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1. Bevezetés

A bioldgiai rendszerek és jelenségek megértésének kulcsa, hogy minél tobb informaciot
gyljtsiink roluk és ezeket az informacidkat feldolgozzuk. Az elmult néhany évtizedben a
kisérletes technikdk nagymértéki fejlédése azonban az Aaltaluk szolgaltatott nyers
adatmennyiség exponenciadlis novekedéséhez vezetett. Az adatok feldolgozasahoz 1y
modszereket kellett kifejleszteni, a szamitogépes adatfeldolgozés egyre inkabb elétérbe keriilt.
A nagy mennyiségli adat azonban azt is lehetévé tette, hogy az Osszetett biologiai
rendszereknek ne csak az egyes Osszetevoit, példaul egyes géneket és fehérjéket vizsgaljunk,
hanem ezeket az Osszetevoket egyiittesen ¢és a koztik fellépd kolcsonhatasok
figyelembevételével elemezziik. Ez a holisztikus megkdzelités vezetett a rendszerbiologia
1étrejottéhez. A rendszerbiologia célja leirni az éldlény miikodését a sejtet felépité molekulak

¢és kolcsonhatasaik megismerésével. Ehhez a matematikai modellezés eszkoztarat hasznalja.

Az anyagcsere az egyik legjobban feltart alrendszere a sejtnek, ¢és ezaltal kiemelten alkalmas
arra, hogy rendszerbioldgiai problémékat vizsgaljunk rajta. Nemcsak az anyagcserében részt
vevo vegyliletekrol, enzimekrol, génekrdl tudunk sokat, de a koztiik 1évé kdlesonhatasokrol
is. Ezeket az ismereteket felhasznalhatjuk az anyagcsere, mint halézat rendszerszintii
vizsgalatara. Az anyagcserérdl meglévd ismereteink Osszegylijtése lehetévé tette olyan
matematikai modellek épitését is, amelyek eldrejelzéseket tudnak tenni az anyagcserét érd
zavarasok, példaul génkiiitések fitneszre gyakorolt hatasarél. Ezek a modellek, ahogy késébb
latni fogjuk, képesek mechanisztikus magyarazatot adni az anyagcserével kapcsolatos
jelenségekre azaltal, hogy az anyagcsere é€pitékdvei (metabolitok, enzimek, stb.) kozotti

kolcsonhatasokat a biologidhoz hiien reprezentaljak.

A rendszerszintli megkdzelités az evoluciobiologidban is Uj lehetdségekhez vezet. Az
evollciobiologia kutatdsdban ugyanis kulcsszerepe van annak, hogy megeértsiik, hogyan
hatarozza meg az ¢l6lények genotipusa a fenotipust. Ezt a genotipus-fenotipus leképezést az
anyagcseremodellek segitségével akdr tobb szaz génre kiterjedden, szisztematikusan tudjuk

vizsgalni (Papp et al., 2011).

Doktori munkdm sordn az volt a célom, hogy az anyagcsere-halozatok felhaszndlasaval az
evolucios genetika és az evolicids innovaciok néhany alapvetd problémajat vizsgéaljam.
Egyrészt megvizsgaltam, hogy az anyagcseregének Kkiiitésének hatasai kozott van-e

kolesonhatas, ha két gént egyiittesen litlink ki, valamint hogy ezek a genetikai kdlcsonhatasok



milyen rendszerszintli mintazatokat mutatnak. A genetikai kolcsonhatasok meghatarozo
szerepet toltenek be az evolucids folyamatokban, a legtobb fenotipusos jelleget ugyanis
egynél tobb gén hatarozza meg. Igy a genetikai kolcsonhatasok tanulmanyozisa az
evoluciobioldgia alapvetd kérdéseinek megvalaszoldsan tal a rakkutatasban €s mas, genetikai

hatter(i betegségek kutatasaban is kiemelkedd szerephez jut.

Doktori disszertaciom masodik részében pedig az enzimek jarulékos aktivitasainak
kialakulasaval tud alkalmazkodni egy 0j kornyezethez, vagy toxikus anyagok, példaul
antibiotikumok jelenlétéhez. Az enzimek jarulékos, tigynevezett latens aktivitasai pedig az 0j
utvonalakat felépitd biokémiai funkciok kialakulasanak csirai lehetnek, ezaltal vizsgalatuk

elosegitheti az adaptacids folyamatok jobb megértését.

1.2. Az anyagcsere modellezése

Az anyagcsere tobb okbdol is idedlis alany biologiai kérdések rendszerszintl
tanulmanyozasara. Az €16 szervezetek €letében kozponti szerepet tolt be, igy vizsgalataval az
¢lolény miikodésének egészérdl szerezhetiink informacidkat. Emellett az anyagcsere

széleskortien kutatott, nagy mennyiségii informacio all rendelkezésre rola.

Az anyagcserében részt vevO biokémiai utvonalak leirdsdn til azok matematikai
modellezésére is hamar felmeriilt az igény. Megjelentek az egyes utvonalakat leképezd

kinetikai modellek, melyeket szamitogéppel értékeltek ki (Garfinkel et al., 1970).

Idével egyre tobb informacid gylilt Gssze az anyagcsere-utvonalakrdl, ezeket az adatokat
pedig olyan adatbazisokban rendszerezték, mint a KEGG vagy a MetaCyc (Kanehisa and
Goto, 1999; Caspi et al., 2012). A mind tobb adatnak koszonhet6en lehetévé valt egyre
Osszetettebb anyagcseremodellek felépitése. A teljes genomszekvencidk megjelenése pedig
elOsegitette az anyagcserében szerepet jatszo gének azonositdsat. Ez a folyamat az elmult
¢vtizedekben eljutott oda, hogy a genom méretével 0sszevethetd nagysagu modelleket is fel
lehet épiteni (Covert et al., 2001; Palsson, 2009). A kisérletes oldalon a nagy
ateresztOképességli technikak megjelenése adott Gjabb 16kést a teriiletnek, segitségiikkel az
anyagcsere szisztematikusan is vizsgalhatova valt, valamint szerepet kapnak az

anyagcseremodellek felépitésében és eldrejelzéseiknek az ellendrzésében is.



Az anyagcsere-halézat szamitdgépes modellezésére tobb eltérd modszert is kidolgoztak.
Fontos jellemzdje ezeknek a moddszereknek, hogy segitségiikkel mekkora rendszert lehet
leképezni. Leginkabb a modell épitéséhez sziikséges biologiai informaciok hozzaférhetdsége
korlatozza nagyobb modellek ¢épitését. Evoluciés ¢és rendszerbioldgiai  kérdések
megvalaszolasdhoz nincs feltétlen sziikség genomléptékii modellekre, nagyobb modelleken
azonban az egész rendszerre vonatkozd mintdzatok is megfigyelhetdek és az egyes
adatpontoknak dnmagukban kisebb a jelentdségiik, igy egy hibas adatpont kevésbé torzitja az
eredményeket. Ilyen megfontolasokbdl a munkamhoz igyekeztem minél nagyobb léptékii

modellt felhasznalni.

crer

informaciot tartalmaznak: kinetikai, topologiai €s kényszer-alapi modellekrdl beszélhetiink.

A legegyszeriibb felépitése a topoldgiai modelleknek van. Mar a topologiabdl is levonhatdak
azonban a haldzat egészére vonatkozd fontos Osszefliggések, példaul az, hogy a halozat
elemei modulokba rendezddnek és ezek a modulok hierarchikus szervezddést mutatnak
(Ravasz et al., 2002). A topologiai megkozelités hatranya, hogy az anyagcserét alkotd
biokémiai reakciokrol az alkotoelemek kapcsolodasan til nem tartalmaz informaciot,
hianyoznak a sztochiometriai €s kinetikai paraméterck. Ezaltal a topologiai modellek csak

korlatozottan alkalmasak az anyagcsere-folyamatok mechanikus magyarazatara, illetve azok

crer

crer

crer

modellekkel az anyagcsere egyes elemei kozotti dinamikai kapcesolatok is modellezhetok. A
kinetikai megkdzelités hatranya azonban, hogy a modellezéshez sziikséges mérési adatok
mennyisége limitalt (Costa et al., 2011). Ezen a téren torténtek jelentds eldrelépések, a
kinetikai modellek azonban jelenleg nem alkalmasak genomskaldji modellek épitésére

(Smallbone et al., 2010; Stanford et al., 2013).

crer

bioldgiai és fizikai-kémiai kényszereket is tartalmaznak. Ezek a modellek a topologiai
modelleknél részletesebbek, de informacidtartalmuk alacsonyabb, mint a Kkinetikai
modelleknek. A moddszer eldnye, hogy a modellépitéshez sziikséges adatok — biokémiai

reakciok sztochiometridja, reverzibilitasa, a tapanyagok (nutriensek) listdja, stb. —
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hozzaftérhetoek, igy genomskalaju modellek is konnyen rekonstrualhatdéak. Ugyan a kinetikai
modellekkel ellentétben a rendszer dinamikajat kis iddintervallumon nem lehet kdvetni (bar
vannak moddszerek ennek a hidnyossagnak a kikiiszobolésére (Mahadevan et al., 2002)), erre

leggyakrabban nincs is sziikség (Ruppin et al., 2010).

Napjainkban a kényszer-alapu modellezési technika a legelterjedtebb a genomskalaja
modellek épitésére ¢és nagyszami matematikai modszert fejlesztettek ki a modellek
kiértékelésére (Lewis et al., 2012). Nevét a biologiai, fizikokémiai és kornyezeti
kényszerekrél kapta, amelyek a modell lehetséges megolddsainak terét sziikitik. A
legfontosabb kényszer a metabolitok és a biokémiai reakciok kozotti Osszefiiggést leird
sztochiometria, amit a modellben a sztéchiometriai matrix ir le (1/A,B. abra). Ez egy olyan
matrix, amelynek minden sora egy metabolitnak, minden oszlopa pedig egy reakcionak felel
meg ¢s a matrix egy celldjanak értéke az adott metabolit és reakcid kapcsolatat leird
sztochiometriai 4lland6. Abban az esetben, ha a metabolit szubsztritja a reakcionak, a
sztochiometriai allando negativ eldjelli, mig ha terméke, akkor pozitiv eldjelii. Amennyiben
egy metabolit nem szerepel egy adott reakcioban, a sztdchiometriai egylitthato értéke nulla

(Orth et al., 2010; Kauffman et al., 2003).

crer

metabolitot termel6 és felhasznald reakciok ratajanak, mas néven fluxusanak felhasznalasaval
(1/B. abra). A kényszer-alapti modellezés soran altalaban feltételezziik, hogy a rendszer
steady-state allapotban van, tehat a metabolitok koncentracidja idében alland6. Ezaltal a
sztochiometrikus matrixot felfoghatjuk Ugy is, mint egy lineéris egyenletrendszert, ahol a
reakcioratdk a valtozok. Ez az egyenletrendszer azonban hatirozatlan, azaz tobb valtozot
(reakci0) tartalmaz, mint egyenletet (metabolit). Emiatt nincs egyértelmii megoldasa, hanem
tobb (gyakorlatilag végtelen) egyedi megoldasa lehetséges. Biologiai ismereteinket
felhasznalhatjuk, hogy a megoldéasok terét lesziikitsiik, és bizonyos feltételekkel megoldjuk az
egyenletrendszert. Erre a legelterjedtebb modszer a fluxus balansz analizis (flux balance
analysis, FBA). Az FBA soran az eddig emlitett kényszereket (steady-state, sztochiometria)
kiegészitik a reakciok reverzibilitdsdval, a kdrnyezetbdl felvehetd tapanyagok listajaval, stb.
(Price et al., 2004). Ezaltal a megoldasi tér tovabb sziikiil, amit ebben a formajaban fluxus
tolcsérnek is hivnak (1/C. ébra).

Ha feltételezziik, hogy az anyagcsere-haldzat egy bizonyos feladat ellatasara adaptalodott (pl.

biomassza termelés), akkor optimalizacids eljarassal meghatarozhatok a reakciok fluxusai



(Kauffman et al., 2003). Ehhez sziikség van egy célfiiggvényre, ami lehet bizonyos
metabolitok optimalis termelése, maximalis ATP termelés vagy a belsé fluxusok 6sszegének
minimalizalasa (Feist and Palsson, 2010; Schuetz et al., 2007). Egysejtli mikroorganizmusok
esetén feltételezhetjiik, hogy a novekedésiik maximalizalasara torekednek, amit az FBA
keretein beliil a novekedéshez sziikséges metabolitok (biomassza Gsszetevok) optimalis

aranyban torténd megtermelésével irhatunk le (Schuetz et al., 2007; Segre et al., 2002).

A megfelelé célfiiggvény kivalasztasa utan a reakciok fluxusainak meghatarozasa
optimalizaciés eljarasok felhasznalasaval lehet6vé valik (1/D. abra). Az optimalizalasra
hasznalt eljaras fligg a célfiiggvénytdl. Leggyakrabban linearis programozast hasznalnak, ami
alkalmazhatd, ha a célfliggvény metabolitok termelésének vagy reakciok fluxusanak
maximalizalasa (tehat a biomassza termelés maximalizalasa esetén is) (Kauffman et al.,
2003). Az optimalizacio eredménye a maximalis biomassza termelés rataja, illetve a reakciok
fluxus értékei. Fontos megjegyezni, hogy az egyes reakciokra kiszamolt fluxusok értéke
tobbnyire nem egyedi, hanem bizonyos hatdrok kozott véltozhat. Ennek oka, hogy az

egyenletrendszer még mindig hatarozatlan.

A) B)
dA M
sl dA
=—v; -V, vyt
by Ay A B b, dt Vi=Vy+Vy+by ar Vi Vy Vi vy by by bs
-1 -1 1 0 1 0 0O
dB dB| _
‘ ) E=V1+V4—b2 dt = i1 0 0 1 0o -1 0
reln szer dc 0 1 -1 1 0 0 -1
hatara dc el . ;
= _ - _ dt T ]
dt V2= V3= V= by L Sztdchiometriai matrix
C) D)
Flux kényszerek IV EV
$o Tobb optimum
Steady-state
V, =0 (irreverzibilisreakcid) v Va Optimum Va
Vyat+ 2V
0<b,<1—=0<vi+v,<1 e
O<b,c2—-0<Vvy+vy<2 V3 <
1
D<b3 —)0<V2-V4 Vi Vq
Célfliggvény: 2 v, + v, Célfuggvény: v, + 2 v

1. dbra: kényszer-alapu modellezés (Orth et al., 2010. nyomdn). A) Példa hdlozat 3
metabolittal (A, B, C) és 7 reakcioval (b1, by, b3, V1, Vo, V3, V). A ,,v” jelii reakciok a
metabolitok egymasba alakulasaért felelosek, mig a ,,b” jeliiek a metabolitok rendszerbe valo

bejutasaért és onnan torténd kijutasaert — ez megfelel a tapanyagok felvételének, illetve az



anyagcsere-végtermékek kornyezetbe valo kijutasanak. B) A halozatban talalhato metabolitok
példahdlozat sztochiometriai matrixa. C) FIUXus kényszerek és kovetkezményeik a megolddsi
térre. A példahalozatra alkalmazva a megadott kényszereket a megoldasi ter lesziikiil, ezt
hivjuk fluxus télcsérnek. D) A rendszer optimalizdlasa kiilonbozé célfiiggvények mellett. Az
elsé esetben egyetlen optimalis megoldas létezik, mig a masodikban t6bb optimuma is van a

rendszernek egy él mentén.

1.3. A kényszer-alapu anyagcsere-modellezés alkalmazasa

Minden modellezési technika esetén felmeriil, hogy mennyire pontos és milyen keretek kozott
lehet hasznalni. Szdmos tanulmany bizonyitotta a kényszer-alapti modellek hasznalhatdsagat.
Az esszencialis géneket akar 90 szazalékos pontossaggal is képesek elérejelezni (Orth et al.,
2011; Heavner et al., 2013). Az anyagcsere-modellezés soran leggyakrabban hasznalt két
modellfaj, az Escherichia coli baktérium és a Saccharomyces cerevisiae soréleszté esetében
kimutattdk, hogy a modellek elérejelzései az életképességre a vad torzs €s az egyszeres
génkilitések esetében a standard kornyezeten til mas koérnyezetekben is megbizhatoak (Orth

and Palsson, 2012; Snitkin et al., 2008).

Az FBA sordn optimalizacioval szamoljuk ki a rendszer allapotat, emiatt barmilyen
perturbacido (mutacid, kornyezeti valtozds) esetében nem a kdzvetlen a perturbacid uténi
allapotot kapjuk vissza, hanem az Uj kényszerek mellett elérheté idealis allapotot. A
valosdgban az organizmusnak azonban adaptalodnia kell a megvaltozott koriilményekhez.
Bioldgiai értelemben tehdt az FBA eredménye egy adaptalt allapotot tiikkroz. Egy
tanulmanyban kimutattak, hogy az E. coli baktérium novekedési rataja glicerolon mint
szénforrdson novesztve 700 generdcid alatt a kezdeti szuboptimalis értékrél az
anyagcseremodell altal eldrejelzett optimalis értékre nétt (Ibarra et al., 2002). Az
anyagcseremodellekkel tehat az adaptiv evolucié eredményeként beallt anyagcsere-valtozasok

is vizsgalhatoak.

Noha a perturbaci6 utani kozvetlen allapotnal az FBA jobban tiikr6zi az adaptalt allapotot, a
génkiiitések hatasat kell6 pontossaggal jelzi elére (Orth et al., 2011; Heavner et al., 2013).
Kidolgoztak ugyanakkor olyan modszereket, amelyek jobban kozelitik génkiiités hatasara
megvaltozott anyagcsere allapotat. Ezek a modszerek a reakciok fluxus értékeit pontosabban

irjdk le mutans torzsekben, azonban a géndeléciok nodvekedésre gyakorolt hatdsanak



elorejelzésében mar nincs jelentds kiilonbség az FBA-hoz képest (Segre et al., 2002; Shlomi

et al., 2005).

A kényszer-alapii anyagcseremodelleket széleskortien alkalmazzdk a biologia szémos
teriiletén (McCloskey et al., 2013; Oberhardt et al., 2009). Az egyik iparilag is fontos teriilet
az anyagcsere-mérnokség. Az anyagcsere-mérndkség (metabolic engineering) sordn az €l
szervezeteket arra optimalizaljdk, hogy bizonyos vegyiileteket minél hatékonyabban
termeljenek (Yang et al., 1998). A genom skalaju anyagcseremodellekkel lehetdvé valt az
anyagcseregéneken végrehajtott modositasoknak az egész anyagcserére gyakorolt hatdsanak
meghatarozasa, hatékonyabba téve az optimalis mérnoki stratégia kidolgozasat (Park and Lee,
2008; Toya and Shimizu, 2013). Egy szemléletes példa az anyagcseremodellek hasznalatara
az anyagcsere-mérnokség teriiletén (Lee et al., 2005) munkaja, melyben a borostyankdsav
tiltermelésének lehetoségét vizsgaltak E. coli baktériumban. Az E. coli anyagcseremodellt
felhasznalva génkiiitések kombinalt hatdsat hatdrozzak meg a baktérium novekedésére és a
borostyankdsav (szukcinat) termelésre. A modell sikeresen eldrejelezte, mely géneket kell
egyiittesen kilitni az optimalis borostyankdsav termeléshez. Eredményeiket kisérletesen

igazoltak.

A kényszer-alapu modellezés nemcsak mikroorganizmusok esetében alkalmazhat6. Az
anyagcsere-halozat célfliggvényének meghatarozdsa komplexebb, tobbsejtii éldlények
esetében nehezebb feladat, erre azonban léteznek megoldasok (Lee et al., 2012). fgy ma mér
léteznek modellek novényi €s emlds sejtekre, beleértve az embert is (Dal’molin et al., 2014;
Orman et al., 2011; Thiele et al., 2013a). Az emberi anyagcsere és kiillonbozo betegségek,
anyagcsere-rendellenességek vizsgalatara is sikerrel alkalmazzak az anyagcseremodelleket,
mint példaul a rak anyagcseréje (Lewis and Abdel-Haleem, 2013), elhizés, cukorbetegség
(Varemo et al., 2013), antibiotikum célpontok meghatarozasa (Chavali et al., 2012). A
kényszer-alapi modellezési kereten beliil lehetséges tobb faj anyagcseréje kozotti
kolcsonhatds vizsgalata is, ezaltal pedig a gazda-patogén kapcsolat vagy akdr az emlds

tapcsatorna mikrobiomjanak modellezése (Thiele et al., 2013b; Levy and Borenstein, 2013).

Az evoluciobiologia teriiletén is hasznos eszkdz a kényszer-alapu modellezés. Az evolicid
kimenetének, illetve az evolicio soran végbemend folyamatoknak az eldrejelzése komoly
nehézségekbe iitkdzik. Egyfeldl az evolucioban az eldre meghatarozott események mellett
véletlenszerii események is jelen vannak, masfeldl az evolucio eldrejelzéséhez ismerni kell az

evolucioban szerepet jatszo biologiai egységeket (példaul géneket) és a koztik fellépd



kolcsonhatasokat. Ebben nyujtanak segitséget a rendszerbioldgia mechanisztikus modelljei
(Papp et al.,, 2011). A genetikai kolcsonhatasok fontos szerepet toltenek be az evollcios
folyamatokban, emiatt a genetikai kolcsonhatasokért felelés mechanizmusoknak ¢és a
kolcsonhatasok gének kozotti eloszldsanak megismerése az evolicidbiologia egyik fontos
célja. Azaltal, hogy az anyagcseremodellek képesek eldrejelezni a mutaciok fenotipusos
hatéasat, képesek modellezni a mutaciok kozott esetlegesen fellépd kolesonhatasokat is, illetve
az egyes kolcsonhatasoknak €s a kdlcsonhatdsok altal mutatott mintazatoknak a hatterében
meghuzodd mechanizmusokra is fényt derithetnek. Ugyancsak fontos kérdés az
evoluciobioldgiaban, hogy hogyan tudjuk elérejelezni az adaptiv valtozésokat és azok
genetikai hatterét. Az anyagcseremodellek erre is lehetdséget nyujtanak, segitségilikkel
ugyanis rendszerszinten modellezhetjiik 1j biokémiai reakcidk megjelenésének hatasat a
fenotipusra. Mindezt riadasul a gének szintjén is vizsgalhatjuk, ugyanis az

anyagcseremodellekben az enzimek és gének kozotti hozzarendelések is jelen vannak.
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2. Genetikai interakciok vizsgalata és modellezése az anyagcserében

2.1. Bevezetés

Genetikai kolcsonhatasrol vagy interakciordl akkor beszéliink, ha a két mutacid egyiittes
hatasa eltér attol, amit a mutdciok Onalldé hatasa alapjan varnank. A genetikai kdlcsonhatas
lehet negativ vagy pozitiv, attol fliggéen, hogy a kapott kettds mutacié hatisa er6sebb vagy

gyengébb a vartnal.

Munkam soran a gének kozotti genetikai interakciokat vizsgaltam a gének teljes kititésén

keresztiil. A tovabbiakban ennek megfelelden targyalom a genetikai kdlcsonhatast.

2.1.1. Genetikai interakcio meghatirozasa

Negativ génkolcsonhatast mutat két gén, ha egyiittes kiiitésiik hatésa a fitneszre' a vadhoz
képest nagyobb, mint az egyszeres mutaciok 0sszegzett hatdsa. Ha példaul két gén altal kodolt
enzimek azonos reakcidt katalizalnak (izoenzimek), akkor kiilon-kiilon kiiitve Oket csak
csekély fitneszhatast tapasztalunk, mert a fennmarad6é gén terméke kompenzélja a kiiités
hatasat. Egyiittesen kiiitve viszont enzim hianyéaban a reakci6é nem jatszodhat le, ami a reakcio

fontossagatdl fliggden akar letalis is lehet az €él61ényre.

A gének kozotti kdlesonhatas masik formdja, amikor a kettds kitités hatasa kisebb, mint azt az
egyszeres mutansok fitnesze alapjan varnank. Ezt hivjuk pozitiv génkdlcsonhatasnak.
Példaként egy linearis Gitvonal génjeit vehetjiik: mar egyetlen gén kititésével is kikapcsolhatd

a teljes utvonal, igy egy masodik gén kilitése nem, vagy csak kevéssé befolyasolja a fitneszt.

