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Bevezetés

Az utobbi évekeben elérhetové valt genomikai és nagy 1éptékli fenotipusos adatok
analizise ¢és matematikai modellbe integrdlasa révén elséként valt lehetévé a
nukleotidszekvenciatol a lathatd fenotipusos jellegekig vezet6 Gt szisztematikus, nagy
Iéptékin feltérképezése. Mivel az anyagcsere talan a  legrégebb oOta kutatott és
legrészletesebben feltérképezett sejtes alrendszer, kézenfekvd valasztas lehet a fenti cél
eléréséhez. Disszertaciom két munkat targyal (Szappanos et al., 2011; Kovacs et al.,
2009), melyek mindegyike az anyagcsere szerkezetének, az itt hatd génparok relativ
viszonyainak genetikai és evolucids kovetkezményeit vizsgédlja. Az elsé kutatasi
témamban az anyagcserchalozat, mint lehetséges eszkdz jelent meg, ami segithet a
gének kozotti kolcsonhatdsok jobb megértésében, a masodikban pedig adaptiv
hipotéziseket vizsgaltunk meg az anyagcsere miikodésére vonatkozodan, illetve az
anyagcserére hato szelekcio lehetséges hatdsat a genom szervezddésére. Disszertaciom
kérdésfelvetései a genom anatomidjanak vizsgalataval egyrészt a genomikahoz,
masrészt az anyagcserehalozatok rendszerszintli vizsgéalatdval a rendszerbioldgia

tertiletéhez kapcsolodnak.

Genetikai interakciok modularitasa és prediktalhatosaga a soréleszto

anyagcserehalozataban

Munkank soran elséként vizsgalhattuk az anyagcsere nagyléptékii genetikai interakcios
térképét (Szappanos et al., 2011). Két gén genetikai interakcioban (episztazis) all
egymassal, ha az egyes gének mutacidinak hatasa nem fiiggetlen egymastol. A genetikai
interakciok fontos szerepet jatszanak tobbek kozott a gének funkcionalis kapcsolatainak
feltérképezésében, a sokgénes 6roklédeésti betegségekben, illetve az evolucid lehetséges
utvonalainak meghatarozasaban (Phillips, 2008). A génkolcsonhatasok kdzponti
jelentdsége ellenére a jelenség mechanisztikus hattere és a kdlcsonhatasok gének kozotti

megoszlasa meég kevéssé ismert.

Vizsgalataink alapja a kisérletes kollaboratorunk (Boone labor, Toronto) altal
rendelkezésiinkre bocsatott genetikai interakcié adatsor volt, amelynek segitségével kb.
185 000, a modelliinkben szerepld metabolikus génpar kvantitativ genetikai

interakcidjat elemezhettilk. Ezek kozott a génparok kozott el tudtuk kiiloniteni az
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egyszeres génkilitések alapjan vartnal magasabb és alacsonyabb ratermettségii kettds
mutansokat, vagyis a pozitiv és negativ genetikai interakciokat (multiplikativ modell

szerint). A ratermettséget a haploid éleszttorzsek koloniamérete alapjan becsiiltiik.

Célkitizések

Munkank két f6 célja: (1.) A Saccharomyces cerevisiae genetikai interakcidi az
anyagcserehaldzat funkcionalis moduljaihoz valé viszonydnak jobb megértése. (2.) A
genetikai interakciok eldrejelezhetdségének vizsgalata funkciondlis genomikai és

anyagcsehalozati informaciok valamint genomskalaju anyagceseremodell segitségével.

A modularitds és a genetikai interakciok vizsgalata esetében a kisérletes eredményeket
egy korabbi szamitogépes modell alapjan tett eldrejelzésekkel vetettiik Ossze. Ezek
szerint 1) a genetikai interakciok feldusulnak az azonos funkcidjii csoportban ii) e
csoportok kozott a genetikai interakciok gyakran kizardlag negativak vagy pozitivak

(monokromatikussag) (Segre et al., 2005).

Modszerek

e Randomizacios statisztikai tesztek Perl programnyelv alkalmazaséaval
e Logisztikus regresszid ¢és random forest statisztikai modellek épitése és
kiértékelése R statisztikai kornyezetben (R Development Core Team, 2009), a

randomforest R csomagot hasznalva.

1. A legtobb genetikai interakcio funkcionalis modulok kozott van. A kisérletes
eredmények részben aldtamasztottdk a anyagcseremodellel prediktalt mintazatok 1étét,
de egyben a mdellel tett eldrejelzések altalanosithatosaganak hatdraira is ramutattak. A
hagyomanyosan definialt funkcionalis modulokon beliili feldasulds negativ és pozitiv
interakcid esetében is szignifikans, de kis mértékt volt (1,4 és 2,2-szeres). Hasonld
eredményt kapunk a funkcionalis kapcsolat biokémiailag pontosan értelmezett

crer

kapcsolt fluxus azt jelenti, hogy az egyik reakcio aktivitasa minden alkalommal a masik



