasi adatmennyiség tarolasa ¢€s feldolgozasa, amely komoly bioinformatikai

kihivést jelent %
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4 Célkitiizések

Az SA biologiai Gton torténd hatékony lebontasahoz ismerniink kell azokat az utvonalakat,
amelyek lehetévé teszik a baktériumok szadmara a vegyiilet/vegyiilettipus teljes
metabolizmusat. Mivel az N. resinovorum SA1 torzs képes az SA-t 6nalldban bontani és
felhasznalni azt egyediili szén-, nitrogén-, kén- és energiaforrdsaként nagyszeri lehetdséget
biztosit ahhoz hogy segitségével megértsiik ennek a rendkiviil ellenallo vegyiiletnek a bioldgiai
uton torténd bontasi folyamatat. Kiilonosen fontos ez, mert jelenleg nem all rendelkezésiinkre
olyan vizsgalat, amely ezt atfogdan bemutatna. Az elérheté példak - amellett hogy féleg a
bontast kozvetleniil végzd enzimekre koncentrdlnak - csak nagyon kisszamu baktérium
vizsgalatabol szarmaznak. Amig a bontas periférias szakaszanak elemeit csak egyetlen
baktérium esetén sikeriilt azonositani és jellemezni addig a bontas viszonylag jobban ismert
centralis szakaszanak miikodését is csak két baktérium példajan keresztiil tartak fel. A bontasi
folyamatot lehet6vé tevd kisegitd rendszer komponensei szinte teljesen ismeretlenek. A
periférias Gtvonal oxigenazdnak a miitkddéséhez sziikséges ETC elemeirdl csak bizonytalan
elképzeléseink vannak. Az olyan fontos kisegitd rendszerekrdl, amelyek lehetdvé teszik az SA
informacioval sem rendelkeziink. Ezen kiviil fontos kérdésként meriil fel az SA specialis hatasa

a bontésara specializalt rendszerek kifejezddésére illetve a globalis génkifejezddésre.

A fenti hianyossagok megvalaszolasara a kovetkez6 célokat tiiztem ki:

- Az N. resinovorum SAl torzs genomszekvencidjanak meghatarozasa masodik
generacios szekvenalo technikak hasznalataval.

- Az N. resinovorum SA1 genomjaban megtalalhatd B-ketoadipat utvonalak elemeinek
azonositasa.

- Az SA bontasi Gtvonal elemeinek dsszehasonlitasa a mar jellemzett utvonalakéval.

- Az ttvonal eredetének feltardsa, az esetleges horizontélis géntranszfer eseményének
alatamasztasa nukleotid statisztikai és filogenetikai modszerekkel.

- Az SA bontasi utvonalak szabalyozasanak megismerése a promoterek aktiv régidinak
azonositasan keresztiil.

- Mivel az SA egy olyan nem idealis szubsztrat, amely a sejt szamara “nehezen
fogyaszthato”, st a jelenléte a citoplazmatikus térben kifjezetten toxikus, ezért célom

volt az éhezésnek/stressznek és az SA-nak az N. resinovorum SAl torzs teljes
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transzkriptomjara gyakorolt hatdsanak a megismerése RNA-seq technika hasznalataval,
valamint az eredmények részleges validalasa RT-qPCR technikaval.

- Az SA bontasat lehetdveé tevo kisegitd rendszerek elemeinek megismerése.
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5 Anyagok és modszerek

5.1 A munka soran hasznalt baktérium torzsek, plazmidok ¢€s oligonukleotidok

5.1.1 Baktérium torzsek megnevezése és leirdsa

Torzsek Genotipus Referencia
A(mcrA)183, A(mcrCB-hsdSMR-mrr)173,
Escherichia coli XL1-Blue MRF' endA1l, supE44, thi-1, recAl, gyrA96, Stratagene

relA1 lac [F’ proABlaclaZAM15 Tn10 (Tcr)]c

Novosphingobium resinovorum (Perei 2001);

vad DSMZ ID: DSM-
SA1 103995
5.1.2 Plazmidok megnevezése és leirasa
Plazmidok Genotipus Referencia
pBluescript SK + ColE1 replikon, Amp' Stratagene
pPROBE-NT pBBR1, gfp reporter gén, Km" (Miller 2000)

pPROBE-NT plazmid, amely a Smal hasitasi
helyénél a sadA TSS el6tti -1 t6l -619 ig terjedd
intergenikus régiot tartalmazza,
OSpromF2/0SpromR1, Km"

pPROBE-NT plazmid, amely a Smal hasitasi
helyénél a sadA TSS el6tti -1 t6l -551 ig terjedd
intergenikus régidt tartalmazza,
OSpromF8/0SpromR1, Km'

PI_S4 Ez a munka

PI_S5 Ez a munka

pPROBE-NT plazmid, amely a Smal hasitasi
helyénél a sadA TSS el6tti -1 t6l -485 ig terjedd
intergenikus régiot tartalmazza,
OSpromF9/0SpromR1, Km"

pPROBE-NT plazmid, amely a Smal hasitasi
helyénél a sadA TSS el6tti -1 t6l -276 ig terjedd
intergenikus régiot tartalmazza,
OSpromF7/0SpromR1, Km'

pPROBE-NT plazmid, amely a Smal hasitasi
helyénél a sadA TSS el6tti -1 t6l -212 ig terjed6
intergenikus régidt tartalmazza,
OSpromF3/0SpromR1, Km"

Pl_S6 Ez a munka

PI_S3 Ez a munka

PI_S2 Ez a munka

pPROBE-NT plazmid, amely a Smal hasitasi
helyénél a sadA TSS el6tti -192 t61 -829 ig
terjedé intergenikus régiot tartalmazza,
OSRHF/0OSpromR2, Km’

pPROBE-NT plazmid, amely a Smal hasitasi
helyénél a sadA TSS el6tti -283 t6l -829 ig
terjedd intergenikus régiot tartalmazza,
OSRHF/OSpromR3, Km"

PI_E1 Ez a munka

PI_E4 Ez a munka
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Pll

pPROBE-NT plazmid, amely a Smal hasitasi
helyénél a scaA TSS el6tti -1 t61 -107 ig terjedd
intergenikus régiot tartalmazza,
OSIlI_F/OSIl_R, Km'

Ez a munka

oligonukleotidok megnevezése és szekvencidaja

erer

Név Szekvencia (5' - 3')

OSRHF CCTTCAACATGGCGTTGTCG
OSpromF2 AAGAAGCTGCTGGCCGAAC
OSpromF8 TTTGGCGGAAGTTCAGG
OSpromF9 CACATCGTCGTTTCTTCG
OSpromF1 GGTGGAGAGCTTCATCTTG
OSpromF7 CCGCTTGCTTTCAGAG
OSpromF3 ACGAAATGCGCCTGTTTGTC

OSII_F CTGGAGATCGCAATGTCAG
OSpromR1 GGGCTGGATTCTCCTTC
OSpromR2 AGACAAACAGGCGCATTTCG
OSpromR3 TTGTCGAGCGCACGTATC
OSpromR4 TGTTGGCTTTGACCTGAG

oSIl_R GACATCTCAGCGGACGGG

5.1.4 Az RT-qPCR soran hasznalt oligonukleotidok megnevezése és szekvencidja

Oligonukleotid Termék
Gén neve Szekvencia (5'-3')
neve hossza (bp)
TCGGACGACAATGCCTAC gyrB_F
gyrB 129
CGCGAACTTCATCCAGTG gyrB_R
CACGTTCGTGTCACCAATC OSRHF_RT
sadA 147
ATTCACCGGCGTCGTATAG OSRHR_RT
: CGGTCGCTATATCCACAAG OSCAEF_RT 156
sca
CGCCAGACATTGTGCAG OSCAER_RT
GATCTGGCAGGCCAATG pcaH_F
pcaH 133
GATCGTGGTGTAGCTGTAG pcaH_R
CAGGCAGTTACTCTGCTTAC pcal_F
pcal 115
GCACGGAAACCTGGAAAG pcal_R
GATCGCTCTCAAGACTTCC OFERF_RT
ferB 165
GAGACAGTCGGTGATACG OFERR_RT
GACGGCACCAATGAGTC pcaK_F
pcakK 153
AAGCCACTGCAGAATTCC pcak_R



CGATCGCTATGACCAAGG sorT_F

sorX 126
TACGCACGCCAGCATAG sorT_R
ATGGGCAACGCCAAATG soe2_F

sorA 138
CGACTTGGCGAAATCCG soe2_R

CGAAGGCATCGCATTCAG tauZl F
tauZl - 141
AGGATTGCGCTCACGAC tauzZl_R
GATATGCGGTGCGTCTG tauz2_F
tauz2 153
AAACCCAGTGCCTGTGAC tauZ2_R
TCGGCGTCTGGCTTTATC tauE_F
tauE 146
GCCGGTGAAACCAACAATG tauE_R

5.2 Novesztési koriilmények

Az E. coli torzseket 37°C-on, az N. resinovorum SA1 torzset pedig 28°C-on novesztettem. A
szilard taptalajon torténd novesztéshez légkeveréses szaraz inkubatort hasznaltam, mig a
folyékony tapoldatokban a torzseket nedves razoinkubatorban ndvesztettem. Az utdbbi esetben
a razatas sebessége 150 - 180 rpm-re volt bedllitva. Folyékony tapoldat esetén a ndvesztés 100
mL-es Erlenmeyer lombikban tortént, amely 30 mL tépoldatot tartalmazott. Ez alol kivétel
képez az RNA-seq transzkriptom vizsgalat, amely esetén a sejteket 100 ml tapoldatott
tartalmazo, 250 mL-es Erlenmeyer lombikokban névesztettem.

Az N. resinovorum SA1 torzs tapoldata minden esetben tartalmazott 25 pg/mL sztreptomicin
antibiotikumot. Olyan esetekben, amikor a sejtek pBluescript SK + vagy pPROBE-NT alapt
plazmidokat tartalmaztak, a tapoldatot 100 pg/mL ampicillin illetve 25 ug/mL kanamicin

antibiotikummal egészitettem ki.

5.3 Felhasznalt tapanyagok

5.3.1 Luria-Bertain (LB) tapoldat
Az LB tapoldat 10 g/L. NaCl-ot, 10 g/L triptont és 5 g/L éleszt0 kivonatot tartalmazott. A szilard

taplemezek készitéséhez az LB tapoldathoz 1,5% agarral egészitettem ki %.

5.3.2 Minimal tapoldat
A minimal tapoldat a kovetkezo dsszetevoket tartalmazta: 0,68 g/ KH2PO4; 0,87 g/L KoHPOg;
0,125 g/L MgSOa x 7H20; 0,044 g/L CaCly; 0.585 g/L NaCl, 14 mg/L FeSOg4; 18,6 mg/L EDTA
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X 2H20; 0,2 mg/L ZnSO4; 0,06 mg/L MnCl, x 7H20; 0,6 mg/L H3BOs; 0,4 mg/L CoCl2x 6
H20; 0,02 mg/L CuCl, x 6H20; 0,04 mg/L NiCl. x 6H,0; 0,06 mg/L NaMoO4 x 6H,0 *°.
Szénforras: a promoter vizsgalatnal a gliikozt (Glc-t) és a szulfanilsavat (SA-t) is 5 vagy 50
mM koncentracioban hasznaltam; az RNA-seq vizsgalatnal a Glc-t és az SA-t is 10 mM-os
koncentracioban alkalmaztam; az RT-qPCR vizsgalatnal a tapoldatban mind a Glc, mind az
Nitrogénforras: a promoter vizsgaltnal, ahol a vizsgalat indokolta, a tapoldathoz 15 mM
NHsNOs-ot adtam; az RNS-seq vizsgalatnal csak a Glc szénforrast tartalmazé tapoldathoz
adtam 10 mM NH4Cl-ot; az RT-qPCR vizsgalat pedig a Glc és a HB-ot tartalmazo tapoldathoz
adtam 10 mM NH4Cl-ot

Az RNS-seq és az RT-qPCR vizsgalatok soran a tapoldat 25 mM MOPS (pH=7,0) puffer

oldatot is tartalmazott.

5.4 Molekularis biologiai munkak

5.4.1 Genomi DNS izolalasa N. resinovorum SAI térzsekbdl

A genomi DNS izolalast 30 ml LB tapoldatban, egy éjszakan keresztiil ndvesztett baktérium
kultarabol végeztem. Az izolalashoz a GenElute Bacterial Genomic DNA Kit-et (Sigma)
hasznaltam. Az izolalas soran a kit Gram-negativ baktériumokra vonatkozé protokolljat
kovettem. A tisztitott genomi DNS-t 100 uL vizben feloldottam és a késébbi felhasznélasaig -

20°C on taroltam.

54.2 Az N. resinovorum SAI genomszekvendldasa

Az N. resinovorum SA1l genomjat haromszor szekvenaltattuk meg. A szekvenalasok
mindharom esetben az Illumina kémiajan alapultak. Az elsé szekvenalast Fasteris SA (Plan-
les-Ouates, Svajc) cég végezte, Illumina Genome IIx analyzer szekvenaldo késziilék
hasznalataval.

A masodik szekvenalast kooperacids partnertink, Han Ming Gan és munkatarsai végezték a
Mal4j Monash egyetemen (Szalangor, Mal4jzia). A szekvenalashoz hasznalt DNS konyvtéarat a
Nextera XT (Illumina) kit hasznalataval készitették a gyart6 utasitasait betartva. A szekvenalas
MiSeq (Illumina) asztali szekvenalo késziilékkel hajtottak végre.

A harmadik szekvenaldst a SeqOmics Biotechnology Ltd. (Moérahalom, Magyaroroszag)

végezte. A szekvenalashoz hasznalt konyvtarat a Nextera Mate Pair Sample Prep Kit (Illumina)
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hasznalataval készitették a gyarto utasitasait betartva. A szekvenalast MiSeq (Illumina) asztali

szekvenalod késziilékkel hajtottak végre.

5.4.3 Kémiai kompetens E. coli sejtek készitése és transzformaldsa

Az XL1-Blue E. coli sejteket 50 mL SOB tapoldatban ODesoonm = 0,4 -0,6-ig ndvesztettem
18°C-on, a sejkultarat 10 percig jégen taroltam, majd 4°C-on, 2 500 x g-vel 10 percig
centrifugaltam. A feliiluszo eltavolitasa utan, az dsszegyiilt sejteket jégen tartva 16 mL hideg
TB pufferben (10 mM PIPES, 5 mM CaCl,, 250 mM KCI, 55 mM MnCl;, pH = 6,70)
szuszpendaltam fel, melyet 300 L DMSO hozzaadasat kovetden 10 percig jégen inkubaltam.
Ezutan a kompetens sejtszuszpenzidot 100 plL-enként folyamatosan hiitott 1,5 mL-S
mikrocentrifugacsovekbe osztottam szét, végiil folyékony nitrogénben fagyasztottam és a

tovabbi felhasznalasaig -80°C-on taroltam.

A -80°C-on tarolt kémiai kompetens sejteket hasznalat eldtt jégen felolvasztottam. A
felolvasztott sejtekhez adtam hozza 10 uL végtérfogatban a transzformalni kivant plazmidot,
majd alapos keverés utan 15 percig jégen tartottam, amit egy 45 masodpercig tartd 42°C-0S
hokezelés kovetett. A hdkezelés utan a sejtoldatot 8 L 50%-os gliikdzt tartalmazo 900 pL SOC
(1 L-re szamolva: 0,5 g/L NaCl, 20 g/L tripton, 5 g/L éleszt6kivonat, 10 mM MgSOa) oldatban
vettem fel. Az elegyet 1 oran at 37°C-on inkubaltam 500 rpm-es razatas mellett. Végiil a

sejteket a megfeleld antibiotikummal kiegészitett LB lemezre szélesztettem.

5.4.4 FElektrokompetens N. resinovorum SAI torzsek létrehozasa és transzformaldasa

Az N. resinovorum SAL sejteket 25 pg/mL sztreptomicin antibiotikumot tartalmazo, 100
mL LB tépoldatban novesztettem ODgoonm = 0,4 — 0,6 kozotti értékig. A sejkultarat 10 percig
jégen taroltam, majd 4°C-on, 3 000 x g-vel, 10 percig centrifugaltam. A feliilusz6 eltavolitasa
utdn, az Osszegyllt sejteket jégen tartva, 100 mL jéghideg deionizalt desztillalt vizben
szuszpendaltam fel és 4°C-on, 3 000 x g-vel, 10 percig centrifugaltam. Ezt a lépést
megismételtem 100 mL, 50 mL jéghideg ionkezelt desztillalt viz hasznalataval és végiil 25 mL
10%-os glicerin oldattal is. Az igy mosott sejteket 1 mL, 20%-0s glicerin oldatban
szuszpendaltam fel ¢és az elektrokompetens sejtszuszpenziot 40 pl-enként szétosztottam
folyamatosan hiitétt 1,5 mL-s mikrocentrifugacsdvekben. Végiil az igy szétosztott sejteket

folyékony nitrogénben fagyasztottam és a tovabbi felhasznalasaig -80°C-on taroltam.

Az N. resinovorum SA1 torzsekbe a DNS-t elektroporalas modszerével juttattam be. A

madszer 1ényege hogy a DNS-t egy rovid ideig tartd elektromos sokk segitségével juttatjuk be
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a sejtekbe. Az elektroporalashoz a Bio-Rad MicroPulse késziilékét és 0,1 cm elektrodtavolsagu
kiivettat hasznaltam. Az elektromos sokk 2,5 msec-ig tarto, 1,7 kV fesziiltség hasznalataval
tortént. A folyamat els6é 1épéseként az elOkészitett elektrokompetens sejteket jégen
kiolvasztottam majd 1 pg plazmidot kevertem hozzajuk. A sejtoldatot az eldre jégen lehtitott
elektroporal¢ kiivetta aljan talalhato sziik valyuba juttattam, figyelve arra, hogy légbuborékot
ne juttassak be a sejtekkel egyiitt. Elektroporalas utan a sejteket 950 ul SOC oldatban vettem
fel. Az elegyet 3 6ran at 28°C-on inkubaltam 500 rpm-n torténd razatas mellett. Végiil a sejteket

a megfeleld antibiotikummal kiegészitett LB lemezre szélesztettem.

5.5 Promoter régid azonositasa

5.5.1 Plazmid DNS izolalasa E. coli és N. resinovorum SAI torzsekbol

A plazmid DNS izolalast 100 ml megfeleld antibiotikumot tartalmazé LB tapoldatban, egy
¢jszakan keresztiil novesztett baktérium kultirdbdl végeztem. Az izoldlashoz a QIAGEN
Plasmid Midi Kit-et (QIAGEN) hasznaltam. Az izolalas soran kdvettem a gyarto altal javasolt
protokollt.

5.5.2 Restrikcios enzimekkel torténd hasitds
A pPROBE-NT vektor hasitasat a Fermentas altal gyartott Fast Digest Smal restrikcios

endonukledzzal végeztem. Hasznalata soran kdvettem a gyartoi eldirasokat.