! Fitnesz alatt a dolgozatban a mikroorganizmusok novekedését jellemzé mérészamokat értjiik, leggyakrabban a
novekedési ratat.
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Arra, hogy a gének egyszeres kiiitésébdl hogyan szamoljuk a gének egyiittes kiiitésének
hatasat, tobbféle megkozelités is 1étezik, leggyakrabban azonban az ugynevezett multiplikativ
episztazis modellt alkalmazzak (Dixon et al., 2009). Eszerint a kettés mutans relativ fitnesze
az egyszeres mutansok relativ fitneszének szorzata, amennyiben nem varunk interakciot a
gének kozott (relativ fitnesz alatt az adott genotipus vadhoz viszonyitott fitneszét értjiik). A
negativ illetve pozitiv interakciot az ett6l az értéktdl vald negativ vagy pozitiv eltérésként
definialjuk (2. abra). A genetikai interakcié mértéke a multiplikativ modell szerint az alabbi

képlettel szamolhat6:

€= fio— i Xfa

ahol f;, a kettds mutans relativ fitnesze, f; és f, pedig az egyszeres mutansok relativ fitnesze.

I\
1 -
o
O 0.75-
=
L=
= 0.5- o 5
< Pozitiv interakcio
o . : .
0.25+ Nincs interakcio
0 Negativ interakcid

AB AAAB
Genetlkal hattér

2. abra: genetikai interakcio a multiplikativ modell alapjan. A vad tipus relativ fitnesze 1, mig
mindkét egyszeres mutansé 0.5. A kettés mutans relativ fitneszének 0.25-t varunk, amennyiben
nincs interakcio. Ha a tényleges érték ennél nagyobb, akkor pozitiv interakcio, ha kisebb,

akkor negativ interakcio all fenn.

2.1.2. A genetikai interakciok jelentosége

A genetikai interakciok elméleti és gyakorlati jelentdsége egyarant kiemelkedd. A legtobb

fenotipusos bélyeg nem egyetlen gén hatasa, hanem tobb gén egylittes hatdsanak eredménye.
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Ennek megfeleléen a genetikai interakcioknak fontos szerepe van a genetikai hatterti
betegségek kialakulasaban (Lehner, 2007; Maxwell et al., 2008; Cordell, 2009). Ugyancsak
fontos szerepet kapnak a genetikai interakciok ismeretlen funkcidju gének leirasaban, egy 1j
gén funkcioja ugyanis megismerhetd mar ismert génekkel mutatott kolcsonhatasai alapjan
(Boone et al., 2007). A genectikai interakciok formaljak az adaptiv tajképet is, ezaltal
befolyasoljak az adaptacio menetét (Phillips, 2008; Poelwijk et al., 2007). Negativ genetikai
interakcidt mutat két gén, ha funkciojuk atfed, a funkcionalis redundancia pedig védettséget
jelent véletlen mutaciok ellen, emiatt gyakran megjelenik kulcsfontossagi sejtfolyamatok
esetében, mint példaul a sejtosztodas (Goldstein, 1993). Ilyen esetekben a funkcioért felelds
egyik gén elvesztése még nem halalos az €él6lény szamara, csak ha minden olyan gén sériil,
mely az adott funkcidt el tudja latni. Az evolucid soran ez egy lehetdséget is biztosit az
¢l6lény szamadra: egy redundans funkcidt kddold gén konnyebben megvaltozhat, hiszen az
eredeti funkcidjat egy masik gén ellatja. Ennek egyik legegyszeriibb esete a génduplikacid
(Ohno, 1970).

2.1.3. Genetikai interakciok modellezése az anyagcserében

Ahogy korédbban lattuk, az anyagcseremodellek képesek megjosolni az egyszeres génkititések
fitneszre gyakorolt hatasat akar genomskalan is. Ennek hatasara felmeriilt, hogy a genetikai
interakcidk modellezésére is alkalmasak lehetnek. Korabban tobb tanulmany is felhasznalta a
genetikai interakciok modellezésére az anyagcseremodelleket (Segre et al., 2005; Deutscher et
al., 2006; Harrison et al., 2007; He et al., 2010). Az elsé ilyen jellegli munkat a
Saccharomyces cerevisiae élesztdé anyagcseremodellén végezték és kimutattak, hogy a
genetikai interakciok haldézata modulokba szervezhetd, azaz bizonyos funkcids csoportokon
beliil feldusulnak az interakciok. Emellett azt is megfigyelték, hogy a modulokon beliil és a
modulpéarok kozott tulnyomorészt egyféle interakcid tipus jelenik meg, példaul a pentdz
foszfat utvonal enzimei jellemzden negativ genetikai interakcioban allnak egymassal és a
glikolizis modullal, mig az ATP szintdz modullal pozitiv genetikai interakciét mutatnak
(Segre et al., 2005). Eredményeik ravilagitottak, hogy a genetikai interakciok rendszerszintli
vizsgalataval az anyagcsere-halozat egészen 1) tulajdonsagaira derithetiink fényt. Ezek a
korabbi munkék azonban teljesen vagy nagyrészt szamitogépes szimulacion alapultak, az
eredmények nagyskalaju kisérletes ellendrzésére nem volt lehetéség. A korabban elérhetd
kisérletes adatok elsésorban esettanulmanyok voltak, melyek egy-egy gén kozott fennalld
kolcsonhatasra 0sszpontositottak, arrol azonban szinte egyaltalan nem volt informacio, hogy

mely gének kozott nincs kdlesonhatds. Azdta megjelent egy U kisérletes mddszer, az SGA
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(syntethic genetic array), amely lehet6vé teszi a genetikai interakciok automatizalt
feltérképezését sorélesztében genomi szinten (Tong and Boone, 2006; Baryshnikova et al.,
2010). Az SGA modszer segitségével a genetikai interakciok rendszerszintii vizsgalata immar
a kisérletes oldalrdl is lehetévé valt. Egy atfogd munkaban Costanzo ¢és munkatarsai 5.4 millio
génparra mérték le a genetikai interakcid iranyat és mértékét, ezzel lefedve a Saccharomyces

cerevisiae ¢leszté génjeinek 75%-at (Costanzo et al., 2010).

Kutatasainknak harom célja is volt. Egyrészt szisztematikusan tesztelni, hogy milyen
hatékonysaggal jelzi elére a biokémiai ismereteinket 6sszegz6 anyagcseremodell a genetikai
interakcids halozat altalanos, nagyléptékii tulajdonsdgait €s a konkrét génparok kozotti
genetikai kolcsonhatasokat. Habar a genetikai interakcios halozatok altalanos tulajdonségait
kisérletes munkakkal mar elkezdték felderiteni (Costanzo et al., 2010; Tong et al., 2004), a
megfigyelt mintazatok mogotti molekuldris mechanizmusokat sok esetben nem sikeriilt
feltarni. Kideriilt példaul, hogy azok az egyszeres génkilitések, amelyeknek jelentdsebb a
fitneszhatdsa, jellemzden tobb genetikai interakcidt mutatnak, ezt a jelenséget azonban
mindezidaig nem sikeriilt megmagyarazni (Costanzo et al., 2010). Az anyagcsere-halozat
szamitogépes modellezése viszont egyediilallé lehetdséget kindl a genetikai interakciok

mogott all6 mechanizmusok feltardsara.

Tovabbi célunk volt egy automatizalt szamitégépes eljarast kifejleszteni, amely segitségével a
modell hibas eldrejelzései javithatok és ezaltal a genetikai interakcids adatsor alapjan Uj
biologiai hipotéziseket javasolhatunk. Harmadik célunk pedig az ily modon automatikusan

kinyert hipotézisek ellendrzése volt.
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2.2. Modszerek

2.2.1. Az éleszt6 anyagcsere kisérletesen meghatarozott genetikai interakcios térképe

A nagyskalaju genetikai interakcids adatokat Charles Boone kanadai kutatd csoportja
(Toronto, Kanada) mérte le, majd bocsatotta rendelkezésiinkre. Az SGA kisérletes modszer
segitségével lemérték, hogy mi a hatasa a Saccharomyces cerevisiae soréleszté fitneszére, ha
kiiitik az ¢él6lény anyagcseréjében részt vevd enzimjeit kodoldo géneket egyenként és
parosaval. Az SGA (Synthetic genetic array) modszer két, egyszeres génkiiitéses konyvtarat
hasznal fel (Costanzo et al., 2010). Mindkét éleszté konyvtarban a génkiiitéseket PCR-alapt
génkilitéses modszerrel végezték, melynek soran a kodold szekvenciat (és csak azt) lecserélik
egy antibiotikum rezisztencia kazettara (a két konyvtarban eltéré kazettat hasznalnak). A
génhez tartoz6 promoter ¢€s terminator szakaszok valtozatlanul megmaradnak, tehat a
génkiiités soran nem torténik frameshift (Baudin et al., 1993). A kettés mutanst a két
egyszeres génkilitéses konyvtar keresztezésével hoztdk 1étre. Fontos megjegyezni, hogy a két
¢leszté konyvtarban szereplé gének listai kozott van eltérés, ugyanis bizonyos génkiiitéseket
technikai okokbdl nem sikeriilt mindkét konyvtarba bevinni. Emellett bizonyos génparok
szintén kiestek a mutansok létrehozasahoz hasznalt SGA technologiaval valé inkompatibilitas

miatt és mindség-ellendrzési okok miatt.

A kisérlet soran a fitneszt a szilard agaron képzett telepek méretével jellemezték
(Baryshnikova et al., 2010). A gének, amelyekkel a kisérletek soran dolgoztak, az altalunk a
szimulaciokhoz hasznalt S. cerevisiae anyagcsere-halozat alapjan lettek kivalasztva (Mo et al.,
2009). A kanadai kutatok egy korabbi munkajukban a S. cerevisiae élesztére mar mértek
genetikai interakciokat nagy skalan, az az adatsor azonban nem koncentralt az anyagcserében
szerepet jatszo génekre, az anyagcseregének egy része hianyzott belle (Costanzo et al.,
2010). Az altalunk hasznalt adatsor az 1j, anyagcsere-specifikus méréseknek és a korabbi
munkdnak az anyagcserére vonatkozd méréseinek egyesitésével allt el6 és 652 nem
esszencidlis anyagcsere gént valamint 176 821 génpart tartalmaz, amelybdl 2668 mutat

negativ, 1415 pedig pozitiv genetikai interakciot.

A gének kozotti genetikai interakcid meghatarozasahoz a kanadai kutatok kordbbi munkaja
soran optimalizalt kritériumokat hasznaltuk fel: két gén kdzott genetikai interakci6 all fenn, ha
lg| > 0.08 és p < 0.05, ahol & a multiplikativ episztazis értéke, a p értéket pedig a kisérletes
replikatumok ¢€s az egyszeres mutansok hibaeloszlasai alapjan szamoltak (Baryshnikova et al.,

2010; Costanzo et al., 2010). Ezt a hatarértéket ugy huztak meg, hogy az idealis legyen a
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genetikai  kolcsOnhatasok  felhasznalasahoz. Azért volt sziikség egy hatarérték
meghatdrozasara, mert a kisérletesen meghatarozott genetikai kolcsonhatasok eldjelében
jobban megbizunk, mint a kvantitativ értékiikben. Emiatt altaldban mas funkcionalis
vizsgalatokban sem veszik figyelembe az interakcio erejét azon tul, hogy a kiiszob felett van
vagy sem (Costanzo et al., 2010). Ezt az elvet kovetve a szimulaciok soran a kisérletes

genetikai kdlcsonhatasoknak mi is csak az irdnyat vettiik figyelembe, a nagysagat nem.

Emellett egy megbizhatobb adatsort is Osszeallitottunk szigorubb feltételeket alkalmazva,
hogy kiszlirjiik a hamisan megallapitott interakciokat. Ehhez csak olyan génparokat vettiink
figyelembe, amelyek le voltak mérve mind a korabbi, nagyskalaji adatsorban, mind az 1j,
anyagcseregénekre koncentrdldo adatsorban. Két gén kozott akkor allapitottunk meg
interakciot, ha € iranya mindkét mérésnél azonos, p < 0.05 mindkét mérésre és legalabb az
egyik mérés esetén igaz, hogy |¢| > 0.08. Ha két gén koziil egyikre sem igaz, hogy |¢| > 0.08 ¢és
p < 0.05, akkor a gének nincsenek interakcioban. Azok a génparok, amelyek egyik fent
emlitett csoportba sem tartoztak, ki lettek zarva az adatsorbdl. Ez a szigortibb adatsor 122 875

génparbdl all, ebbdl 529 mutat negativ és 194 mutat pozitiv genetikai interakciot.

2.2.2. Az anyagcseremodell fitneszének kiértékelése figyelembe véve a kornyezeti és/vagy
genetikai perturbaciokat

crer

Az FBA modszer eléfeltétele, hogy a rendszer steady-state allapotban legyen, ez azonban nem
mond ellent a kisérleteknek. A kisérletes fitneszt ugyanis tobb generacid kovetése hatarozza
meg, tehat a kisérlet olyan idétartamban zajlott, ahol fennall a steady-state allapot. Emiatt azt
varjuk, hogy a legtobb altalunk megfigyelt fenotipus leirhatd a steady-state feltételezésével,

tehat az anyagceseremodell jo kozelitése a kisérleteknek.

A kisérletben alkalmazott taptalajt a szamitogépes modellben is reprezentaljuk ugy, hogy a
tapanyagok felvételéert felelds reakciokon atfolyd fluxus értékét korlatozzuk a kivant
mértékben (lasd lentebb). Génkilités esetében pedig a gén altal kodolt fehérjéhez
kizardlagosan kothetd reakciokon atfolyd fluxus értékét kényszeritjiik nullara (Raman and
Chandra, 2009). Az FBA szimulaciokat az R programnyelvben végeztik (R Core Team,
2013) a Sybil programcsomaggal (Gelius-Dietrich et al., 2013), amely kiilondsen alkalmas

nagy mennyiségii szimulacio futtatasara.
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2.2.3. Felhasznalt anyagcseremodellek

A szimulaciokhoz a S. cerevisiae frissitett anyagcseremodelljét hasznaltuk, a modell neve:
IMM904 (Mo et al., 2009). Ez a modell 904 anyagcseregént tartalmaz, tovabba 1412
biokémiai reakciot. A modell 8 sejtkompartmentet tartalmaz. Az eredményeink ellendrzésére
a szimulaciokat megismételtiik egy régebbi modellen is (iLL672, (Kuepfer et al., 2005)). Az
ILL672 modell 672 gént és 906 biokémiai reakcidt, valamint csupan 2 kompartmentet
tartalmaz (citoplazma és mitokondrium), ezért kevesebb eldfeltevéssel él a kompartmentek

kozotti transzportfolyamatokat illetden.
In silico kérnyezetek

Az FBA szimulaciokhoz hasznalt in silico kornyezetet tgy allitottuk Ossze, hogy minél
hiiebben tlikrozze a genetikai interakcios kisérletek soran alkalmazott médiumot. A kisérletek
soran alkalmazott kornyezet: synthetic complete médium, amibdl hidnyzott a hisztidin,
arginin ¢s lizin (SD/MSD —His/Arg/Lys, (Tong and Boone, 2006)). A kiilonb6z6 tapanyagok
felvételének maximalis sebességét (Snitkin et al., 2008) alapjan hataroztuk meg. A teljes in

silico kornyezet megtalalhato a Fiiggelék: 1. tablazatban.

crer

hasznaltuk.
In silico éleszto torzsek

A kisérletek soran hasznalt élesztd torzsekben gyakran ki vannak iitve bizonyos marker
gének, amelyeknek szerepe van az anyagcserében. Mivel ezek a kilitések hatdssal lehetnek a
kiilonbozé kornyezeteken valé novekedésre, igyekeztiink minél hiibben leképezni a
szimulaciokra is. A Boone csoport a genetikai interakcios kisérletekhez olyan torzset hasznalt,
amelyben a canl, lypl, ura3, leu2 és metl7 gének ki voltak iitve (Costanzo et al., 2010). A
modellben az ezeknek megfeleld reakciokat kilitottiik, feltéve, hogy mas gén nem kodolta az

adott reakciot (OMPDC, IPMD, AHSERL, AHSERLZ2 reakciok).

A modell feljavitasa soran biztosak akartunk lenni abban, hogy ha valamit valtoztatunk azért,
hogy a genetikai interakciokat pontosabban jelezziik eldre, akkor ne rontsuk le a modell mas
tulajdonsagait. A modellek mindségét leggyakrabban azon mérik le, hogy egyszeres
génkilitések fitneszhatasat milyen hatékonysaggal jelzik eldre kiilonb6zd kornyezetekben.

Emiatt a modellezés soran felhasznaltunk egy olyan adatsort is, amelyben 465 gén kilitésének
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hatasat mérték le 16 kornyezetben (Snitkin et al., 2008). Ebben az adatsorban azonban egy
masik Saccharomyces cerevisiae torzset hasznaltak, amelyben a his3, leu2 és ura3 gének
voltak kititve (Snitkin et al., 2008). Ennek megfeleléen, amikor ezzel az adatsorral vetettiik
0ssze a szimulacios eredményeket, akkor a fent felsorolt génekhez rendelt IGPDH, IPMD ¢és

OMPDC reakcidkat toroltik a modellbol.

2.2.4. Funkcionalis pleiotrépia szamolasa az anyagcseremodell génjeire

Egy adott gén pleiotropidja alatt a dolgozatomban olyan mérdszamot értek, mely megadja,
hogy a gén hany kiilonboz6 biologiai folyamatban vesz részt. Kordbban mar kimutattak, hogy
a genetikai interakcidos halozatban csomodpontként szereplé gének jellemzden erdsen
pleiotropak is (Costanzo et al., 2010), emiatt a pleiotropia vizsgalata ravilagithat a genetikai

kolcsonhatasok anyagcsere-haldzaton beliili mintazatainak hatterére.

cpey

modell 54 olyan metabolitot (biomassza komponenst) hataroz meg, melyeknek megtermelése
létfontossagu az in silico ¢l6lény életben maradasahoz és novekedéséhez (Fiiggelék: 2.

tablazat).

Els6 1épésben minden biomassza komponensre kiszamoltuk a modell altal elérhet6 maximalis
termelés mértékét oly modon, hogy bevezettiink egy, a komponenst a sejtbdl kivalasztd
mesterséges reakciot, €s meghataroztuk az ezen a reakcion atmehetd maximalis fluxus érteket.
Ezutan minden egyes génre kiszamoltuk, hogy a kilitése csokkenti-e egy adott biomassza
komponens maximalis termelését. Végiil minden génre megszamoltuk, hogy a kiiitése hany
biomassza komponens maximalis termelését csokkenti. Ez a szam adja meg az adott gén

srer

halozaton beliil.

2.2.5. Az anyagcseremodell automatizalt feljavitasa genetikai interakcios adatok

felhasznalasaval

Az anyagcseremodell feljavitasara egy gépi tanuldson alapuld modszert fejlesztettiink ki,
amely automatikusan general hipotéziseket, amelyek javitjadk a negativ genetikai interakciok
elorejelzését. Egy korabbi moddszerhez képest, amely a kisérletes és szdmitogépes adatok
kozotti eltérést minden mutansra kiilon-kiilon vizsgalta (Kumar and Maranas, 2009), a mi
modszeriink az dsszehasonlitast globéalisan végzi, tehat minden elérhetd informacidt egyszerre

vesz figyelembe. A modszer alapja egy kétszintli genetikai algoritmus, mely javitja a
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kisérletes és prediktalt adatok kozotti egyezést (3. abra). A genetikai algoritmusok a
természetes szelekcid inspirdlta heurisztikus optimalizéciot alkalmaznak, ezaltal olyan
problémak megoldasat teszik lehetévé, ahol az Osszes lehetséges allapot kiszamolasa a
paraméterek nagy szama miatt nem lehetséges. Az optimalizacid soran egy populacid
evolucioja zajlik, ahol a populacid egyedei mind potencidlis megoldasok (kiilonbozo
modellek meghatarozott valtoztatasokkal az eredeti modellhez képest), és a paramétertér egy-
egy pontjat reprezentaljak (Goldberg, 1989). Hasonld algoritmusokat korabban sikeresen
alkalmaztak az anyagcsere-mérnokség teriiletén, hogy egy kivant metabolit termelését
maximalizalé génkiiitéseket azonositsanak (Rocha et al., 2008). A mi algoritmusunk egy
olyan populaciébol indul ki, amelynek egyedei véletlenszerii valtoztatdsokat hordozo
(,mutans”) modellek. Az algoritmus minden modellre kiszdmolja a modell kisérletes
adatokkal valo egyezését (ezt nevezik az egyed fitneszének), és a legpontosabb modellekbdl
kialakitja bizonyos szabalyok szerint (lasd alabb) a kovetkezd generaciot. A genetikali
interakcidk nagy szdma miatt minden interakciot kiszamolni meglehetésen iddigényes, igy

egy két 1épcsos eljarast fejlesztettiink ki.
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A modell lehetséges
modositasai

Genetikaiinterakcios adat
génparokra, melyek in vivo vagy

in silico interakciot mutatnak @

Modositasok keresése,
amelyek javitjak az
el8rejelzéseket

@ 1. 1épés

Potencialis
hipotézisek

Teljes kisérletes adatsor
egyszeres mutansokra és
genetikaiinterakciokra | = = = = = =— @ ————————————

Elérejelzések
sikerességének
maximalizalasa

I

[ El&nyds modell korrekciok }

2. lépeés

Tesztelhetd elérejelzések
keresése a modell segitségével

3. abra: A kétlépéses modelljavito eljaras sémdja. Az optimalizacio két lépésbol all. Az elsé
lépésben csak azokat a génparokat hasznaltuk fel, amelyek kisérletesen vagy in silico negativ
genetikai interakciot mutatnak. Ezaltal sikeriilt felgyorsitani ezt a lépést, ami lehetévé tette,
hogy nagyobb populaciomérettel és tobb generacioval futtassuk a genetikai algoritmust. Az
optimalizacio soran esetlegesen megjelend uj, hibds interakciokat az algoritmus masodik
lépése sziirte ki, melyben mar az osszes lehetséges génparon teszteltiik a genetikai algoritmus
altal generalt modelleket. A mdsodik lépés soran a genetikai algoritmus paraméterterét az

elso lépés eredményeként kapott modositasok képezték.
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Az optimalizacio elsé 1épésében azok koziil a génparok koziil, amelyek mind a genetikai
kolcsonhatasokat leird kisérletes adatsorban, mind a modellben szerepelnek, csak azokat
hasznaltuk fel, amelyek vagy kisérletesen, vagy in silico, vagy mindkettdben negativ
genetikai kolcsonhatdst mutatnak. A genetikai interakciok ritkdk (a génparok 0.5%-a mutat
negativ genetikai interakciot), igy a legtobb génpar nem mutat interakcidt é€s kihagyasuk
jelentésen felgyorsitja a paramétertér feltérképezését. Ennek azonban az az ara, hogy a
modellen végrehajtott modositdsok a nem tesztelt génparokban uj in silico genetikai
kolcsonhatasokat idézhetnek eld, és ezeket a fals pozitiv taldlatokat az optimalizacio elsd
Iépése nem veszi figyelembe. Ez két okbdl nem jelent problémat. Egyrészt a modell altal
kihagyott valodi genetikai interakciok komolyabb problémat jelentenek, mint a modell éltal
hibasan jelzett interakciok (lasd Eredmények). Méasrészt az optimalizacié soran esetlegesen

megjelend 1j, hibas interakcidkat az algoritmus masodik 1épése sziiri ki.