reakcid aktivitasaval is jar, ami lehet egyiranyu (iranyitott kapcsoltsag) vagy kolcsonods
(teljes kapcsoltsag). Intuitiv. mdédon fluxus kapcsoltsag esetén pozitiv genetikai
interakcidt varnank, hiszen ilyenkor definicid szerint az egyik gén kiiitésével lenullazott
fluxus a masik génhez tartozo reakcidaktivitds megsziinésével jar, ha az nincs is kiiitve.
Azonban a hagyomanyos annotacios csoportokhoz hasonlé6 modon a negativ és pozitiv
genetikai interakciok feldusulasa itt is kismértékii (1,4 és 2,3-szoros). Az interakciok
dontd tobbsége nem kapcsolt génparok kozott fordul eld, mig a fluxus kapesolt parok
minddssze néhany szazaléka van genetikai interakcidban. Vagyis mig a negativ és
pozitiv genetikai interakciok egyarant feldisulnak a tradiciondlis funkcionalis
modulokban és a biokémiailag definialt kapcsolatokban, a legtobb genetikai interakcid

mégis kiilonbozo funkcidkat kot dssze.

2. A monokromatikussag korlatozott mértékben jellemz6. A modell masodik
predikcidjat tesztelve a modulokkal valé kapcsolathoz hasonld eredményt kaptunk: a
monokromatikussag mértékét szignifikdnsan nagyobbnak taldltuk a randomizacidval
kapott nulleloszlas alapjan vartnal, de ez minddssze 24-34 %-kal tobb monokromatikus

modulpart jelentett.

3. A legtobb genetikai interakcio nem jelezheté elére megbizhatéoan a
génparjellemzok és anyagcserehalozati modell alapjan. Megvizsgaltuk, mennyiben
tudjuk prediktalni a genetikai interakciokat az anyagcsere génjeire vonatkozd egyéb
ismereteink segitségével. Kétféle modszer eldrejelzéseit vizsgaltuk: funkcionalis
genomikai, €s az anyagcserehdlozatra vonatkozd ismereteinken alapuld statisztikus
modellezést és az anyagcsere nagyléptékii biologiai modelljét (FBA) mely képes egyes
és kettes génkiiitott torzsek novekedési ratajanak becslésére. A statisztikus
modellezéshez egyrészt genomszintli génpar jellemzdket hasznaltunk korabbi munkékat
kovetve (pl. koexpresszio, kozos transzkripcios faktor) (Wong et al., 2004; Ulitsky et
al., 2009), masrészt anyagcserehaldzati jellemzoket (pl. kodolt reakciok legrévidebb
tavolsdga). Ezutdn a fenti jellemzOk alapjan klasszikus statisztikai (logisztikus
regresszid) és egy Ujabb, dontési fak egyiittesén alapuld (ensemble) adatbanyészati
modszert (random forest (Breiman, 2001)) alkalmazva osztalyoztuk genetikai interakcio
adatainkat. Az FBA modell esetében a prediktalt genetikai interakciok empirikusan
alatamasztott aranya akar 50%, illetve 11% lehet negativ illetve pozitiv genetikai
interakciok esetében, aldtimasztva a leger6sebbnek eldrejelzett genetikai interakciok

fiziologias jelentdségét. Ugyanakkor azonos kiiszobértékeknél a modell az empirikus
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genetikai interakci6 adatoknak csak igen alacsony aranyat jelzi elére (2,8%, illetve
12,9%; negativ illetve pozitiv genetikai interakcio). A genomikai és anyagcserehalozati
adatokon alapul6 statisztikai modellezés, els6sorban a random forest modszer, az FBA-
nal legtobb esetben jobb predikciot eredményezett, de ez az eldrejelzések 10%-0s
empirikus talalati aranya felett még mindig csak a kisérletesen negativ genetikai
interakciok 30% -at, illetve a pozitiv genetikai interakciok 25%-anak eldrejelzését
jelenti. A becslés josaga akkor sem valtozik jelentésen, ha az FBA modell altal
prediktalt adatokat (ratermettség ¢€s genetikai interakcid értékek) hozzaadjuk a
statisztikai modellhez, ugyanakkor negativ genetikai interakci6 esetében ndveli a
maximalis precision értékét. Ez arra utal, hogy az anyagcseremodellben talalhato olyan
komplementer informacio, ami a funkcionalis genomikai és haldzati tulajdonsagokbol
kozvetleniil nem nyerhetd ki. Osszefoglalva, a genetikai interakciok tobbségét sem a
biokémiai modellel, sem a funkcionalis genomikai adatsorok és anyagcserehdlozati

adatok adatbanydaszati integralasaval nem tudjuk megbizhatd pontossaggal megjosolni.

Az anyagcsereutak felépitésének hatasa az operonalis génsorrendre

E. coli-ban

Jol ismert, hogy a bakteridlis génsorrend nem véletlenszerli és az operonok gyakran
azonos anyagcsereutak vagy fehérjekomplexek tagjait tartalmazzak. Kutatasunkban azt
vizsgaltuk, hogy vajon van-e az operonon beliil valamilyen rendezettség a gének
sorrendjében és ha igen, annak mi az oka. A kérdés megvalaszolasahoz az Escherichia
coli operonjait vizsgaltuk a rendelkezésre all6 nagyszamu anyagcseretitvonalra

vonatkozo és operonszerkezeti adat miatt (Keseler et al., 2009).
Célkitiizések

1. Annak az empirikus tesztelése E. coli-ban, hogy az operonok génsorrendje a kodolt

enzimek anyagcsereutvonalbeli sorrendjét tikkrozik-e (kolinearités).