5.5.3 DNS polinukleotidkinaz kezelés
A PCR termékek végeinek kinaz kezelését a Fermentds altal gyartott T4 PNK (T4

Polynucleotide Kinase) enzimmel végeztem. Hasznélata soran kdvettem a gyartoi eldirdsokat.

5.5.4  Alkalikus foszfataz kezelés
A hasitott plazmidok végeinek defoszforizdlasat a Fermentas altal gyartott FastAP (Fast

Alkaline Phosphatase) enzimmel végeztem. Hasznalata sordn kdvettem a gyartoi eldirasokat.

5.5.5 Ligdlas
A beépitendé DNS fragmentumot hdromszoros feleslegben adtam a meghasitott vektorhoz. A
ligalashoz a Fermentas 4ltal gyartott T4 DNS ligdz enzimet alkalmaztam 5x-6s Rapid Ligaz

Pufferben a gyari eldirasokat betartva.
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5.5.6 Agaroz gélelektroforeézis

A tisztitott DNS mintakat (genomi, plazmid), PCR reakcid termékeit €s a restrikcids emésztés
utan kapott fragmenteket analitikai és preparativ célokbol gélelektroforézis segitségével
valasztottam el. Az alkalmazott gél 1% agarozt és 0,1 pg/mL etidium-bromidot tartalmazott. A
gél eloallitasahoz ¢€s a futtatas soran is 1 x TAE puffert (4 mM Trist-acetat, | mM EDTA pH =
8,00) hasznaltam. A futtatas 90 V-os fesziiltségen tortént.

5.5.7 DNS fragment izolalds
Az agardz gélbdl a megfeleld méreti DNS szakaszt tartalmazo géldarabot steril pengével
vagtam ki. A kivagott géldarabban 1év6 DNS izolalasat a QIAquick Gel Extraction Kittel

(QIAGEN) végeztem. Az izolalas soran kovettem a gyartoi eldirasokat.

5.5.8 Nukleotidsorrend meghatarozasa
A DNS szekvencia meghatarozasok automata kapillaris szekvendlassal késziiltek
szekvenciaspecifikus oligonukleotidok hasznalataval az MTA-SZBK szekvenald szolgaltatd

egységeénél.

5.5.9 A4 promoter régio meghatdarozasahoz sziikséges promoter proba vektor (pPROBE)
valtozatok elkészitése
A pPROBE vektor egy széles gazdaspecificitasi, pBBR replikacids origoval rendelkezd
plazmid, amely tartalmaz egy prométer nélkiili gfp riporter gént %. Az N. resinovorum SA1
genomjat templatként hasznalva, szekvencia specifikus oligonukleotidok (primer) parok
segitségével felsokszoroztam a sadA (periférias Gitvonal) és scaA (centralis Gitvonal) gének elotti
intergenikus régiot. A felsokszorozashoz PCR technikat hasznaltam, nagy pontossagu Phusion
HF DNA polimeraz (Thermo Scientific) segitségével. A PCR termékeket kinaz kezelés utan,
Smal restrikcios endonukleazzal hasitott, majd alkalikus foszfatazzal kezelt pPROBE-NT
plazmidba ligaltam. A beépiilés iranyultsagat PCR reakcioval ellendriztem majd -végsd
ellendrzésképpen - a beépiilt régid szekvenciajanak pontossagat szekvenalassal vizsgaltam

meg.
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5.5.10 Promoter régio azondositasanak menete

A promoter régiok feltérképezése soran a periférias és a centralis tvonal operonjai elotti
genomi régidkra specifikus primerparokat terveztem, majd PCR technika hasznalataval a
primerparok kozotti régiot felsokszoroztam. Az igy kapott rovid DNS szakaszok végeit DNS
polinukleotid kinaz hasznalataval foszforilaltam és korabban hasitott majd defoszforizalt
promoter proba vektorba (pPROBE) illesztettem. Az igy kapott plazmid konstukciokat E. coli
XL1 Blue torzsba transzformaltam. A transzformalt sejteket kolonia PCR segitségével sziirtem
szekvenalassal ellendriztem. A megfeleld plazmidokat N. resinovorum SA1l torzsbe
elektroporaltam. A plazmidrol kifejezodé GFP mértékét fluoriméter hasznalataval mértem. A
mérés soran a gerjesztd fény hullamhossza 485 nm, a mért emittalt fény hullimhossza pedig

538 nm volt

5.5.11 Polimeraz-lancreakcio (PCR)

A reakciokat az Eppendorf Mastercycler Epgradient tipusu késziilékével végeztem. Ellenérzés
céljabol végzett PCR vizsgalatok esetén DyNAzyme (Finnzymes) DNS polimerazt hasznéltam.
Olyan esetekben, amikor az atirds pontossaga kiilonosen fontos volt, Phusion (Thermo)
a reakciohoz: primerek: 10 pmol/uL; dNTP: 2 mM. DyNAzyme polimeraz hasznalata esetén
1U enzimet (0,033 U/uL végkoncentracio) és 10 x DyNAzyme puffert, mig Phusion polimeraz
hasznalata esetén 0,6 U (0,02 U/uL végkoncentracid) enzimet és 5 x HF Phusion puffert adtam
a reakcidhoz. A reakcidelegyet 1 pL templat hozzdadasa utan a reakciot desztillalt vizzel 30

plL-es végtérfogatra egészitettem ki.

A PCR reakci6 menetét meghatarozo program 35 ciklusbol allt. A ciklusokat megeldzte egy 1
percig tartd 94°C vagy 98°C-on torténd elddenaturacio és lezarta egy 3 percig tartd 72°C fokon
torténd termosztalas. Az elddenaturacié és a denaturacié Iépéseit a hasznalt enzim hatarozta
meg. A DyNAzyme polimeraz esetén 94 °C-ot mig a Phusion polimeraz esetén 98°C-ot
hasznaltam. A lancreakcio ciklusai az alabbi 1épésekbdl épiiltek fel: denaturacio lépése 15
masodperc, 94°C vagy 98°C-on; primer-templat hibridizacio 1épése 15 masodperc, 60°C-on;

elongéciod 1épése 40 masodperc, 72°C-on.
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5.6 Analitikai mdédszerek

5.6.1 A GFP kifejezodeésének meghatarozasa

A ndvesztés soran adott iddpillanatokban a kulturakbol 1 ml mintat vettem, amelyet 1,5 ml-es
Eppendorf csdvekben 1 percen keresztiil centrifugaltam, 13 000 X g-n. A tapoldatot tartalmazo
feliilaszot leontottem a leiilepedett sejtekrdl és a sejteket 1 ml TBS (Tris-HCI puffer pH=7,4)
oldatban felszuszpendaltam majd ismét 1 percen keresztiil centrifugaltam, 13.000 x g-n. Ezt a
mosasi 1épést még egyszer megismételtem és végiil a sejteket 1 ml TBS-ben szuszpendaltam
fel. A sejtoldat OD (optikai denzitas) értékét 600 nm-en mértem Bio-Rad SmartSec 3000
fotométer haszndlatdval. A sejtek GFP tartalmat Thermo Fluoroskan Ascent FL fotd
fluoriméterrel mértem. A mérés soran a gerjesztd fény hullamhossza 485 nm, a mért emittalt
fény hullamhossza pedig 538 nm volt.

A normalizalt kifejezodést az alabbi képlet segitségével szamoltam: (GFPminta / ODminta) —
(GFPnT / ODNT). Az NT az tlires pPROBE-NT plazmidot tartalmazo sejtet jelenti.

5.6.2 A szulfanilsav fogyds merése
Az SA koncentracidvaltozasat a sejtmentes tapoldat (5 perc centrifugalas, 13 000 x g-n) 248
nm-en mért abszorbancia értékébdl hatdroztam meg Bio-Rad SmartSec 3000 fotométer

segitségével.

5.6.3 Gliikoz koncentracio mérése

A Glc koncentracio valtozasat a sejtmentes tapoldatbol (5 perc centrifugalas, 13 000 x g-n) egy
refraktiv index detektorral (RI Chromaster detector 5450) felszerelt HPLC (nagy teljesitményti
folyadékkromatografia, Hitachi Chromaster) segitségével hataroztam meg. Az elvalasztas egy
ICSep ICE-COREGEL-64H (300 x 7,8 mm) oszlopon keresztiil tortént. A mérés soran az
oszlop és a detektor hdmérséklete 50°C és 41°C volt. Az eltcidhoz 0,01 M H2SO4 oldatot

hasznaltam 0,8 mL/perc aramlasi sebességgel.
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5.7 Transzkriptomikai munkak

5.7.1 Teljes RNS tisztitasa N. resinovorum SA1-bél

A ndvesztés kiilonboz6 szakaszaiban 1évé (exponencialis, stacioner) ¢és kiilonbozo
tapanyagforrast tartalmazé (Glc, SA, HB) sejtkultirakbol 6 mL mintat vettem ki RNS tisztitas
céljabol. A kivett mintakat 5 percig, 4 °C-on, 17 226 X g-n centrifugaltam. A tapanyagot
tartalmaz¢ feliiliszot eltavolitottam, majd a centrifuga faldhoz tapadt sejteket folyékony
nitrogénben lefagyasztottam ¢és a mintakat -80 °C-on taroltam. KésObbiekben a lefagyasztott
sejteket 350 uL. Zymo DNA/RNA Shield (Zymo Research) RNaz gatloszerben vettem fel. Az
RNaz gatolt sejtoldathoz 700 uL RLT puffert (QIAGEN) adtam, amit el6tte 7 pL B-
merkaptoetanollal egészitettem ki. Az oldatott alapos dsszekeverés utan atvittem egy 0,8 g, 0,5
mm atmérdji tiveggyongyoket (Scientific Industries Inc.) tartalmazo6 2 mL-es Eppendorf csébe.
A csovet egy TurboMix kiegészit6vel (Scientific Industries Inc.) ellatott Vortex-Genie 2 razatd
(Scientific Industries Inc.) maximalis fokozatan 5 percig razattam. A feltart sejtek tormelékeitol
¢s a feltarashoz hasznalt gyongyokt6l 10 masodperc, 9 600 X g-n torténd centrifugalassal
szabadultam meg. Az RN tisztitas tovabbi Iépéseit a RNeasy Mini (QIAGEN) kittel végeztem
el. Tisztitas soran az oszlophoz kotott RNS mintat, a gyarto javaslata szerint, DNazzal kezeltem.
Az igy tisztitott RNS oldatot egy ismételt DNaz I (Invitrogen) kezelésnek vetettem ald, hogy az
esetleg még nyomokban jelen 1évé genomi DNS-t6l is megszabaduljak. Az RNS mintdkat
MgCl -ot tartalmazd, 10x DNaz I Reakcié Pufferben (Invitrogen) és 1 U/uL DNaz |
jelenlétében 30 percig, 37 °C-on inkubaltam. A reakciot 10 perces, 65°C-on torténd
hokezeléssel allitottam le 1 mM EDTA (Invitrogen) jelenlétében. Az igy kapott RNS-t a
RNeasy MinElute Clean Up kittel (QIAGEN) tovabb tisztitottam a gyarto utasitasai szerint. A
tisztitott RNS-t 30 uL nukledz-mentes vizben vettem fel és a késobbi felhasznalasaig -80°C on

taroltam.

5.7.2 Az N. resinovorum SAI teljes transzkriptomjanak a meghatarozasa RNA-Seq
modszerével

A tisztitott teljes RNS-bdl torténé cDNS konyvtar készitését és a konyvtar elemeinek IHlumina

kémian alapuld szekvenalasat a SeqOmics Biotechnology Ltd. (Mdérahalom, Magyaroroszag)

végezte. A szekvenalashoz hasznalt cDNS konyvtar elkészitése eldtt a mintdkbol a teljes RNS

populacid 98%-at is kitevo riboszomalis RNS-eket (rRNS) a baktérium specifikus Ribo-Zero

rRNA removal kit (Illumina) hasznalataval tavolitottak el. A konyvtar készitéséhez a ScriptSeq
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V2 RNA-Seq konyvtar készito kitet (I1lumina) hasznaltak. A konyvtar indexelésére a ScriptSeq
index PCR primereket (lllumina) hasznaltak. Az elkészitett konyvtarat Illumina MiSeq
késziilékével szekvenaltak, MiSeq reagens kit V2 (300 ciklus) hasznalataval. A szekvenalas
nyers adatait elérhetévé tettem az NCBI GEO (Gene Expression Omnibus) adatbazisaban

(GSE102626).

5.7.3 Az RT-gPCR folyamata

A reverz transzkripciot kovetd kvantitativ PCR elsé szakaszdban elvégeztem a DNéz |
kezelt RNS mintak cDNS-¢ torténé atirasat. A ¢cDNS készitéséhez 0,25 pg random hexamert
és. 0,5 ug DNaz I kezelt teljes RNSt hasznaltam 15 pL végtérfogatban. Az oldatot 70 °C-on, 5
percig hokezeltem, majd utdna azonnal jégre tettem. A mintat jégen tartva 5 uL 5x M-MLV
puffert (Promega), 1,25-1,25 puL 10-10 mM dATP-t, dCTP-t, dGTP-t, dTTP-t, 1 uL 200 U M-
MLV RT enzimet (Promega) adtam, végiil pedig kiegészitettem 25 uL végtérfogatra
nukledzmentes vizzel. Ezutan 37 percig, 60°C fokon hdkezeltem. Az igy elkészitett cDNS-t

kétszeresére higitottam és hasznaltam fel templatként a kvantitativ PCR 1épése soran.

A gPCR-t ABI 7500 Real Time PCR System (Life Technology Co.) késziilékkel végeztem
el Power SYBERGreen PCR Master Mix (Life Technology Co.) hasznalataval. A reakciohoz
tervezett génspecifikus primerparok a gének kozepére térképezddnek €s megkozelitéleg 150 bp
hosszu régidt sokszoroznak fel. A 25 pL végtérfogath reakcidelegy Osszetétele az alabbi volt:
12.5 pL 2x Power Power SYBERGreen PCR Master Mix, 1 uL cDNS templat, 1,25 pL forward
¢és reverse primer, 9 pL ultratiszta viz. Az alkalmazott program: 50°C/2 perc; 95°C/10
masodperc, 95°C/15 masodperc, 60°C/1 perc. A program elsd két 1épése egyszer, utolso két
1épése pedig 40-szer ismétlodott meg.

A reakciok ciklus kiiszobértéke (Cy) az ABI sequence detection software v1.4 (Life
Technology Co.) segitségével lett megallapitva. A mintak normalizalt ciklus kiiszobértékei
(ACy) a referenciagénként hasznalt gyrB Ci értéke segitségével lettek meghatarozva. A gének
log> kifejezodésének valtozasa megfelel a - AAC: értéknek, amelyet ugy szamoltam, hogy

kivontam a referencidnak valasztott minta ACqértékét a vizsgalt minta AC; értékébdl.

5.8 Bioinformatikai vizsgalatok

5.8.1 Az N. resinovorum SA1 genomjanak ésszeillesztése és annotdcioja.
A genom oGsszeillesztéséhez harom - két parositott végi (paired-end) és egy tarsitott parositott

végli (mate paired-end) - genomszekvenalasbol szarmazo leolvasasokat hasznaltam. A
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leolvasasok tisztitasdhoz és Osszeillesztéshez a CLC Genomics Workbench v. 7.0 (Qiagen
Bioinformatics) programcsomagot és a Scaffolder programcsomagot % hasznaltam. Az
Osszeillesztett genomot feltdltottem az NCBI Genome adatbazisaba (NCBI Reference Sequence
azonosito: NZ CP017075.1-9.1, Ensembl Bacteria azonosit6: CP017075-9). A kodold régiok
101 A genom elérhetévé valt a KEGG adatbézisaban is 1% (KEGG azonosito: T04490). A
genom megjelent az Uniprot adatbazisaban is (Uniprot azonositd: UP000094626), ahol szamos
referencia adatbazis hasznalataval (Gene3D, InterPro, PANTHER, Pfam, SUPERFAM) tortént

a fehérjéket kodolo gének annotélésa.

104

A fehérjék COG 1 kategoridkba rendezését az emapper.py % python program segitségével

végeztem az eggNOG 4.5.1 adatbazisanak 1% hasznalatval.

5.8.2 NCBI BLAST keresés

A homolog fehérjék keresését az NCBI RefSeq Representative Genome adatbazisaban
végeztem, mert ez az adatbazis tartalmazza a RefSeq Genomes adatbazisbol kivalogatott
legjobb mindségii referencia és reprezentativ genom szekvencidkat. A kereséshez az NCBI
TBLASTN online elérhetd valtozatat hasznaltam. A talalatokat sziirtem az 1e71%° nal kisebb “e”

értékekre (evalue < 1¢1%)

5.8.3 Filogenetikai vizsgalatok

A filogenetikai vizsgalatok soran a kivalasztott fehérjék szekvencigjat a mafft 7
programcsomag 1%, E-INS-1 moédszerének hasznalataval illesztettem. A filogenetikai fa
elkészitése a maximum likelihood médszerével tortént, a programcsomag altal ajanlott LG+FG
modell hasznalataval . A filogenetikai vizsgalatokat a Mega 6.0.6 programcsomag

hasznalataval végeztem 1%,

5.8.4 Az N. resinovorum SA1 RNA-Seq soran kapott leolvasasok informatikai feldolgozasa
A szekvenalas utan kapott nyers leolvasasrol eltavoélitottam az adapter szekvenciajat €s a rossz

mindségli szekvencia részleteket. A megmaradt j6 mindségli leolvasdsokat ratérképeztem a

crer

Iépéseket a CLC Genomic Workbench 7 (Qiagen Bioinformatics) programcsomag

hasznalataval végeztem el.
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5.8.5 Megvaltozott kifejezodést mutato gének vizsgalata

A megvaltozott kifejezdédést mutatd gének (DEG, Differentially Expressed Gene) vizsgalatat
az EdgeR 1% R programcsomag segitségével végeztem el. A vizsgalatba csak azok a gének
kertiltek be, amelyek 3 minta esetén rendelkeztek legalabb 1 CPM (Count Per Million read;
(génre térképezett readszam/Gsszes readszam)*1 000 000) leolvasasszammal. A kifejez6dés
valtozashoz szamolt statisztikai értéket (p értéket) Benjamini-Hochberg korrekcios eljaras
hasznalataval korrigaltam (FDR, False Discovery Rate). Azon gének kifejez6dését tekintettem
szignifikansan valtozonak, amelyek kifejez6dése legalabb négyszeresen valtozott (abs(log2) >

2), a hozza tartozo korrigalt FDR érték pedig < 0,001 volt.

5.8.6 Egyeb statisztikai vizsgalatok

A fékomponens analizist (MDS) az R edgeR programcsomag plotMDS funkcidjanak
segitségével végeztem a gének CPM ((génre térképezett readszam) /Osszes readszam))*1 000
000) értékének hasznalataval.