Az optimalizaci6 masodik 1épésében az elsé 1épés eredményeként kapott legjobb predikcios
pontossagti modellekbdl indultunk ki, és egy Ujabb genetikai algoritmust futtattunk, ekkor
azonban mar a populdcidkban minden modell predikcids pontossagat az Osszes lehetséges
génparon lemértikk. A teljes génparlista felhasznaldsa ebben a 1épésben biztositja, hogy a
végsd modellekben nem lesznek olyan moddositasok, melyek ardnytalanul sok fals pozitiv

negativ genetikai kdlcsonhatdst okoznak.
Az anyagcseremodellek predikcios pontossdaganak szamolasa

Az algoritmus mindkét 1épésében hasonldan tortént a modellek értékelése. Eldszor
kiszamoltuk az in silico genetikai interakcio értékét (¢) FBA segitségével, majd ezeket az
értékeket bindrissd alakitottuk (van/nincs interakcid) és Osszehasonlitottuk a kisérletes
adatokkal. Korabban mar emlitettem, hogy a kisérletes adatok esetében a genetikai
kolcsonhatasok eldjele megbizhatobb, mint a mértékiik, és ez a szimulaciokra is igaz. Emiatt a
prediktalt kolcsonhatasokra is kivalasztottunk egy kiiszobértéket, ahol a legpontosabb az
eldrejelzés. Az adatok bindrissa transzformalasanal az erds negativ genetikai interakciokra
Osszpontositottunk: negativ volt az interakcid, ha ¢ < -0.5, és nem volt interakcio, ha ez a
feltétel nem teljesiilt. Ezen a kiiszobértéken az eredeti modell nagy pontossaggal jelezte eldre
a kisérletes genetikai interakciokat. Elozetes tesztelések alapjan pedig azt talaltuk, hogy a
modell eldrejelzéseinek pontossaga robusztus a hatarérték valtoztatasara, tehdt mas

hatarértékek mellett is hasonlé eredményeket kapnank.
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A binaris in silico genetikai interakciok kisérletes értékekkel vald 6sszevetéséhez a nagyobb
megbizhatdsagu, szigorubb kisérletes adatsort hasznaltuk fel. Az optimalizalas els6 1épésében
a modelleket csak azokon a génparokon értékeltiik ki, amelyek kisérletesen vagy in silico
genetikai interakciot mutatnak az eredeti modell szerint. Ennek megfeleléen az optimalizacio
ezen szakasza azokat a modositasokat részesitette elonyben, amelyek novelték a helyesen
prediktalt interakciokat (valodi pozitiv, VP, lasd még 1. tablazat) vagy csokkentették a modell
altal hibasan interakcionak jelzett eseteket (fals pozitiv, FP). A modellek kisérletes adatokhoz

valo illeszkedését az alabbi képlet alapjan szamoltuk:
Fitnesz (elsé lépés) = VP — FP

Az optimalizacid masodik 1épésében minden elérhetd mérési adatot felhasznaltunk, ez
Osszesen 67 517 a modellel atfedd génpart jelent. A predikcidk pontossdgat Matthews
korrelaciés koefficienssel (Matthews Correlation Coefficient, MCC) szamoltuk ki (Baldi et
al., 2000). A MCC el6nye, hogy egyforma sullyal veszi figyelembe az igazsagmatrix® mind a
valédi negativ interakciok szama nagysagrendekkel meghaladja a tobbi kategoriat. A MCC

kiszamolésa a kovetkezo egyenlettel torténik:

_ VP x VN —FP X FN
J(VP + FP)(VP + FN)(VN + FP)(VN + FN)

McCC

Az élesztd anyagcseremodell automatizalt feljavitasa soran fontos szempont volt, hogy a
modositasok hatdsara a modell azon képessége, hogy az egyszeres génkiiitéseket
megbizhatdan elérejelzi, ne vesszen el. Emiatt az optimalizacié masodik 1épésében nem csak
a genetikai interakciok predikcidjat probaltuk javitani, hanem az is szempont volt, hogy az
egyszeres génkilitések predikcioja ne romoljon. Az esszencialis gének eldrejelzésének
mindsitéséhez egy korabbi tanulmany kisérletes adatsorabol a YPD médiumon mert
génkilitések eredményeit hasznaltuk, a szimulaciokhoz pedig a kéziratban leirt in silico
kornyezetet alkalmaztuk (Segre et al., 2002). fgy 566 egyszeres génkiiités predikciojat tudtuk
tesztelni. Az egyszeres génkiliitések esetében is binarissa alakitottuk az FBA eredményét oly

modon, hogy ha a vadra normalt relativ FBA érték 0.6 alatt volt, akkor ugy tekintettiik, hogy a

? Az igazsagmatrix olyan 2x2 elemii métrix, amelybe a vizsgalt mintakat (itt génpérokat) soroljak be aszerint,
hogy kisérletesen és a modellezés soran mit mutatnak. Az 1. tablazat példajaval élve a sorok megadjak, hogy a
modellezés soran lattunk interakciot vagy sem, mig az oszlopok azt mutatjak, hogy a kisérletes adatsorban
lattunk-e interakciot az adott génparra.
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génkilités letalis volt. A modell predikcids sikerét a genetikai interakciokhoz hasonloan a

génkilitések esetében is Matthews korrelacid szamolasaval végeztiik.

Egy modell végsd predikcids erejét a genetikai interakciokra és az egyszeres génkiiitésekre

szamolt MCC értékekbdl szamoltuk a kovetkezd formulaval:
Fitnesz (masodik lépés) = ( MCCiyerarciok + MCCogenpiiiteser ) | 2 —,

ahol m egy biintetés, ami aranyos a modellen végrehajtott modositasok szamaval (lasd alabb).
Ahogy az lathato, ez a formula egyenld ardnyban veszi figyelembe a kolcsonhatasok és az
egyedi génkilitésekre kapott elérejelzések pontossagat. Azért dontottiink igy, mert elézetes
szamitasaink azt mutattak, hogy a két mérdszam eltérd sulyozdsa nem befolydsolja érdemben
a modell feljavitasat. Ennek oka, hogy az eredeti anyagcseremodell mar optimalizalva van az
egyedi génkilitések minél pontosabb eldrejelzésére, emiatt ezen a teriileten nem vartunk
Jjelentds javulast. MCCosppiiireser tehat elsésorban akkor érvényesiil, ha egy valtoztatds rontana

az egyszeres génkilitések eldrejelzését.

Kisérletesen megfigyelt interakcio

Van Nincs

Modell altal jelzett Van Valodi pozitiv (VP) Fals pozitiv (FP)

interakcio
Nincs Fals negativ (FN) Valodi negativ (VN)

1. tablazat: a kisérletes megfigyelések és a predikcio Osszevetését bemutato igazsagmatrix.
Minden egyes génpar, amelyre genetikai interakciot szamoltunk, besorolhato a tablazatban

szereplo négy kategoria egyikébe.

Az eljaras soran a modelleken végrehajtott lehetséges modositdasok

Kétféle valtoztatast engedélyeztink a modellen, hasonldéan egy korabbi munkahoz (Kumar
and Maranas, 2009). Az els6é a biomassza-Osszetevok listajanak modositasa. Ezek azok a
metabolitok, amelyeknek megfeleld aranyban to6rténdé maximalis termelése az
anyagcseremodell célja az FBA soran. Bizonyos metabolitok jelenléte a biomassza-
alkotdelemek kozott megkérddjelezhetetlen (aminosavak, nukleotidok), masoké azonban

kétséges (pl. egyes vitaminok, tartalék tapanyagok). A sorélesztd anyagcseréjének
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tobb oka van. Egyrészt a biomassza Osszetételére vonatkozd adatok kisérletes mérésekbdl
szarmaznak (Forster et al., 2003; Mo et al., 2009) és a mérések kozott lehetnek eltérések,
valamint a biomassza Osszetétel is valtozhat a kornyezet fliggvényében. Tovabba a biomassza
modellben taladlhatd reprezentacidja az esszencialis metabolitokat hivatott tartalmazni, és
elképzelhetd, hogy egy metabolit, amely a mérések soran jelen van a biomasszdban, nem
esszencidlis a novekedéshez. Végezetiil a biomassza modellben talalhatd Gsszetétele csupan
egy kozelités, Osszeallitasanal pedig fontos szempont, hogy a modell elérejelzései minél
pontosabbak legyenek, még akkor is, ha ehhez bizonyos metabolitokat, amelyek a kisérletek
alapjan a biomassza részei, el kell hagyni beléle. Emiatt a modell biomassza 0sszetételének
optimalizalasa szerves részét képezi az anyagcsere-haldzatok rekonstrukcidjanak (Kuepfer et

al., 2005).

Azokat a metabolitokat, amelyek nem voltak jelen mindegyik éleszt6 modell biomassza-
Osszetevol kozott, modosithatd biomassza-komponenseknek vettiik és jelenlétiiket vagy
hianyukat az optimalizacids algoritmus szabadon valtoztathatta. A mddosithatd biomassza-
komponensek listajanak Osszeallitdisahoz négy publikalt modellt hasznaltunk fel: iFF708
(Forster et al., 2003), iIND750 (Duarte et al., 2004), iLL672 (Kuepfer et al., 2005), iMM904
(Mo et al., 2009). A 21 modosithaté biomassza-komponens listajat a Fiiggelék: 3. tdablazat

tartalmazza.

A masodik megengedett modositds a modellen a reakcidk reverzibilitasanak valtoztatasa. A
reverzibilitasi fok ndvekedését nem engedtiik, csak Ujabb kényszerek modellbe vezetését
(tehat csak reverzibilis — irreverzibilis ¢€s irreverzibilis — inaktiv valtozasokat
engedélyeztiink). Sem a reverzibilitasi fok novekedését, sem uj reakciok hozzaadasat nem
engedélyeztiik, ugyanis az eredeti modell azért nem taldlja meg a kisérletes negativ genetikai
interakcidkat, mert a kettds génkiiités fitneszét tilbecsli. Ezt a problémat pedig nem lehet )
reakciok hozzaadasaval vagy irreverzibilis reakcié reverzibilissé alakitasaval orvosolni,
melyek csak 0j potencialis alternativ Gtvonalat jelentenének. Az in silico esszencialisnak talalt
reakcidkat ¢és azokat a reakcidkat, melyek kisérletesen esszencidlisnak meghatarozott
génekhez vannak kapcsolva az anyagcseremodellben, nem modositottuk (Giaever et al., 2002;
Segre et al.,, 2002). Emellett nem modositottuk az tgynevezett blokkolt reakciokat sem,
amelyeknek a fluxus értéke semmilyen koriilmények kozott nem lehet nullatol eltérd érték
(példaul azért, mert nincs olyan reakcid, amely megtermelné a blokkolt reakcid szubsztratjat

(Burgard et al., 2004)). Hogy tovabb csokkentsiik az optimalizacié szamitasigényét, a teljesen
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kapcsolt reakciok csoportjait egyetlen reakcioként képeztiik le a paramétertérben. Teljesen
kapcsoltnak akkor vehetiink két reakciot, ha a fluxusuk tokéletesen korrelal minden
kortilmények kozott (példaul az elsé reakcid kizardlagosan termel egy metabolitot, amelyet
egyediill a masodik reakcié tud feldolgozni (Burgard et al., 2004)). Osszességében 454
modosithatd reakciot gytjtottiink ossze. A reverzibilis reakcidk esetében azonban a reakcio
két lehetséges iranyat kiilon-kiilon is lehet mddositani, emiatt ezek a reakciok az iranyoknak
megfelelden két binaris paraméterként lettek leképezve, mig az irreverzibilis reakciok egy
binaris paraméterként. Osszesen 615 bindris paraméter irta le a reakciok reverzibilitasanak és

inaktivalasanak valtozasat.

A genetikai algoritmus részletei

crer

paraméterekbdl allo vektor és minden paraméter egy bizonyos modositast jelent az eredeti
anyagcseremodellhez képest. A paraméter allapota 1, ha a moédositast alkalmazzuk a modellre
¢s 0, ha nem. A kiindulasi populaciét véletlenszertien generaltuk gy, hogy a paraméterek
tobbségét nullara allitottuk, és csak egy kis résziiket allitottuk egyre. Az egyre allitott
paraméterek szamat minden modell esetében egy véletleniil kivalasztott szam adta meg, amit
egy A = 1 varhat6 értékti Poisson eloszlasbol huztunk. Az igy kapott szamot noveltiik eggyel,
biztositva, hogy legalabb 1 valtoztatds legyen a kiindulasi populaci6 minden egyedében.
Ezutan véletlenszerlien kivalasztottunk a kapott szamnak megfeleld paramétert és egyre

allitottuk az értékiiket, mig a tobbi paraméterét nullara.

A populéci6 minden egyedére kiszamoltuk a fitneszt a moddositott modell predikcidinak
kisérletes adatokkal vald egyezése alapjan a fentebb leirt modon. A kovetkezd generécio
egyedeit a jelenlegi generacido egyedeinek fitnesze alapjan hataroztuk meg a kovetkezd
operatorok alkalmazéséaval: elitizmus, keresztezés, mutacid, beillesztés, kilités. Elsd 1épésként
a legmagasabb fitneszli egyedeket valtozatlan formaban atvittiik az 0j generacioba (elitizmus).
Ezutan létrehoztunk egy halmazt, melynek mérete feleakkora volt, mint a populacié mérete,
¢s annak a valoszinlisége, hogy egy egyed belekeriilt, ardnyos volt az egyed fitneszével
(ennek a halmaznak az angol neve mating pool). Az egyedek halmazba keriilésének
valoszinliségét egy linearis rang eljaras (linear ranking procedure) alapjan hataroztuk meg
(Bick and Hoffmeister, 1991). Ezutdn a halmazbol véletlenszeriien kivalasztottunk egy vagy

két egyedet (,,sziilok”) €s az operatorok egyikével létrehoztunk egy 1 egyedet az 1j
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generacioba. Minden 1) egyedet egyetlen operator hasznalatdval hoztunk létre. Az egyes

operatorok részleteikben:

o Keresztezés: két sziilot valasztottunk és minden paraméter esetében az értéket az egyik
szll6tdl orokolte 50%-50% eséllyel.

e  Mutacio: egy szilot valasztottunk, annak pedig két paraméterét, egyik 0, a masik 1
allapotban, és a két paraméter értékét megceseréltiik, igy az egyesek ¢és nullak szdma
valtozatlan maradkt.

o Beillesztés és kitités: véletlenszerlien kivalasztott szamu nullds (vagy egyes a kilités
esetében) allapotli paramétert az ellenkezdé allapotra allitottunk. Azt, hogy hany
paramétert valtunk at, egy, a A = 1 paraméterli exponencidlis eloszlasbol huzott

véletlenszer(i szam hatarozta meg, mely azonban legalabb 1 kellett, hogy legyen.

Az optimalizacio elsé 1épésében az evolicid 1000 generacion at tartott és a populacio 100
egyedbdl allt. Az eldzetes szimulaciok alapjan azt vartuk, hogy az 1000 generaci6 elegendd
ahhoz, hogy a genetikai algoritmus egy optimumba konvergaljon (azaz a legjobb egyed
fitnesze mar ne javuljon tovabb). Az utédok megoszlasa aszerint, hogy mely operatorral

hoztuk oket l1étre: 5% elitizmus, 45% keresztezés, 40% mutacio, 5% beillesztés és 5% kiiités.

Az optimalizacio elsé 1épésének eredményeként dsszegylijtottiink minden olyan modellt, ami
az optimalizacid sordn létrejott, és amelynek fitnesze elérte a maximalis fitneszt. Ezekbdl a
modellekbdl kivalasztottuk a leggyakoribb modositasokat (azokat, amelyek az atlagnal
gyakrabban fordultak el a modellekben). Ezek a moddositasok képezték a lehetséges
paraméterek terét az optimalizacié masodik 1épésében (lasd 3. abra). Ezaltal a paramétertér a
masodik 1épésre jelentdsen lecsokkent, jellemzden kevesebb, mint 50 binaris paraméterre,
szemben az elsé lépés 615 paraméterével. Ennek kovetkeztében a mésodik Iépésben mar
lehetové valt, hogy a teljes genetikai interakcios adatsoron tovabb optimalizaljuk a modellt az

elsd 1épés eredményeként kapott ~50 paraméterrel.

Az optimalizacié masodik korében a populacio 50 egyedbdl allt és az evolucio 20 generacion
keresztiil zajlott, az egyedek fitneszét pedig minden kisérletes adat figyelembe vételével
szamoltuk. Hidba volt a paramétertér sokkal kisebb, az optimalizacido masodik 1épése még igy
is sokkal iddigényesebb volt, mint az elsd 1épés, a nagy mennyiségli génpar miatt, amelyet ki
kellett értékelni. Az eldzetes szimulaciok azonban azt mutattak, hogy 20 generacio alatt

konvergal az algoritmus egy optimumba.
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hogy minden paramétert 50% eséllyel kapcsoltunk be. A neutrdlis modositasok kisziirése

érdekében egy biintetést vezettiink be (1), amelynek értéke:

10-7 paraméterek szama az egyes allapotban
= X

paraméterek szama

A biintetés értékét ugy valasztottuk meg, hogy az semmilyen pozitiv hatast nem tud elnyomni,
amit egy 1j modositas okozna. Ha viszont két egyed fitnesze egyforma lenne, akkor a biintetés
hatasara az lesz az eldnyosebb, amelyik kevesebb modositast tartalmaz. Emellett a genetikai
algoritmus operatorainak aranyat is megvaltoztattuk az elsé 1épéshez képest a kovetkezok
szerint: 5% elitizmus, 32.5% keresztezés, 27.5% mutacid, 5% beillesztés és 30% kitités, tehat

a kilités aranyanak novelésével a modositasok szamanak csokkentését preferaltuk.

Az optimalizacio masodik 1épésének eredményét tovabb egyszeriisitettiik azaltal, hogy a még
benn maradt neutralis modositasokat kivettiik. A teljes kétlépéses optimalizaciot 8
alkalommal futtattuk le, ezzel mértiik fel, hogy a kapott optimalis modell egyedi, vagy tobb
megoldas is van, illetve hogy szélesitsik az eredményiil kapott hipotézisek korét. Az
eredménye jelentdsen eltérhet, egyrészt a véletlen modositasoknak kdszonhetden, masrészt a

modositasok kozott esetlegesen fellépd kolecsonhatasok miatt.

2.2.6. Az automatizalt modelljavitasi eljaras ellendrzése keresztvalidalassal

Az anyagcseremodell automatikus feljavitasara kifejlesztett modszeriinket keresztvalidalassal

ellendriztiik a kovetkezéképpen:

1. A kisérletes genetikai interakcids adatsort és az egyszeres génkilitéses adatsort is
véletlenszeriien két, egyforma részre osztottuk (egyik a tanuld, masik a teszt adatsor).
A felosztast oly modon végeztiik, hogy mindkét csoportba egyforma szamu genetikai
interakcio (illetve esszencialis gén) keriiljon.

2. Lefuttattuk a kétlépéses genetikai algoritmust a tanulo adatsoron.

3. Kiértékeltiik az optimalizalt modell(eke)t a teszt adatsoron az optimalizacional leirt
modszerrel. Ha tobb, egyforman jol teljesitd modellt kaptunk eredményiil, akkor
mindet kiértékeltiik a teszt adatsoron és az atlagos teljesitményiiket vettiik.
Osszehasonlitasként az eredeti, modositatlan modellt is kiértékeltiik a teszt adatsoron.

4. Felcseréltiik a tanuld és teszt adatsorokat és megismételtiik a 2-3 1€péseket.
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5. Az 1-4 1épéseket 6tszor megismételtiik.

Ezzel az eljarassal 10 fiiggetlen becslését adtuk meg az automatikus modelljavito

eljarasunknak.

2.2.7. Az eredmények kiértékelése

Precizitas-érzékenység gorbe

A kiilonféle szamitogépes elorejelzések mindségének jellemzésére egy szemléletes modszer
az ugynevezett precizitas-érzékenység gorbe készitése (angolul precision-recall, a gorbe
elnevezésére ugyan nincs bevett magyaritas, de mind a precision, mind a recall szavakra van,
igy a dolgozatban a goérbe magyaritott nevét hasznalom). A precizitas (precision) megadja,
hogy a szimulécio eldrejelzéseinek mekkora része valos eset (ahol a valdsag jellemzden egy
kisérlet eredménye). Az igazsagmatrixbol kiindulva a precizitast leirhatjuk a kovetkezd
egyenlettel: precizitas = VP / (VP + FP). Az érzékenység (recall) pedig a valodi esetek azon
része, amelyeket a szimulacio elérejelez. Az érzékenység képlete: érzékenység = VP / (VP +
FN). Ha példaként az esszencialis gének eldrejelzését nézziik, akkor a precizitdas megadja,
hogy a szimuldcionk altal talalt esszencialis géneknek mekkora hdnyada valoban esszencialis,
mig az érzékenység megmondja, hogy a valdoban esszencialis gének koziil mennyit taldltunk

meg.

A precizitas-érzékenység gorbét ugy vessziik fel, hogy a szimuldci6 eredményét kiillonb6zo
kiiszobértékek mellett bindrissa alakitjuk (minden esetre megadjuk, hogy a modell szerint
talalat vagy sem), majd kiszdmoljuk a precizitas és érzékenység értéket minden kiiszobértékre
¢és abrazoljuk (4. &bra). Munkdm soran a precizitas-érzékenység gorbék készitéséhez az

ROCR programcsomagot alkalmaztam (Sing et al., 2005).
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4. abra: precizitas-érzékenység gorbe szemléltetés. Az abran az ROCR() fiiggvény tesztadatai

lathatok.

ROC gorbe

A vevé miikodési karakterisztika (Receiver Operating Characteristic, ROC) gorbe egy masik
grafikus modja a predikcios erd kifejezésének. Az ROC gorbe az érzékenység €s a fals pozitiv
rata k6zo6tti kompromisszum megitélésére hasznalhat6 fel (5. abra). Az érzékenység fogalmat
lasd fentebb a precizitas-érzékenység gorbe leirasanal, a fals pozitiv rata pedig megadja, hogy
azoknak az eseteknek, amelyek a valosagban nem taldlatok, mekkora részét mondja a
szimulaci6é talalatnak. Képlettel felirva: fals pozitiv rata (FPR) = FP / (FP + VN). A
precizitas-érzékenység goérbéhez hasonloan itt is kiillonboz6 kiiszobértékek mellett binarissa
alakitjuk a szimulacié eredményét. Ha a szimulacié tokéletesen megfelel a valosagnak, akkor
az ROC gorbén egyetlen pont van a bal felsé sarokban (érzékenység = 1, FPR = 0). Annal
jobb egy eldrejelzés, minél jobban megkdzeliti az ROC gorbéje ezt a pontot. Az atloban
helyezkednek el az elérejelzései egy olyan predikcios eljarasnak, amely véletlenszeriien donti

el, hogy egy génpar tagjai kélcsonhatnak-e egymassal.
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5. abra: ROC gorbe szemléltetés. Az abran az ROCR() fiiggvény tesztadatai lathatok. A

szaggatott vonal a véletlenszerii elorejelzéseknek felel meg.

2.2.8. Aszpartat oxidaz és Kinolinat szintaz homolog gének keresése élesztében

Escherichia coli baktériumban az aszpartat oxidaz (EC szam: 1.4.3.16) és kinolinat szintaz
(EC 2.5.1.72) enzimek alkotjak a de novo NAD bioszintézis ttvonalat (Flachmann et al.,
1988). Az enzimek altal kodolt reakciok megtalalhatoak az iMM904  élesztd
anyagcseremodellben is (Mo et al., 2009), azonban nincs gén hozzajuk rendelve. Annak
érdekében, hogy kideritsiik, valoban hidnyoznak-e ezek az enzimek az éleszt6bdl, iterativ
PSI-BLAST keresést futtattunk (Altschul et al., 1997). A PSI-BLAST algoritmus pozicio-
specifikus pontozomatrixot (position-specific score matrix, PSSM) épit fel egy megel6z6
BLAST keresésben legjobb eredményt elért szekvencidk tobbszords illesztésébdl, majd a
kovetkezd illesztéshez a PSSM-ot hasznalva iterativan keres tovabbi szekvenciakat, minden
Iépésben frissitve a PSSM-ot. Ezéltal még a szekvencidk kozotti gyenge kapcsolatokat is
megtalalja. A nadA (kinolinat szintaz) és nadB (L-aszpartat oxidaz) E. coli géneket hasznaltuk
fel kiindulasi szekvencianak a BLASTP (BLAST Protein) kereséshez. Az E-érték kiiszobértek
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10 volt (ez az alapértelmezett), az iteraciok szadmat pedig 20-ra allitottuk. Harom eltéro

modszerrel kerestiink élesztd homolog géneket:

1) csak S. cerevisiae fehérjeszekvenciak kozott kerestiink,

2) a keresést az 0sszes elérhetd organizmus fehérjeszekvencidin végeztiikk, majd a végsd
listabol kivalogattuk az éleszto fehérjéket,

3) a keresést az Osszes elérheté organizmus fehérjeszekvenciain inditottuk, majd az elsé
iteraci6 utdn elmentettiik a PSSM-ot. Ezutan egy PSI-BLAST futast inditottunk a
lementett PSSM-szal mint kiindulasi szekvencia profillal és kizarolag az élesztd

szekvenciak kozott kerestunk.
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2.3. Eredmények

A genetikai interakcios haldzat tulajdonsagait atfogd kisérletes munkédk sordn leirtdk ugyan
(Costanzo et al., 2010; Tong et al., 2004), de ezek a munkak nem lattak bele a kapott
mintazatokért felelds mechanizmusokba. Ezt a hianyossagot mi a genetikai interakcidok
genomléptékii elméleti modellezésével kivantuk feloldani. Emellett a kisérletes adatokat
felhasznalva elsé alkalommal teszteltiik, hogy a modell milyen mértékben képes elérejelezni a
genetikai interakcidkat. A modellt egy automatizalt eljarassal feljavitottuk és egy javasolt

valtoztatast kisérletesen is ellenOriztink.