2. Altalanos operonexpresszio és kapcsolt linearis anyagcsereut matematikai
modelljének épitése, azt vizsgalandd, hogyan hat az operonbeli génsorrend az utvonal

produktivitasara.



3. Harom kiilonboz6 adaptiv forgatokonyv predikcioinak elméleti tesztelése a modell

szimulacioival.

4. A harom kolinearitds magyarazatara szolgdlo hipotézis predikcidinak tesztelése E.

coli-ban funkcionalis genomikai adatok alapjan.

Modszerek

e Kinetikai modellezés a Copasi programmal (Hoops et al., 2006).

e Randomizicios statisztikai tesztek Perl programnyelvben.

Eredmények

1. A metabolikus operonok kolinearitisanak mértéke nagyobb a véletlenszeriien

vartnal E.coli-ban

Az operonon beliili génparok kb. 60%-a mutat az utvonallal megegyezd sorrendet,
szemben az 50%-kal, amit a randomizaci6 soran kapott nulleloszlas alapjan varnank.
Mivel nem ismeriink olyan mutacios hatast, ami a kolinearitas mintazatdhoz vezethetne,
kiilonbozé adaptiv forgatokonyveket kerestlink a mintdzat 1étének magyarazatara.
Steady-state allapotban az egyes enzimek mennyisége fliggetlen a génsorrendtol, ezért
Osszetettebb magyarazatot kerestlink a kolinearitasra. Feltételezve, hogy a kolinearitas
az utvonal produktivitasdnak novelésével novelheti a ratermettséget (ndovekedési ratat),

harom lehetséges hipotézist vizsgalunk.
2. Polaris operonok léte nem magyarazza a kolinearitast.

A kolinearitas eldny0s lehet, ha a gének expresszios szintje monoton csokkenést mutat
az 5° végtél a 3’ vég iranyaba (polaritas) (Nishizaki et al., 2007). E hipotézisnek
ellentmond, hogy az E.coli operonjai esetében nem talaltunk Gsszefliggést a csokkend

expresszios trend és a kolinearitas mértéke kozott.



3. Nem talaltunk kapcsolatot az expressziés variabilitissal és a kolinearitas

mértéke kozott

A masodik hipotézisiink szerint a kolinearitas el6nye elsésorban az, hogy az
anyagcsereutak gyors aktivaldsat teszi lehetévé kornyezeti valtozds esetén.
Megfigyelések szerint egyazon operonon beliil a gének expresszios idépontja idében
késleltetett az operon transzkripcios kezdépontjatdl tdvolodva (Alpers & Tomkins,
1965, 1966) ezért ahogy matematikai modelliinkben kimutattuk, a megfelelé sorrend a
metabolikus utvonal bekapcsolasakor a végtermék gyorsabb megjelenését eredményezi.
Amennyiben 1igy van, azt varndnk, hogy elsdsorban a kiilonb6z6 kornyezetekben
kiilonbozoféleképpen expresszaldodd operonok mutatnak kolinearitast. Bioinformatikai
elemzéseink szerint azonban a kolinearitds mértéke nem fiigg a kiilonb6z6 kornyezetek

kozott mutatott expresszids valtozatossagtol.

4. A kolinearitas a sztochaszikus leallas” hipotézissel magyarazhato

A ,,sztochaszikus leallds” hipotézis szerint alacsony génexpresszid esetén az utvonal
kevés példanyszamu enzimei véletlenszerlien elveszhetnek a sejt osztddasa ill. a
fehérjék lebomldsa miatt. Matematikai modelliink segitségével bemutattuk, hogy igy a
kolinearitas ezekben a génekben folyamatos eldnyt jelenthet, ugyanis az Gtvonal gyors
ujrainditdsara gyakran van sziikség (t.i. allandd kornyezeti koriilmények kozott is).
Hipotézisiinket aldtdmasztja, hogy valoban csak alacsonyan expresszalodd operonok
esetén taldlunk szignifikdns kolinearitast, ahol az Utvonal sztochasztikus leéllasa

valoszinusitheto.

Osszefoglalva, elséként mutattuk Ki szisztematikusan az operonon beliili génsorrend
nem véletlenszerli mintdzatat: az alacsonyan expresszalodé metabolikus operonokban a
gének a kodolt enzimek reakcidsorrendjét tiikrozik (Kovéacs et al., 2009). Tobb
alternativ adaptiv hipotézist matematikai modellel vizsgaltunk, majd azok predikcidit
empirikus E. coli adatokon teszteltiik. Konklizionk szerint a kolinearitds oka az
alacsony expresszioji operonok esetében jelentkezd sztochasztikus tutvonalleallds

idejének minimalizalasa lehet.
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