A korrespondancia elemzést az R factor extra programcsomag hasznalataval végeztem. A
vizsgalatbol kihagytam a kis valtozast mutatd kodonokat (atg, taa, tag, tga, tgg).

A COG funkcids csoportokba tartozd gének Student’s t-teszten alapuld tilreprezentacios
analizis¢hez a R stats programcsomag t.test fliggvényét hasznaltam. A KEGG alapt géncsoport
dusulas vizsgalatat (Gene Set Enrichment Analysis, GSEA) a clusterProfiler programcsomag

gseKEGG fiiggvényének hasznalataval végeztem el.
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6 Eredmények és targyalasuk

6.1 Az N. resinovorum SA1 torzs genomszekvenciajanak meghatarozasa.

A Novosphingobium nemzetség szamos tagjanak a genomszekvenciaja elérhet6, azonban
ezeknek nagy része nincs befejezett allapotban. A dolgozat irdsa soran csak harom faj, a
Novosphingobium aromaticivorans DSM, Novosphingobium pentaromativorans US6-1 és a
Novosphingobium sp. PPLY rendelkezett teljesen 6sszeszerelt genom szekvenciaval. Ezeknek
a fajoknak az atlagos kromoszoémamérete 3,82 Mb, atlagos GC tartalma pedig 64,14% -os.
Mindharom faj tobb plazmiddal is rendelkezik, amelyek szama 2 és 5 kozott mozog. A
legnagyobb méretii plazmid a Novosphingobium sp. PP1Y torzsben talalhaté meg. Ez az Mpl-
nek nevezett plazmid 1,16 Mb méretii.

Az N. resinovorum SA1 genomjanak szekvenalasa soran a f6 cél a genom teljes
Osszeillesztése illetve annotalasa volt. A szekvenaldsi projet soran harom kiilonallo genomi
konyvtar szekvenalasa tortént meg. A szekvenalasok mindharom esetben, masodik generacios
szekvenalasi technikan alapuld Illumina MiSeq platform hasznaltaval torténtek. Az elsd
szekvenalas soran megkozelitéleg 7,5 millid, atlagban 35 bp hosszl parositott végl (paired-
end) leolvasast kaptam (parok kozotti atlagos tavolsag 256,85 bp, atlagos eltérés 10,47). A
masodik szekvenalads soran megkozelitdleg 4,5 millid, atlagban 150 bp hosszu parositott végi
(paired-end) read-et (atlagos tavolsag 352,87 bp, atlagos eltérés 129,44), mig a harmadik
szekvenalas soran megkdozelitleg 64 ezer, atlagosan 250 bp hosszl tarsitott parositott végii
(mate paired-end) read-et kaptam (atlagos tavolsag 7767,16 bp, atlagos eltérés 639,05). A
genom 0Osszeillesztéséhez hibrid megkdzelitést kdvettem, amelyhez felhasznaltam mindharom
szekvenalasbol szarmazo read-eket. A bizonytalan vagy esetleg hianyos részeket polimeraz-
lancreakcié (PCR) és kapillaris szekvenalas alkalmazéasaval tisztaztam. Az Osszeillesztés
eredményeképpen megkaptuk a N. resinovorum SA1 végleges genomjat, amely a kromoszoéma
mellett tovabbi 4 plazmidbdl épiil fel (1. tablazat). A kromoszéma mérete és GC Osszetétele
hasonlo a Novosphingobium nemzetség tobbi tagjanal megfigyeltekhez, azonban figyelemre
méltd az ebben a térzsben jelen 1év6 plazmidok nagy szama illetve mérete. Az N. resinovorum
SA1 négy plazmidjabol harom nagyobb, mint 100 kb. A legnagyobb mérettel a pSA1 plazmid
rendelkezik, amely eléri a 1,76 Mb hosszt, amellyel megkozeliti a kisebb kromoszomak

mérettartomanyat.
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Jellemz&k Kromaoszéma pSA1 pSA2 pSA3 pSA4

Nyilvantartasi szam (INSDC) CP017075 CP017076 CP0O17077 CP017078 CP017079
Meéret (Mbp) 3,78 1,76 0,96 0,35 0,07
Szerkezet cirkuldris linearis* cirkularis cirkuldris cirkuldris
GC dsszetétel (%) 65,6 65,3 63 61,4 62,5
Fehérjétkédolo gének szama 3456 1415 835 324 83
Pszeudogének szama 34 26 55 17 3
rRNS kédold gének szama (55, 165, 235) 1,1,1 2,2,2 0 0 0
tRNS kddolo gének szama 52 7 0 0 0
Egyéb RNS kédolé gének szdma (ncRNA, tmRNA) 2,1 0 0 0 0

1. tablazat. Az N. resinovorum SA1 genomjanak altalanos jellemzé6i. A pSAL plazmid
szerkezete esetén szerpld csillag arra utal, hogy a linearis szerkezett nem feltétlentil tikkrézi a
valosagot. A szekvendlasbol szarmazo adatok alapjan nem tudtam megbizhatdan elvégezni a

végek zarasat.

A kodold genomi régiok joslasa €s a josolt régiok annotalasa az NCBI (National Center
for Biotechnology Information) PGAAP (Prokaryotic Genome Autonomic Annotation
Pipeline) rendszerén keresztiil tortént 1% és elérhetévé valt az NCBI GenBank és az Ensemble
Genomes adatbazisokban. A josolt fehérjék ismételt annotalasa az UniProt (Universal Protein
Resource) és KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) rendszerein keresztiil is
megtorténtek és szintén elérhetdvé valtak nyilvanos adatbazisaikban. A fehérjéket COG
(Clusters of Orthologous Groups of proteins) funkcios kategériakba 11° sorolasat az eggNOG-
mapper programcsomag segitségével végeztem el az eggNOG 4.5.1 adatbazis hasznalataval 104,

Ezzel a modszerrel a gének 84.8%-at sikeriilt valamelyik funkcids csoportba elhelyezni (2.

tablazat).
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COG Kromoszéma pSAl pSA2 pSA3 pSA4 Genom
kéd  érték % (3456) érték % (1415) érték  %(835) érték % (324) érték % (83) érték % (6113)

COG kategoria leirasa

B 0 0.00 0 0.00 1 0.12 0 0.00 0 0.00 1 0.02  Kromoszdma szerkezet és dinamika
195 5.64 89 6.29 43 5.15 22 6.79 1 1.20 350 5.73 Energia termelés és atalakitas

D 30 0.87 2 0.14 2 0.24 5 1.54 3 3.61 42 0.69 Sejt CIK\U? Szaba,lvo,za,s' sejt osztodss,
kromoszéma szétvalas

E 186 5.38 60 4.24 18 2.16 5 154 0 0.00 269 440 Aminosav transzport és metabolizmus

F 80 231 13 0.92 3 0.36 5 1.54 0 0.00 101 1.65  Nukleinsav transzport €s metabolizmus

G 128 3.70 105 742 26 3.11 3 0.93 1 1.20 263 430  Szénhidrat szallitas és metabolizmus

H 100 2.89 29 205 7 0.84 4 1.23 0 0.00 140 229  Koenzim transzport és metabolizmus

1 131 3.79 58 410 49 5.87 7 2.16 1 1.20 246 4.02  Lipid transzport és metabolizmus

1151 437 12 0.85 2 0.24 2 0.62 0 000 167 273 renseldcid, riboszoma szerkezet és
biogenezis

K 168 4.86 108 7.63 62 7.43 26 8.02 6 7.23 370 6.05  Transzkripcid

L 161 4.66 57 4.03 70 8.38 56 17.28 16 19.28 360 5.89  Replikacio, rekombinacié és hibajavitas

M 189 5.47 65 4.59 21 2.51 5 154 3 3.61 283 463  Sejtfal/membran/hédrtya biogenezis

N 36 1.04 1 0.07 4 0.48 0 0.00 0 0.00 41 0.67  Sejt mobilitas

o 123 356 22 155 13 1.56 5 154 0 0.00 163 267 Fos7t transzlacés modésitas,
fehérjeforgalom, chaperonok

P 170 492 150 10.60 40 4.79 25 7.72 1 1.20 386 6.31 SZENEH?H lon transzport &s
metabolizmus
Masodlagos metabolitok bioszintézise,

Q 65 1.88 73 5.16 23 2.75 11 3.40 1 1.20 173 2383 ane s 4 .
szélliitasa és katabolizmusa

S 854 2471 349 24.66 232 27.78 70 21.60 12 14.46 1517 2482  Ismeretlen funkcid

T 110 3.18 65 4.59 45 5.39 10 3.09 0 0.00 230 3.76  Jelatviteli mechanizmusok
Sejten beldli szallita krécio, é

U 69 200 25 177 8 09 14 432 3 361 119 195 oron el szalias, srekreelo, €8
vezikuldris transzport

A 30 0.87 12 0.85 4 0.48 3 0.93 1 1.20 50 0.82  Védekezd mechanizmusok

525 15.19 144 10.18 176 21.08 48 14.81 36 43.37 929 15.20 Nincs a COG-ok kozott

2. tablazat. Az altalanos COG funkcios kategoraikba sorolhaté fehérjét kodolo gének szama.

6.2 A szulfanilsav bontasi utvonalanak komparativ vizsgalata

Az irodalmi és annotaciés adatok felhasznalasaval rekonstrualtam a N. resinovorum
SA1 genomjaban talalhato harom parhuzamos B-ketoadipat utvonalat (14. abra.). Ezek az
utvonalak biztositjak az N. resinovorum SAT1 torzs korabban megfigyelt hidoxibenzoat (HB),
benzoat (B) és szulfanilsav (SA) bonté képességét 1°. Az tutvonalért felelés gének tobb
plazmidon szétszorodva helyezkednek el. A HB bontasi utvonalanak elemeit kodolo gének
(pobR-pobA-pcaH-pcaG-pcaB-pcal), a B bontasi ttvonal elemeit kodolo gének (benM-catB-
catC-catA-benA-benB-benD-catD) és az 6sszes parhuzamos p-ketoadipat ttvonal esetén k6zos
szakasz elemeit kodold gének (pcaF-pcal-pcal) a legnagyobb méretli, pSA1 plazmidon
talalhatoak meg harom elkiiloniilt klaszterbe rendezddve. Ezzel szemben az SA bontéasaért
felelés modosult P-ketoadipat tutvonal periférias és centralis elemei két géncsoportba
rendezddve helyezkednek el a pSA3 plazmidon. A bontdsi Gtvonal periféridas szakaszanak
elemeit kodolo géncsoport (sadA-sadB) és az tvonal centralis szakaszanak elemeit kodolod
géncsoport (scaA-scaB-scaC-scaD-scaE-scaF) kozott viszonylag nagy, 40 kbp tavolsag

figyelheté meg.
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14. abra. A harom azonositott béta-ketoadipat utvonal elemei és az altaluk katalizalt
enzimatikus 1épések N. resinovorum SAl-ban.

Osszehasonlitottam az N. resinovorum SA1 esetén rekonstrualt, az SA bontasért felelds
utvonalat a mar korabban jellemzett SA-bontd torzsekben megtalalhatd ttvonalakkal (15.
abra.). Az Osszehasonlitast megnehezitette, hogy a dolgozat irasa soran a SA bontasara képes
torzsek koziil csak a két nagyon kozeli rokon Hydrogenophaga intermedia S1 és a PBC
GCF_000723405.1,
GCF_000263795.1) 11, illetve a SC bontasara képes Agrobacterium radiobacter S2 genomja
volt ismert (NCBI Assembly: GCF_000723345.1). A dolgozat irasaig ezek koziil is csak H.
intermedia PBC genomja valt teljessé (NCBI Assembly: GCA_000263795.2) 112,

rendelkezett  elérhetd genomszekvencidval (NCBI  Assembly:
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A kiiléonb6z6 fajokban megtalalhatd Gtvonalak nagyfokti hasonlosdgot mutatnak, azonban
szamos eltérés is megfigyelhetd. A H. intermedia PBC esetén jellemzett periférias utvonal
dioxigenaz (sadA) és glutamin szintetaz (sadB) génjei mindharom SA-bont6é baktériumban
megtalalhatoak, egy génklaszterbe rendezédve. A Hydrogenophaga fajok esetén a génklaszter
kiegésziil egy ferredoxin fehérjét kodold génnel (sadD), amely kozvetleniil a sadB gén utan
helyezkedik el, illetve egy GntR tipusu transzkripciés faktort kodold génnel (sadR), amely a
sadA géntdl 5” iranyban talalhaté meg, azzal ellentétes orientacioban. Ennek a génnek a terméke
feltételezheten a periférias Gitvonal szabalyozasaban jatszhat szerepet. Az N. resinovorum SA1
esetében se a ferredoxint, se a transzkripcios faktort kodold gén nem része a klaszternek. A
ferredoxint kodold gén helyett egy 3-karboximetil-2-hidroximukonat izomeraz enzimet kodold
gén toredéke talalhato meg, amely feltételezhetben nem vesz részt a SA bontasanak

folyamatéban.

A centralis utvonal elemei a H. intermedia S1, az A. radiobacter S2 és az N. resinovorum SA1
torzsek esetén jol ismertek. Az utvonalat alkotdé gének egyediil csak a N. resinovorum SAl
esetén rendezédnek egy génklaszterbe. Az A. radiobacter S2 esetén az aromas gyiri hasitasat
végz06 oxigenaz génjei (SCAEF) és az ttvonal tobbi elemét kddold gének (scaABC) kozé egy
TRAP (tripartite  ATP-independent periplasmic) transzportrendszert kodold génklaszter
¢kelddott be. Tovabbi érdekesség, hogy csak ebben az esetben volt megfigyelhetd egy IclR
tipust transzkripcioés faktort kodolo gén a scaA génjétél 5° iranyban, azzal ellentétes
orientacioban. A transzkripcios faktor feltételezhetden ennek az Gtvonalnak a szabalyozasaban

jatszhat szerepet.

A H. intermedia fajok esetén is megfigyelhet6 a centralis Uitvonal feldaraboltsaga. A H.
intermedia PBC ¢és a H. intermedia S1 esetén egy IS6 tipusi mozgo genetikai elem ékelddott a
gylri hasitasat végz6 enzimek génjei (SCaEF) és az ttvonal tobbi elemét kodolo gének

(scaABC) kozé.
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15. abra. A kiilonb6z6 baktériumokbol szarmazoé SA bontasi utvonalak génszervezodésének
osszehasonlitasa

Az SA teljes bontas folyamataban résztvevé fehérjék szekvencijanak paronkénti
Osszehasonlitasabol lathato, hogy a Hydrogenophaga fajokbol szarmazé enzimek szekvenciai
egymassal szinte 100%-os azonossagot mutatnak (Fiiggelék 1.). Az N. resinovorum SAl
torzsben talalhato periférias utvonal két fehérjéje, a SadA és a SadB, valamint
Hydrogenophaga-ban talalhato ortologjaik kozott csak 54% és 42%-os azonossag figyelhetd
meg. A centralis Utvonal elemei (ScaA-F) esetén ennél Kicsivel nagyobb, 56-68%-0s az
azonossag mértéke. A Novosphingobium fehérjék a legnagyobb fehérjeszintii azonossagot (61-

82%) az A. resinovorum S2 torzsben talalhato centalis Gtvonal elemeivel mutatnak.

6.3 A szulfanilsav bontasi utvonal evolucios eredetének tanulmanyozasa

A B-ketoadipat utvonalak kiilonb6z6 valtozatai elég elterjedtek a Sphingomonadaceae csalad
tagja kozott . A B és a HB tutvonal elemeit az N. resinovorum SA1 torzs két legkozelebbi
rokon fajaban, a Novosphingobium resinovorum KF1 (Taxonomy ID: 158500) és a
Sphingomonas sp. LH128 (Taxonomy ID: 473781) esetén is azonositottam (Fliggelék 2.). Az
utvonal elemei az N. resinovorum SA1 esetén megismert modon rendezddnek génklaszterekbe
¢és az ortolog fehérjék aminosavsorrendjei 100%-0s azonossagot mutatnak. Az SA bontas
utvonalanak elemei azonban nem voltak megtalalhatéak ezekben a kézeli rokon fajokban, ami

alapjan feltételezhetd, hogy azok esetleg valamilyen genomatrendezd6dés eredményeképpen
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elvesztek ezekbdl a fajokbdl vagy valamilyen horizontalis géntranszfer Gtjan jutottak az N.
resinovorum SA1 genomjaba.

A lehetséges horizontalis géntranszfer eseményét az NCBI ,,RefSeq Representative genomes”
adatbézisaban talalhato baktériumok (taxid:2) genomjan végzett TBLASTN (E < 1e71%) keresés
is megerdsiti. A periférids utvonal fehérjéi (SadAB) legnagyobb hasonlosidgot nem a
Sphingomonadaceae csalddba, hanem a szintén az alfa-proteobaktériumok osztalyaba tartozo

Bradyrhizobiaceae csaladba tarozo baktériumok fehérjéivel mutatnak.

A Comamonadaceae csaladba tartozo6 Hydrogenophaga nemzetség fajai esetén megfigyelték
hogy a sadAB-szerii gén klaszter eléfordulasa altalanosnak tekinthetd 2. Megvizsgaltam, hogy
ugyanez elmondhato-e az N. resinovorum SA1 torzset is tartalmazo Sphingomonadaceae csalad
illetve a Bradyrhizobiaceae csalad tagjaira is. A keresést az N. resinovorum SA1l SadAB
fehérjéivel végeztem el az NCBI RefSeq Representative genomes adatbéazisban talalhato
Comamonadaceae, Sphingomonadaceae ¢és Bradyrhizobiaceae csaladba tartozo fajok
genomjan az NCBI TBLASTN keresdjének hasznalataval. Olyan Comamonadaceae,
Sphingomonadaceae ¢és Bradyrhizobiaceae csaladba tartozoé fajokat kerestem, ahol a sadAB
génklaszter megtalalhato. A keresés alapjan kideriilt, hogy nem csak a Comamonadaceae
csalad tagjai kozott, hanem a Bradyrhizobiaceae csalad tagjai kozott is altalanos a sadAB gén
klaszter el6fordulasa. Ezzel ellentétben a Sphingomonadaceae csalad tagjai kozott csak nagyon
ritkan talalhatd meg. Az N. resinovorum SA1 mellett csak a Sphingopyxis macrogoltabida 203
torzsben volt azonosithatd az altalunk hasznalt szigort keresési paraméterek mellett (kicsi de
jOo mindségli adatbazis hasznalata, a két gén egy klaszter részét kellett hogy képezze, e-value <
1e199), Joval megengeddbb paraméterek mellett ez a szdm kis mértékben ndvekedett, de a
jelentdsen megnovo redundéans taldlatok miatt a munkank soran végiil a szigori paraméterek

alkalmazasaval kapott talalatok feldolgozasa mellett dontGttem.