2.3.1. A gének genetikai interakcios fokszama szorosan osszefiigg a gén fontossagaval és
pleiotropiajaval

A genetikai interakcids halozat jellemzo tulajdonsaga, hogy a gének nagy részének kevés
kapcsolata van mas génekkel, mig a gének egy kis része felelds a kapcsolatok tobbségéért
(6/A abra). Emellett Costanzo és munkatarsai kimutattak, hogy egy gén kiiitésének hatasa az
¢lolény fitneszére Osszefiiggésben all a gén altal mutatott genetikai interakciok szamaval
(Costanzo et al., 2010). Minél tobb interakcidoban vesz részt egy gén, annal karosabb a kititése
az ¢lolény szamara. Ez mind a pozitiv, mind a negativ interakciok esetében igaz. Erre a
jelenségre eddig nem sikeriilt magyardzatot taldlni. Egy lehetséges magyarazat, hogy egy
olyan génkiiités, amely nagymértékben karos az él6lényre nézve, képes elfedni tobb kevésbé
karos génkiiités hatasat is, ezaltal pedig a gének kozott pozitiv interakcidt latunk (Gn. masking
génkolcsonhatasokat). Ezt a logikéat kdvetve azonban a negativ interakciok hianyat varnank a
kéaros génkilitések esetében, ugyanis a fitnesz mar csak kis mértékben tud tovabb romlani egy
ujabb génkilités hatasara. Ez a kép azonban nem felel meg a valésagnak, ugyanis a negativ
genetikai kolcsonhatasok is feldasulnak az olyan gének koriil, melyek kiiitése jelentds

hatranyt jelent.

Az anyagcseremodell vizsgalata soran el6szor arra voltunk kivancsiak, hogy a modell képes-e
visszaadni a genetikai interakcios halozat fentebb leirt tulajdonsagait. Ennek vizsgalatahoz
elsd 1épésben kiszdmoltuk az egyszeres génkilitések hatdsat és a genetikai interakciok szdmat

az anyagcseremodell génjeire az FBA eljaras segitségével.

A genetikai interakcidk szdmanak eloszlasa a modell esetében nagyon hasonlit ahhoz, amit a
kisérletes adatoknal lattunk. A gének alig ~12 szazaléka felelds az interakciok ~85

szazalékaért (6/B abra). Az abran azonban az is latszik, hogy az eldrejelzett kolcsonhatasok
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Gének szama

szdma bizonyos génekre sokkal nagyobb, mint a kisérletes megfigyelt. A kiilonbség abbol
adodik, hogy a kisérletes adatokkal Osszehasonlitva az anyagcseremodell 1ényegesen tobb
gyenge pozitiv genetikai kolcsonhatast mutat. A kisérletes modszerek nem elég érzékenyek,
hogy ilyen gyenge pozitiv kdlcsonhatasokat kimutassanak, emiatt az még nyitott kérdés, hogy

vajon ezek a kdlcsonhatasok tényleg jelen vannak a gének kozott, vagy ez a jelenség a modell

sajatossaga.
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6. dbra: a kiserletesen detektalt (A) és a modell altal elorejelzett (B) genetikai interakciok

szamanak eloszldsa. Az abran a negativ és pozitiv interakciok ésszege van dbrazolva.

A modell emellett erds negativ korrelaciot mutat az egyes gének kilitésének fitneszhatésa és a
gének kolcsonhatdsainak szama k6zott, mind a negativ, mind a pozitiv genetikai interakciok
esetében (Spearman-féle rangkorrelacio, p = -0.89 a pozitiv és p = -0.66 a negativ
génkolcsonhatasokra). Ez a mintdzat akkor is megmarad, ha kizarjuk az elemzésbdl azokat a
géneket, melyek kiiitése semmilyen hatassal nincs a modell fitneszére (Spearman p = -0.59, p
érték <102 a pozitiv kdlcsonhatasokra és p = -0.47, p érték = 0.005 a negativ interakcidkra, 7.

abra). Ebbol kovetkezik, hogy a mintazatért nem ezek a ,,csendes” gének a feleldsek.
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In silico interakciés fokszam

(rang transzformalt)
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1. abra: a genetikai kolcsonhatdsok szama és a génkiiitések fitneszhatdsa kozotti osszefiigges

az anyagcseremodell alapjan. Az egyes értékek rang transzformalt alakban szerepelnek.

Az anyagcseremodellek egyik legnagyobb elénye a rendszerbioldgiai vizsgalatok soran, hogy
képesek a kiillonboz6 jelenségekre mechanisztikus magyarazatot adni. A modell e
tulajdonsagat mi arra akartuk felhasznalni, hogy magyarazatot talaljunk a gének genetikai
interakcids fokszama és a kilités fitnesze kozotti Osszefliggésre. Egy lehetséges magyarazat
arra, hogy egy bizonyos génnek sok genetikai kolcsonhatasa van, az lehet, hogy a gén
nagyszamu bioldgiai folyamatban vesz részt (erdsen pleiotrop), emiatt a kilitésének hatasat
sok mas gén kilitése befolyasolhatja pozitiv vagy negativ irdnyba. Egy korabbi munkaban mar
valoban kimutattdk, hogy a genetikai interakcios halozatban csomopontként szerepld gének
gyakran tobb biologiai funkcidban is részt vesznek (Costanzo et al., 2010). Ha a sokfunkcios
gének kititésének (4tlagosan) nagy a fitneszhatasa, akkor negativ korrelaciot varunk a
génkilitéses mutansok fitnesze €és a genetikai interakcidos fokszdm kozott. A gének
pleiotropiaja Osszetett tulajdonsag, amelyet nehéz empirikusan vizsgalni, azonban az FBA
eljaras lehetové teszi a szamitdgépes vizsgalatat. Ehhez meghataroztuk, hogy egy adott gén
kititése hany, a sejt noOvekedéséhez sziikséges metabolit (biomassza Gsszetevok)

megtermelését korlatozza (Shlomi et al., 2007a).

Az elemzés kimutatta, hogy a hipotézisnek megfelelden erds negativ korreldcidé van egy gén
altal érintett bioszintetikus folyamatok szama (érintett biomassza Osszetevok) és a gén
kiiitésének hatésa kozott (Spearman p = -0.83, p érték <10 a korabbi elemzéseknek

megfelelden csak azokat a géneket vizsgaltuk, amelyek kititésének hatasa van a fitneszre; 8.
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abra). Ezen kiviil a pleiotropia és a genetikai kolcsonhatasok szama is korreldcioban van. Ez a
mintazat mind a kisérletes (Spearman p = 0.55 a negativ és p = 0.24 a pozitiv interakcidkra, p
érték <10® mindkét esetre), mind a modell segitségével szimulalt (Spearman p = 0.62 a
negativ és p = 0.25 a pozitiv interakciokra, p érték <10® mindkét esetre) genetikai interakciok

esetében fennall.

S o

w2 o]

Q

2

5 - o

[]

T & o

o

O :

) | '

£ o | — . o

- -

7] 0

c

“Q

8 :

o - ) —
T T T T

(0,0.9] (0.9, 0.99] (0.99, 1) [1]

Geénkiltések in silico fitnesze

8. dbra: a gének kiiitésének in silico fitneszhatdsa oOsszefiiggésben van az anyagcseremodell
alapjan szamolt pleiotropidaval (egy gén pleiotropidja egyenlo azon biomassza komponensek

szamaval, amelyek bioszintézisét a gén kititése gatolja).

A pleiotropia és az in silico egyszeres mutans fitnesz kozott latott korrelacio arra sarkallt
minket, hogy egyiittesen is megvizsgaljuk ezen géntulajdonsagok hatasat a genetikai
kolcsonhatasokra. Ahogy korabban lattuk, a pleiotropia és a genetikai interakcios fokszam
negativan korreldl az egyszeres génkilitések fitneszével, mig egymas kozott pozitiv
korrelaciot mutatnak (lasd 9. dbra). A tovabbi vizsgéilatokhoz parcidlis korrelacios
elemzéseket végeztiink (a parcidlis korreldcid két valtozo korreldcidja, miutdn bizonyos
tovabbi valtozok hatasat tObbszords linearis regresszioval kikiiszoboltiik (Reiczigel et al.,
2007)). Parcialis Spearman rang korrelacios egyiitthatokat szamoltunk két valtozo kozott,
mikdzben kontrollaltunk a harmadik valtozd hatisara. A vizsgalt valtozok egyike mindig
valamilyen genetikai kolcsonhatas (negativ vagy pozitiv), a masik pedig vagy a pleiotropia

(ekkor az egyszeres mutans fitneszre kontrollaltunk), vagy az egyszeres mutans fitnesz (ekkor
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a pleiotropiara kontrollaltunk). A szamitasokhoz a pcor.test fliggvényt alkalmaztuk, amelyet

az R programnyelvben implementaltak (Kim, 2012; R Core Team, 2013).

Genetikai interakcios
fokszam

Gének Negativ korrelacié Egyszeres génkiltések

fithesze

pleiotrépidja

9. abra: ésszefiiggés a genetikai interakcios fokszam, a gének pleiotropidja és a génkititések

fitnesze kozott. A kék vonal pozitiv, mig a piros vonal negativ korreldciot jelez.

Az elemzésbdl ezuttal is kihagytuk azokat a géneket, melyek kititésének nincs fitneszhatasa,
ezeknek a géneknek ugyanis a pleiotropiaja is nulla (nincsenek hatassal egyetlen biomassza
komponensre sem) és jellemzéen nem mutatnak genetikai interakciot mas génekkel,
ennélfogva hamis korrelaciot okozhatnak. Tovabba gének bizonyos csoportjai mindig azonos
fenotipust mutatnak a szimuldciok sordn, emiatt ezekre a génekre nem lehet fiiggetlen
adatpontként tekinteni a statisztikai elemzéseknél (példaul k6zos fehérje komplexben 1évo
gének, illetve olyan gének, amelyek 4ltal kodolt reakcidk rataja kapcsolt a halozatban (pl. egy
linearis Utvonal, ahol egy koztes metabolitot csak egy reakcid termel €és csak egy reakcio
fogyaszt)). Hogy elkeriiljiik az ebbdl fakadd torzulast az eredményekben, minden korrelalt
géncsoportot egyetlen, véletlenszertien kivalasztott gén képviselt az elemzésekben. A

szlirések eredményeképpen 34 gén maradt.

A parcidlis korrelacios elemzések feltartak, hogy bar a modellben a pozitiv interakcios

fokszamot a génkilitések hatdsa hatarozza meg (ez 6sszhangban all azzal a hipotézissel, hogy
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a nagy kéaros mutaciok elfedhetik sok, kevésbé karos mutacid hatasat), a negativ interakcios

fokszamot a pleiotropia okozza (2. tablazat).

Negativ interakcios Pozitiv interakcios
fokszam fokszam
Spearman Spearman
P-értek P-értek
parcialis p parcialis p
Korrelacio az interakcios fokszadm és a
pleiotropia kozott kontrollalva az 0.447 0.005 -0.112 0.531
egyszeres mutans fitneszre
Korrelacio6 az interakcios fokszam és
az egyszeres mutans fitnesz kozott 0.089 0.620 -0.451 0.005
kontrollalva a pleiotropiara

2. tablazat: parcidlis korreldcios elemzés a modell altal eldrejelzett genetikai interakcios

fokszam, az egyszeres mutans fitnesz és a pleiotropia kozott.

2.3.2. Az anyagcseremodell genetikai interakciokat elérejelzé ereje

A Boone csoporttdl szarmazd atfogd kisérletes genetikai interakciés adatsor paratlan
lehetéséget nytjt arra, hogy megvizsgaljuk, milyen mértékben képes az anyagcseremodell az
FBA segitségével elérejelezni a genetikai kdlcsonhatasokat. Az adatsor teljes, tehat nemcsak

azt tudjuk, hogy mely génparok kozott van kdlesonhatas, de azt is, hogy melyek kozott nincs.

A szimuldcio soran kizartuk az elemzésbdl az esszencialis géneket €s az olyan géneket,
amelyek kizarolag blokkolt reakciot kodolnak. Az tgynevezett blokkolt reakcidkon az FBA
soran nem mehet at fluxus, kiilonben a modell nem képes névekedésre (ennek oka lehet, hogy
az adott reakcid csak mas kornyezeten valé novekedés soran kap szerepet, de az is, hogy a
reakcid az anyagcserének egy kevésbé feltérképezett részén helyezkedik el, ahonnan még
hianyoznak tovabbi reakciok (Burgard et al., 2004)). igy a modell és a kisérletes adatsor
kozott 6sszesen 67 517 nem-esszencidlis génpar egyezik meg, melyek kozott 325 negativ és
116 pozitiv kisérletes genetikai kolcsonhatas talalhato. Az FBA segitségével kiszamoltuk,
hogy mely génparok mutatnak genetikai kolcsonhatast, és azt talaltuk, hogy kozottiik erds
feldisulast mutatnak a kisérletes interakciok. A negativ interakcidk 100-szoros feldisulast
mutatnak a véletlenszerlien varthoz képest (50%-os precizitds mellett), mig a pozitiv

interakciok 60-szorost (a precizitas 11%, 10. abra). A precizitds értékét erre az esetre ugy
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Precizitas

értelmezhetjiik, hogy példaul a negativ interakciok esetében a szimulacidé Aaltal
kolcsonhatasban 1évének mondott génparok fele a kisérletes adatok szerint is kdlcsonhatasban
van. Mivel a genetikai interakciok ritkdk, ezek rendkiviil magas predikcios sikernek

szamitanak (ezért kapunk 100x feldusulést).
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10. dbra: A kisérletesen megfigyelt és szamitogéppel szamolt genetikai interakciok dsszevetése
precizitas-érzékenység és ROC gorbékkel (utobbi bedgyazva) kiilonbozd in silico interakcios
kiiszobértékek mellett. A szaggatott vonal jeloli a véletlen elorejelzést figyelembe véve a
genetikai interakciok gyakorisagat a kisérletes adatok alapjan. A precizitas értékek mas
skalan helyezkednek el a két abran. Az ROC abrak részlegesek, csak a gorbék bal also sarkat

mutatjak, ahol az adatpontok elhelyezkednek.

Ezek az eredmények alatamasztjak, hogy az in silico eldrejelzett genetikai interakciok
biologiailag relevansak (Harrison et al.,, 2007), azonban a kisérletesen latott
kolcsonhatdsoknak csak egy kis hanyadat talaljuk meg a szimulédcidval: az érzékenység 2.8%
a negativ és 12.9% a pozitiv interakcidkra. Ezen az eredményen az sem valtoztatott, ha az
FBA helyett egy alternativ algoritmust hasznaltunk (Segré et al., 2002), mas képlettel
szamoltuk a genetikai kolcsonhatast (Segré et al.,, 2005), vagy egy kevésbé
kompartmentalizalt élesztd modellt hasznaltunk (Kuepfer et al., 2005). Erdemes megjegyezni,
hogy kisérletesen genetikai kdlcsonhatdst mutatd génparoknak csak elenyészd hdnyada mutat

ellentétes irdnyl kolcsonhatast a szimulacidk soran, tehat az alacsony érzékenység értékek
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oka nem a genetikai interakciok hibas besorolasa, hanem az, hogy a szimulaci6 az interakciok

nagy részét nem talalja meg.

Felmertilhet a kérdés, hogy vajon mennyire megbizhatoak a kisérletes adatok? Az SGA egy
nagyskalaju modszer 1évén sziikségszeriien kevésbé pontos, mint azok a vizsgalatok, amelyek
csupan néhany gén kozotti kolcsonhatas mérésére Osszpontositanak. A korabban, fdleg
esettanulmanyok soran azonositott negativ interakcidkkal dsszehasonlitva valoban azt latjuk,
hogy a kisérletes adatsor érzékenysége 35%, tehat az SGA adatsor a mas forrasbol szarmazo
negativ genetikai interakciok 35%-at visszaadja. Az er0s negativ és pozitiv interakciok
azonban nagymértékben feldusultak a korabban azonositott kdlcsonhatasokban (140-szeres
feldusulas a negativ és 80-szoros feldusulas a pozitiv interakciok esetében (Costanzo et al.,

2010)).

A genetikai kolesonhatasok eldrejelzésére l1éteznek statisztikai modszerek is, melyek szamos
kiilonboz6 bioldgiai informaciot hasznalnak fel az interakciok elérejelzésére (Wong et al.,
2004; Ulitsky et al., 2009). Az egyik munkéban genomikai és proteomikai adatokat
integraltak egy statisztikai modellbe és 80%-os érzékenységgel sikeriilt eldrejelezniiik a
negativ genetikai interakciokat az altaluk haszndlt kisérletes adatsorhoz viszonyitva. Azt
talaltdk, hogy meglepé modon a szekvencia homoldgia csak az interakcidoban 1€évo génparok
3%-ara volt jellemzd, és a negativ genetikai interakciot leginkabb az jelezte eldre, ha két gén
ugyanazt a fenotipust mutatta kiiités esetén, ha fizikai interakcidban voltak, ha azonos
funkciot toltottek be, vagy ha hasonlo volt a génpar koriili lokalis halozati topologia (Wong et
al., 2004). Ezek a modszerek azonban a meglévé genetikai interakcidos adatokat is
felhasznaljak az elOrejelzéshez, igy csak olyan organizmusok esetében hasznalhatoak, ahol
kell6 mennyiségli genetikai interakciés adat 4ll rendelkezésre, szemben az
anyagcseremodellel (Wong et al., 2004; Ulitsky et al., 2009). Csoportunk ezért megvizsgalta,
hogy a genetikai interakcidos adatok kizarasdval, génparok funkciondlis genetikai és mas
jellegti tulajdonsagai alapjan milyen mértékben lehet elérejelezni a génkolcsonhatasokat
statisztikai modszerekkel. Ezeket a vizsgélatokat Kovacs Karoly munkatdrsam végezte
(Szappanos et al., 2011). Statisztikai modszeriink az FBA-nal jobb precizitas és érzékenység
értékekkel rendelkezett, de még mindig csak a kisérletesen negativ kdlcsonhatasok 30
szazalékat, mig a pozitiv interakciok 25 szazalékat taldlta meg. Ebbdl levonhatjuk a
kovetkeztetést, hogy a genetikai interakcidk tobbségét sem a kényszer-alapu modellezés, sem
a statisztikai modszerek nem képesek visszaadni. Ugyanakkor az FBA segitségével szamolt

mutans fitnesz és genetikai interakcios adatok statisztikai modellbe épitése javitja a negativ
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genetikai interakciok eldrejelzését, tehat a kényszer-alapi modellek tartalmaznak olyan
informaciot, amelyhez nem lehet pusztan statisztikai modszerekkel hozzajutni (Szappanos et

al., 2011).

Tobb oka is lehet, hogy a kényszer-alapii modellezés az interakciok nagy részét nem talalja
meg. Az egyik lehetséges magyarazat, hogy az egyszeres génkiiitések hatdsanak az
elérejelzése nem tokéletes (Mo et al., 2009; Snitkin et al., 2008), igy el6fordulhat, hogy két
nem-esszencialis gén kolcsonhatasat azért nem latjuk, mert az egyik gént esszencidlisnak
mutatja a modell. A kisérletes adatokat dsszevetve a modell elérejelzéseivel azt latjuk, hogy a
negativ interakciok ~24%-aban, mig a pozitiv interakciok ~22%-aban az egyik gén valdban
esszencialis in silico. A hibasan esszencialisnak mutatott gének kizarasaval ugyan n6 az

érzékenység, de az interakciok tobbségét még mindig nem jelzi elére a modell.

Egy masik magyarazat az lehet, hogy a gyenge in vivo interakciokat az anyagcseremodell
kevésbé tudja visszaadni. Az érzékenység valdoban sokat javul, ha csak az erds kisérletes
kolesonhatasok eldrejelzését nézziik (~17% ha € <—0.5 és 25% ha € >0.15), azonban még az

erds interakciok tobbsége is rejtve marad a modell eldl.

Az FBA az anyagcsere optimalis miikodését feltételezi, és nem vesz figyelembe reguldcios
mechanizmusokat a szimulacié soran. gy azonban olyan gének, amelyek in vivo gétlas alatt
allnak, a modellben kompenzalni tudjak mas gének kiiitését. Ennek hatasara a modell
alabecsiilheti a mutaciok hatasat. Ez mind az egyszeres, mind a kettds génkititéseket érinti, és
ezt igazolja az is, hogy a modell csak a kisérletes negativ interakciok 3.7%-ara mutat erds
negativ kolcsonhatast. Ennek a jelenségnek a vizsgalatahoz egy transzkriptomikai adatsort
hasznaltunk fel (Nagalakshmi et al., 2008), hogy meghatarozzuk azokat az anyagcsere
géneket, melyeknek az expresszidja gatolt a vizsgalt kornyezetben, majd a génekhez tartozo
reakciok aktivitdsat nulldra kényszeritettiik (Akesson et al., 2004). Ez a lépés azonban
gyakorlatilag nem véltoztatta az érzékenységét a szimuldcidnak, ami arra utal, hogy a jovOben
sziikség lesz ennél kifinomultabb modszerekre. Egy lehetséges megoldas a regulaciés FBA
modszer alkalmazasa, melynek soran a regulacids hatasok, mint logikai kapcsolok be vannak
épitve az FBA eljarasba (Shlomi et al., 2007b). A modell ugyancsak nem veszi figyelembe,
hogy egyes koztitermékek toxikusak lehetnek a sejt szdmara. Ha egy szubsztrat feldusuldsa
toxikus a sejt szamara, akkor a szubsztratot fogyasztdé enzimek Kkiiitése ezen a toxicitason

keresztiil is csokkenti az €l6lény fitneszét, a modellben azonban a metabolitok koncentracioja

40



nincsen definidlva (a steady-state miatt a koncentraciok allanddak), igy a tobblettermelést sem

tudja szimuldlni.

Ahogy az anyagcserérdl alkotott ismereteink, ugy az anyagcsere rekonstrukcidja is
sziikségszerlien nem teljes. A hidnyos tudas és az esetlegesen hibas annotdcié szintén

felelosek lehetnek a fals eldrejelzések egy részéért.

2.3.3. Az anyagcseremodell predikcios ereje automatizalt médszerrel feljavithato

Ahogy kordbban lattuk, az anyagcseremodell a genetikai kdlcsonhatasok egy jelentds részét
nem képes elérejelezni. Annak érdekében, hogy javitsunk a modell szimulédcios erején,
kifejlesztettiink egy gépi tanulason alapuld eljaradst. Modszeriink automatikusan képes
hipotéziseket gyartani, hogy megmagyardzza a gének kozott fellépd negativ genetikai
interakcidkat. A modellen kiilonb6zé moddositasokat hajt végre, majd a modositasok hatasat

globalisan teszteli.