Mind a harom csaladbdl a 10 legnagyobb hasonlosagot mutatd fehérjével elvégeztem a

SadA (Fiiggelék 3.) és a SadB (16. abra.) fehérjék filogenetikai vizsgalatat.
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a b 79~ GSL (Bradyrhizobium lablabi CCBAU 23086, WP_057860473)
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16. abra. A) A Bradyrhizobiaceae, a Sphingomonadaceae és a Comamonadaceae csalad tagjaiban
azonosithato sadAB génklaszterek sematikus felépitése. B) A génklaszterek altal kédolt SadB
fehérjék filogenetikai torzsfaja. A fehérjék kozotti evoliciés kapcsolat maximum likelihood
moédszerrel volt meghatarozva, melynek soran a GS1 fehérjék szolgaltak kiilcsoportként. Az
egység az aminosavanként torténd szubsztiticiok szamat mutatja.

A filogenetikai vizsgéalatok azt mutattdk, hogy az egy csaladba tartozd fajokbol szarmazo
fehérjék jol elkiiloniilé csoportokat alkotnak. Ez utalhat arra, hogy ezek a fehérjék génjei
konzervaltan megtalalhatoak ezeknek a csaladoknak a tagjaiban és azokkal k6zds evollicios utat
jarnak be. Egyediil csak az N. resinovorum SA1 SadAB fehérjéi mutatnak ez alol kivételt, mivel
azok valamilyen Bradyrhizobium fajbol szarmaz6 fehérjével mutattak nagyobb hasonldsagot.

A fehérjeszekvencia hasonlosag alapjan azonositott génklaszterek felépitése bizonyos csalad
specifikus sajatossagokat mutatnak. A Comamonadaceae csalad tagjai esetén a sadAB gének
mellett nagy gyakorisaggal eléfordul egy 2Fe-2S fer2 (pfam: PF00111) tipusu ferredoxint
kodolo gén és bizonyos esetekben a ferredoxint kédold gén utan egy glutation reduktazt (GR)

tipusu ferredoxin reduktazt kodold gén (pfam: PF07992, PF14759) is megtalalhat6. Ezzel
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szemben a Bradyrhizobiaceae és Sphingomonadaceae csalad tagjainal azonositott sadAB gén

klaszterek nem tartalmazték az ilyen tipust fehérjék génjeit.

A korabban hasznalt paraméterek mellett megismételtem a keresést a centralis Utvonal
elemeivel is (ScaABCEF). A mar ismert szulfokatekol bontasara képes térzseken kiviil azonban
nem sikertilt Gjabb olyan torzseket azonositani, amelyek tartalmaztak volna a génklaszter 6sszes

elemét magas hasonlosagi kritériumok alkalmazasaval.

Az N. resinovorum SA1 torzs SA bontasi Gtvonalanak periférids szakaszat szamos
mobilis genetikai elem hatarolja, ami horizontalis géntranszferre utal. Azért, hogy tovabbi
bizonyitékot talaljunk az SA bontasi utvonal eredetére, korrespondencia analizis modszerével
(Correspondence analysis — CA) 112 5sszehasonlitottam az N. resinovorum SA1 térzs dsszes,

fehérjét kodold génjének relativ szinonim kodon hasznalatat (Relative Synonimous Codon
Usage - RSCU) 114 (17. abra.).
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17. abra. Az N. resinovorum SA1 génjeik relativ szinonim kédon hasznalatat bemutaté
korrespondencia analizis eredménye. Kiemelve jeldltem az R — a fobb riboszomalis fehérjék génjeit;
B — Benzoat bontasi Gtvonal génjeit; HB — Hidroxi benzoat bontasi Gitvonalanak génjeit; SA_p —
Szulfanilsav bontasi utvonal perfiérias szakaszanak a génjeit; SA_C — Szulfanilsav bontasi utvonal
centralis szakaszanak a génjeit; SA_f — a Szulfanilsav bontasi Gtvonal perfiérias szakaszahoz
szlikséges elektrontranszport lanc elemeinek a génjeit. A koriilottiik lathato vonal jelzi a klaszter
analizis segitségével elkiilonithetd csoportokat.
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A Kkorrespondencia analizisb6l az latszik, hogy az SA bontas tGtvonalat felépité gének kodon
periférialis utvonal génjeire.

Szamos jel utal arra, hogy az SA bontas periférias szakaszat alkotd génklaszter a baktériumok
tobb csaladjaban is elterjedt, azonban a N. resinovorum SA1 torzsbe feltételezhetéen
horizontalis géntranszfer Utjan keriilt. A horizontalis géntranszfer eseménye nem torténhetett
nagyon régen, mivel a fehérjéket kodold gének kodon preferencidja még nem tudott
alkalmazkodni az 0j gazdabaktériumra jellemzé kodon preferencidjahoz. A friss eseményt
tovabb erdsiti az is, hogy a legkdzelebbi rokon Novosphingobium térzsek még nem
rendelkeznek ezen gének ortologjaival és a Sphingomonadaceae csalad tobbi tagja kozott is
csak nagyon ritkan fordulnak eld. A periférids szakaszt kodold gének eredeti funkcidja mas
baktériumokban nem ismert, feltehet6en valamilyen szubsztitualt, feltehetéen amin-csoportot
tartalmazé aromas vegyiiletek konverzidjat végzik. Ugyanez elmondhat6 az utvonal centralis
részErdl is, amely alapvetden egy béta-ketoadipat itvonalnak tekinthetd, amely a szulfonalt
aromas vegyiiletek orto-hasitasan keresztiil torténd bontdsdhoz alkalmazkodott.

A Nam és mtsai. altal 1étrehozott #/

, & Rieske oxigenazok (RO) osztalyozasara alkalmas
rendszert kovetve Gan és mtsai. 28 a H. intermedia PBC-ben azonositott, az SA hidoxilalasat
végzd SadA enzimet az oxigendzok I-es csoportjaba sorolta be. A Kweon és mtsai féle 4
kicsivel fejlettebb rendszert kovetve megismételtem a SadA fehérje csoportba sorolasat. A
filogenetikai vizsgalat soran felhasznaltam a H. intermedia S1 ben és az N. resinovorum SA1-
ben megtalalhatd SadA ortologjait is (18A. abra.). Ez alapjan az N. resinovorum SA1 térzsben
megtalalhatd SadA fehérje - a két szinte teljesen azonos H. intermedia torzsekbdl szarmazo
SadA fehérjékkel kozosen - egy jol elkiiloniilt csoportot alkotnak az I es tipust oxigenazok (Ox-
I) csoportjan beliil. Az ilyen tipusii oxigendzok elektrontranszport lanca nem tartalmaz
ferredoxin komponenst, a teljes funkciot egy FNRc tipusu reduktaz latja el. Ez azonban nem
feltétlentil vonatkozik az SA hidroxilalasaban szerepet jatszo dioxigenazra. Szamos példa

mutatja, hogy ezek az oxigenazok gyakran alkotnak ko6zos génklasztert novényi tipusu

ferredoxint és GR tipusu reduktazt kodolo génekkel.
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100 CarAa (Pseudomonas sp. CA10, BAA21728)
4|__CarAa1 (Sphingomonas sp. KA1, BAC56759)
65 CbaA (Conidiobolus coronatus BR60, AAC45716)
OphA2 (Burkholderia cepacia DBO1, AAD03558)
100,SadA (Hydrogenophaga intermedia S1, CON87981) Ox-1
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100 100 SadA (Hydrogenophaga intermedia PBC, WP_009515254)
SadA (Novosphingobium resinovorum SA1, AOR81231)
43l PobA(Pseudomonas pseudoaicaligenes POB310, CAA55400)
TsaM (Comamonas testosteroni T-2, AAC44804)
100 AtdA (Acinetobacter sp. YAA, BAA13012) Ox-II
85 TdnA1 (Pseudomonas putida UCC22, BAA12807)
AntA ( Acinetobacter sp. ADP1, AAC34813)
CbdA (Burkholderia cepacia 2CBS, CAA55681) Ox-III

110000E BenA (Acinetobacter sp. ADP1, AAC46436)
100 PhnAc (Alcaligenes faecalis AFK2, BAA76323)
NahAc (Pseudomonas sp. 9816-4, AAA92141) oX-1v
100] 91 m[ PahAc (Pseudomonas putida OUS82, BAA20391)
DxnA1 (Sphingomonas sp. RW1, CAA51365)
74— BphA1 (Rhodococcus jostii RHA1, BAADG868)
100 TodC1 (Pseudomonas putida F1, AAA26005) Ox-V
100 BphA1 (Pseudomonas sp. KKS102, BAA04137)
78 BphA, (Paraburkholderia xenovorans LB400, AAB63425)
100! BphA1 (Pseudomonas pseudoalcaligenes KF707, AAA25743)
PhdA (Nocardioides sp. KP7, BAA84712)
34 — PhtA1 (Terrabacter sp. DBF63, BAC54156)
100 PhtAa (Arthrobacter keyseri 12B, AAK16534) Ox-VI
100|— PhtAa (Mycobacterium vanbaalenii PYR-1, AAQ91914)
48L PadAa2 (Rhodococcus jostii RHA1, BAD36800)

100|

P
0.5

18A. abra. A H. intermedia és az N. resinovorum SA1 fajokbdl szarmazo SadA ortologok és a
Kweon és munkatarsainak altal standardként hasznalt jol jellemzett Rieske tipusu oxigenazok
kozotti filogenetikai rokonsagi kapcsolat. Az oxigenazok csoportositasa Kweon és munkatarsainak
csoportositasat kovette. A fehérjék kozotti evolucios kapcsolat maximum likelihood modszerrel volt

meghatarozva. Az egység az aminosavanként torténd szubsztituciok szamat mutatja.

A Gan és munkatarsai altal elvégzett filogenetikai vizsgalat megmutatta, hogy a H. intermedia
PBC-ben talalhato SadB fehérje nem része az altalanos glutamin szintetaz csaladnak amely a
nitrogén metabolizmus egyik kulcsenzimét foglalja magaba 2. A vizsgalatbél az is kideriilt,
hogy a SadB fehérje az anilin bontési Gtvonalban szerepet jatszé glutamin szintetdz-szer(i
fehérjékkel (TdnQ, AtdAl) rendezddik egy csoportba, illetve olyan glutamin szintetaz-szerti
fehérjékkel, amelyek génjei egy oxigenaz fehérjét kodold génekkel alkotnak sadAB-ez hasonld

génklasztert. Ezeknek a glutamin szintetaz-szerti fehérjéknek a funkcioja nem tisztazott.
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100, TdnQ (Pseudomonas putida UCC22, BAA12805)
102ﬁ TdnQ (Delftia tsuruhatensis, AAX47239)
TdnQ (Frateuria sp. ANA-18, BAC82524)
AtdA1 (Acinetobacter sp. YAA, BAA13010)
100,— GSL (Bradyrhizobium sp. ORS278, WP_012030129)
SadB (Novosphingobium resinovorum SA1, AOR81230)
GSL (Burkholderia sp. CCGE1001, WP_013590552)
GSL (Variovorax paradoxus, WP_013538633)
61 100, SadB (Hydrogenophaga intermedia S1, CDN87982)
99 SadB (Hydrogenophaga intermedia PBC, WP_069902936)
100 GSL (Ramlibacter tataouinensis, WP_013901121)
100 GSL (Polaromonas sp. JS666, WP_011483057)
100 GMAS (Methylocella silvestris B12, WP_041369164)
—|: GMAS (Methylovorus mays, BAF99006)
GS1 (Pyrococcus woesei, P36687)
74 100, GS1 (Acidithiobacillus ferrooxidans, AAA27370)
99 GS1 (Vibrio alginolyticus, AAA27523)
GS1 (Rhizobium leguminosarum, P09826)
99 GS1 (Bradyrhizobium japonicum, P05457)
GS1 (Nostoc sp. PCC7120, P00964)
56 GS1 (Frankia alni, P46033)
100 GS3 (Synechococcus elongatus PCC7942, AAF91344)
100, [ GS3 (Synechocystis sp. PCC6803, CAA54137)
GS83 (Pseudanabaena sp. PCC6903, CAA07197)
GS3 (Ruminococcus albus 8, AAY27086)
— 100 GS2 (Bradyrhizobium japonicum, P04772)

|: GS2 (Rhizobium leguminosarum, Q02154)

GS2 (Frankia alni, P20805)

100
W'j[ GS2 (Streptomyces viridochromogenes, P19432)
100 GS2 (Streptomyces hygroscopicus, P22878)

100 5
100

1

98

100

05

18B abra. A Hydrogenophaga fajokbol és az N. resinovorum SAL -bél szarmazé SadB fehérjék és
jol jellemzett glutamin szintetaz fehérjék kozotti filogenetikai kapcsolat. A fehérjék kozotti
evolucios kapcsolat maximum likelihood modszerrel lett meghatarozva. Az egység az aminosavanként
torténd szubsztituciok szamat mutatja.

A H. intermedia S1 és az N. resinovorum SA1l torzsekbdl szarmazo SadB fehérjével
megismételve a filogenetikai vizsgalatot hasonld megfigyelést lehet tenni (18B. abra). Azonban
érdekes modon az N. resinovorum SAL sejtbdl szarmazé SadB fehérje nem a H. intermedia
torzsekbdl szarmazo SadB fehérjékkel alkot egy k6z0s csoportot, ahogy a SadA fehérje esetén
lattuk, hanem a Bradyrhizobium t6rzsb6l szarmazoé glutamin szintetaz-szeri fehérjével,

amelynek a funkcidja nem vizsgalt.

6.4 A periférias és centralis utvonal génjeinek transzkripcids szabalyozo régioi
Az N. resinovorum SA1 torzs SA bontasat lehetévé tevo katabolikus utvonal elemei nem olyan
régen valhattak a torzs valtozatos katabolikus rendszerének részévé. Azért, hogy megtudjuk,

ilyen rovid id6 alatt hogyan voltak képesek beépiilni a baktérium szabalyozo rendszerébe
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promoéter proba vektor % segitségével feltérképeztem a periférids és a centralis utvonalak
promoter/szabadlyozo cisz elemeit illetve megvizsgaltam azok kiilonb6zo szénforrasokra (GIc,
SA) adott valaszat.

A periférids Gtvonal génjeit tartalmazo gén klaszter (sadABX) két mobilis genetikai elem
(BES08_30730, BES08_30710) kozé ¢keldédve talalhato meg az N. resinovorum SAl
genomjaban. A sadA gén és az clbtte elhelyezkedd, vele ellentétes orientacidban atirddod
integraz génje (BES08 30730) kozott 845 bp hosszu nem koddolo, intergénikus régid talalhato.
Feltételezhetéen ez a viszonylag hossza DNS szakasz tartalmazza a sadABX atirasaért felelés
promoter szekvenciat és az azt esetleg szabalyozoé transzkripcids faktor kotdédési helyét. Azért,
hogy feltérképezziik ezeknek a potencialis cisz elemeknek az elhelyezkedését, polimeraz-
lancreakcid (PCR) hasznalataval a két gén kozotti intergénikus régid kiillonbozd hossziisagu
szakaszait hoztam létre (19. abra.). Az igy létrehozott rovid szekvenciakat egy sajat promoterrel
nem rendelkez6, z6ld fluoreszkald riporter fehérjét (GFP) kodold gént tartalmazd promoter
proba vektorba (pPROBE) illesztettem. A kiilonb6z6 hosszisagu szekvenciakat tartalmazo
pPROBE vektort az N. resinovorum SA1 torzsbe transzformaltam és fluoriméter segitségével
(Thermo Fluoroskan Ascent FL) tobb napon keresztiil kovettem a Glc és SA szénforrason
novesztett sejtek GFP Kkifejez6dési szintjét (19. abra.). A tapoldatok, az alkalmazott
szénforrasokat viszonylag alacsony, 5 mM koncentracidoban tartalmaztak, amit a sejtek a
negyedik napra mar teljesen el is fogyasztottak. A vizsgalat alapjan ugy tlinik, hogy a periférias
utvonal génjeit tartalmazoé gén klaszter kifejezddése egyetlen promoéterhez kothetd. Ez a
promoter a PI-S3-as szekvencia 5’-végének kozelébe térképezhetd, a transzlacios kezdési
helyétol (TSS) kevesebb, mint 276 bazisparnyira. Azt, hogy ez a szekvencia részlet felelds
egyediil a periférids utvonal kifejezéséért megerdsiti az, hogy a PI-S3 5°- vége el6tti (P1_E4) és
kicsivel utani (PI_S2) szekvencia részletek nem voltak képesek a GFP kifejezésére (19. abra.).
A legkisebb, kifejez6dést eléidézni képes szekvenciarészlet (PI-S3) esetén konstitutiv
kifejezodés figyelheté meg. Ennél kicsivel hosszabb szekvencia részlet (PI-S6) esetén azonban
mar valamilyen szintli szabalyozas is megfigyelhetd, ami a szekvencia hosszdnak tovabb
novelésével mar nem valtozik 1ényegesen (PI-S5, PI-S4). A szabalyozas — ha van egyaltalan -
valosziniileg aktivacion keresztiil torténik meg. Erdekes modon az aktivacio alig fiigg a hasznalt
szénforrastol, annal inkabb a ndvesztés idejétdl. Ez alapjan feltételeztem, hogy a sejtek
novekedése soran elfogyasztott tipanyagok miatt kialakulo éhezés lehet az aktivacio f6 oka. Az
aktivacioért felelds transzkripcios faktor kotési helye feltételezhetden a PI-S3 szekvencia folott

helyezkedik el valahol a TSS helytdl szamitott -485 és -276 poziciok kozott.
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A bakterialis promoterek és transzkripcids faktor kotéhelyeinek azonositasara alkalmas
BPROM ! program segitségével megvizsgaltam a -276 pozicio folétt és mogott 100-100
bazisparnyira elnytld szekvenciat (-375 és -176 kozotti szekvenciat). A program altal
azonositottam egy bakterialis promoéter szekvenciat (-35 box: TTGCTT, -10 box:
AGGCATTTT, konzervalt szekvenciak kozotti rés ,,inter-box gap”: 14 bp) amely a PI-S3
fragmenten talalhatdo meg, annak 5’ végétdl 4 bazisparnyira. A programnak a promoter eldtt 5
bazisparnyira egy feltételezett IHF (integracios host faktor) fehérje kotéhelyet (TTTTATTT) is

sikerult azondsitania.

a. 829 1 b.
619 C = PI_S4
sadA | sadB O sadX -551 L -1 Pl S5
483 — 1 PI_S6

276 -1 =
55 ) PI_S3
-829 p-192 E:—Ei
pPROBE -829 -283 b E4
cl
Glc SA

120

o= PI_S4
80 == PI_S5
== PI_S6
== F|_S3
== P|_S52

PI_E1

40 == PI_E4

Normalizalt GFP kifejez6dés

Napok

19. abra. A). A SA bontasi titvonal periférias szakasza el6tt elhelyezked6 intergénikus régio
(piros). B). A prométer régio feltérképezésére létrehozott pPROBE vektor valtozatokban
megtalalhaté intergenikus régié darabok (piros), feltételezett prométer helye (kék nyil) és a GFP
kédolé gén (zold) sematikus képe. C). A kiilonbozé szénforrason novesztett, eltéré fragmentet
hordozé pPROBE vektort tartalmazoé N. resinovorum SA1 torzsek altal kifejezett GFP fehérjék
szintjének valtozasa az idé fiiggvényében. A hibasavok jelzik a harom biolégiai parhuzamos
esetén tapasztalt szorast.