8 alkalommal futtattuk le javito algoritmusunkat az éleszté anyagcseremodellen. Automatizalt
modszeriink tobb valtoztatast is javasolt a modellen (Fiiggelék: 4. tablazat), amelyek
jelentdsen javitottdk az eldrejelzések sikerességét: az érzékenység 100-267 %-kal, mig a
precizitas 44-59 %-kal nétt (11. abra). Bar modszeriink a pozitiv genetikai kolcsonhatasokat
nem veszi figyelembe, a javasolt valtoztatdsokat leellendriztiik, és nem befolyasoljak az
eldrejelzés sikerességét a pozitiv interakciokra. A javasolt modositasok kozott volt tobb is,
amelyek mind a 8 futds alkalmaval feljottek. Ezek egy része a NAD bioszintézis utvonalat
érintette, amit a koOvetkezd fejezetben bdvebben kifejtek, de emellett feljott még egy
valtoztatas, amely kiveszi a glikogént a novekedéshez 1étfontossagi metabolitok korébdl. Ez a
modositas csokkenti a modellt alkotd kényszerek listajat (nem sziikséges glikogént termelni a
tuléléshez), emiatt nem 0j negativ genetikai interakciokat vezet be, hanem két, hibasan jelzett

interakciot sziintet meg.
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11. abra: 8 fiiggetlen modell-optimalizacio eredménye. Precizitas-érzékenyseég gorbék és ROC
gorbék (bedgyazva) mutatjak a kiilonbséget az eredeti (piros) és a feljavitott (kék és zold,

osszesen 8 gorbe) modellek kozott. A szaggatott vonalak a véletlen elorejelzést mutatjak.

Keresztvalidalas segitségével megvizsgaltuk, hogy az altalunk kifejlesztett mddszer hogyan
teljesit a modell-optimalizdcidhoz nem haszndlt adatokon. 10-szeres keresztvalidalast
végeztiink, tehat 10 alkalommal osztottuk két részre az adatokat tanuld és teszteld
adatszettekre. A teszt szetten lemértiik a modell MCC értékét javitas eldtt €s utan, majd
Wilcoxon-féle eldjeles rangprobaval Osszehasonlitottuk Oket, és azt talaltuk, hogy
madszeriink szignifikdnsan javitja a modell negativ kdlcsonhatas elérejelzé képességét olyan
adatokon is, amelyeket nem hasznaltunk fel a modell javitasahoz (p érték <0.002). A
keresztvalidalas szerint a negativ interakciok eldrejelzésének érzékenysége atlagosan ~87%-

kal nott.

2.3.4. A NAD bioszintézis utvonalak kijavitasa az anyagceseremodellben

A legjelentdsebb javitast az algoritmusunk a NAD bioszintézis modositasaval érte el, ahol egy

vagy két reakcid megvaltoztatasdval négy 1), kisérletesen is latott negativ genetikai

42



kolcsonhatas jelent meg. A szimulaciohoz hasznalt éleszté anyagcseremodell (Mo et al.,
2009) harom NAD bioszintézis utvonalat tartalmaz: I) kinurenin Gtvonal, ami triptofanbol
indul ki II) nikotinsav utvonal, ami az extracellularis nikotinsavat alakitja at, és III) aszpartat
utvonal, ami aszpartatbol indul ki. A kisérletes adatok azt mutatjak, hogy a kinurenin és
nikotinsav utvonal génjei kompenzalni tudjak egymast, ezt azonban a modell nem mutatja,
mert az aszpartat utvonal kompenzalja a kettés mutansok fitneszhatdsat. Az algoritmus az
aszpartat utvonal torlését javasolta, mi pedig utdnajartunk, hogy ez a hipotézis megallja-e a
helyét (12. abra).

triptofan
BNA2
. in vivo negativ
L-formilkinurenin % 7 interakcid
kinurenin "._
BNA4,
aszpartat 3-hidroxi-kinurenin
BNAS5.  * "._
ASPOcm DR
3-hidroxiantranilat . %, °
iminoaszpartat BNA1 eXtraC?"u'a”S
o, w54 nikotinsav
QULNS e, T
= ETNA
kinolinat nikotinat

\

nikotinat mononukleotid

|

deamino-NAD

|

NAD

12. abra: NAD bioszintézis utvonalak az éleszté anyagcseremodellben. A kinurenin utvonal
génjei negativ kélcsonhatast mutatnak in vivo a nikotinsav transzporter génjével, ezt azonban
nem latjuk in silico. Az automatikus modelljavito eljaras az aszpartat utvonal reakcioinak

torlését javasolta (ASPOcm, aszpartat oxidaz; QULNS, kinolindt szintdz).
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Az aszpartat Gtvonal két reakciobol all, és Escherichia coliban az aszpartat oxidaz (NadB) és
kinolinat szintaz (NadA) enzimek kodoljak. Az E. coli enzimekbdl kiindulva homolog
fehérjéket kerestink PSI-BLAST algoritmussal (Altschul et al., 1997) Saccharomyces
cerevisiae-ben. A NadA fehérjének nem talaltuk homolodgjat élesztében. A NadB fehérje
feltekeredési topologidja hasonld mas oxidoreduktaz fehérjékhez (szukcinat dehidrogenaz és
fumarat reduktaz (Mattevi et al., 1999)), ennek megfelelden a szekvencia keresés legerésebb
¢lesztd taldlatai szukcinat dehidrogenaz és fumarat reduktdz fehérjék voltak (pl. SDHI,
OSM1, FRD1, stb.). Ezeken kiviil talaltunk két gént (CIR2 és HER1) nagyon alacsony
szekvencia hasonlosaggal, melyeknek nem ismert a funkcidja. Az eredményekbdl arra
kovetkeztetiink, hogy bar homoldgia keresésiink ugyan talalt az aszpartat oxiddzzal rokon
fehérjéket élesztOben, azonban aszpartat oxidaz aktivitast fehérje ezek kozott nem volt, igy

nincs bizonyiték arra, hogy jelen lenne L-aszpartat oxidaz gén az élesztd genomban.

A kovetkezd 1épésben olyan specifikus elOrejelzéseit kerestikk a modellnek, amelyeket
kisérletesen tesztelhetiink és igazolhatjak, hogy az aszpartat Gitvonal valoban hibasan szerepel
az anyagcseremodellben. Azt talaltuk, hogy csak a javitott modell jelzi esszencidlisnak a
kinurenin utvonal génjeit (BNA1, BNA2, BNA4 ¢és BNAS) ha hianyzik a nikotinsav a
kornyezetbdl. Ezeket az eldrejelzéseket kisérletesen teszteltiik (a labormunkat Szamecz Béla
munkatarsam végezte (Szappanos et al., 2011)) és kimutattuk, hogy az emlitett 4 gén
valamelyikének kiiitésével valoban nikotinsav-fiiggévé tehetd az élesztd. Minden eredmény
arra utal tehat, hogy az aszpartatbdl kiindulé NAD bioszintézis Gtvonal €élesztdben nincs jelen

(lasd még (Panozzo et al., 2002)).
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2.4. Diszkusszio

A kényszer-alapu anyagcsere-halozat rekonstrukcio lehetdséget ad a genetikai kdlcsonhatasok
rendszerszintli vizsgéalatara és a kolcsonhatdsok mogott allo6 mechanizmusok feltarasara.
Mindeddig azonban nem volt olyan nagy-skalaju kisérletes adatsor, amelyen ellendrizni
tudtuk volna a modell altal szolgaltatott elérejelzéseket (Harrison et al., 2007). Charles Boone
€s csoportja azonban a kozelmultban kidolgozta az SGA kisérletes modszert, amellyel
vizsgalhatova valt a nem-esszencialis génparok kozott fellépd teljes interakcios tér a
sorélesztében (Costanzo et al., 2010). Az altaluk biztositott kisérletes adatok felhasznalasaval
megvizsgaltuk, milyen mértékben képes az ¢élesztd genomléptékii anyagcseremodellje
elérejelezni a genetikai interakciokat, illetve a genetikai kdlcsonhatasok halozataban talalhato
mintazatokat, valamint a modell segitségével megkiséreltiik megmagyarazni a kapott

eredményeket.

Egy, a kisérleti adatokon latott érdekes mintdzat a genetikai interakcios fokszam (azaz egy
gén hany genetikai interakcidban vesz részt) és az adott gén kiiitésének fitneszhatdsa kozotti
Osszefiiggés (Costanzo et al., 2010). Ezt a mintazatot az anyagcseremodell is mutatja.
Emellett azonban a modell magyarazatot is tudott adni a jelenségre: segitségével kimutattuk,
hogy mind a negativ genetikai interakcios fokszam, mind a génkiiitések fitneszhatdsa
szerepe). Ez alapjan azt feltételezziik, hogy a tobb biologiai funkcidoban részt vevé
(pleiotropikus) gének kititésének hatasat nagyszamu mas gén mutacioja befolyéasolja, ahol az

egyes gének a pleiotropikus gén mas-mas funkciojat kompenzaljak.

Az anyagcseremodell nem csak a nagyobb 1épték{i mintadzatokat képes elorejelezni a genetikai
kdlcsonhatasok halozataban, hanem magukat a génparok kozott fellépd egyes interakciokat is.
A modell altal elérejelzett genetikai kdlcsonhatasok az esetek felében valodi taldlatok, ahogy
azt a kisérletes adatokkal valdo Osszevetésiink alatamasztotta. Figyelembe véve, hogy
mennyire ritkdk a genetikai kolcsonhatdsok (a génparoknak csak 0.5%-a mutat negativ
interakciot), ez az érték kimagasloan jonak szamit. Ugyanakkor a valodi kolesonhatasoknak a
modell csak kis hanyadat talalja meg. Ennek tobb oka is lehet. Egyrészt maga az anyagcsere-
halozat rekonstrukcidja sem teljes, illetve az annotacioban is el6fordulhatnak hibak. Masrészt
a modell nem veszi figyelembe a regulacio kiilonb6zo szintjeit (génexpresszio, metabolikus
regulacid), holott ezeknek a folyamatoknak fontos szerepiik van az anyagcsere mitkdésében

(Heinemann and Sauer, 2010). Emellett eléfordulhatnak olyan genetikai kdlcsonhatasok is,
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amelyeket azért nem lat az FBA mddszer, mert steady-state allapotot feltételez, példaul karos
intermedier molekuldk akkumulacidja. Ezeket az eseteket a nagyobb Iéptékii kinetikai
modellek fogjak feloldani, ha majd elérhetévé valnak a jovoben. Emellett 1éteznek mar olyan
kisérletes modszerek is, melyekkel nagyobb iddbeli és fenotipusbeli felbontassal vizsgalhato
egy kezelés vagy génkiiités hatasa, példaul a dinamikus proteomika, mely tobb fehérje szintjét

tudja egyszerre kovetni idében (Geva-Zatorsky et al., 2010).

A genetikai kolcsonhatasok kisérletes adatsorat felhasznalhatjuk arra, hogy az élesztd
anyagcseremodellt feljavitsuk. Erre a célra kifejlesztettiink egy automatizalt gépi tanulasos
eljarast. Modszerlink kiilonb6zo valtoztatdsokat javasolt a modellen, melyek hatdsara
jelentdsen javult a modell eldrejelzéseinek sikere. Az egyik javaslat szerint a glikogén
termelése nem létfontossagl az élesztd szdmara, és ez a javaslat kijavit két, hibasan jelzett
genetikai interakcidt. Ez a javaslat 0sszhangban 4ll azzal, hogy a glikogén, mint tartalék
szénhidrat, csak éhezés és stresszhatas alatt valik fontossa az éleszté szamara (Frangois and
Parrou, 2001). Ezen feliil a NAD bioszintézisben javasolt modositasok is megalapozottnak

bizonyultak.

Fontos megjegyezni, hogy a modellt feljavité algoritmusunk tobb olyan esetet is talalt, amikor
a javasolt modositasok kozott kolecsonhatas van, azaz két valtoztatas egylitt nagyobb javulast
eredményez az eldrejelzésekben, mint kiilon-kiilon tennék. Egy ilyen példa a dolgozatom
mellékletének 4. tablazataban szerepld egyik moddositds, ami alternativ AMP bioszintézis
utvonalak lezardsat eredményezi és 3 biokémiai reakcié egylittes kikapcsoldsara van sziikség
hozza, ezek: ADPT, PUNP1, PUNPS. Ezek kozil a reakciok koziil egyiknek a mddositasa
sem javit onalléan a genetikai kolcsonhatasok eldrejelzésén. Ezeknek a modositasok kozott

fellépd kolcsonhatasoknak a megléte indokolja a genetikai algoritmus hasznalatat.

Napjainkban a tudoményos jellegli informacidé mennyisége robbandsszerlien névekszik, ebben
a kornyezetben pedig egyre nagyobb sziikség van az adatok szamitogépes, automatizalt
feldolgozasara €s az automatikus hipotézis-generdlasra. Ezek a modszerek lehetévé teszik,
hogy a kutatok minél kevesebb manualis munkdval minél tobb Osszefiiggést tudjanak
felismerni a felhasznalt adatokban, majd a kapott hipotéziseket kisérletes uton teszteljék.
Eredményeink azt mutatjak, hogy a gépi tanuldsos eljardsok nagy ateresztOképességii
kisérletes adatokkal egybekdtve képesek hipotézisek automatikus eldallitasara és a
hipotézisek tesztelésére is, ez pedig legalabb részben automatizalt biologiai felfedezésekhez

vezet (Covert et al., 2004; King et al., 2009).
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3. Rejtett enzimaktivitasok halozata és evolucios jelentosége

3.1. Bevezetés

Az enzimek biologiai katalizatorok, amelyek bizonyos biokémiai reakciok sebességének
felgyorsitasara alakultak ki az evolicié soran. Paratlan katalitikus hatékonysaguk mellett
hagyomanyosan ki szoktak emelni a szubsztratkotés specifikussagat is. Mindazonaltal mar
régota ismert, hogy az enzimek képesek olyan biokémiai reakcidkat is felgyorsitani
melléktermékként, amelyeknek a katalizalasaira nem specializalodtak (Khersonsky and
Tawfik, 2010). Ezeket a szelekcios nyomas alatt nem allo enzimaktivitasokat rejtett vagy
latens aktivitasoknak hivjuk, szemben az enzimek nativ vagy fOaktivitdsaval. Jellemzd rajuk,
hogy ezek a rejtett aktivitdsok nagysagrendekkel gyengébbek a nativ aktivitdsoknal, igy
kozvetlen élettani hatasuk csekély, mutaciok révén azonban felerdsddhetnek (Khersonsky and

Tawfik, 2010).

Fontos megjegyezni, hogy a rejtett aktivitdsok megléte nem csak az enzimekre, hanem szinte
minden mas fehérjére is jellemz6 (Copley, 2012; Atkins, 2015). A latens aktivitasoknak
kezdetben nem tulajdonitottak nagy jelentdséget, kivételes esetnek gondoltak azokat a
fehérjéket, amelyek rejtett aktivitassal birtak. Az elmult évtizedekben azonban egyre tobb
munka foglalkozott ezeknek a rejtett aktivitdsoknak a jelenlétével és lehetséges bioldgiai
szerepével és az eredmények alapjan megallapithatjuk, hogy a rejtett aktivitasok széles korben
elterjedtek a fehérjék kozott (Khersonsky and Tawfik, 2010). Ennek tobb oka is van.

Egyrészt a nagymértékii szubsztrat-specifikussag megnoveli a szubsztratkotés energetikai
koltségét, ezaltal nagyobb aktivacids energidhoz és alacsonyabb katalitikus sebességi
allandohoz (kcat) Vezet, gyakorlatilag korlatozza a fehérje hatékonysagat (Fersht, 1999). Még a
leginkabb specifikus enzimek esetében is kimutathaté bizonyos mértékii elfogadasa alternativ
szubsztratoknak. Ilyen esetekben gyakran javitd mechanizmusok biztositjak a hibas miikodés

kikiiszobolését (Fersht, 1999).

Masrészt a fehérjék specifikussagat az evolucio formalja, igy ha egy rejtett aktivitas karos,
akkor az ellen szelekcid hat. Olyan vegyiiletekkel szemben azonban, amelyekkel az
organizmus nem taldlkozik, nem alakulhat ki szelekcids nyomas. J& példa erre a tirocidin
szintetaz 1 (TycA), a tirocidin antibiotikum bioszintézisében szerepet jatszé enzim. A TycA

adenilaciés doménje erdsen szelektiv L-fenilalaninra, viszont mas természetes aminosavakat
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nem fogad el szubsztratnak. A mesterséges D-fenilalanint viszont a természetes szubsztrattal
Osszemérheté hatékonysaggal alakitja at (Khersonsky and Tawfik, 2010; Villiers and
Hollfelder, 2009).

Harmadrészt a rejtett aktivitdsok jelenléte elonyds is lehet az ¢€l6lény szaméra, a latens
enzimaktivitasok ugyanis evolucids utak kiindulopontjai lehetnek €s 1) biokémiai funkcidohoz
vezethetnek. Bar a latens aktivitasok gyengék, génduplikdcié utdn a latens aktivitas
feler6sodésével az 0j funkcid kifejezOdhet, azaz fizioldgiai szerepet kaphat. Ezéltal uj
biokémiai Gtvonalak megjelenéséhez vezethetnek a latens reakciok (Jensen, 1976). Ennek
fontos szerepe van az antibiotikumokkal szembeni rezisztencia kialakuldsaban, kiilonféle
stresszhatasok kivédésében (Soo et al., 2011), valamint Uj tapanyagokhoz valo
alkalmazkodasban (Jensen, 1976). Ugyancsak ezt hasznaljak ki az iranyitott enzimevolucios
kisérletekben, ahol a latens aktivitdsokat mutacidkkal felerdsitik, ezaltal uj, példaul iparilag
fontos funkcidhoz juttatjdk az enzimet (Griffiths and Tawfik, 2003; Martinez and
Schwaneberg, 2013).

Annak megértése, hogy hogyan alakulnak ki 0j utvonalak az anyagcsere-halozatban, az
evollcidbioldgia és a rendszerbiologia egyik kulcskérdése. Az uralkodd elmélet szerint Uj
utvonalak az anyagcserében mar meglévd enzimekbdl épiilnek fel, melyek a haldzat
kiilonb6z6é pontjairdl szarmaznak (Jensen, 1976; Schmidt et al., 2003). Ebben az evolucios
folyamatban kulcsszerepet jatszanak a latens aktivitasok, lehetdvé téve, hogy az enzimek
olyan funkciot is végrehajtsanak (még ha nagyon alacsony aktivitassal is), amelyekre nem
adaptalodtak (Khersonsky and Tawfik, 2010). Tobb bizonyiték is alatamasztja ezt az elméletet
(Rison et al., 2002; Schmidt et al., 2003). Szép példaja az elméletnek Jiirgens és munkatarsai
munkdja (Jirgens et al., 2000), akik a hisztidin és a triptofan bioszintézis Utvonalak két,
hasonlo struktirdji enzimét vizsgaltak. Sikeriilt kimutatniuk, hogy a hisztidin bioszintézisben
szerepet jatsz6 HisA enzim egyetlen pontmutacioval szert tett a triptofan bioszintézisben

kozremitkodo TrpF enzim katalitikus aktivitaséra.

A Dbizonyitékok ellenére csak nagyon keveset tudunk a latens enzimaktivitasok, mint
evolucids nyersanyag tényleges evolucids potencialjarol. Vajon a latens aktivitasok milyen
gyakran eredményeznek evoluciods ujitast (4j fenotipust)? Vajon tipikusan a nativ haléozattol
elszigetelten helyezkednek el, vagy a tobbségiik bekothetd abba és ezaltal elvben
bekapcsolodhat a sejt anyagesereforgalméba? Es milyen fenotipusos elénnyel jarhat a latens

aktivitasok feler6sodése? Ezeknek a kérdéseknek a megvalaszolasahoz atfogd enzimaktivitasi
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adatokra ¢és rendszerszintli (halozatos) megkozelitésre van sziikség, ami lehetové teszi a
genotipus — fenotipus leképezést. Jelenleg ugyan nincs elérhetd szisztematikus, torzitatlan
adatsor a latens aktivitasokrol, azonban Escherichia coli baktériumra nagy mennyiségii adat
all rendelkezésre az irodalomban (Scheer et al., 2011). Ennélfogva Osszegyiijtottiink egy
atfogo listat az Escherichia coli enzimek kisérletesen meghatarozott latens aktivitasaibol,
majd ezeket a biokémiai reakcidkat beépitettiik egy genomléptékii anyagcsere-halozati
modellbe (Feist et al., 2007). Integralt anyagcsere-halozatos megkozelitésiinkkel arra a
kérdésre kerestiik a valaszt, hogy a latens aktivitdsok jelenléte a nativ halozatban milyen

fenotipusos elonyokkel jar.
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3.2. Modszerek

3.2.1. Latens enzimaktivitasokat tartalmazé anyagcseremodell rekonstrukcidja

A munka elsé Iépéseként a mar kisérletesen leirt latens reakciokat gyiijtottiik Gssze, majd
ezeket a reakciokat integraltuk egy mar létezé Escherichia coli anyagcseremodellbe, hogy a
fenotipusra kifejtett hatasukat vizsgéalhassuk. A latens reakciokat Richard Notebaart
munkatarsunk gytjtotte ki, mig a reakciok modellbe épitését Richard és én kozdsen végeztik

el (Notebaart et al., 2014).

A latens reakciok elsédleges forrasa a BRENDA adatbazis volt (Scheer et al., 2011). Az
adatbazisban az enzimek EC-szam (Enzyme Commission number (Webb and NC-IUBMB,
1992)) alapjan vannak rendszerezve és minden EC-szamhoz biokémiai reakciok vannak
rendelve irodalmi forrasok alapjan. Az adatbazis azt is tartalmazza, hogy az adott reakciot
milyen organizmusbo6l vagy organizmusokbdl mutattak ki, illetve hogy az adott reakcid nativ
reakcidja-e az enzimnek. Ezt kihasznalva kigytijtottiik az Escherichia coli baktériumban leirt
nativ és latens reakciokat. A BRENDA adatbdzis mellett az elsddleges irodalombdl is
gyljtottiink tovabbi latens reakciokat, a latens reakciok teljes listajat lasd a Friggelék: 5.
tablazatban.

A kigytijtott latens reakcidkat tobb 1épésben ellendriztiik. El6szor meggydzddtiink rola, hogy
a latens reakcid valoban hozza van rendelve az adott enzimhez a forrdsként megjelolt
kézleményben. Ezutan kigyQjtottiik a szubsztrat és termék molekuldk Osszegképletét
kiilonboz6 adatbazisokbol (KEGG (Kanehisa and Goto, 1999), PubChem (Kim et al., 2016),
ChEBI (Hastings et al., 2013), és ChemIDPlus (Tomasulo, 2002)). Amennyiben a szerzett
informaciok konzisztensek voltak, megvizsgaltuk, hogy a reakcid sztochiometriailag korrekt,
vagy sem, azaz a szubsztratok atom-Osszetétele megegyezik-e a termékek atom-
Osszetételével. Eltérés esetén megprobaltuk korrigalni a sztochiometridt a sztochiometriai
egylitthatok valtoztatasaval vagy vizmolekula hozzdadasdval. Ha nem sikeriilt korrigalni a
reakcidt vagy a metabolitok valamelyike nem volt egyértelmii, a reakciot kivettiikk a latens

reakciok listajabol.

A latens reakciokat egy korabban publikalt, kézzel ellen6rzott genomléptékii Escherichia coli
anyagcseremodellhez adtuk hozza (1AF1260 modell (Feist et al., 2007)). Ez a modell 1260
anyagcseregént tartalmaz, valamint 2077 biokémiai reakciot. A modellt 262 latens reakcioval

¢és 277 olyan uj metabolittal egészitettiik ki, amelyek csak a latens reakciokban szerepelnek
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(lasd Fiiggelék: 5-6. tablazat). A latens reakcidkat a hozzajuk tartozé EC-szam alapjan
rendeltiik enzimekhez. A modell kiegésziilt tovabba 65 1ij transzporter reakcidoval, melyek a
BRENDA ¢és BIGG adatbazisokbol (Scheer et al., 2011; Schellenberger et al., 2010), valamint
az irodalombol szarmaztak és kiillonféle tapanyagok felvételét tették lehetové. Ezeket az 1j
transzporter reakciokat is felhasznaltuk, amikor a latens reakciok kiilonb6z6 kornyezetekben

kifejtett hatasat elemeztiik.

3.2.2. Latens reakciok bekothetéségének vizsgalata

A latens reakciokat harom kategoriaba soroltuk aszerint, hogy hogyan kapcsoldédnak a nativ
halozathoz: teljesen bekotott, részlegesen bekotott és nem bekotott reakciokra. Amennyiben
egy latens reakcioban kizardlag olyan metabolitok szerepelnek, amelyek a nativ modellben is
jelen vannak, a reakcio teljesen bekothetd a haldzatba. Részlegesen bekothetd reakciorol
beszéliink, ha vagy a szubsztratok, vagy a termékek kozott jelen vannak olyan 0j metabolitok,
amelyek nem fordulnak el6 a nativ modellben, és nem bekotheté egy reakcid, ha mind a

szubsztrat, mind a termék oldalon tartalmaz 1j metabolitokat.

3.2.3. Kornyezetek meghatarozasa, ahol a latens reakciok fitneszhatasat tesztelni lehet

A latens reakcidkban rejlé evoluciods potencidl felmérésének érdekében megvizsgaltuk, hogy a
standard koriilményektol eltéré kornyezetekben biztositanak-e valamilyen fitneszel6nyt, ha
hozzdadjuk 6ket az anyagcseremodellhez, azaz novelik-e a baktérium biomassza-termelését.

Ehhez 1étrehoztunk egy atfogé in silico kornyezetlistat.

Els6 1épésben meghataroztuk a standard gluk6z minimal kérnyezetet. Az E. coli anyagcsere-
modellhez lepublikalt kérnyezetet vettiik alapul (Feist et al., 2007), meggatoltuk azonban a
CO,, proton és kobalamin felvételét a médiumbdl a kdvetkezd okokbol. A CO, felvételének
gatlasara azért volt sziikség, hogy elkeriiljiik a CO2-on mint egyediili szénforrason vald
novekedést a modellben. Bizonyos koriilmények kozott ugyanis néhany reakcid hozzaadasa a
modellhez lehetové teszi a CO,-on novekedést. A latens reakciok kozott azonban nem volt
ilyen eset, igy ez a korlatozas felesleges Ovatossagnak bizonyult. Ugyan a CO, jelenléte
befolyasolhatja a pH-t, azonban a modell a pH pontos értékét nem veszi figyelembe, igy a pH
¢lolényre kifejtett hatasat sem képes elorejelezni. Mindazonaltal a CO, gyorsan kidiffundal a
sejtbdl, a médiumban pedig nincs jelen CO, nagy koncentracidoban, igy a nettdé CO; felvétel az
E. coli szamara nem relevans (Merlin et al., 2003). Emellett a proton tetszéleges felvétele a

kornyezetbdl ingyen energiahoz juttathatna a modellt, amely igy szénforras felvétele nélkiil is
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képes lenne ADP-bdl ATP-t eldallitani. A kobalamint pedig a modell nem hasznalja fel az

anyagcsere-folyamatokban, igy a felvétele sem torténik meg in silico.

Masodik 1épésben Osszeallitottunk egy listat a gluk6z minimal kornyezettdl eltérd in silico
kornyezetekbdl. A listaban minden kornyezet csak egy tapanyagban kiilonbozott a glukoz
minimal kornyezettél: a standard szén-, nitrogén-, foszfor- vagy kénforras egyikét (glukoz,
ammonium, foszfat, szulfat) lecseréltiik egy masik, a modell altal felvehetd tapanyagra.
Emellett a listdban minden kdrnyezet szerepel oxigén hidnydban és jelenlétében is. A teljes
lista 2754 kornyezetet szamlal, amelyben tehdt minden, a modell altal felvehetd tapanyag

szerepel, mint potencialis szén-, nitrogén-, foszfor- és kénforras.

3.2.4. Innovaciot nyujto latens reakciok azonositasa

Az anyagcseremodellek fitneszét kiilonb6zé kornyezetekben FBA szimulacioval hataroztuk
meg, amelyhez az R programnyelvet és a Sybil programcsomagot hasznaltuk (R Core Team,
2013; Gelius-Dietrich et al., 2013). A szimulaci6 soran egy vagy tobb latens reakciét adtunk a
nativ modellhez, majd az FBA segitségével meghataroztuk, hogy a nativ modellhez képest
nétt-e a modell fitnesze. A latens reakcioknak akkor tulajdonitottunk fitneszhatast, ha a
biomassza-termelés a nativ modellhez képest legalabb 5 szazalé¢kkal nagyobb. Ennek a
kiiszobértéknek az a szerepe, hogy kisziirje az irrelevansan kicsi kiilonbségeket. Az FBA az
optimalizalas természetébél fakadoan 1j reakciok hozzaadasara nem tud alacsonyabb
biomassza-termeléssel valaszolni, igy a latens reakciokkal kiegészitett modellnek varhatéan a

legtobb kornyezetben némileg nagyobb lesz a fitnesze.

Eldszor azt vizsgaltuk meg, hogy mi a latens reakciokban rejlé maximalis potencial, azaz mi
tortenik, ha az Osszes latens reakciot szabadon felhasznilhatja az anyagcseremodell a
novekedéshez. A nativ E. coli modellhez hozzaadtuk az Gsszes latens reakciot, majd az igy
kapott modell novekedését megvizsgaltuk minden in silico kérnyezetben, és meghataroztuk,

hogy mely kornyezetekben nd jobban a nativ modellnél.

A kovetkez0 1épésben az egyes latens reakciok egyedi hatdsat akartuk tesztelni. Ehhez egy, az
el6z6hoz hasonld vizsgalatot végeztiink, azonban a nativ modellt egyszerre csak egyetlen
latens reakcioval egészitettiik ki, majd a kapott uj modell ndvekedését meghataroztuk minden
kdrnyezetben, ahol a korabbi elemzés azt mutatta, hogy a latens reakciok eldnyt biztositanak.

Ezaltal sikeriilt olyan eseteket meghataroznunk, ahol egy adott kornyezetben egy adott latens
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reakcid novekedési elonyt jelent, egyes esetekben pedig akar esszencialis is lehet a

novekedéshez.

3.2.5. Latens aktivitasok genomléptékii feltarasa fehérje tltermeltetéses kisérletekkel

A latens reakcidk kiilonbozd kornyezetekben tanusitott hatdsait kisérletesen is teszteltiik.
Ezeket a kisérleteket Kintses Balint kollégam végezte, igy itt csak vazlatosan targyalom dket
(Notebaart et al., 2014). A kisérletek alapja, hogy egy adott enzim latens aktivitasait
(Patrick et al., 2007). Kisérleteinkben az ASKA klonkonyvtarat hasznaltuk fel, egy olyan E.
coli torzskollekcidt, amelynek minden tagjaban mas E. coli gén van nagy kopiaszamu

plazmidra klonozva egy indukalhato promoter mogé (Kitagawa et al., 2005).

Az éltalunk hasznalt moddszer 1ényege, hogy egy egységnyi térfogatban levd folyékony
tapoldatban (ami egy adott kornyezetet képvisel) novesztiink egy baktériumpopulaciot,
melynek minden sejtjében mas és mas gén van tiltermelve és a sejtek kozott versengés folyik
a tapanyagokért (Soo et al., 2011). Miutan az elényos fehérje tltermelést hordozo torzsek
feldusultak a kornyezetben, szekvendldssal azonositottuk ezeket. A gyakorlatban ez ugy
nézett ki, hogy egy 96 lyuka mikrotiter lemez minden kutjdba mas tapoldatot tettiink, és
minden kutban lezajlott a versengés a baktériumpopulacioban a kiillonb6zd genotipusok
kozott. A modszer elénye, hogy parhuzamos, igy sok kornyezetben lehet tesztelni
gyakorlatilag az 6sszes E. coli gén taltermelésének hatasat. A mikrotiter lemezeken egy kutba
4078 kiilonbozd klont tettiink, melyek mindegyikében més gén volt tultermelve. Ez a teljes
ASKA fehérje taltermeléses konyvtar E. coli-ban. Minden kornyezetbe ugyanebbdl a 4078

klonbol all6 populaciobdl vittiink 4t megkozelitdleg 6 milliod sejtet.

A kornyezetek teszteléséhez felhasznaltuk a Biolog cég altal dsszeallitott PM1 és PM2A
lemezeket, melyek egyiittesen 190, kiilonbozé szénforrast tartalmazé minimal médiumot
foglalnak magukba. Ezeket a Biolog lemezeket mikroorganizmusok fenotipusanak elemzésére
dolgoztak ki (Bochner et al., 2001). Ezt a listat 4 tovabbi szénforrassal is kiegészitettiik,
melyekben az in silico eldrejelzések szerint bizonyos latens reakciok sziikségesek a
novekedéshez, de hianyoztak a PM1 és PM2A lemezekrdl (etilén-glikol, L-gliceraldehid, D-
lixéz és fenilgalaktozid). Osszesen tehdt 194 kornyezetet teszteltiink, melyekben csak a
szénforras kiilonb6zott. Minden kdrnyezetben csak egy szénforras volt, a szénforrasokat nem

vizsgaltuk kombinacidban. Minden egyes kornyezetbdl két replikatum mérést csinaltunk.
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3.3. Eredmények

3.3.1. A latens reakcidok bekothetéek a nativ E. coli anyagcsere-halozatba

Vajon a latens reakciok elkiiloniilnek a nativ anyagcsere-halozattdl, vagy ugyanazokat a
metabolitokat alakitjak at, mint a nativ reakciok? Uj biokémiai reakciok hozzaadasaval
keresztkotések és zsakutcak johetnek létre az anyagcsere-héaldzatban, illetve az 101j reakciok
elszigeteltek is lehetnek a halozat tobbi részétdl. Megvizsgaltuk a latens reakcidkat, és azt
talaltuk, hogy a latens reakciok leggyakrabban keresztkotéseket alkotnak: 45% teljesen
bekdthetd a nativ E. coli anyagcsere-halozatba, 33% alakit ki zsakutcat, és csupan 22%, mely
izolaltan helyezkedik el a nativ halézathoz képest (lasd 13. abra). Azaltal, hogy a latens
reakciok tobbsége bekothetd a nativ haldzatba, képesek 11 biokémiai utvonalakat kialakitani a

nativ reakcidkkal kozremiikodve.

O—0O oO—0—0O oO—O

Teljesen bekotott Részlegesen bekotott Nem bekotott

45% 33% 22%

13. dbra: a latens reakciok bekothetosége. Ezen a szemlélteté abran a kék kordk a nativ
modellben is elofordulo metabolitokat jelolik, mig a piros kérék olyan metabolitokat, melyek
kizardlag latens reakciokban szerepelnek. A sziirke vonalak nativ reakciokat, mig a piros

vonalak ldtens reakciokat reprezentdlnak.

3.3.2. A latens reakciok jelenléte fitneszelonyt biztosit bizonyos kornyezetekben

Miutéan kideriilt, hogy a latens reakciok tobbsége illeszkedik a nativ anyagcsere-héaldzatba,
feltettiik a kérdést, hogy vajon képesek-e¢ novelni a modell fitneszét, azaz a megszerzésiik
evolicids elényt jelent-e bizonyos koriilmények kozott. Ennek a kérdésnek a
megvalaszolasara kiszamoltuk a latens reakciok fitnesz-hozzajarulasat nagyszamu in silico

kdrnyezetben.
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A 2754 tesztelt kornyezetbdl a nativ modell 645 esetben nétt, mig az Gsszes latens reakcioval

kibovitett modell 664 esetben. 19 kornyezetben tehat esszencialis a latens reakciok jelenléte,

azaz valodi evollcios Gjitast eredményeznek (3. tablazat). Ez a 19 reakcio 2.9%-kal novelte

meg az anyagcseremodell altal felhasznalhaté nutriensek szamat. Ez a szam elsére kevésnek

tlinhet, azonban ezt Uigy értiik el, hogy a modell reakcidinak szamat a teljesen bekdthetd latens

reakciok hozzaadasaval alig 10.8%-kal terjesztettilk ki (1257-r6l 1393-ra novelve azon

reakciok szamat, amelyeken flux mehet at). Ez az eredmény megerésiti a latens anyagcsere

lehetséges szerepét, mint evollicids nyersanyag. Emellett tovabbi 31 kdrnyezetben legalabb 5

%-0s novekedési elényt jelentettek a latens reakciok.

Szénforras Nitrogénforras Foszforforras Kénforras Aerob Latens

reakcio
Fenilgalaktozid Ammonium Fosztat Szulfat Igen u0019
L-gliceraldehid Ammonium Foszfat Szulfat Igen ﬂ%:;?é%’
D-arabin6z Ammonium Foszfat Szulfat Igen uo271
L-szorb6z Ammonium Foszfat Szulfat Igen u0260
Etilén-glikol Ammonium Foszfat Szulfat Igen u0228
D-lix6z Ammonium Foszfat Szulfat Igen u0194
D-tartarat Ammonium Foszfat Szulfat Igen u0095
5-amino-4-oxopentanoat ~ Ammonium Fosztat Szulfat Igen u0020
D-arabitol Ammonium Foszfat Szulfat Igen u0312
D-2-dezoxiribéz Amménium Foszfat Szulfst  Igen ‘3%12(;38
L-arginin Ammonium Foszfat Szulfat Nem u0192
Fenilgalaktozid Ammonium Foszfat Szulfat Nem u0019
L-gliceraldehid Amménium Foszfat Szulfit  Nem ‘3%1232%'
D-arabinéz Ammonium Foszfat Szulfat Nem u0271
L-szorbdz Ammonium Foszfat Szulfat Nem u0260
D-lix6z Ammoénium Foszfat Szulfat Nem u0194
D-tartarat Ammonium Foszfat Szulfat Nem u0095
D-arabitol Ammoénium Foszfat Szulfat Nem u0312
D-2-dezoxiriboz Ammoénium Foszfat Szulfat Nem ﬂ%:;g%’

3. tablazat: Koérnyezetek, ahol a latens reakciok jelenléte esszencialis. A ,, Latens reakcio”
oszlopban azok a reakciok vannak felsorolva, amelyek biztositiak a novekedést az adott
szénforrason. Abban az esetben, ha tobb latens reakcio van felsorolva ebben az oszlopban, a
novekedéshez elég, ha az egyik jelen van.

Azok a kornyezetek, ahol a latens reakciok 0j funkciot kdlesondznek a nativ modellnek (tehat

esszencialisak), kivétel nélkiil alternativ szénforrast tartalmaznak. Emellett megfigyelhetd,
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hogy az aerob ¢és anaerob szimulacidok eredménye kozott jelentds az atfedés: a latens reakcidk

hatasa kevéssé fligg az oxigén jelenlététol.

3.3.3. A latens reakciok egyedi hatasanak vizsgalata

A kovetkezd 1épésben megvizsgaltuk, hogy egyetlen latens reakcid hozzdadasa a nativ
modellhez milyen elénnyel jar a korabban vizsgalt kornyezetekben. Kideriilt, hogy minden
olyan kornyezetben, ahol a latens reakciok hianyaban a nativ modell nem tud néni, elegendd
egyetlen latens reakci6 a novekedéshez. Ugyanakkor ritka, hogy ugyanaz a latens reakcio
tobb kornyezetben is fitneszeldnyt nyujtson, tehat a latens reakciok hatasa kornyezetfiiggo (a
14. 4bra mutatja a kiilonb6z6 aerob szénforrasokon fitneszelényt ado latens reakciokat). Ezzel
latszolag ellentmond, hogy a latens reakciok hatasa kevéssé fiigg az oxigén jelenlététol, ahogy
korabban lattuk. Az oxigén jelenlététdl valoban kevésbé fiigg a szimulaciok soran a latens
reakciok hatdsa, a szénforrasokra azonban erdsen specifikus, hogy melyik latens reakci6 teszi
lehetévé a felhasznaldsat. Ez arra utal, hogy egy 0j kornyezetben az adaptaciét nagyobb
mértékben befolyasolja a szénforras kémiai jellege, mint az oxigén jelenléte. Fontos azonban
megjegyezni, hogy a modell nem veszi figyelembe, hogy aerob és anaerob koriilmények

kozott eltér a gének regulacios allapota, emiatt alulbecsli az oxigén jelenlétének hatasat.
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u0008 (adhE,mhpF)
u0009 (adhE,mhpF)
u0010 (maa)

u0019 (facZ)

u0020 (bioB)

u00865 (dxs)

u0095 (fumA,fumB,fumC)
u0103 (deoC)
u0130 (glpK)

u0192 (nadE)
u0194 (yihS)

u0228 (fucO)
u0229 (fucO)
u0260 (rhaD)
u0269 (panB)
u0270 (rbsK)

u0271 (rbsK)
u0312

E Latens reakcid esszencialis a névekedéshez
B Latens reakcid ndveli a fitneszt

14. abra: Aerob szénforrasok és az adott kornyezetben fitneszelonyt nyujto latens reakciok. A
reakciok neve utin a reakciohoz kotheté gén neve szerepel zdrdjelben. A fekete cellak
esetében a latens reakcio nem biztosit semmilyen elonyt a névekedéshez, a sotétzold celldk az
S%-nal nagyobb elényt jelzik, mig a vilagoszold celldkhoz tartozo latens reakcio esszencidlis

az adott kérnyezetben.

A latens reakciok innovativ szerepének egyik példaja a D-lixoz esete. Eredményeink alapjan a
nativ anyagcseremodell képtelen felhasznalni ezt a szénforrast. Ezzel egybevag, hogy az
elsédleges irodalom alapjan a vad tipusi Escherichia coli baktérium kisérletesen sem képes
novekedni, ha D-lixoz az egyetlen szénforras (Stevens and Wu, 1976). Az in silico
szimulaciok alapjan azonban elegendd egyetlen latens reakci6é hozzaadasa a modellhez, hogy
a D-lix6z felhasznalhato legyen, mégpedig ugy, hogy a latens reakcid a D-lix6zt D-xilul6zza
alakitja, a D-xiluléz pedig nativ reakciokon keresztiil beépiill a kozponti anyagcserébe
(Stevens and Wu, 1976). A latens reakcio az yihS gén altal kodolt enzimhez ko6tédik, melynek
a nativ funkcidja a szulfokinovéz izomerizacidja, lehetévé téve a szulfokinovoz felhasznalasat

szénforrasként (15. abra). A 15. abran megfigyelhetd, hogy a nativ és a latens aktivités
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kémiailag rokon molekulakon torténik meg. Enzim-taltermeléses kisérletekkel sikeriilt is
igazolnunk, hogy az yihS gén terméke valoban képes végrehajtani a D-lixoz atalakitasat és igy

biztositani a ndvekedést ezen a szénforrdson (lasd a kovetkezo fejezetet).

O Latens o ”
e aktiutios oH Pentdz-foszfat
s HO® 0 o
Tapoldat —— I — A ,
g - - utvonal
D-lixéz D-xiluloz
W ﬁ
o O o i
u N
; : B OH
AH Nativ aktivitas HO® OH
szulfokinovéz 6-dezoxi-6-szulfo-
D-fruktoz

15. abra: az yihS gén altal kodolt enzim nativ és latens aktivitasa. Az enzim nativ szubsztratja
a szulfokinovoz, mig a hozzd hasonlo szerkezetii D-lixozt mint latens szubsztrdtot csak

alacsony hatékonysaggal alakitja at az enzim.

3.3.4. Az in silico elorejelzések jo egyezést mutatnak a kisérletesen meghatarozott

metabolikus ujitasokkal

Szerettik volna az eredményeinket laborkisérletekkel is alatimasztani, raadasul egy, az in
silico szimulaciokhoz hasonld rendszerszintli vizsgalattal. Erre a célra végeztiik el az ASKA
fehérje tultermeltetéses kisérleteket, melyek erénye, hogy gyakorlatilag minden Escherichia
coli gén taltermelésének hatasat felfedik, ha az noveli a fitneszt egy adott kdrnyezetben,
rdaadasul szamos kornyezeten végezhetdk el parhuzamosan. Ezen tul a kapott eredmények

teljesen fliggetlenek a jelenlegi biokémiai tuddsunktol, hiszen egyszer(i genetikai kisérleten
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alapulnak. Emiatt ez a moddszer kitind moddja az in silico eredmények kisérletes

ellendrzésének.

Az ASKA taltermeltetéses kisérletekkel 17 gént sikeriilt azonositani, melyek tultermelése
novelte a fitneszt legalabb egy specifikus szénforrason. Osszesen 17 szénforrason sikeriilt
fitneszelonyt kimutatni, ez a kdrnyezetek 9%-a (Notebaart et al., 2014). Fontos megjegyezni,
hogy a feljott gének tobbsége enzimet kodol, €és a gének 59%-anal (10 a 17-bdl) feltételezhetd
E. colibdl vagy mas baktériumbol szarmazo enzimolodgiai adatok vagy kémiai hasonlosag
alapjan, hogy latens aktivitas all a fitneszelony hatterében (lasd 4. tablazat). Genomléptéki
kisérletekkel is sikeriilt tehat igazolni, hogy a latens aktivitasok 0j kornyezeti adaptaciokat

hoznak Iétre, raadasul ehhez gyakran elég egyetlen Iépés, avagy mutacio is.

A Kkisérleteket az in silico szimulaciokkal Osszevetve elmondhaté, hogy a modellezés
segitségével sikeriilt elérejelezni a kisérletesen feljott kornyezetek 44%-at (4. tablazat). A 16.
abra bemutatja, hogy a 4. tablazatban felsorolt latens aktivitdsok hogyan kotik be a kérdéses
szénforrasokat a kdzponti anyagcserébe. Megfigyelhetd, hogy a latens aktivitasok kiillonb6zo
pontokon tudnak bekapcsolédni a nativ anyagcserébe, ezaltal valtozatos 0j anyagcsere-

utvonalak nyilnak meg az organizmus szamara.
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Szénforras Enzim Kl'sér{etes In Si“?o

fenotipus | egyezés
D-lix6z Szulfokinovoz izomeraz (yihS) ++ °
D-2-dezoxiribdz Ribokinaz (rbsK) ++ °
D-tartarat Fumaraz A (fumA), Fumaraz B (fumB) ++ °
Fenilgalaktozid B-galaktozidaz (lacZ) + °
m-tartarat D-malat dehidrogenaz (dmlA) ++ o
Putreszcin Acetaldehid dehidrogenaz (mhpF) ++ o
D-malat 3-izopropilmalat dehidrogenaz (leuB) + o
B-metil-D-gliikozid 6-foszfo-p-gliikkozidaz (bglB) + o
Monometil szukcinat Karboxilészter hidrolaz (ybfF) + o

4. tablazat: azon enzimek listaja, melyeknek kisérletes tultermelése lehetové teszi (++) vagy
Jjavitia (+) egy adott szénforras felhasznalasat. A modell dltal is elérejelzett kbrnyezet-enzim

parokat (e) jeléli, mig azokat, amelyeket in silico nem észleltiink, (0).

B-Metil-D-Gliikozid

o~ o D-Lixéz
B-Metil-D-Gliikozid-6-P Glikolizis Pentéz-foszfat utvonal B
Gliko6z-6-P —— — Xiluléz
I N
P < t Rib6z 5-P  Xiluléz 5-P
B-D-Galaktoz ]
Gliceraldehid-3-P Szedoheptuléz 5-P

Fenilgalaktozid / !
|

2-Dezoxi-D-Rib6z-P

2-Dezoxi-D-Rib6z G"ce’ta"z'" ~—— Glicerat = m-Tartarat

Foszfoenol-piruvat

!