Hasonlé modszerekkel elvégeztem a centralis Gitvonal génjeit tartalmazo scaABCDEF operon

crcr

(scaA) és a tdle 5” iranyban elhelyezked6 feltételezett szulfit exportert TauE/SafE kodold gén
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(BES08 30490) kozott 1ényegesen kisebb, 107 bp hosszusagt intergénikus régid helyezkedik
el (21. abra.). A rovid hossz miatt a vizsgalathoz a teljes 107 bp hosszusagu szekvenciat
felhasznaltam. A GFP kifejez6dés mértéke alapjan az latszik, hogy a centralis utvonal
kifejezodésért felelds promoter szénforra- fiiggd szabalyozassal rendelkezik. SA szénforras
hasznalata esetén az N. resinovorum SA1 lényegesen nagyobb mértékben fejezte ki a GFP
fehérjét, mint gliikkoz hasznéalata esetén. A novesztés idejének és az esetleges ¢hezés
kialakuldsadnak nincs befolyasold hatasa a gének kifejezddésére. A GFP kezdeti kifejezddési

szintje a 4 napi novesztés utan is szinte valtozatlan maradt (20. abra.).

L

* 120
pPROBE 2
-]
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.E 80
-
bl & I________..—-—-I Gle
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-107 p -1 }
PIl g
s
0
1 2 3 4
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20. abra. a.) Az SA bontasi utvonal centralis szakasza el6tt elhelyezked6 intergénikus régioé
(piros) kiterjedése. b.) A promoter régio feltérképezésére létrehozott pPROBE vektorban
megtalalhaté intergenikus régié darab (piros), feltételezett prométer helye (kék nyil) és a GFP
kodolé gén (zold) sematikus képe. c.) A Kiilonb6z6 szénforrason novesztett, pPROBE vektort
tartalmazo6 N. resinovorum SA1 torzsek altal kifejezett GFP fehérjék szintjének valtozasa az id6
fiiggvényében. A hibasavok jelzik a harom biolégiai parhuzamos esetén tapasztalt szorast.

Ebben az esetben is a BPROM program hasznalataval sikeriilt azonositani egy lehetséges
promoter szekvenciat a TSS-tol megkozelitleg -50 bazisparnyira (-10 box: ACATAGAAT, -
35 box: ATCAAT, konzervalt szekvencidk kozotti rés ,,inter-box gap”: 15 bp). Potencidlis
transzkripcios faktor kotéhelyet ebben az esetben azonban nem talaltam.

Amig az N. resinovorum SA1 torzs az SA-at egyediili szén, nitrogén, kén €s energia forrasként
is képes felhaszndlni, addig a gliikozt, annak kémiai Osszetétele miatt, csak szén ¢és

energiaforrasként képes hasznositani. A gliik6z szénforrdson novesztett sejtek tapoldatat emiatt
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konnyen felvehetd nitrogén forrassal egészitettem ki. A kénforras kiilon biztositasa nem
szlikséges mivel a tapoldat s6 komponensei megfelelé mennyiségben tartalmaztak azt. Ez ahhoz
vezethet, hogy a gliikkozon ndvesztett sejtek nemcsak konnyen hasznosithaté szénforrassal,
hanem nitrogén forrassal is rendelkeznek. Ezzel szemben az SA-n novesztett sejtek szamara
nem csak a szén-, hanem a nitrogénforras is nehezebben hozzaférhetd. Azért, hogy
megvizsgaljam a konnyen hozzaférhetd szén- és nitrogénforras hatasat az SA bontasi
utvonalanak szabdlyozasdra a pPROBE/PI-S6 és pPROBE/PII plazmidokat tartalmazé N.
resinovorum SAl torzset olyan tapanyagon novesztettem, amely a szén- (SA, Glc) és
nitrogénforrasokat (SA, NH4NO3) kiilonbozé kombinacidban tartalmazta (21. abra.). Ebben az
esetben a szénforrast a tapoldat viszonylag magas koncentracioban, 50 mM, tartalmazta, hogy

elkeriiljem a korabban tapasztalt, feltételezhetden az éhezés altal kivaltott jelenséget.

PI_S6 PII
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Normalizalt GFP kifejezddés
=

21. abra. Az SA bontas periférias és centralis utvonalainak promoter és szabalyozoé régidit is
tartalmazo pPROBE valtozatok (periférias: P1_S6, centralis: PI1) N. resinovorum SA1l-ben
megfigyelhet6 GFP kifejezddési szintjének valtozasa kiilonb6z6 szén és nitrogénforrasok
hatasara. A hibasavok jelzik a két biologiai parhuzamos esetén tapasztalt szorast

A GFP kifejezédési szintje ebben az esetben is azt mutatja, hogy az SA bontasi utvonalanak
periférias szakasza mas jellegii szabalyozassal rendelkezik, mint a centralis szakasza. Abban az
esetben, amikor megfeleld mindségli szén- és nitrogénforras all a sejt rendelkezésére (GIc_N,
Glc_SA N) a periférias utvonal promotere altal kifejezett GFP szintje alacsony marad. Az SA
jelenléte nem befolyasolta a GFP kifejezddési szintjét (GIc_SA_N). Hogyha a nitrogén vagy a
szén sziikséglet csak nehezebben elérhetd forrasbol elégithetd ki (Glc_SA, SA_N, SA) a GFP

kifejez6dése 1ényegesen megnd. A Glu_SA esetén tapasztalt koztes érték magyarazhato azzal,
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hogy a baktérium az SA—t csak nitrogénforrasként hasznositotta, amit viszonylag kevés SA

bontasaval mar képes volt kielégiteni.

A centralis utvonal promotere csak abban az esetben eredményez megndvekedett GFP
kifejezodési szintet, hogyha a tapoldat nem tartalmaz konnyen felvehetd szénforrast, csak
szulfanilsavat (SA_N, SA). Ebben az esetben a nitrogénforrasnak nem volt lathato hatasa a GFP
kifejez6désére. Glc_ SA esetében meglepd az alacsony GFP kifejez6dési szint, hiszen a
szabalyozas két legval6szinlibb indukaloszere, az SA és a bontas elso jelentésebb koztiterméke,
az SC, is jelen van a sejtben. Mivel a sejt nitrogén igényét a periférias titvonal soran felszbaduld
ammonia képes kielégiteni, ezért konnyen felvehetd szénforras jelenlétében a centralis utvonal
szakasz kifejez6dése nem Iétfontossagu. A tapasztalt alacsony kifejez6dési szint pedig
magyarazhatdé a mikroorganizmusok esetén gyakran megfigyelt katabolit repressziéo (CCR:
carbon catabolic repression) jelenségével. Ez a jelenség felelds azért, hogy a nehezebben
bonthatd szénforrasok hasznositasaért felelds gének kifejezodése mindaddig alacsony szinten

maradjanak, amig konnyebben felhasznalhato szénforras is elérhetd a baktérium szamara 116117,

Az SA bontasi utvonal szabalyozasa mas fajok esetén alig ismert. A H. intermedia PBC az
egyetlen olyan torzs, amely esetén nem csak az Utvonal enzimeinek azonositasara ¢és
jellemzésére koncentraltak, hanem vizsgaltak azok kifejezodésének szabalyozasat is. Azonban
a vizsgalatok ebben az esetben is csak a bontasi utvonal periférias szakaszara korlatozodtak 2.
Viszont az jol latszik, hogy a N. resinovorum SA1 torzzsel ellentéten a H. intermedia PBC
torzsben a sadABD operon kifejez6dése nem konstitutiv. A bontasi utvonal szubsztratjaval (SA)

és az utvonal elso f6 koztitermékével (4-SC) is indukalhato.

A H. intermedia PBC torzsben megtalalhato sadABD operon elétt, azzal -ellentétes
orientacidban, egy GntR tipusu transzkripcios faktor génje helyezkedik el. A sadABD
operonhoz kotdd6 GntR tipust transzkripcios faktor altalanosnak tekintheté a Hidrogenophaga
fajok esetén. Sok esetben leirtak aromds bontési Gtvonalak szabalyozasaban betdltott szerepét
118 Ezek alapjan feltételezhetd, hogy ebben az esetben az sadABD operon esetén is hasonld

szerepet tolt be.

Az N. resinovorum SA1 torzs sadABX operonja eldtt egy mobilis genetikai elem (integraz)
génje talalhato meg. Ett6l 5” iranyban a sadABX operonnal azonos orientacioban elhelyezkedd
maleilacetat reduktazt (AOR81346) kodold gén és vele ellentétes orientacioban pedig egy ICIR
tipust transzkripcios faktort (AOR81347) kodold gén talalhatd. Ezek a fehérjék szoros
kapcsolatban allnak az aromas bontasi utvonalakkal. Amig a maleilacetat reduktdz szamos

119-121

esetben a B-ketoadipat utvonal fontos épitéeleme , addig az IcIR tipusa transzkripcios
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faktor az aromas bontasi utvonalak egyik fontos transzkripcios faktor tipusa 22123,

Feltételezhetd, hogy az integraz beépiilése el6tt ezek a gének a SadABX génekkel kdzos operont
alkottak és egy mara ismeretlen bontasi Gitvonal elemét képezték, azonban a ma megfigyelhetd

SA bontési utvonalaban se €pitd, se szabalyozo szerepet nem jatszanak.

6.5 Teljes RNA-Seq alapu transzkriptom vizsgalat

Az N. resinovorum SA1 klasszikus modszerekkel nehezen tanulmanyozhato baktérium torzs,
aminek a 6 oka, hogy napjainkig nem sikertlt kialakitani megbizhatéan miik6do technikakat
genetikai modositdsara. A vizsgalatot tovabb neheziti a térzs komplex genom 6sszetétele €s az
SA bontas atvonalat felépité gének genomon beliili szétszort elhelyezkedése. Amig a bontasi

124 az

utvonal jol ismert elemeinek szekvencia homologia alapjan torténd azonositasara
irodalombdl ismert adatok hasznalataval megoldhato, addig a kevésbé ismert elemek feltarasara
nagyon kevés lehetdség all rendelkezésiinkre. Az RNA-Seq alapt transzkriptom vizsgélat,
amely egyre elterjedtebb technika a baktérium teljes transzkripcids mintazatanak
feltérképezésére, az ilyen problémakhoz is megoldast nyujthat. Segitségével lehetdség nyilik
olyan nehezen azonosithatdo rendszerek, mint a bontasi utvonal periférids szakaszaban
megtalalhatd oxigenaz elektrontranszport lancat felépitd gének, az SA felvételét végzo
transzporter génje illetve a bontds soran nagy mennyiségben felszabadulo szulfit detoxifikalasat
végzo rendszer génjeinek azonositasara. Tovabba pontosabb képet alkothatunk a bontési
folyamat tobbrétli szabalyozasarol, amelyben az SA indukalo hatisa mellett mas fiziologias
hatasokra, pl. az éhezésre és esetleg az SA toxikus jellegére adott valaszok is

megmutatkozhatnak.

Azért, hogy minél atfogobb képet kapjak az N. resinovorum SAl transzkrimtomjaban
bekovetkezd valtozasokrol az RNA-seq vizsgalathoz sziikséges teljes RNS mintat a 10 mM
glikozt vagy 10 mM SA-at tartalmazd6 minimal tédpoldaton ndvesztett, exponencialis
(Glc_E/SA_E) és stacioner (Glc_S/SA_S) novekedési fazisban 1évé sejtekbdl izolaltam (22.
abra.). A glikoz minimal tapoldat esetén a nitrogén forrast 10 mM NH4Cl hozzaadasaval
biztositottam, ezzel szemben a SA minimal tapoldat esetén a nitrogén forrast az SA biztositotta.
Hasonloan a korabbi promoter vizsgalatokhoz, a ndvesztés soran itt sem tapasztaltam nitrogén

limitacidra utald jelet. Minden vizsgalatot két biologiai parhuzamos hasznalataval végeztem el.
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22. abra. A glitkozon (Glc) és szulfanilsavon (SA) novesztett N. resinovorum SA1 torzs
sejtszamanak (négyzet) és a tapanyagforras koncentraciojanak (kor) valtozasa az idé
fiiggvényében. A hibasavok jelzik a két biologiai parhuzamos esetén tapasztalt szérast. A nyilak
jelzik azokat a pontokat ahonnan az RNA-seq vizsgalathoz felhasznalt mintak szarmaznak.

A sejtek exponencidlis novekedési szakaszabol szdrmazo mintdk szekvenalasabol kapott
tisztitott (trimmed) readek kozel 50% -ka térképezhet6 az N. resinovorum SAL genomjanak
fehérjét kodolo régidjara. A stacioner ndvekedési szakaszbol szarmazo mintdk esetén ez az
érték valamivel alacsonyabb (2. tablazat). Sajnalatos modon, feltételezhetéen a szekvenalas
soran bekovetkezett hiba miatt, a gliikdzon ndvesztett, stacioner ndvekedési szakaszban 1évd
sejtekbdl szarmazo mintak egyik bioldgiai parhuzamosa (Glc S2) nagyon alacsony kodolod
régiora térképezhetd readszamot eredményezett. Mivel a Glc_S1 és a Glc_S2 mintak RNA-Seq
profilja kozott ers korrelacié volt megfigyelhetd a read-szam kiilonbség ellenére, a Glc_S2

mintat nem tavolitottam el a vizsgalatbol.

, o Génekre térképezodott,
. ) , Parban lévg, tisztitott . s e our
Minta ID. Teljes readszam , . i parban lévé, tisztitott %
(trimmed) readek szama , . ,

(trimmed) readek szama
Glc_E1 2 989 506 1388729 664 559 47.9
Glc_E2 3151936 1467 686 752 965 51.3
Glc_S1 1437618 699 741 368 393 52.6
Glc_S2 3650414 1321804 90 268 6.8
SA_E1 3319482 1558 226 834 220 53.5
SA_E2 2694 052 1319173 736 529 55.8
SA_S1 1822426 784 532 268 548 34.2
SA_S2 1736428 802 557 292 106 36.4

2. tablazat. Az RNA-seq vizsgalathoz hasznalt MiSeq szekvenalas adatainak osszefoglalasa
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A mintak génjeinek kifejez0dési mintazata kozotti eltérések abrazolasara MDS szoérodasi
diagrammot (Multidimensional scaling plot) hasznaltam (23. abra.). Az abran megfigyelhetd,
hogy a bioldgiai parhuzamosok kozatti eltérések nem jelentds. A Glc_S mintak kozotti eltérés
valamilyen mértékben nagyobb, mint a tobbi mintapar esetén azonban ez nem mondhat6 igazan
jelentésnek. Ezzel szemben a kiilonb6zo koriilmények koziil szdrmazé mintak kozott jelentds
eltérés mutatkozik. A legnagyobb hasonlosag a kiilonb6z6 tapanyagon ndvesztett stacioner
novesztési fazisban 1évo sejtek génkifejezddési mintdzatai kozott figyelheté meg (Gl S és
SA_S). Erdekes modon azonban a SA_E mintak kozel azonos mértékben térek el a Glc_E
mintaktol, mint a Glc_S mintatol. Ez alapjan akar az is feltételezhetd lehet, hogy a SA_E esetén
tapasztalhatd kifejez6dési mintazatot a GIc_S mintazatat is nagyrészt meghatarozo,

¢hezés/stressz altal kivaltott szabalyozo folyamatok is befolyasolhatjak.
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23. abra. A mintak génkifejezodési mintazata kozotti eltérés abrazolasa MDS plot
(Multidimensional scaling plot) hasznalataval. A gliilkozon novesztett mintakat (Glc) négyzet, a
szulfanilsavon novesztett mintakat (SA) pedig kor jeldli. Az exponencialis (E) novekedési fazisban

1év6é mintakat kék, a stacioner (S) novekedési fazisban 1évo sejteket pedig piros szin jeloli.

A kiilonbo6z6 koriilmények kozott megfigyelhetd génkifejez6dés valtozas vizsgalatahoz EdgeR
programcsomagot hasznaltam 1%°. Csak azoknak a géneknek a kifejez8dését vizsgaltam,
amelyek a 8 mintabdl legalabb 3 esetben rendelkeztek legalabb 1 CPM (Count Per Million)

értékkel. A vizsgalt gének koziil azoknak a valtozasat tekintettem szignifikansnak, amelyek az
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Osszehasonlitott mintaparok esetén legalabb négyszeres (abs(log2) > 2) kifejez6dési szint (FC
— Fold Change) valtozast mutattak, FDR (False Discovery Rate) javitott p érték <0.001 mellet.
A harom mintapar 6sszehasonlitasabol kapott megvaltozott kifejezdédést mutatd gének (DEG,
Differentially Expressed Gene) osszegzését a 3. tablazat tartalmazza. Az azonos stacioner
novekedési fazisban 1évo, de eltérd szénforrason novesztett setjek génjeinek kifejezodését
szamos tényezd befolyasolhatja. Osszehasonlitdsuk sordn kapott génkifejezédés valtozasok

csak nagyon nehezen értelmezhetdek, ezért munkam soran eltekintettem téle.

Glc_S vs. GIc_E SA_E vs. Glc_E SA_Svs.SA_E
Osszes DEG-ek szama (%) 1056 (17,6%) 432 (7,2%) 792 (13,2%)
Novekedett kifejez6désli DEG-ek szama (%) 502 (8,4%) 254 (4,2%) 364(6,1%)
Csokkent kifejez6dés(i DEG-ek szama (%) 554 (9,2%) 178 (3%) 428(7,1%)

3. tablazat. A csoportok dsszehasonlitasa soran szignifikansan megvaltozott kifejezédést mutato
gének szama. Az N. resinovorum SA1 torzs 6113 fehérjét kodold génje koziil 6003 rendelkezett
legalabb 3 minta esetén 1 vagy ennél nagyobb CPM értékkel.