D-Tartarat Piruvat <—— D-Malat
r—— Oxalecetsav —\- ﬁ

L-Malat S l
' Citratkor

Ketoglutarat

4-Aminobutanal

Fumarat
‘ A , Putreszcin
Szukcinat ~— ‘ -

Monometil Szukcinat 4-Aminobutanoat

16. abra: a kézponti anyagcsere vdzlatos rajza. Piros nyillal vannak feltiintetve azok a latens
aktivitasok, amelyek kisérletesen novekedési elonyt jelentenek bizonyos szénforrasok

(sargaval kiemelve) mellett.
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Kiértékeltiik a kisérletes tesztek és az in silico elérejelzések kozotti atfedést is. Csak olyan
géneket vettiink figyelembe az dsszehasonlitasban, melyek szerepelnek az E. coli anyagcsere-
héaloézatban valamint az ASKA konyvtarban is, ez dsszesen 112 gént jelent. Hasonldan jartunk
el a kornyezetekkel is, csak azokat a szénforrasokat néztiik, melyek mind a kisérletekben,
mind a modellezés soran szerepeltek (105 kornyezet). Ezaltal 112 * 105 gén-szénforras part
értékeltiink ki. A statisztikai 0sszehasonlitast Fisher-egzakt teszttel végeztiik, az eredmény
alapjan az atfedés jelentSs (p érték <10, 1asd 5. tablazat). Az 5. tiblazat alapjan a kisérletes
és in silico vizsgalatok soran feljott kornyezet — gén parok kozotti atfedés varhato értéke 0.01,
a valdsagban tapasztalt 5 eset tehat tobb mint 2 nagysagrenddel feliilmulja a véletlenszeriien

vartat.

Kisérletesen meghatarozott
novekedési elony

Igen Nem
In silico elorejelzett lgen 5 11
novekedési elony Nem 1 11743

S. tablazat: a kisérletesen kimutatott és in silico elorejelzett novekedési elonyok kontingencia
tablazata. A tablazatban a kornyezet-enzim parok szama szerepel, tehat a bal felsé cellaban
szereplé 5-0s azt jelenti, hogy 5 olyan eset van, ahol mind in silico, mind kisérletesen egy
adott enzimhez kotheto latens reakcio elonyt biztosit egy adott kornyezetben. A 4. tablazathoz
képest azért csak 5 kornyezet-enzim par szerepel itt, mert a 4. tdablazatban felsorolt
szénforrasok kozott van harom, amelyeknek a felvételét a modell nem tudja szimuldlni, mert a
modellbol hianyzik az adott metabolit felvételét biztosito transzport reakcio és a metabolit
sem szerepel a modellben. Ezek: m-tartarat, p-metil-D-gliikozid, Monometil szukcindt.

Ezekben a kornyezeteken tehdat a modell nem tudja elorejelezni a latens reakciok hatdsat.
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3.4. Diszkusszio

Az enzimek szubsztratspecificitasa korlatozott, és az ennek eredményeképpen jelenlévd latens
aktivitasok egyfajta evoluciés nyersanyagot szolgaltatnak 0j biokémiai utvonalak é&s
anyagcsere-funkciok kialakulasahoz (Khersonsky and Tawfik, 2010). Ennck vizsgalatara
azonban mindezidaig csak esettanulmanyok alltak rendelkezésre. Munkank az elsé olyan
elemzés, amelyben a latens reakciok evolicios szerepe az egész anyagcsere-halozat szintjén

van felmérve.

Kiilonboz6 forrasokbdl Osszegylijtve latens aktivitasokat sikeriilt a nativ Escherichia coli
anyagcseremodellt 12.6%-kal megndvelni. Az altalunk 6sszegytijtott latens reakciok tobbsége
bekothetd a nativ haldzatba, ezéltal ) biokémiai utvonalakat tudnak kialakitani a nativ
reakciokkal egyiittmiikddve. Ezek a latens reakciok ~3%-kal kiterjesztették azoknak a
kornyezeteknek a listdjat, amelyeken az anyagcseremodell képes novekedni, tehat
megallapithatd, hogy a rejtett enzimaktivitasoknak egy tekintélyes hanyada evolucios ujitast
eredményez. Ehhez minden esetben elegendd volt egyetlen latens reakcioval kibdviteni a
nativ modellt, mintegy meghosszabbitani a meglévd ttvonalakat egy Gjabb 1épéssel, azaz nem
volt sziikség bonyolult, tobb génes utvonalak kialakuldsara. A latens reakciok mutaciokkal
torténd felerdsitése egy egyszerli modja az adaptacionak, mely soran nincs sziikség kiilsd
genetikai anyag beépitésére. Feltételezhetd, hogy a horizontalis géntranszfer prokaridtdkhoz
képest kisebb szerepe miatt eukariotdkndl ennél is nagyobb jelentdsége van a latens

aktivitasoknak az 0j kornyezetekhez valo adaptacioban (Pal et al., 2005).

A latens anyagcserének tovabbi jelentGsége is lehet az Gj tapanyagok hasznositasa mellett. A
latens reakciok atkotéseket biztositanak az anyagcsere-héalozaton beliil, igy eldsegithetik a
hélozat gyors reakcidjat enzim- vagy metabolitkoncentracidban bekovetkezett zavarok esetén
(Wagner and Fell, 2001). Tovabba 0j utvonalak kialakitasan keresztiil a latens aktivitasok uj

masodlagos metabolitok termeléséhez is vezethetnek (Weng et al., 2012).

A latens aktivitdsok kérosak is lehetnek az él6lény szamara, példaul azaltal, hogy toxikus
mellékterméket termelnek, vagy kevésbé optimalis Utvonalakra terelik az anyagaramlast az
anyagcsere-halozatban. Ezeket a jelenségeket Pal Ferenc és Gyorkei Adam kollégaim
vizsgaltak, ezért itt csak roviden targyalom az eredményeiket. Azt talaltdk, hogy a halozat
szintjén a latens aktivitdsok altal termelt metabolitok nem toxikusabbak, mint a nativ reakciok
altal termeltek, valamint azok az utvonalak, amelyekben latens reakcidk is szerepelnek,

hatékonysdgban nem maradnak el a csak nativ reakciokbodl felépiild utvonalaktdl. Ezek
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azonban altalanos mintazatok, egyedi latens reakciok esetében eléfordulhat, hogy csokkentik
az ¢él6lény fitneszét. Erre jo példa az a kisérletes munka, amelyben egy 1 piridoxal-foszfat
bioszintézis utvonalat hoztak 1étre E. coli baktériumban bizonyos enzimek taltermelésével. Az
Uj utvonal intermedier metabolitjai kozott vannak olyanok, amelyek nem nativ metabolitok az
E. coli sejtekben, és kideriilt, hogy ezek a vegyiiletek gatoljak bizonyos aminosavak
bioszintézisét (Kim and Copley, 2012).

Az evolucits rendszerbioldgia kozponti kérdése, hogy hogyan lehet elérejelezni a mutaciok
fenotipusos hatasat és az evolucid lehetséges Utvonalait (Heckmann et al., 2013; Papp et al.,
2011). Bar torténtek jelentés elOrelépések a génkiiitések fitneszhatasanak és genetikai
interakcioinak genomléptékii anyagcsere-halozatban torténd elérejelzésében (Papp et al.,
2011), az adaptiv evolucids ujitasok genetikai hatterét jelenleg kevésbé értjiik. Eredményeink
azt mutatjak, hogy a rejtett enzimaktivitasok segitségével eldrejelezhetdek 1j fenotipusok és

azok genetikai hattere az anyagcsere szintjén.

Fontos megjegyezni, hogy mind az altalunk gyiijtott, mind a kisérletek soran felfedezett rejtett
enzimaktivitasok alulbecslik a latens biokémiai reakciok tényleges szamat és evolucios
potencialjat. Mind a kisérletekben, mind a szimulacidk soran olyan eseteket vizsgaltunk, ahol
az organizmusnak egy 1Uj tapanyag feldolgozasahoz kellett adaptalodnia. Méas modon is
elényds lehet azonban egy latens reakcio: kialakithat egy hatékonyabb bioszintetikus
utvonalat egy, az €l6lény szamdara kulcsfontossdgi metabolithoz vagy elémozdithatja egy
kéros anyag, példaul egy antibiotikum lebontasat (Soo et al., 2011). Az is belathato, hogy az
irodalom alapjan ismert latens reakciok listaja nem teljes. Maga az E. coli anyagcsere-halozat
rekonstrukcidja sem teljes, igy bizonyos latens reakciok elényds hatasa a sziikséges nativ

reakciok hianyaban nem kimutathato.

Kisérletes megkozelitésiink szintén nem ad teljes képet az E. coli organizmusban talalhato
meg, melyekhez egyetlen latens reakcio felerdsitése elegendd volt. Azokat az eseteket, ahol
egy tobblépéses utvonal kialakuldsa sziikséges az eldny0s fenotipus eléréséhez, nem latjuk.
Masrészt a tultermeléses kisérletek soran rejtve maradhatnak azok a latens enzimaktivitasok,
melyek csupan kismértékben biztositanak fitneszeldnyt. Harmadrészt az enzim taltermelésén
kiviil mas modokon is novekedhet egy latens aktivitds katalitikus hatékonysdga mutaciok

hatasara. Ugyancsak eldfordulhat, hogy egy latens aktivitas felerdsitése nem tudja kifejteni
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pozitiv hatasat, mert az ehhez szilikséges nativ reakcidok valamelyike nem hozzaférheté gatlo

regulacios hatasok miatt.

Annak ellenére, hogy a tudasunk a rejtett enzimaktivitasokrol kozel sem teljes, az in silico és
kisérletesen azonositott genotipus-fenotipus parok kozotti nagymértékii atfedés arra utal, hogy
a rejtett aktivitasok altalunk Osszeallitott halozata mar igy is jelentds részét lefedi annak az
evolucios nyersanyagnak, mely az 0j kornyezetekhez vald rovidtavi adaptacid sordan az
¢l6lény rendelkezésére all. Jo példa erre a D-lixdz mint szénforras esete. A D-lixoz ritkan
fordul el6 a természetben (Ahmed, 2001) és a vad tipusu E. coli nem képes lebontani (ezt
kisérleteink is igazoltdk). A modellezés soran kideriilt, hogy egyetlen biokémiai reakcio
elegendd a D-lix6z lebontdsdhoz és szénforrasként valo felhasznaladsédhoz, ez a reakcid pedig a
mannoéz izomerdz enzim (Yihs) mellékreakcidja. A kisérleteink igazoltak, hogy az Yihs, és
csakis az Yihs taltermelése teszi lehetové a D-lixdzon vald novekedést. Ugyanakkor a
kisérletek soran feltart, de a modell altal elére nem jelzett 0j fenotipusok olyan rejtett
enzimaktivitasokhoz vezetnek, melyek jelenleg nincsenek leirva E. coliban. Ez alapjan

elmondhatjuk, hogy még nagyszamu olyan latens aktivitds van, mely felfedezésre var.

A latens enzimaktivitasok ismeretén alapuld Uj fenotipusok eldrejelzésének fontos gyakorlati
alkalmazasai is vannak. A rejtett enzimaktivitdsok szisztematikus tesztelése szamitogépes
modellezéssel egybekdtve 1j bioszintetikus tutvonalakat tarhat fel az iparban is fontos
vegyliletek szamara, akar 0j, gazdasagilag elonyosebb kornyezetekben is (Carbonell and
Faulon, 2010). Emellett ez a megkdzelités segithet megérteni az enzimek masodlagos
al., 2009). A tumorok megfékezése szempontjabol a fehérjék latens aktivitasai karosak
lehetnek, mert eldsegithetik a tumorsejtek alkalmazkodéasat akar a gazdaszervezethez, akar
bizonyos tumorellenes kezelésekhez. A latens aktivitasok feltardsaval jobban megismerhetjiik
a tumorsejtek ezen lehetséges fejlodési iranyait is, ami eldsegitheti hatékonyabb tumorellenes

kezelések kifejlesztését.
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4. Osszegzés és kitekintés

Doktori munkdm sordn a rendszerbiologia eszkoztarat hasznaltam fel arra, hogy az
evoluciobiologia kérdéseit vizsgaljam. FElsOsorban az anyagcsere kényszer-alapu
modellezését, mint modszert hasznaltam, melynek segitségével tobbek kozott kiillonbozo
genetikai modositdsok fenotipusos hatasa vizsgalhatd genomléptékben. Az anyagcsere az
egyik legjobban ismert és leginkabb kutatott sejtes alrendszer, igy idealis modell az evolucios

folyamatok vizsgalatara.

A genetikai kolcsonhatdsok fontos szerepet tolteneck be az evolucidés folyamatokban, a
fenotipust ugyanis altaldban nem egyetlen gén hatdrozza meg, hanem gének sokasaga. A 2.
fejezetben bemutatott munkankban arra a kérdésre kerestiik a valaszt, hogy a kényszer-alapt
modellek képesek-e elorejelezni a genetikai kolcsonhatasokat. Azt talaltuk, hogy bar az
anyagcseremodellek érzékenysége a genetikai kdlcsonhatasok eldrejelzésében alacsony, a
modell elérejelzései még igy is jelentdsen jobbak, mint azt véletlenszerlien varnank (10. abra).
Ennek koszonhetéen a modell képes reprodukalni a genetikai kdlcsonhatdsok altal mutatott

mintazatokat, illetve mechanisztikus magyarazatot is tud adni rajuk (6-9 abra).

Latvan a modell viszonylagos alacsony érzékenységét a genetikai kdlcsonhatasokra, felmertilt
benniink, hogy lehetséges-e ezen javitani. Kifejlesztettiink egy eljarast, amely genomléptéki
kisérletes adatokat felhasznalva automatikusan, ismétlédd 1épésekben feljavitja a modellt. Ez
az eljaras képes volt 0j hipotéziseket generalni, azaz lehetséges modositdsokat javasolni a
modellen. Ezek a hipotézisek kisérletesen tesztelhetdk, és egy, a NAD bioszintézis utvonalra
tett javaslatot sikeresen igazoltunk is. Ez és az ehhez hasonlé modszerek lehet6vé teszik, hogy
iterativ modon ndveljiik ismereteinket, melynek soran legaldbb részben automatikusan
torténik meg az Uj hipotézisek feldllitasa és tesztelése, ezzel felgyorsitva a kutatdéi munkat

(King et al., 2009).

Munkank soran sikeriilt feljavitani az anyagcseremodell genetikai kdlcsonhatasokat eldrejelzd
képességét, ezzel kozel duplajara novelni az eldrejelzések érzékenységét. Ugyanakkor a
genetikai kolcsonhatdsok tobbségét még igy sem latja a modell. Vannak azonban olyan
modszerek, amelyekkel javitani lehetne az anyagcseremodellek ezen képességén. Egyfeldl
integralni kellene egy regulacids szintet a modellekbe, igy azok figyelembe tudndk venni,
hogy egy adott gén atirodik-e az adott koriilmények kozott. Erre ad lehetdséget tobbek kozott
az rFBA, SR-FBA, OptORF és a PROM modszer (Covert et al., 2004; Shlomi et al., 2007b;
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Kim and Reed, 2010; Chandrasekaran and Price, 2010). Ezeknek a moddszereknek a
hasznalatdhoz sziikség van arra, hogy ismerjik a sejtben jelen 1évé regulacios
kolesonhatdsokat, ezek az ismeretek azonban még a jol ismert modelléldlények esetében is

hianyosak.

Egy masik megkdzelités transzkriptomikai mérések eredményét beépiteni a modellbe, azaz
egy adott reakcio fluxat az adott enzimet kodold gén expresszidjanak fliggvényéveé tenni
(Shlomi et al., 2008). Ennek a modszernek elénye, hogy nem kell ismerni a regulacios
kolesonhatasokat, elegendd lemérni a kérdéses sejtek génexpresszids profiljat az adott
kornyezetben. Problémat jelent azonban, hogy a gének expresszioja és a biokémiai reakcidokon
atmend flux kozti Osszefiiggés nem linedris €s sok tényez6tdl fiigg, emiatt nem egyértelmi,
hogy hogyan tessziik a fluxokat fliiggdvé az expresszids adatoktdl. Emellett egy munkdban
szisztematikusan tesztelték a kényszer-alapu modellek fluxat génexpresszids adatok alapjan
kényszeritd modszereket, és azt talaltak, hogy ezek a modszerek altaldban nem jelzik eldre a

fluxokat jobban, mint a modositatlan FBA (Machado and Herrgérd, 2014).

A fent emlitett technikédkon til is nagyszdma modszer all rendelkezésre, melyekkel ndvelni
lehet a modellbe épitett bioldgiai informacié mennyiségét, ami pedig segithet a genetikai
kolcsonhatasok elérejelzésében (Lewis et al., 2012). Minden 0jabb hozzaadott réteggel né
azonban a lehetséges hibak szama a modellben, illetve bizonyos adatoknal (példaul
génexpresszio) a modell elemeihez vald hozzarendelés nem egyértelmii. Ahogy azonban
egyre tobb genomléptékll kisérletes adatsor all rendelkezésre, ezek a modszerek is tovabb
fejléddnek, lehetové téve az evolucidbiologia jelenségeinek részletesebb vizsgalatat az

anyagcseremodellekkel.

Dolgozatom 3. fejezetében leirt munkankban az evolicids innovaciok eldrejelezhetdségeét
vizsgaltuk. Abbdl a feltételezésbdl indultunk ki, hogy az enzimek rejtett aktivitasai evoliicios
nyersanyagként szolgalhatnak és adaptacid soran ezek a kezdetben még jelentéktelen
funkciok felerdsodve 1 fenotipust eredményezhetnek. Az irodalomban ismert latens
aktivitasokat Osszegytijtottiik és beépitettiik az Escherichia coli anyagcsere-halozataba, majd
szimulaciokkal kimutattuk, hogy a latens aktivitdsok segitségével Uj kornyezetekhez tud
adaptalodni az organizmus. Genomléptékii kisérletes tesztekkel ezt megerdsitettiik, rdadasul a
kisérletes €s in silico eredmények kozott jelentds atfedést tapasztaltunk. Sikeriilt tehat
kimutatnunk, hogy az evolucios 1jitdsok eldrejelezhetéek egy rendszerbiologiai modell

felhasznalasaval.
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Ahogy dolgozatom 2. fejezetében bemutattam, a genetikai kolcsonhatasok terén az
anyagcseremodell eldrejelzései alacsony érzékenységgel birnak. Emiatt felmeriilhet, hogy
vajon hogyan képes a modell mégis eldrejelezni az evoluciods Gjitasokat. Fontos megjegyezni
azonban, hogy az altalunk vizsgalt in silico evoltcios Gjitasok mind egylépésesek voltak, azaz
minden 0j kornyezetben elegendd volt egyetlen latens reakcid ahhoz, hogy az adott
kornyezetben a modell novekedni tudjon. Emellett a nagyskaldju laborkisérletekkel sem
teszteltilk tobb fehérje egyidejii tultermelésének hatasat. Az ilyen, egylépéses genetikali
beavatkozasok kimenetelét az anyagcseremodellek nagy hatasfokkal képesek eldrejelezni, a
génkilitések esetében akar 90 szazalékos pontossaggal (Heavner et al., 2013; Orth et al.,
2011). Annak eldontésére, hogy komplexebb evolucids ujitasok (példaul 0j, tobblépéses
utvonalak) kialakuldsdt milyen pontosan képesek eldrejelezni a kényszer alapa
anyagcseremodellek, tovabbi modellezésre ¢és nagyskalaju kisérletekre lesz sziikség a

jovoben.

A latens aktivitasoknak, mint evollcids nyersanyagoknak fontos szerepiik van az adaptacio
soran. Az altalunk létrehozott latens aktivitds adatbazis azonban bar genomléptékii, nem
szisztematikus, hanem esettanulmanyok sokasagan alapszik. Az intenzivebben
tanulmanyozott enzimekre és metabolitokra tobb informacio érhet6 el, igy vélhet6leg tobb
latens aktivitds kothetdé hozzajuk a mi gylijteménylinkben. Jelenleg nincs elérhetd
szisztematikus felmérése a latens aktivitdsoknak, csupan néhany, egy adott enzimcsaladra
korlatoz6do tanulmany létezik (Huang et al., 2015; Kuznetsova et al., 2006). Emiatt a latens
reakciok anyagcsere-halozaton beliili eloszlasdra vonatkozd kérdéseket jelenleg nem tudjuk
megvalaszolni. Marpedig a latens reakciok eloszlasanak ismerete fontos kérdés, ugyanis az,
hogy a latens reakciok milyen utvonalakban dusulnak fel, befolyasolhatja az ¢élélény

adaptacids képességeit.

A metabolomika egy lehetséges megoldast kinal erre a problémdra. A metabolitok
hogy egy adott enzim milyen metabolitokat fogad el szubsztratjaként. A modern
metabolomikai mddszerekkel pedig akar tobb szdz metabolit egyidejii mérése is lehetdveé valt
(Fuhrer et al., 2011). Emellett ma mar elérhet6 tobb olyan torzskonyvtar is, amelyek az
enzimek termelését €s kinyerését konnyitik meg, ezéltal nagyszdml enzim is gyorsan
eléallithato és vizsgalhat6 in vitro (Kitagawa et al., 2005). Ezek a modszerek a kozeljovében

lehetévé tehetik, hogy egy adott organizmus biokémiai reakcidit €s azok genetikai hatterét
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szisztematikusan feltérképezziik, tekintettel arra, hogy egy adott reakcidé nativ vagy latens

aktivitasa egy adott enzimnek.
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7. Osszefoglalas

Az elmult néhany évtizedben a kisérletes technikdk fejlodése az elérhetd bioldgiai adatok
mennyiségének exponencidlis novekedéséhez vezetett. Az adatok feldolgozasahoz 1j
modszereket kellett kifejleszteni, a szamitogépes adatfeldolgozas egyre inkébb elétérbe kertilt.
Emellett lehetové valt a biologiai rendszerek vizsgélata holisztikus megkdzelitéssel, ami a
rendszerbiologia kialakuldsahoz vezetett. A rendszerbiologiai kutatdsok egyik kiemelt
célpontja az anyagcsere, mely az egyik legjobban feltart sejtes alrendszer. Az anyagcserérol
elérhetd nagy mennyiségli adat lehetové tette matematikai modellek kidolgozasat. Ezekkel a
modellekkel a genotipus-fenotipus leképezést akar tobb szdz génre kiterjedden,
szisztematikusan tudjuk vizsgalni, ezaltal pedig evoluciobiologiai kérdésekre is valaszokat
adhatunk veliik. Doktori munkdm sordn két evolicidbioldgiai kérdéskort jartam koriil az
anyagcseremodellek felhaszndldsaval. Egyrészt az anyagcseregének kozotti genetikai
interakcidk halézatos viselkedését és elorejelezhetoségét vizsgaltam, masrészt az enzimek

jarulékos aktivitasainak evolucios jelentdségét kiséreltem meg felderiteni.
Genetikai interakciok vizsgalata és modellezése az anyagcserében

Genetikai kolcsonhatasrol akkor beszéliink, ha két mutacio egyiittes hatdsa eltér attol, amit a
mutaciok onallo hatasa alapjan varnank. A genetikai kolcsonhatas lehet negativ vagy pozitiv,
attol fiiggéen, hogy a kapott kettds mutacié hatdsa erésebb vagy gyengébb a vartnal.
Munkank soran kiszamoltuk a genetikai kdlcsonhatasokat az élesztd anyagcserehalozatban az
ugynevezett fluxus balansz analizis (FBA) moddszerrel. Az eredményt egy nagyskalaju
kisérletes adatsorral vetettiik 6ssze, melyet kollaboratorunk (Charles Boone €s csoportja) mért
le. Ez az adatsor tobb, mint 176.000 anyagcseregénparra tartalmazza a genetikai kdlcsonhatas

értékét.

Elészor azt vizsgaltuk meg, hogy az anyagcseremodell képes-e visszaadni kisérletesen
megfigyelt mintazatokat a genetikai kdlcsonhatasok haldzataban és mechanikus magyarazatot
adni rajuk. Kisérletesen megfigyelték, hogy minél tobb interakcioban vesz részt egy gén,
annal karosabb a kiiitése az ¢161ény szamara. Ezt a mintdzatot a modell is mutatja, emellett
pedig azt is megfigyeltiik in silico, hogy erds negativ korrelacié van egy gén altal érintett
bioszintetikus folyamatok szdma (pleiotropia) és a gén kiiitésének hatasa kozott, valamint
hogy a pleiotropia és a genetikai kolcsonhatasok szdma pedig pozitiv korreldcioban van. Ez

alapjan feltételezhetjiik, hogy a tobb bioldgiai funkcidban részt vevd (pleiotropikus) gének
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kilitésének hatasat nagyszamu mas gén mutacioja befolyasolja, ahol az egyes gének a

pleiotropikus gén mas-mas funkcidjat kompenzaljak.