A DEG-ek szamaban a legnagyobb valtozast a sejtek ndvekedési fazisai kozotti valtas idézte
elé. A Glc-n és az SA-n ndvesztett sejtek génjeinek a 17.6% és 13.2% -anak a kifejezddése
véltozott meg az exponencials ndovekedési fazisbol a stacioner novekedési fazisba torténd
atmenet soran. Mivel a stacioner novesztési fazisban 1évo sejtek, a kezdetben rendelkezésre allo
tdpanyagforrast teljesen felhasznaltdk (22. abra.), feltételezésem szerint az itt tapasztalhato
valtozas elsdsorban a kialakult éhezésnek tulajdonithatd. Az SA, az éhezés hatdsatol kisebb, de
igy is jelentds kifejezOdési szint valtozast idézett elé a sejtekben. Az eltérd tapanyagon
novesztett exponencialis ndvekedési fazisban 1€vo sejtek (SA_E vs. Glc_E) génjeinek 7.2%-a

mutatott valamilyen valtozast.

A kiilonb6z6 mintaparok Osszehasonlitasabol kapott, megndvekedett génkifejezédést mutatd
génkészletek kozotti atfedés mértékét a 24A abran lathato UpSet plot szemlélteti 12°. Az 4bra
alapjan az latszik, hogy szamos olyan gén kifejezddése né meg szignifikansan, amely csak a
Glc —on vagy a SA —on novesztett sejtek ¢hezési folyamatara jellemz6 (255, 228) illetve olyan
géneké, amely mindkét éhezési folyamatban szerepet jatszanak (118). 125 olyan gén van
azonban, amely csak a SA hatasara, a SA_E vs. Glc_E 0Gsszehasonlitasa soran mutatot
megnovekedett kifejezddést. Meglepd mddon sok olyan gén is eléfordul, amely SA hatasara és
Glc-on torténd novesztés soran kialakuld éhezés hatasara is megndvekedett kifejezddést mutat
(111). Elhanyagolhatoéak azonban azoknak a géneknek a szama (18), amelyek mind a harom

esetben mutatnanak megndvekedett kifejez6dést.
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A DEG gének kiilonb6zo koriilmények kozott mutatott kifejezodési mintazatat az 24B. abran.
lathaté hotérkép szemlélteti (23. abra.). Az MDS plot hoz hasonléan ezen az abran is
megfigyelhetd, hogy a biologiai parhuzamosok jol elkiiloniild klasztereket képeznek. Emellett
az is lathato hogy a hasonld noévekedési fazisbol szarmazo, de eltéré tapanyagforrason
novesztett sejtek is kiilonallo klaszterekbe rendez6dnek. Ez utalhat arra, hogy a sejtek génjeinek
kifejezodését jelentds mértékben a sejt novekedési fazisa hatarozza meg. Az eltérd
tapanyagforras szintén szamottevd valtozasokat eredményez. A hétérképen harom olyan
klaszter figyelhet6 meg, amelyben az SA fliggd kifejezédést mutatd gének legnagyobb részét
(n = 83; 66,4%) magaba foglalja. A harmas szamu klaszter 17 gént foglal magaba. Ezek kozé
tartalmazzik a jol szabalyozott centralis utvonal génjei, az azok kozvetlen kdzelében
elhelyezkedo IcIR tipusu transzkripcids faktor (BESO8 30535) és vele feltételezhetden egy
operonba tartoz6 Fad-kot6 dehidrogenaz (BES08 30540) génje. Tovabba egy 4-hidroxibenzoat
transporter (pcaK) (BES08_30350), szulfit exporter (tauE) (BES08 30490), glutaminaz
(BES08 30685) génje. Ezek a gének feltételezhetden valamilyen kisegitd szerepet jatszanak a
SA bontasi folyamataban. Az elsé és a masodik klaszter (42, 32) is szamos tovabbi gént
tartalmaz, amelyek el6segithetik a bontas folyamatat. Ilyenek gének a feltételezhetéen szulfit
transzportert kodolé gének (tauzZl, tauz2) (BES08 29790, BES08_30485), a szulfit
oxidacidjaban szerepet jatszo gének (SorA, sorX) (BES08_29830, BES08_29795).
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24. abra. A)) A harom mintapar ésszehasonlitasabél kapott megnovekedett kifejezodést mutato
gének mintaparok kozotti atfedésének abrazolasa UpSet plot segitségével. B.) A DEG gének
kifejezodésének abrazolasa hotérkép segitségével. A kifejezddési értéke a CPM kettes alapu
logaritmusanak felelnek meg. Az oszlopok/sorok hierarchikus klaszterezéséhez euklideszi tavolsag-
szamitast és teljes lancmodszer szerinti klaszterezést alkalmaztam. A szamozott kiemelés azokat
a klasztereket jel6li, amelyek olyan géneket foglalnak magukba, amelyek kifejez6dése a SA_E
koriilmények kozott a legnagyobb és a tobbi koriilmény kozott jelentOsen visszaesik.

Az N. resinovorum SA1 génkifejez6désének valtozasat (FC) és a valtozas szignifikancia
szintjét (FDR p-érték) abrazold vulkan-diagram (25. abra.) tovabb erdsitik a korabban
latottakat. A bioldgiai parhuzamosok kozotti eltérés csekély. Az dsszehasonlitott koriilmények
soran a novekvo FC novekvé szignifikancia szinttel parosul. A periférias, centralis, kozos és a
kisegitd utvonalak (lasd késobb) elemeinek kiemelése esetén lathatjuk hogy a jol szabalyozott
centralis és kisegitd utvonalak ellemeinek kifejez6dése gliikdzon ndvesztett sejtek esesetén
(Glc_S vs. Glc_E) alig valtozik, szulfanilsav hatasara azonban (SA_E vs. Glc_E) szignifikans
novekedést mutatnak, amely jelent6sen visszaesik a SA elfogyasztasanak kovetkeztében (SA_S
vs. SA_E).
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25. abra. Az RNA-Seq adatok abrazolasa vulkan-diagram segitségével. Az X tengely abrazolja a
gének kifejezodésében megfigyelhetd valtozas kettes alapu logaritmusat (logFC). Az y tengely
abrazolja a statisztikai teszt p-értékének korrigalt, tizes alapu negativ logaritmusat. A fiiggéleges, piros
szinll szaggatott vonal jelzi a 4 szeres kifejezédésvaltozas (logFC = +/- 2) hatarait. A vizszintes pedig
a—1og10(0,001 FDR) szignifikanciaszint hatarat jel6li ki. A z6ld szinii pont jeldli a periférias, a piros a
centralis, a kék a k6z0s, a narancssarga pedig a kisegito utvonal elemeit (lasd késobb).

Azért, hogy képet kapjunk arrol, hogy a véaltozasok milyen funkcids csoportba tartozé fehérjék
génjeit érintik, Fisher’s egzakt teszten alapuld gén szett tulreprezentaltsagi analizist végeztem
(26. abra) (GSOA: Gene set overrepresentation analysis) a gének COG funkcionalis
A Glc-on torténd novesztés soran kialakuld éhezés hatasa (Glc_S vs. Glc_E) eredményezte a
legtobb funkcios kategorian beliili valtozast. A kategoriak tobbségében a csokkend kifejezddést
mutatd gének szignifikans mértékii felhalmozodasa figyelheté meg. Az SA hatasa (SA_E vs.
Glc_E) szintén viszonylag sok és kivétel nélkiil a csokkend kifejezédést mutatdé gének
felhalmozodasat eredményezte. Az SA-on torténd novesztés soran kialakulod éhezés (SA_S vs.
SA_E) lényegesen kevebb funkcids csoport sszetételében okozott valtozast. Azonban ahol
igen ott abben az esetben is tobbnyire a csékkend kifejez6désti gének felhalmozodasat
eredményezte.

Az SA dramai, a Glc—on kialakul6 éhezést tiikr6z6 hatasa markansan megfigyelhetd. Mindkét
esetben k6zos, hogy a sejt hatékony replikacidjahdz sziikséges, alapvetd funkcids csoportokba,
mint a transzlacio, transzkripcio, replikacio (J, K, L) tartozdé gének szignifikdns szdmban
mutattak csokkend kifejezddést. A replikacio sebességének csokkenését jol tiikkrézi az SA-on

novesztett sejtek novekedési gorbéje (22. abra.). Azonban olyan Iétfontossagi funkcios
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kategoridk, mint az energia termelés, aminosav metabolizmus, nukleinsav metabolizmus (C, E,
F) tartozo gének kifejezodésének dramai csokkenése elésorban a Glc—on és az SA-on kialakuld
¢hezésre jellemz6. Az SA esetén a transzlacidban szerepet jatszo (J) gének kifejezddésének
tovabbi csokkenése is szembetiind. Ez jol egybecseng azzal, hogy a sejtek tobbsége ilyen
koriilmények k6zott mar egyaltalan nem osztododik, ami a névekedési gorbén is megfigyelhetd
(22. ébra.).

Erdekes modon az SA hatasara egyetlen COG kategoriaban sem halmozédtak fel szignifikans
szamban megnovekedett kifejez6édésti gének. Ennek az lehet az oka, hogy a SA bontast
viszonylag kis szamu és valtozatos kategoriakba tartozd gének végzik, amelyek feldusulasa
nem kimutathato. Esetleg a kifejezédésiik csak kis mértékben valtozik, mint ahogy a SA bontas
periférias szakaszanal tapasztaltuk.

A GSOA alapjan az tételezheto fel, hogy az SA a sejtekben erds ¢hezésre jellemz6 valaszt valt
ki, amely az SA elfogyasztasaval tovabb erdsddik és 1ényegesen nem tér el a Glc esetén

kialakuld éhezéstol.
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26. abra. Az N. resinovorum SA1 torzs COG kategériakba tartozd, a mintaparok
osszehasonlitasa soran valtozo kifejezodést mutaté génjeinek tulreprezentaltaciés analizise. Az X
tengely mutatja a COG kategoriak normalizalt méretét. A jobboldali piros savok az adott kategoriaba
tartozo csokkent kifejezodéssel rendelkezé gének, mig a baloldali z61d savok a megndvekedett
kifejez6déssel rendelkezé gének aranyat mutatjak. A tobb kategoriaba sorolhatd géneket tébbszor
vettem figyelembe. A betiik a kiillonboz6é COG kategoériakat jel6lik. A feliilreprezentalt csoportok
Fisher’s egzakt teszt hasznalataval szamolt FDR javitott szignifikancia értékeit csillaggal jeldltem (*p
<0.05, **p <0.001, ***p <0.0001).
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Hasonl6 tendencia volt megfigyelhet6 a sejt utvonalait funkciojuk alapjan csoportokba rendez6
KEGG adatbazissal 1% elvégzett géncsoport diisulasi vizsgalat (Gene Set Enrichment Analysis,
GSEA) 12 soran is. Szinte az dsszes feldtsult géncsoport csdkkend kifejezédést mutatd géneket

crer

gének mutattak emelkedett kifejez6dési szintet SA jelenlétében (Fiiggelék 5).

6.6 A szulfanilsav bontasaban résztvevo gének kifejezddése
mar korabban képet kaphattunk arrdl, hogy milyen szabalyozo folyamatok hatnak az itvonal

elemeinek kifejezddésére. Ezt a képet a transzkriptom vizsgalat tovabb erdsiti.

A bontasi utvonal periférids szakaszanak génjei mar a gliilkozon ndvesztett, exponencialis
novekedési fazisban 1évo sejtek esetén is figyelemreméltd kifejezodési szinttel rendelkeznek
(Glc_E). A sadA (gytri hidroxilalé dioxigenaz) és a sadB (glutamin szintetdz) gének a
baktérium 20 legerésebben kifejez6dé génjei kozé tartoznak, olyan génekkel egyiitt, mint a
tipikusan magas kifejez0dési szinttel rendelkezd riboszomadlis fehérjék, chaperonok és
transzlacios iniciacios faktorok génjei. A glilkozon novesztett sejtek sadAB génjeinek alap
kifejez6dési szintje majdnem négyszeresére novekedett az exponencialis fazisbol stacioner
fazisba torténd valtds soran (Glc S vs. Glc E). A kiilonb6z6 szénforrason ndvesztett,
exponencialis novekedési fazisban 1év0 sejtekbdl szarmazo mintdk kozott ennél csak
minimalisan nagyobb novekedés figyelheté meg (SA_E vs. Glc_E). Ahogy az SA S és az
SA E mintak 6sszehasonlitasa mutatja (SA_S vs. SA_E), a megndvekedett kifejezddési szint
az SA-n novesztett sejtek stacioner fazisaban is megmaradt, értéke csak kismértékben csokkent.
Ez azért érdekes, mert az SA_S mintak esetén, az SA mar elfogyott a tapoldatbol, ezért ennek
indukal6 hatasa mar nem érvényesiilhet, emiatt a sadAB gének kifejezddés szintjének jelentds

csokkenését varhatnank (27. abra).
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27. abra. Az SA bontasi utvonal periférias szakaszat, annak Kisegit6 elektrontranszport lancat,
tovabba az utvonal centralis és kozos szakaszat felépité géneknek a kifejez6dési szintjében
megfigyelhet6 valtozas lathaté. Az abran szereplé gének a kovetkezé enzimeket kodoljak: sadA: 4-
aminobenzolszulfonat 3,4-dioxigenaz; sadB: glutamin szintetaz; ferA: ferredoxin; ferB: ferredoxin
reduktaz; scaA: 3-szulfo-cisz,cisz-mukonat cikloizomeraz; scaB: szulfolakton hidrolaz; scaC:
maleilacetat reduktaz; scaD: lehetséges oxidoreduktaz; scak: szulfokatekol 3,4-dioxigenaz béta
alegysége; scaF: szulfokatekol-3,4-dioxigenaz alfa alegysége; pcal: 3-oxoadipat CoA transzferaz A
alegység; pcal:3-oxoadipat CoA transzferaz B alegység; pca: 3-oxoadipil CoA tiolaz

A periférias utvonal génjeivel szemben a centralis utvonal génjei (sScAABCDEF) alacsony alap
kifejez6dési szinttel rendelkeznek a Glc_E mintak esetén, ami nem novekedett jelentdsen a
stacioner novekedési fazisba torténd valtas utan sem (Glc_S vs. Glc_E). Viszont az SA-—n
novesztett exponencialis novekedési fazisban 1évo sejtek esetén kozel 64-szeres kifejezodési
szint emelkedés volt megfigyelhetd a szintén exponencialis fazisban 1év6, de Glc tapanyagon
novesztett sejtekhez képest (SA_E vs. Glc_E). Az SA elfogyasztasa a stacioner fazisara a
korabban észlelt megndvekedett génkifejezddés csokkenését eredményezte (SA_S vs. SA_E),
megkozelitdleg a Glc_E és Glc_S mintaknal tapasztalt szintig (27. abra).

Az Osszes B-ketoadipat utvonalon keresztiil torténd bontéasi folyamat kézds jellemzdje a 3-
oxiadipat koztitermék megjelenése #’. Amig a baktériumok szamos parhuzamos B-ketoadipat
utvonallal rendelkezhetnek, amelyek képesek a legvaltozatosabb aromas vegyiileteket 3-
oxoadipatta (B-ketoadipatta) alakitani, addig a 3-oxoadipat tovabbalakitasara csak egyetlen
kozismert utvonallal all rendelkezésiikre. Ez az ugynevezett kozds utvonal felelds a 3-oxoadipat
szukcinil-CoA és acetil-CoA vegyiiletekké alakitasaért, amelyek végsé soron képesek belépni
a TCA ciklusba. Ebben a folyamatban harom enzim, a Pcal] és PcaF vesz részt. Ezeket az
enzimeket kodold gének az N. resinovorum SA1 torzs pSAl-es plazmidjan talalhatéak meg
minden bizonnyal egy operonba rendezddve. Habar ennek az utvonalszakasznak a szerepe
ismereteink alapjan nélkiilozhetetlen lenne az SA bontésa soran, mégis azt tapasztaltam, hogy
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a felépitésében részt vevo gének kifejezddése rendkiviil alacsony volt az Osszes vizsgalt
koriilmény kozott. Erdekes modon az SA jelenlétének alig volt hatisa ezeknek a géneknek a

kifejez6désére (27. abra.).

6.7 A szulfanilsav bontast kisegitd elemek azonositasa

6.7.1 A szulfanilsav gyuruhidorxildlé dioXigendz elektrontranszport lancanak elemei

Az SA bontas periférias szakaszanak a legfontosabb 1épése az aromas gytirii dihidroxilalasa,
amelyet a NAD(P)H oxidalasa és az SA aminocsoportjanak eltavolitasa kisér. Ezt a reakciot a
sadA gén altal kodolt Rieske tipust oxigenaz (RO) enzim katalizalja. Az RO miikodése
folyamatos elektronellatashoz kotott. A sziikséges elektronokat egy tobbé-kevésbé oxigendz
specifikus elektrontranszpont lanc (ETC) szallitta a NAD(P)H redox kofaktorokrol. Az
oxigenazokat kiszolgalo ETC allhat csak egy flavoprotein reduktazbol illetve kiegésziilhet egy

elektron szllitasért felelds ferredoxin fehérjével 4.

flavoprotein reduktazt kodold gént sikeriilt azonositani, amelyek szerepet jatszhatnak az RO
elektron igényének kielégitésében. Kweon osztalyozasat kovetve a géntermékek koziil 6tot
lehetett a reduktazok egyes (Rd-I, GR tipusti), mig egyet a harmas (Rd-1ll, FNRy tipusu)
csoportba besorolni. A transzkriptom vizsgalat alapjan az azonositott lehetséges flavoprotein
reduktazok koziil csak egy Rd-I csoportba tartozé reduktaz génje, a ferB (BES08_30695),
rendelkezik jelentds, SA-fliggd kifejezodési szinttel a sejtek exponencialis ndvekedési
fazisaban (SA_E vs. Glc_E). Erdekes modon az SA bontasi titvonal periférias szakaszanak
tobbi eleméhez hasonloan, a ferB gén mar a Glc-on ndvesztett, exponencialis szakaszaban 1évo
sejtek esetén is magas kifejezddési szinttel rendelkezik, ami tovabb novekszik a sejtek stacioner
fazisba torténd atmenete sordn (Glc S vs. Glc_E). A tobbi lehetséges flavoprotein reduktaz
génje viszonylag alacsony ¢és valtozatlan kifejez0dési szinttel rendelkezett az Osszes vizsgalt
mintaban.

A ferB gén az N. resinovorum SA1 torzs pSA3-as plazmidjan talalhato, megkozelitéleg 3 kbp-
nyi tavolsagra a SadAB génektdl 3’ iranyban. A pSA3 plazmidon nem 6nalléan helyezkedik el,
hanem ko6zos génklasztert alkot egy Fer2 (PF00111) pfam doménnel rendelkez6 ndvényi tipust
ferredoxin fehérjét kodoldé génnel, a ferA-val (BES08 30690). Hasonl6 pfam doménnel
rendelkez6 ferredoxin fehérjét kodold gén talalhato a H. intermedia PBC torzs, sad gén
klaszterében, azonban ebben az esetben a ferredoxin reduktaz génje nem képezi a klaszter részét

26, Mas esetekben a filogenetikai vizsgalatok azt mutattak (16. abra.), hogy a Comamonadaceae

72



csalad egyes tagjainal a sadAB és ferAB szerii gének egy génklaszterbe is rendez6dhetnek, ami

a funkciojuk kozotti kapesoltsagot tovabb erdsiti.

6.7.2 Szulfanilsav transzporter

Az SA egy polaris, ikerionos molekula. Sok aromas vegyiilettel ellentétben a sejtek passziv
diffizié Gtjan nem képesek felvenni 8, csak valamilyen aktiv transzport rendszer hasznalataval.
Az SA felvételét lehetévé tevd transzport rendszert még nem sikeriilt azonositani. A KEGG
adatbazis BRITE funkcionalis osztalyozasa alapjan az N. resinovorum SAT1 torzs 360 olyan
fehérje génjét tartalmazza, amely feltételezhetden valamilyen transzport funkcioban jatszik
szerepet (,,Transporters”, nre02000). Ezek koziil csak 13 gén mutatott megndvekedett
kifejezodést SA hatasara. Koziiliik 12-en valamilyen ion szallitasaban vesz részt, elsésorban a
vas szallitaisaban (Fiiggelék 6). Az egyik ilyen Ilehetséges vas transzporter génje
(BES08 23675) hatarozottan er6s SA fiiggd kifejez6dési szinttel rendelkezik, ami nem
meglepé mivel a SA bontasi Gtvonal szamos vas-tartalmi fehérjét tartalmaz, amelyek
emelkedett szintje alapjan megnovekedett vas igényre szamithatunk. Azonban az azonositott
13 gén kozott egy olyan (BES08 30350) is talalhato, amely terméke az MFS (major facilitartor
superfamily) szupercsalad része, azon beliil is AAHS (aromatic acid/H* symporter) csalad
tagja. Ez a transzporter csalad azért kiilondsen érdekes, mert szamos elemérdl bizonyitottak
mar, hogy szerepet jatszanak az aromas savak sejtmembranon keresztiil torténd atjutdsaban. Az
AAHS csalad tagjaira jellemz6é az MFS_1 (PF07690) pfam domén megléte. Az N. resinovorum
SA1 67 olyan gént tartalmaz, amely terméke rendelkezik ilyen doménnel. Ezek koziil csak a

BES08 30350 mutatott SA fiiggd kifejezddést.

6.7.3 A szulfit sorsa a sejtben

Az SA tapanyagforrasként torténd hasznositasa soran elkeriilhetetlen, hogy nagy mennyiségii
szulfit képzddjon a sejtben, amely toxikus a sejt szamdra. Emiatt a keletkezd szulfitot a sejtnek
at kell alakitani kevésbé toxikus kénvegyiiletekké. Az 4talakitas torténhet a szulfit redukciojan
keresztiil, amely kén esetleg szulfid képzodéséhez vezet, vagy oxidaciojan keresztiil, amely
szulfat képzodéséhez vezet. Az N. resinovorum SAL az SA-bdl felszabadulo szulfit csak kis
rész¢ét hasznalja fel anyagcesere folyamataihoz, a fel nem hasznalt szulfit szulfat formajaban
jelenik meg a tapoldatban 34, Ez alapjan arra lehet kdvetkeztetni, hogy a detoxifikicié f6 modja

a szulfit oxidacioja szulfattd, ami egyéként a legelterjedtebb modszer a baktériumok kozott 122,
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A baktériumokban a szulfit oxidacioja torténhet a citoplazmaban, indirekt mdédon, APS
képzddésén keresztiil (indirekt utvonal), vagy a periplazmatikus térben a szulfit oxidalo
enzimek (SOE) altal (direkt Gtvonal). A két lehetséges utvonal koziil a direkt utvonal a
legelterjedtebb és legismertebb a baktériumok kozott. Munkahipotézisiink szerint az SA
azonositottam az utvonal elemeit és meghataroztam a génjeinek kifejezdédésében tapasztalhatod

valtozasokat a vizsgalt koriilmények kozott.

A SOE enzimek egy jellegzetes Oxidored molyb (PF00174) pfam doménnel rendelkeznek. Két
olyan gén (BES08 29795, BES08 29830) talalhato az N. resinovorum SA1 genomjaban, amely
terméke rendelkezett ilyen tipusi doménnel. Az 6sszehasonlitd transzkriptom vizsgalat alapjan
mindkét gén esetében SA-fiiggd kifejezédés mutathato ki (SA_E vs. Glc_E). Tovabba az SA-n
novesztett, stacioner ndvekedési fazisaban 1évo sejtek esetén a csokkend szulfit képzOddés miatt

a gének kifejezédésének csokkenése is megfigyelheté (SA_S vs. SA_E) (28. abra.).
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28. abra. A lehetséges szulfit oxidalé enzimek és szulfit transzporterek génjeinek kifejezodési
szintjeinekvaltozasa.

Genetikai elhelyezkedése alapjan mindkét gén az N. resinovorum SA1 térzs pSA3 plazmidjan
talalhato meg, viszonylag kis tavolsagra egymastol. In silico vizsgalatok kimutattak, hogy
mindkét gén altal kodolt fehérje rendelkezik a SO enzimekre jellemzé Oxidored molyb
(PF00174) domén mellett egy Mo-co_dimer (PF03404) doménnel is 1?8, amely alapjan az SOE
Il-es csoportjaba, azon beliil is a 2C csoportjdba sorolhatéak be. A BES08 29830 altal kédolt

74



fehérjeszekvenciaja viszonylag nagy hasonlosagot (megkozelitbleg 60%) mutat a SorA
fehérjével, amely a 2C csoport egyik legjobban jellemzett tagja ®*. A hasonlésagot noveli, hogy
az N. resinovorum SA1 torzsben talalhato SorA-szeri fehérjéje is rendelkezik egy TAT
szignallal (Twin-arginine translocation pathway signal, IPR006311), amely lehet6vé teszi a
fehérje szamara a TAT utvonalon keresztiil torténd kijutast a periplazmatikus térbe. Ezenfeliil
a SorA fehérje génje egy klaszterbe rendezddik egy IPR009056 InterPro doménnel rendelkezd
citokrom c-szerli fehérjét kodold génnel (BESO8 29825), amely doménje alapjan akar a SorA
SOE hem-tartalmazo alegységének (SorB) felelhet meg.

A masik lehetséges SOE kodolo gén (BES08 29795) termékének a besorolasa a tobbi SOE-
hoz mutatott alacsony szekvencia hasonldésaga miatt nem volt lehetséges. Emiatt egyszeriien

SorX-nek neveztem el.

Mivel a SOE enzimek a periplazmatikus térben helyezkednek el, ezért a detoxifikacio els
Iépésében a szulfitot a sejtnek specialis transzportereken keresztiil ide kell juttatnia. A szulfit
transzportereket pfam doménjiik alapjan két csoportba lehet sorolni. Az elsd csoportra, amelybe
a TauZ/CuyZ/SuyZ transzporterek is tartoznak ®°!, a Cons_hypoth698 (PF03601) pfam
domén megléte a jellemzd, mig a masodik csoportra, ahova a TauE fehérje tartozik, a TauE

(PF01925) pfam domén a jellemzd .

Az N. resinovorum SA1 torzsben 13 lehetséges szulfit transzportert kodold gént sikeriilt
azonositani. Koziilikk 4 gén terméke rendelkezik a PFO3601, mig 9 a PF01925 doménnel. Ezek
koziil harom lehetséges transzportert kodold gén az SA_E mintaban a Glc_E mintdhoz képest
megndvekedett kifejezodési  szinttel rendelkezik (26. abra.). Mindegyik esetben a
megndvekedett kifejezodési szint jelentdsen visszaesett a stacioner fazisban (SA_S vs. SA_E).
A harom, azonositott gén koziil kettd, a BES08 29790 ¢s a BES08 30485 altal kodolt fehérje
rendelkezik PF03601 doménnel és mutat viszonylag nagy (46.4 és 79.5%) hasonlosagot a TauZ
fehérjékkel. A harmadik gén (BES08 30490) altal kodolt transzporter PF01925 doménnel
rendelkezik, ami alapjan feltételezhetden egy TauE tipusu fehérje.

Mind a harom SA altal indukalt transzporter génje az N. resinovorum SA1 torzs pSA3
plazmidjan talalhatd meg, akarcsak a SOE enzimek génjei. Tovabba az egyik lehetséges
transzportert kodold gén BES08 29790 (TauZl) az egyik SOE génjének BES08 29795 (SorX)
szomszédsagaban talalhat6, mig a masik két lehetséges transzporter génje, a BES08 30485
(Tauz2) ¢és a BES08 30490 (TauE) kozvetleniil a centralis itvonal génjeit kodold sca operon
el6tt helyezkednek el.
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6.8 Az RNA-seq eredményeinek alatamasztisa RT-qPCR hasznalataval

A korabban bemutatott RNA-seq vizsgalatbdl szarmazé eredmények megerdsitésének céljabol
RT-qPCR vizsgalatot végeztem. A vizsgalathoz exponencialis novekedési fazisban 1évo, Glc-
n, SA-n és HB-n novesztett sejteket hasznaltam (27. abra.). A vizsgalat soran a kovetkez6 gének
kifejez6dését néztem: sadA, az SA bontas periférias szakaszaban szerepet jatszd oxigenaz
génje; scak és az SA centralis szakaszaban részt vevo gylrii-hasité dioxigenaz alegységének a
génjei; pcad, a bontas kozos szakasza soran, a 3-oxoadipat 3-oxoadipat-CoA atalakitasaban
szerepet jatszo enzim génje; ferB ferredoxin reduktazt kodold gén (BES08 30695); pcakK, az
SA altal indukalt transzporter génje (BES08 30350); tovabba a szulfit oxidalasaban,

szallitasaban és szerepet jatszo enzimek génjei (SOrA, sor X, tauZl, tauZ2, tauE,).
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29. abra. A.) Az RT-qPCR és RNA-seq modszerével kapott SA hatasara (SA_E vs. Glc_E)
bekovetkezé génkifejezddés valtozas osszehasonlitasa. B.) A kivalasztott gének
génkifejezédésében SA (SA_E vs. Glc_E) és HB (HB_E vs. Glc_E) hatasara kialakul6 valtozasok
osszehasonlitisa RT-qPCR segitségével. Az abran az RT-qPCR vizsgalatokbol szarmazo
kifejez0dési szint valtozasat vilagos kor/haromszog, az RNA-seq vizsgalatbol szarmazo kifejezodési
szint valtozasat sotét kor jeldli. A hibasavok a harom bioldgiai parhuzamos esetén tapasztalt szorast
jelolik.

A vizsgalt gének SA E vs. Glc_E esetén mutatott kifejez6dés valtozasat a 29A. abra
szemlélteti. Az RT-qPCR és az RNA-seq altal kapot értékek nem térnek el Iényegesen
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egymastol kozottilk magas korrelacido mutathato ki (r = 0.94, Pearson). Ez alapjan az latszik,
hogy az RT-qPCR megerdsiti a teljes transzkriptom vizsgalat soran megfigyelteket.

Hogy elkiilonitsiik a SA specifikus génkifejezodést az altalanos aroméas savakra adott valasztol
kontrolkén elvégeztiik a HB_E vs. Glc_E 6sszehasonlitast is (29B. abra). Ebbdl az latszik, hogy
a SA hatasara magas kifejez0dést mutatd gének (centralis utvonal elemei, kisegitd utvoanal
elemei) HB esetén is megorzik SA fiiggd kifejezodésiiket. Az SA hatasara kevésbé magas
kifejez6dést mutatd gének is nagyobb mértékben fejezOdnek ki SA hatdsara. Ez alol kivételt
képez a kozos utvonal génje (pcal), amely HB—on ndvesztett sejtek esetén az SA-hoz képest

kicsivel nagyobb kifejezodést képes elérni.
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7 Osszefoglalds

A mesterségesen eldallitott szubsztitualt aromas szerves molekulak egyik széles korben
hasznalt vegyiilete a szulfanilsav (SA). Olyan kémiai mddositasokat tartalmaz, amelyek
alkalmassa teszik arra, hogy az ipar szdmos teriilete felhaszndlhassa fontos termékek
alapanyagaként, mint példaul a szulfonamid gydgyszerek ¢és kiilonbozo festékek. A
szulfanilsavat kémiai természete miatt a sejtek nehezen veszik fel, de ha bejutott, akkor toxikus

hatéasu: a folsav bioszintézis kompetitiv inhibitora.

Bizonyos esetekben azonban kialakulhatnak olyan specidlisan alkalmazkodott
mikroorganizmus torzsek, amelyek még ezeket a természetidegen vegyiileteket is képesek
bontani ¢és felhasznalni anyagcsere folyamataikhoz. Egy ilyen mikroorganizmus torzs az N.
resinovorum SA1 is, amely az elsé olyan izolatum, mely képes mas baktériumok segitsége

nélkiil az SA-t egyediili szén-, nitrogén-, kén- és energiaforrasként felhasznalni.

Munkam soran célom volt minél részletesebben feltarni azokat a metabolikus/biokémiai
rendszereket, amelyek lehetové teszik az N. resinovorum SAI torzs szamara hogy képes legyen
az SA-t, mint egyediili szén-, nitrogen-, kén- és energiaforrast felhasznalni

Eredményeim az aldbbi pontokban foglalhatoak dssze.

e [llumina MiSeq mésodik generacios szekvenalo rendszer hasznélataval meghataroztam
az N. resinovorum SA1 genomjanak szekvenciajat.

e A nyers szekvencidkbdl a genom teljes Osszeillesztése egy kromoszomat €s négy
plazmidot (pSA1-4) eredményezett. A plazmidok koziil harom is jelentds, 100 kbp is
nagyobb mérettel rendelkezik.

e A teljes genomot annotaltam és a géneket tobb adatbazis (Pfam, KEGG és COQ)
segitségével funkcionalis csoportokba osztottam.

e Az N. resinovorum SA1 genomja harom parhuzamos B-ketoadipat utvonalat tartalmaz,
amelyek szerepet jatszanak a torzsre jellemzd szulfanilsav (SA), benzoat (B) és
hidoxibenzoat (HB) bont6 képesség kialakitasaban.

e A B, HB és a B-ketoadipat utvonalak kozos szakasza a torzs legnagyobb, a pSALl-es
plazmidjan talalhaté meg, mig az SA katabolikus Gtvonal elemei a pSA3-as plazmidon
szorodnak szét.

e A kordbban azonositott SA-bontd utvonalakat hasonlo gének kédolnak, amelyek harom,
kiilonallé génklaszterbe rendezédnek. Az utvonal periférids szakasza egy 4-

aminobenzol-szulfonat-3,4-dioxigenaz (SadA) és egy glutamin-szintetaz (SadB)
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enzimekbdl épiil fel. Ezek génjeitdl fajonként eltérd tavolsdgban helyezkedik el az
utvonal centralis génjeinek genomi régidja, amely 3-Szulfo-cisz-cisz-mukonat
cikloizomerazt (ScaA), szulfolakton hidrolazt (ScaB), maleilacetat reduktazt (ScaC) és
a 3,4-szulfokatekol dioxigenaz két alegységét (ScaFE) kodold génekbdl épiil fel. A
teljes katabolizmus kozos szakaszanak génjei az 3-oxoadipat CoA-transzferaz (Pcall)
két alegységét és a 3-oxoadipil CoA-tiolaz (PcaF) enzimek génjeit foglalja magaba.
Amig az N. resinovorum SA1 torzs SadA és SadB fehérjéi 54% és 42%-0s azonossagot
mutatnak a Comamonadaceae csaladba tartoz6 Hydrogenophaga fajokban talalhato
ortolog parjaikkal, addig az ScaA-ScaF fehérjék legnagyobb mértékben az
Bradyrhizobiaceae csaladba tartozo A. resinovorum S2-ben talalhat6 ortologjaikhoz
hasonlitanak, 56% ¢s 68%, kdzotti azonossagi szinttel.

Az NCBI adatbazisan végzett TBLASTN keresés alapjan az N. resinovorum SA1 torzs
SadA ¢és SadB fehérjéi legnagyobb hasonldsagot a Bradyrhizobiaceae csalad tagjaiban
el6forduld homologjaikkal mutatnak.

A SadA ¢és SadB fehérjék ismételt TBLASTN keresése Comamodaceae,
Sphigonadaceae és Bradyrhizobiaceae csalad tagjaiban azt mutatta, hogy az SA bontas
kulcsenzimeihez hasonld fehérjék széles korben eléfordulnak a Comamodaceae és a
Bradyrhizobiaceae csalad torzseiben, viszont a Sphingomonadaceae csalad tagjai
esetén nem altalanosak. Ez természetesen nem jelenti azt, hogy szamos Comamodaceae
¢s a Bradyrhizobiaceae torzs képes lenne az SA bontéasara, de azt igen, hogy hordoznak
ilyen tipusa  gylirthidroxilalé  dioxigenazt illetve ehhez  kapcsoloddan
aminotranszferazt/glutamin-szintetazt.

A centralis utvonal elemei lényegesen ritkabban fordulnak eld a baktériumok kozott,
csak azokban a baktérium fajokban voltak megtalalhatdak, amelyek képesek a
szulfokatekol (SC) bontasara.

Az N. resinovorum SA1 torzs génjein végzett korrespondencia analizis azt mutatta,
hogy az SA bontas ttvonal génjeinek kodonpreferenciaja 1ényegesen eltér a sejt tobbi
génjeitdl. Ez kiilondsen igaz a periférids utvonal génjeire.

A kodonpreferencia valamint a gének szervezddésének, genomi kontextusanak analizise
alapjan arra a kovetkeztetésre jutottam, hogy az SA bontas utvonala egy nem olyan
régen bekovetkezett horizontalis géntranszfer eredményeképpen alakulhatott ki az N.

resinovorum SA1 torzs esetén.
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Az SA bontds periférids utvonalanak eredeti funkcidja feltételezhetden valamilyen
természetben el6forduld amino-csoportot tartalmazé aromas vegyiilet bontasaban
lehetett. Ezt erdsiti meg a SadB fehérje filogenetikai vizsgalata is, amely alapjan egy
csoportba sorolhaté olyan glutamin-szintetaz-szeri fehérjékkel, amelyek az anilin
bontasaban jatszanak szerepet.

Prométer proba vektor (pPROBE) segitségével sikeriilt feltérképezni a periférids és a
centralis Gtvonal kifejez6désért felel6s genomi régio cisz elemeit. Ez a régio a periférias
utvonal esetén megkozelitdleg 276 bp-nyira taldlhatd az operon elsé elemének
transzlacios start pontjatdl. A centrdlis utvonal esetén ez a tavolsag lényegesen
rovidebb, megkozelitdleg 50 bp.

A periférias €s a centralis utvonal promotereinek vizsgalata alapjan az latszik, hogy a
két utvonalszakasz eltérd szabdlyozasi logikat kovet. Amig a periférids utvonal
viszonylag magas alap kifejezddési szinttel rendelkezik, amely éhezés hatasara tovabb
novekszik, addig a centralis utvonal minimalis alap kifejez8dési szintje az SA hatasara
jelentésen megugrik.

A centrélis Gtvonal szabalyozasat tovabb szinesiti a karbon katabolit represszid hatasa,
amely megakadalyozza az operon SA-fiiggd kifejez6dését konnyen hasznosithato
szénforras jelenlétében.

Hogy pontosabb képet kapjunk az SA bontdsi utvonalanak szabalyozasarol, illetve
megismerjiik a bontast lehet6vé tevd kisegitd rendszerek elemeit RNA-seq technikéan
alapuld teljes transzkriptom vizsgalatot végeztiink exponencialis és stacioner
novekedési fazisban 1évd glikkézon (Glc) és szulfanilsavon (SA) ndvesztett sejtek
esetén. A stacioner fazisban mind a Glc mind az SA szubsztrat elfogyott igy ezek a
sejtek tdpanyaghianyos/€heztetd kdrnyezetben voltak.

Legtobb gén kifejez0dése az exponencidlis novekedési tazisbol a stacioner fazisba
torténd atmenet soran valtozott. A gliikozon (Glc) novesztett sejtek génjeinek 17,7%-
anak, mig a szulfanilsavon (SA) novesztett sejtek génjeinek 13,5%-anak az expresszioja
valtozott valamilyen irdnyba. Az eltérd szénforrason novesztett, exponencials fazisban
1év6 sejtek esetén kisebb, 7,3%-o0s valtozas volt megfigyelhetd

Az elvégzett géncsoport tulreprezentacios elemzés (GSOA) és a géncsoport dusulési
vizsgalat (GSEA) alapjan az exponencidlis f4zisbol a stacioner fazisba torténd valtas
soran szénforrastol fliggetleniil, nagyrészt megegyezd funkcidji csoportokban volt

megfigyelhetd szignifikdns valtozas. A valtozas minden esetben csokkend volt és
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tikrozte az ¢hezés sejtre gyakorolt hatasat. Az eltéré szénforrdson novesztett,
exponencials fazisban 1évé sejtek esetén is inkabb az éhezésre utald jelek voltak
megfigyelheték. Erdekes modon az éhezésen kiviil egyéb stresszvalasz nem volt
megfigyelhetd.

Az SA bontasban résztvevd gének kifejezddése a promoter vizsgalatok esetében
tapasztaltakat tiikrozte. A periférias utvonal génjei magas alap kifejezddéssel
rendelkeznek, amely az éhezés hatdsara tovabb novekszik. Ezzel szemben a centralis
utvonal génjeinek szabalyozasa SA-fiiggd. A kozos utvonal szakasz pedig érdekes
modon nem reagalt se a szulfanilsav (SA), se az esetleges ¢hezés hatasara.

Sikeriilt azonositani a centralis Gitvonal lehetséges elektrontranszport lancat, amely egy
glutation-reduktaz (GR) és egy ndvényi tipusu ferredoxin (Fer2) fehérjébol épiil fel.

A transzkriptom analizis alapjan az SA felvételéért egy, az MFS szupercsaladba tartozo,
transzporter felel0s.

Az SA-t tapanyagforrasként hasznalo sejt szamara fontos a bontds soran felszabaduld
szulfit elleni hatékony védekezés. Az N. resinovorum SA1 torzs esetében tobb olyan
enzim génjét sikeriilt azonositani, amelyek ebben jatszhatnak szerepet. Ezek koziil
harom szulfit transzporter, amelyek feladata a keletkezd szulfitnak a sejt periférias
terébe torténd juttatasa, kettd pedig szulfit oxidaldé enzim amelyek a periplazmatikus
térben jutatott szulfitot szulfittd torténd atalakitasat végzik.

Az RNA-seq vizsgalat soran azonositott fontosabb gének kifejezodését RT-qPCR
hasznalataval is igazoltam.

Atfogé képet mutattam be arrdl hogy egy széles korben hasznélt xenobiotikum az N.

resinovorum SA1 térzsben milyen metabolikus valtozasokat okoz.
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8 Summary

Sulfanilic acid (SA) is a widely used synthetic sulfonated aromatic organic compound.
It contains specific chemical modifications allowing its wide industrial applications as starting
material for synthesis of important chemicals, such as sulfa drugs and various dyes. Owing to
the chemical structure of SA, its cellular uptake is difficult, but once it gets into the cells, it has
toxic effects: competitively inhibits the folic acid biosynthesis.

In certain cases, organisms capable of degradation of such xenobiotics can be evolved
and they can use these toxic compounds for their metabolic procsses. A bacterium, the N.
resinovorum SA1 strain, was the first isolate, which could use the sulfanilic acid (SA) as only

carbon, nitrogen, sulfur and energy source without the assistance of any other organism.

During my work, my main purpose was to disclose those complex
metabolic/biochemical systems, which endow N. resinovorum SA1 strain to use SA as only

carbon, nitrogen, sulfur and energy source.

My results can be summarized in the following points.

e The N. resinovorum SAL strain genome was sequenced by means of Illumina MiSeq
second-generation sequencing platform.

e From the raw sequences, the genome assembly resulted in a chromosome and four
plasmids. Out of these, three plasmids have remarkable, more than 100 kbp size.

e The full genome was annotated using three databases (Pfam, KEGG és COG) and
the annotated genes were divided into various functional groups.

e The N. resinovorum SA1 genome contains the genes of three parallel B-ketoadipate
pathways, which play roles in degradation of sulfanilic acid (SA), benzoate (B) and
hydroxy-benzoate (HB).

e The genes of the “B”, “HB” and the common pathway elements of all three beta-
ketoadipate pathways are located on the largest pSAL plasmid while the genes of
the specific SA catabolite pathway are scattered on the pSA3 plasmid.

e So far, the genes encoding similar proteins involved in SA degradation are located
in three, separate gene clusters. The peripheral part of the pathway consists of the
genes coding for a 4-aminobenzenesulfonate-3,4-dioxygenase (SadA) and a
glutamine-synthetase (SadB). The central part of the pathway encoded by the genes
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of 3-sulfo-cis-cis-muconate cycloisomerase (ScaA), sulfolactone hydrolase (ScaB),
maleylacetate reductase (ScaC) and the two subunit of the 3,4-sulfocatechol
dioxygenase (ScaFE). The genomic distances of the genes of the peripheral and
central pathways change by species. Moreover, the common part of the pathways
consists of two subunits of the 3-oxoadipate CoA-transferase (PcalJ) and the 3-
oxoadipyl CoA thyolase (PcaF).

While, the SadA and SadB proteins of N. resinovorum SA1 strains are more similar
to their orthologues in Hydrogenaphaga strains belonging to Comamonadaceae
family (a 54% and 42% similarity level), the ScaABCEF enzymes are more similar
to their orthologues of A. resinovorum S2 strain belonging to Bradyrhizobiaceae
family (similarity levels are between 56% and 68%).

According to the TBLASTN search in the NCBI databases, the SadA and SadB
proteins of the N. resinovorum SAL strain show the highest similarity to their
homologs in the members of the Bradyrhizobiceae family.

Repeated TBLASTN search using SadA and SadB proteins as query sequences in
the sequences databases of Comamonadaceae, Bradyrhizobiceae and
Sphingomonadaceae families showed that appearance of proteins similar to the key
peripheral enzymes of the SA degradation is common in the Comamonadaceae and
Bradyrhizobiceae strains and rarely occuring in the Sphingomonadaceae family. Of
course, this does not mean that many strains of the Comamonadaceae and
Bradyrhizobiceae families are able to degrade SA, but it indiates that they possess
such a ring hydroxylating dioxygenases and aminotransferases/glutamine
synthetases.

The components of the central part of the SA degradation pathway are less common
among bacteria. They were identified exclusively in those bacteria, which were
capable of SC degradation.

The correspondence analysis performed on the N. resinovorum SA1 genes showed
that the codon preference genes involved in SA degradation substantially differs
from that of the other — e.g. housekeeping - genes. This is especially true for the
genes of the peripheral pathway.

Based on the codon preference analysis, gene organization/genomic context, I
concluded that emerge of the SA degradation pathway is a result of a recent

horizontal gene transfer event.
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Presumably, the peripheral part of the SA pathway originally played a role in the
degradation of a naturally occurring aminated aromatic compound. It is strengthened
by the phylogenetic analysis of the SadB protein, which shows that it clusters
together with other glutamine synthetase like proteins, which presumably take part
in the aniline degradation.

By means of modified promoter probe vectors (pPROBE), it was possible to map
the genomic regions responsible for the expression of the peripheral and central part
of the pathway. In the case of the peripheral pathway, this region is located 276 bp
upstream of the translation start codon of the first gene of the operon. In the case of
the central pathway, this distance was significantly shorter, approximately 50 bp.
According to the analysis of the promoter regions, it seems that, the regulation of
peripheral and central part of the pathway substantially differs. While the peripheral
genes have high basal expression, which further increase during starvation, the
genes of the central part have a basal expression levels which are really SA
inducible.

The carbon catabolite repression influences the regulation of the central part of the
pathway by blocking the SA induced expression in the presence of an easily
consumable carbon source.

In order to gain insight into the regulation of the SA degradation pathway and to
identify accessory elements assisting for the degradation processes, we performed
RNA-seq based whole-transcriptome analyses of cells grown on glucose (Glc) and
sulfanilic acid (SA) sampled in the exponential and stationary phase. In the
stationary phase, both glucose (Glc) and sulfanilic acid (SA) were completely
consumed from the media thus, cells were in carbon source limited/starving
conditions.

The largest changes in gene expression could be observed during the transition from
the exponential to stationary growth phase. While the expression of 17,6% of the
genes of the cells grown on glucose (Glc) changed, in the case of cells grown on
SA, this percentage is 13,2%. The gene expression levels in cells grown on various
carbon sources in the exponential phase changed in 7,2% of the genes, only.

Gene set overrepresentation (GSOA) and gene set enrichment analyses (GSEA)
showed that during the transition from the exponential to stationary growth phase
the differentially expressed genes have enriched mostly in similar functional groups
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independently of the carbon source. In all cases, just downregulation could be
observed which reflected the starvation effect on the cell. Similar starvation-like
effect could be seen in cells being in similar exponential phase but grown on
different carbon source. Interestingly, beside the starvation, other stress response
was not detectable.

The transcript profiles of the genes taking part in the SA degradation supported the
conclusions of the promoter mapping experiments. The genes of the peripheral part
had a high basal expressions, which further increased as a result of starvation. In
contrast, the regulation of the genes of the central part was clearly SA dependent.
Interestingly, the gene expression level of the common part of the pathway did not
respond to the presence of SA or to starvation.

It was possible to identify the elements of the electron transport chain linked to the
peripheral pathway. This was composed of a glutathione reductase (GR) and plant
type ferredoxin (Fer2) coding gene.

Based on the transcriptome analysis, | identified a gene which encodes a transporter
belonging to the MFS superfamily and likely responsible for the SA uptake.

For cells, using SA as sole nutrients, an effective protection against sulfite released
during the degradation is important. In the case of the N. resinovorum SA1 strain,
multiple genes were identified with encode proteins likely involved in this function.
Three of them are sulfite transporters participating in sulfite transport into the
periplasmic space and two of them are sulfite oxidizing enzymes which catalyze the
oxidation of sulfite to sulfate basically in the periplasmic space.

The expression levels of the most important genes identified with RNA-seq analyses
were further confirmed by means of RT-gPCR analyses.

We presented a comprehensive picture about the metabolic changes induced by a

widely used xenobiotic compound in N. resinovorum SA1L.
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11 Fiiggelék
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1. figgelék. A kiilonb6zo baktérium torzsekben megtaldlhatd, SA bontasaban szerepet jatszo

fehérjék paronkénti 6sszehasonlitasa.
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Enzimek N. resinovorum SA1 S. sp. LH128 N. resinovorum KF1  Bontdsi Utvonalak
PobA AOR79986.1 EJU09115.1 EZP81133.1 HB
PcaG AOR80188.1 EJU09117.1 EZP81135.1 HB
PcaH AOR79985.1 EJU09116.1 EZP81134.1 HB
PcaB AOR79984.1 EJU09118.1 EZP81136.1 HB
Pcal AOR79983.1 EJU09119.1 EZP81137.1 HB
BenA AOR79096.1 EJU09764.1 EZP82700.1 B
BenB AOR79095.1 EJU09763.1 EZP82701.1 B
BenD AOR79094.1 EJU09762.1 EZP82702.1 B
CatA AOR79097.1 EJU09765.1 EZP82699.1 B
CatB AOR79099.1 EJU09767.1 EZP82697.1 B
CatC AOR79098.1 EJU09766.1 EZP82698.1 B
CatD AOR79093.1 EJU09761.1 EZP82704.1 B

2. fuggelék. A N. resinovorum SA1 két legkozelebbi rokonfajaban megtalalhato HB és B

bontasi utvonalak elemei

Ox-| (Bradyrhizobium icense LMTR-13, WP 065731948)

Ox-| (Bradyrhizobium lablabi CCBAU-23086, WP 057860474)
Ox-| (Bradyrhizobium erythrophlei GAS478, WP 074271503)
Ox-| (Bradyrhizobium valentinum LmjM3, WP 057853510)
Ox-| (Bradyrhizobium erythrophlei MT12, WP 092122996)
Ox-| (Bradyrhizobium diazoefficiens USDA 110, NP 767710)
00L Ox-I (Bradyrhizobium japonicum USDA 6, WP 014491272)
Ox-| (Bradyrhizobium lablabi GAS499, WP 079541665)

Ox-| (Afipia clevelandensis ATCC49720, WP 002712837)

g|r Ox-I (Afipia broomeae ATCCA49717, WP 006021636)

Ox-| (Afipia birgiae 34632, WP 019198313)

Ox-1 (Rhodopseudomonas palustris CGA009, WP 011156516)
990 Ox-| (Rhodopseudomonas palustris HaA2, WP 011441160)
SadA (Novosphingobium resinovorum SA1, AOR81231)

Ox-| (Bradyrhizobium erythrophlei GAS242, WP 079570891)

Ox-I (Bradyrhizobium oligotrophicum S58, WP 015663948)

Ox-1 (Sphingopyxis macrogoltabida 203, WP 054730731)
g4 Ox-| (Variovorax paradoxus EPS, WP 013538634)

Ox-1 (Variovorax paradoxus 110B, WP 019653470)

Ox-l (Comamonas composti DSM 21721, WP 027016983)

100 Ox-l (Xenophilus azovorans DSM 13620, WP 038212032)
Ox-| (Hylemonella gracilis ATCC 19624, WP 006296721)

Ox-1 (Comamonas badia DSM 17552, WP 024539748)
SadA (Hydrogenophaga intermedia PBC, WP 009515254)
4100{ SadA (Hydrogenophaga intermedia $1, CDN87981)
ChaA (Conidiobolus coronatus BR60, AAC45716)
—| OphA2 (Burkholderia cepacia DBO1, AAD03558)

0.5

3. fiiggelék. A Bradyrhizobiaceae, a Sphingomonadaceae ¢és a Comamonadaceae csalad
tagjaiban azonosithatdo sadAB gén klaszterek SadB fehérjéinek filogenetikai vizsgalata. A

fehérjék kozotti evoluciods kapcsolat maximum likelihood médszerrel volt meghatarozva. A
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CbaA és OphA2 fehérjék szolgaltak kiilcsoportként. Az egység az aminosavanként torténd

szubsztituciok szamat mutatja.

Glc_E1 vs. Glc_E2 Glc_S1 vs. Glc_S2
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4. fuggelék. Az RNA-seq vizsgalat biologia parhuzamosai esetén tapasztalt génkifejez0dés

Pearson korrelacids analizise.
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Glc_S vs. Glc_E SA_E vs. Glc_E SA_Svs. SA_E

) ) . Xylene degradation - . .
Valine, leucine and isoleucine biosynthesis - . . .
Two-component system - .
Thiamine metabolism -
RNA d?:?_radaﬂon b
ibosome - . .
Pyrimidine metabolism - . L
Purine metabolism - . .
Protein export - .
Porphyrin and chlorophyll metabolism - L] .

Phenylalanine, tyrosine and trycPtoF an biosynthesis - . .
oglyc

KEGG kategoria leirasa

Pepti

an biosynthesis -

Pantothenate an

CoA biosynthesis =

Oxidative phosphorylation =
One carbon pool by folate -
Monobactam biosynthesis -

Microbial metabolism in diverse environments =

Lysine biosynthesis -
Histidine metabolism -

Glycine, serine and threonine metabolism =
Fructose and mannose metabolism -

Flagellar assembly -
Fatty acid biosynthesis -

Degradation of aromatic compounds -
Cysteine and methionine metabolism =

Citrate cycle (TCA cycle) -
Carbon metabolism -

Biosynthesis of secondary metabolites -

Biosynthesis of antibiotics -
Biosynthesis of amino acids -
Benzoate degradation -
Bacterial secretion system -
Bacterial chemotaxis -
Aminoacyl-tRNA biosynthesis -

Amino sugar and nucleotide sugar metabolism -
Alanine, aspartate and glutamate metabolism -

ABC transporters -
2-Oxocarboxylic acid metabolism =

NES

FDR p-érték

0.04
0.03
0.02

0.01

5. fiiggelék. A KEGG adatbazis alapjan funkcios csoportokba rendezett fehérjék génjeinek

géncsoport dusulasi vizsgalata (Gene Set Enrichment Analysis, GSEA). A szinek az FDR—el

javitott p értékeket fejezik ki. Az x tengely a NES (normalizalt dsulasi értéket, normalized

enrichment score) értéket, az y tengely pedig a KEGG csoportok elnevezését mutatja.

NCBI locus tag
BESO8_09020
BESO8_30350
BESO8_08830
BESO8_14745
BESO8_18055

Kategdria

ABC Transporters, Prokaryotic Type
Major Facilitator Superfamily (MFS)

Other Transporters
Other Transporters
Other Transporters

Funkcio

iron complex outermembrane

iron complex transport system ATP-binding protein [EC:3.6.3.34]
MFS5 transporter, AAHS family, 4-hydroxybenzoate transporter

recepter protein

outer membrane immunogenic protein

iron complex outermembrane

recepter protein

BESO8_18430 Other Transporters iron complex outermembrane recepter protein
BESO8_18580 Other Transporters iron complex outermembrane recepter protein
BESO8_22625 Other Transporters iron complex outermembrane recepter protein

BESO8_23675
BESO8_24205
BESO8_26825
BESO8_28345
BES08_28525

Other Transporters
Other Transporters
Other Transporters
Other Transporters
Other Transporters

iron complex outermembrane

recepter protein

outer membrane immunogenic protein

iron complex outermembrane

recepter protein

magnesium transporter
Na+:H+ antiporter, NhaA family

6. fliggelék. SA hatisara (SA_E vs.

transzporter fehérjét kodolo gének

Glc_E) megvaltozott kifejezddést mutatd lehetséges
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