A kovetkez6 1épésben arra kerestlik a valaszt, hogy a modell milyen sikerességgel jelzi elére
az egyes genetikai kolcsOnhatasokat. Azt talaltuk, hogy az in silico kdlcsonhatasok kozott
erds feldisulast mutatnak a kisérletes interakciok a véletlenszeriien varthoz képest, azonban a
kisérletesen latott kolcsonhatasoknak csak egy kis hanyadat talaljuk meg a szimulacidval.
Annak érdekében, hogy javitsunk a modell szimulacids erején, kifejlesztettiink egy gépi
tanuldson alapuld eljarast. Modszeriink kiilonb6zd valtozasokat hajt végre a modellen
automatikusan ¢€s a kisérletes adatsoron teszteli, hogy javult-e az modell elérejelzd képessége.
Sikeriilt nagymértékben feljavitani a modellt és az egyik javasolt valtoztatast kisérletesen is
igazoltuk. Osszefoglalva, bar az anyagcseremodell 4ltal elérejelzett genetikai kolcsonhatasok
biologiailag relevansak, a kisérletesen azonositott kolcsonhatasok tobbségét nem latja a

modell. Ezen a hidnyossagan azonban tudunk javitani.
Rejtett enzimaktivitasok halézata és evolucios jelentosége

Annak megértése, hogy hogyan alakulnak ki 0j utvonalak az anyagcsere-halozatban, az
evollcidbioldgia és a rendszerbiologia egyik kulcskérdése. Az uralkodd elmélet szerint Uj
utvonalak az anyagcserében mar meglévd enzimekbdl épiilnek fel, melyek a haldzat
kiilonb6z6 pontjairdl szarmaznak. Régdta ismert, hogy az enzimek képesek olyan biokémiai
reakcidkat 1s felgyorsitani melléktermékként, amelyeknek a katalizdldsara nem
specializalodtak. Ezeket a szelekcids nyomads alatt nem alloé enzimaktivitasokat rejtett vagy
latens aktivitdsoknak hivjuk, szemben az enzimek nativ vagy fOaktivitasaval. Ezek a latens
aktivitasok gyengék, fiziologiai hatasuk elhanyagolhatdo, azonban mutaciok révén
feler6sodhetnek, ezaltal pedig 0j enzimaktivitasok és azokon keresztiil uj biokémiai utvonalak
kialakuldsdhoz vezethetnek. Munkank sordn a latens aktivitasok fenotipusos hatasat

vizsgaltuk 1) kornyezetekhez vald adaptacioban.

Elsé Iépésként Osszegylijtottiik az irodalomban ¢és adatbdzisokban elérhetd latens
aktivitasokat, melyeket E. coliban irtak le. Ezeket a reakciokat a nativ E. coli anyagcserébe
illesztettilk. Azt talaltuk, hogy a latens reakciok tobbsége teljesen beilleszthetd a nativ
halozatba €s csak egy kis résziik az, amely a nativ halézattdl izolaltan helyezkedik el. Ezéltal
a latens aktivitdsok képesek 1j biokémiai utvonalakat kialakitani a nativ reakcidkkal

kodzremikodve.
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Ezutin FBA moédszerrel megvizsgaltuk nagyszamu in silico kérnyezetben, hogy milyen
fitneszeldnyt biztositanak a latens aktivitasok a nativ modellhez képest. A latens reakciok a
kornyezetek 2.9%-aban esszencidlisnak bizonyultak a ndvekedéshez. Minden ilyen
kornyezetben elegendd volt egyetlen latens aktivitast hozzdadni a nativ modellhez, hogy
biztositsuk a novekedést. Ugyanakkor ritka volt az olyan latens reakcio, amely tobb

kornyezetben is elényt biztositott, tehat a latens reakciok hatasa kornyezetfiiggo.

A latens reakciok hatdsa kisérletesen felerdsithetd, ha az adott enzimet tultermeltetjiik az
¢lolénnyel. Ez lehetdséget ad arra, hogy in silico eredményeinket kisérletesen is teszteljiik.
Kisérleteinkben 4269 E. coli gén thltermeltetésének hatasat vizsgaltuk meg 194, kiilonb6z6
szénforrast tartalmazo kornyezetben (a kisérleteket Kintses Balint kollégdm végezte). Az
eredmények azt mutattak, hogy a kisérletek sordn feljott kornyezetek jelentds részét sikeriilt a
modellel elérejelezni, valamint a kisérletes és in silico vizsgalatok soran feljott kornyezet —
gén parok kozotti atfedés lényegesen nagyobb a véletlenszertien vartnal. Osszességében tehat
elmondhatjuk, hogy nemcsak képesek voltunk a modellel elérejelezni a latens aktivitdsok Uj
kornyezethez vald adapticidban betdltott szerepét, de az altalunk Osszegylijtott rejtett
aktivitasok listdja jelentds részét lefedi annak az evolicids nyersanyagnak, mely az Uj

kornyezetekhez valo rovidtava adaptacié soran az €161ény rendelkezésére all.
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8. Summary

New experimental techniques led to the exponential growth of available biological data
recently. In order to process the great amount of data new computational methods had to be
developed. Systems biology emerged as the holistic approach to investigate biological
systems. Metabolism is one of the most well-known cellular subsystems and therefore a
suitable model for exploring and answering the questions of systems biology. Large-scale
mathematical models of metabolism can be reconstructed and used to predict the growth
effect of different perturbations like gene deletion. These metabolic models are also capable
of mapping genotype to phenotype and therefore to answer the questions of evolutionary
biology. In my thesis | describe two works using metabolic modelling to investigate the
network of genetic interactions and the evolutionary potential of underground enzyme

activities.
Investigating genetic interactions by using metabolic modelling

Genetic interaction occurs when the effect of the simultaneous deletion of two genes is
different than what we expect based on the effects of the single gene deletions. Genetic
interaction can be negative when the effect of the double mutant is stronger than expected and
positive when the effect is weaker. We applied flux balance analysis (FBA) method on the
yeast metabolic network to calculate the genetic interactions between yeast enzymes. The
results were compared with a large-scale experimental data set produced by our collaborators
(Charles Boone lab, Toronto). This experimental dataset contains genetic interaction data for
more than 176 000 enzyme pairs.

First, we tested the capability of the metabolic model to predict general patterns of the
network of genetic interactions. Experimental genetic interaction datasets show that the more
interactions a gene has the higher the growth effect of the deletion of the gene will be. We
confirmed this pattern on the metabolic model as well. Besides, the metabolic model shows
strong negative correlation between the numbers of biological functions a gene has
(pleiotropy) and the single gene deletion fitness values. Gene pleiotropy also correlates with
the degree of genetic interactions. Based on this we assume that the effect of deletion of genes
with multiple biological functions (highly pleiotropic) is influenced by several other genes,

each which compensate a different biological function of the highly pleiotropic gene.
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Next, we compared the in silico genetic interactions with the experimental dataset to estimate
the prediction accuracy of the model. We found that experimentally confirmed genetic
interactions are strongly enriched among in silico interactions but the model can find only a
small fraction of experimental interactions. In order to improve the model we developed an
automated model refinement method based on a machine learning algorithm. Our method
minimizes model mispredictions globally by creating and evolving a population of modified
models. Several modifications were suggested that, together, considerably improved the fit of
the model to our genetic interaction map. One of the hypotheses of our method was verified
experimentally. Taken together, the metabolic model is capable to predict biologically
relevant genetic interactions but it misses most of the experimentally verified interactions.

This ability of the model can be improved by automated model refinement.
The evolutionary importance of underground metabolic reactions

Understanding the way new metabolic pathways emerge is a main goal of evolutionary
biology and systems biology. The prevailing theory is that new pathways are patched together
from already existing enzymes coming from different parts of the network. It is well-known
that enzymes are capable of catalyzing, albeit at low rates, reactions other than those for
which they have evolved. These so called underground reactions are prevalent and their
activity can be increased through mutations therefore they have a key role in evolving new
metabolic functions. During our work we investigated the phenotypic effect of underground

activities in the adaptation to new conditions.

First, we systematically collected a list of well-known underground activities of E. coli
enzymes and integrated them in a genome-wide E. coli metabolic model. 45% of the
underground reactions could be fully integrated in the native network and only a small
fraction of them is completely isolated from the native reactions. Therefore underground

activities are capable of forming new biochemical pathways combined with native reactions.

Next, we applied flux balance analysis to calculate the fitness advantage of the underground
reactions in 2754 in silico conditions. Underground reactions were essential in 2.9% of the
conditions. In each of these conditions adding a single underground reaction was enough to
enable growth. Besides, most underground reactions showed fitness advantage in only one

condition.
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The effect of underground activities can be enhanced experimentally by overexpressing the
enzyme responsible for the underground activity. In order to validate our in silico results we
did a systematic overexpression screen of 4269 E. coli genes in 194 different conditions (each
containing a different carbon source). These experiments were done by my colleague, Balint
Kintses. We found that our in silico model could predict 44% of the conditions emerged from
the experimental screen. Moreover the overlap between the experimental and predicted
condition — gene pairs was 2 orders of magnitude higher than randomly expected. These
results suggest that our network of in silico underground reactions already covers a significant
part of the evolutionary raw material available for short-term adaptation to novel

environments.
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9. Fiiggelék

erer

kornyezet osszetétele

A tapanyagok mellé irt felvételi ratdk mmol/ora/(gramm szaraz anyag) mértékegységben
értendéek (mmol/h/gDW).

Tapanyag Felvételi rata
4-aminobenzoat 0.000002
Adenin 3.01
L-alanin 0.36
L-aszparagin 0.36
L-aszpartat 0.36
Biotin 0.00000142
L-cisztein 0.36
Fe* 1000
D-glukoz 22.6
L-glutamin 0.36
L-glutamat 3.6
Glicin 0.36
L-izoleucin 0.36
Mio-inozitol 0.11
K* 4.44
L-leucin 1.8
L-metionin 0.36
Na* 0.75
Nikotinsav 0.000002
O 6.3
L-fenilalanin 0.36
Foszfat 0.89
(R)-pantoténsav 0.0002
L-prolin 0.36
Riboflavin 0.00092
L-szerin 0.36
Szulfat 100
Tiamin 0.0032
L-treonin 0.36
L-triptofan 0.36
L-tirozin 0.36
Uracil 3.63
L-valin 0.36
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2. tablazat: az éleszt6 anyagcseremodell biomassza komponensei

1,3-béta-D-Glitkan
L-Alanin
AMP
L-Arginin
L-Aszparagin
L-Aszpartat
ATP
cAMP
Kitin (monomer)
CMP
Koenzim A
L-Cisztein
dAMP
dCMP
dGMP
dTMP
Ergoszterol
FAD
L-Glutamin
L-Glutamat
Glicin
Glikogén
GMP
Redukalt glutation
H,O
L-Hisztidin
L-1zoleucin

L-Leucin
L-Lizin
Mannan
L-Metionin
NAD
Foszfatidat, éleszt6-specifikus
Foszfatidil-kolin, ¢éleszté-specifikus
Foszfatidil-etanolamin, éleszt6-specifikus
L-Fenilalanin
Protohem
L-Prolin
Foszfatidil-szerin, élesztd-specifikus
Foszfatidil-1-D-mio-inozitol, éleszté-specifikus
Ubikinon-6
Riboflavin
L-Szerin
Szulfat
5,6,7,8-Tetrahidrofolat
Tiamin-trifoszfat
L-Treonin
Trehaloz
Triglicerid, élesztd-specifikus
L-Triptofan
L-Tirozin
UMP
L-Valin
Zimoszterol
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3. tablazat: modosithato biomassza-komponensek listaja

Ergoszterol
Glikogén

Trehaloz
cCAMP
Kitin
Koenzim A
FAD
Redukalt glutation
Protohem
Mannoéz-(inozitol-P)2-ceramid, ceramid-1 (24C), éleszté-specifikus
Mannéz -(inozitol-P)2-ceramid, ceramid-1 (26C), éleszt6-specifikus
Mannoéz -(inozitol-P)2-ceramid, ceramid-2 (24C), éleszto-specifikus
Mannéz -(inozitol-P)2-ceramid, ceramid-2 (26C), éleszt6-specifikus
Mannoéz -(inozitol-P)2-ceramid, ceramid-3 (24C), éleszt6-specifikus
Mannéz -(inozitol-P)2-ceramid, ceramid-3 (26C), éleszt6-specifikus
NAD
Riboflavin

5,6,7,8-Tetrahidrofolat

Tiamin trifoszfat
Ubiquinon-6
Szulfat

4. tablazat: a javité algoritmus altal javasolt modositasok az anyagcseremodellen

i ASPOcm, ADPT
Erintett reakciok vagy QULNS, ! ASPOcm, . . o
biomassza komponens® NMNAT, ';%NN':,}_; QULNS Glikogen ACALDtm Ubikinon-6
RNMK
Kiutés ADPT kiltése,
(ASPOcm PUNP1 és s I e
Javasolt médositas vagy QULNS) PUNP5 Kiltés . Klzaras’a . Irrevgr’z[blllsre . Klzaras'a .
és (NMNAT irreverzibilisre biomasszabol allitas biomasszabdl
vagy RNMK) allitasa
9 Uj, helyesen
elérejelzett
negativ
kélcsdnhatas
megjelent
(TNA1-BNAA1,
TNA1-BNA2, 5 Uj, helyesen 4 Gj, helyesen
TNA1-BNA4, elérejelzett elérejelzett
TNA1-BNAS5, negativ . 2 hibasan 1 4j, helyesen " .
NPT1-BNA1, | kolcsonhatas | | "o92" | jelzett negativ | eldrejelzett L h'bfja;‘t;\f'zett
Javitott Negativ NPT1-BNA2, megjelent meaielent kolcsdnhatas negativ kblcsgnhatés
eléirejelzésb kolcsonhatas NPT1-BNA4, (HPT1-ADE1, (TNA?J—BNA4 eltlint kolcsénhatas altiint
NPT1-BNAS5, HPT1-ADE2, TNA1-BNA1 " | (GSY1-GSY2, megjelent (ARO3-ARO4)
NPT1-BNAB) HPT1-ADE4, TNA1—BNA2’ GLG1-GLG2) | (ALD6-PDB1)
valamint 3 HPT1-ADE5,7, TNA1—BNA55
hibasan jelzett HPT1-ADEBG)
negativ
kélcsénhatas
eltiint
(NMA1-TNAT,
NMA1-PNC1,
NMA1-NRK1)
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Erintett reakciok vagy
biomassza komponens?

ASPOcm,
QULNS,
NMNAT,

RNMK

ADPT,
PUNP1,
PUNP5

ASPOcm,
QULNS

Glikogén

ACALDtm

Ubikinon-6

Egyszeres
mutans

1 Uj, helyesen
elérejelzett
esszencialis

gén megjelent

(QNS1)

5 Uj, helyesen
elérejelzett
esszencialis gén
megjelent
(COQ2, COQ3,
COQ5, COQS,
PPA2)

Elrontott
elérejelzés

Negativ
kolcsonhatas

1 helyesen
elérejelzett
negativ
kélcsénhatas
eltiint
(NMA1-NMA2)
és 2 hibasan
jelzett negativ
kolcsénhatas
megjelent
(TNA1-BNAS3,
NPT1-BNA3)

1 hibasan
jelzett negativ
kolcsénhatas

megjelent
(ADE6-AAHT1)

1 hibasan
jelzett negativ
kolcsdénhatas

megjelent
(TNA1-BNA3)

2 hibasan
jelzett negativ
kélcsénhatas

megjelent
(ALD6-ACH1,
ALD6-PDX1)

Egyszeres
mutans

1 hibasan
jelzett
esszencialis
gén megjelent
(NMA1)

Leiras/Magyarazat

Tévesen van
jelen egy
alternativ NAD
bioszintézis
utvonal a
modellben;
hibas gén-
reakcio
hozzarendelés
és reakcio
reverzibilitas

Alternativ
AMP
bioszintézis
utvonalak®

Tévesen van
jelen egy
alternativ

NAD
bioszintézis
utvonal a
modellben

A glikogén
nem
esszencialis a
névekedéshez

Alternativ
acetat
bioszintézis
utvonal®

Ubikinon-6 csak
nem-
fermentalhato
szénforrason
esszencialis

Gyakorisag®

8

1

8

8

8

4

MCC
névekmény*

Negativ
kolcsonhatas

0.069842

0.040612

0.032538

0.006114

0.003958

0.002937

Egyszeres
mutans

0.000775

0

0

0

0

0.032093

% Reakciok roviditése: ASPOcm, aszpartat oxidaz; QULNS, kinolinat szintdz; NMNAT,
nikotinamid-nukleotid adenililtranszferaz; RNMK, ribozil-nikotinamid kinaz; ADPT, adenin
foszforibozil-transzferaz; PUNPL, purinnukleozid foszforilaz (Adenozin); PUNPS,

purinnukleozid foszforildz (Inozin); ACALDtm, acetaldehid mitokondrialis diffizio.

® Az érintett gének és génparok zarojelben vannak felsorolva.

° Megadja, hogy 8 fiiggetlen optimalizaciobol hany esetben jott fel a kérdéses modositas.

¢ Az MCC ndvekmény a modositott és az eredeti anyagcseremodell eldrejelzéseire szamolt
MCC értékek kiillonbsége, megadja, hogy a kérdéses modositdsnak mekkora hatdsa van az

elérejelzések sikerességére. Az eredeti modell MCC értéke 0. 111 a genetikai
kolesonhatasokra €s 0.499 az egyszeres génkiiitésekre.

¢ Alternativ mechanizmusok lehetségesek ezért nincs pontos magyarazat megadva.
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5. tablazat: latens reakciok

A reakci6 egyenletekben a metabolitok a modellben hasznalt azonositdikkal szerepelnek. A
,Forras” oszlop értéke 1, ha a latens reakcié a Brenda adatbazisbol szarmazik, és 2, ha mas

forrasbol. Utdbbi esetben a forrascikk PubMed azonositdja is fel van tiintetve.

. Reakcio L . . Forras: BRENDA (1)
EC-szam azonosité Reakcié egyenlet Tarsitott gének vagy irodalom (2)
1.15.2 u0001 gal[c] + g8[c] <=> g8h2[c] + C02669[c] b0124 or b0837 1
1152 u0002 g8[c] + xyl-D[c] <=> g8h2[c] + C02266|c] b0124 or b083 1
2.7.1.51 u0004 atp[c] + fru[c] -> adp][c] + f1p[c] + h[c] b2803 1
asp-L[c] + gIn-L[c] + gtp[c] + h2o[c] -> asn-L[c] +
6.3.5.4 u0005 glu-L[c] + gmp[c] + hic] + ppi[c] b0674 1
3541 u0006 h2o[c] + C00791[c] +h[c] -> nh4[c] + C02565]|c] b0337 1
6.3.3.3 L0007 ctp[c] +_c02[c] + dann[c] -> cdpjc] + dtbt[c] + (3) b0778 1
hlc] + pi[c]
1.2.1.10 10008 ior?[E:c]] + nadfc] + ppal[c] <=> ppcoa[c] + nadhic] | 535, 1
12110 L0009 EE)(;’:]\[C] + nad[c] + btal[c] <=> btcoa[c] + nadh[c] + b0351 1
2.3.1.79 u0010 accoalc] + gam[p] <=> acgaml|c] + coalc] + h[c] b0459 1
2.7.1.130 u0011 utp[c] + lipidAds|c] -> udp[c] + h[c] + lipidA[c] b0915 1
2.7.1.130 u0012 gtp[c] + lipidAds[c] -> gdp]c] + h[c] + lipidA[c] b0915 1
2.7.1.130 u0013 ctp[c] + lipidAds[c] -> cdplc] + h[c] + lipidA[c] b0915 1
21.21 u0014 C02115]c] + thf[c] <=> ala-D[c] + h20o[c] + mlthf[c] | b2551 1
2121 u0015 C00872[c] <=> gly[c] + co2[c] b2551 1
2.6.1.29 u0016 ptrc[c] + pyr[c] -> 4abutn[c] + ala-L[c] b3073 1
2.6.1.29 u0017 15dap[c] + akglc] -> glu-L[c] + C12455]|c] + h[c] b3073 1
3.2.1.23 u0018 6dg[c] + h20][c] -> gal[c] + glc-Dic] b0344 1
3.2.1.23 u0019 C02578][c] + h2o[c] -> gal[c] + phenol[c] b0344 1
2.8.1.6 u0020 cys-L[c] + 2 h[c] -> ala-L[c] + h2s[c] b0775 1
2788 L0021 cdpdddecgic] + glyc[c] -> cmp]c] + h[c] + b2585 1
pg120[c]
2.7.8.8 u0022 cdpdtdecg]c] + glyc[c] -> cmp[c] + h[c] + pg140[c] | b2585 1
cdpdtdec7egic] + glyc[c] -> cmp]c] + h[c] +
2.7.8.8 u0023 pg141[c] b2585 1
cdpdhdecgic] + glyc[c] -> cmp]c] + h[c] +
2.7.8.8 u0024 pg160[c] b2585 1
2788 L0025 cdpdhdec9eg]c] + glyc[c] -> cmp]c] + h[c] + b2585 1
pgl6l|c]
2788 L0026 cdpdodecg]c] + glyc[c] -> cmp]c] + h[c] + b2585 1
pg180[c]
cdpdodecllegic] + glyc[c] -> cmp[c] + h[c] +
2.7.8.8 u0027 pgl181[c] b2585 1
1.2.1.39/1.2.1.8 | 10028 Eii'r[,flf h2ofc] + nadfc] -> bz[c] + 2 hic] + b1385 or b0312 1
12139 L0029 hxal[c] + h2o[c] + nad[c] -> hxa[c] + 2 h[c] + b1385 1
nadh[c]
12139 L0030 hpal[c] + h2o[c] + nad]c] -> hpa[c] + 2 h[c] + b1385 1
nadh|c]
34dhpac|c] + h20[c] + nad|[c] -> 34dhpha[c] + 2
1.2.1.39 u0031 hc] + nadhic] b1385 1
4hoxpacd]c] + h20[c] + nad[c] -> 4hphac]c] + 2
1.2.1.39 u0032 hc] + nadhic] b1385 1
6.32.1 L0033 ala-B[c] + Ctp[q] + pant-R[c] -> cmp[c] + h[c] + b0133 1
pnto-R[c] + ppi[c]
6.3.2.1 L0034 ala-B[c] + gtp[g] + pant-R[c] -> gmp]c] + h[c] + b0133 1
pnto-R[c] + ppi[c]
ala-BJ[c] + itp[c] + pant-R[c] -> imp][c] + h[c] +
6.3.2.1 u0035 onto-Ric] + ppilc] b0133 1
6.3.2.1 u0036 ala-BJ[c] + utp[c] + pant-R[c] -> ump]c] + h[c] + b0133 1
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EC-szam azzzlc(:;ii(t’)é Reakcié egyenlet Tarsitott gének F\?;;é;i: rggaﬁzlanA(z()l )
pnto-R(c] + ppi[c]
1.1.1.95 u0037 akglc] + 3 h[c] + nadh][c] -> C02630[c] + nad[c] b2913 1
1.2.1.8 10038 ng{g} + nadic] + ppal[c] -> 2 hic] + nadhic] + b0312 1
1218 10039 gg’jé‘:][[cgf h2ofc] + nadp(c] -> glyc-Rlc] + 2 h[c] + | 1515 1
1218 u0040 333'1?5] * h2oc] + nad[c] > glye-R[c] + 2 hic] + | 14395 1
1.2.1.8 u0041 E;ZL[;%][:] h2oc] + nadpfc] -> bz[c] + 2 hic] + b0312 1
1.2.1.8 10042 nm;g‘ﬁf‘c'gcl * h2ofc] + nadic] -> pyr(c] + 2 hic] + b0312 1
1218 10043 nm;g‘gﬁ'[[c‘i] * h2oc] + nadpic] -> pyr[c] + 2 hic] + | a5 1
1218 u0044 Lﬂﬂﬁfﬁ[&hzo[a} + nadp[c] -> for{c] + 2 hic] + b0312 1
1.2.1.8 0045 Lﬂgﬁ]c; h2oc] + nadic] -> forfc] + 2 hlc] + b0312 1
1.2.1.8 0046 Eggr]][z]h%[c} + nadplc] -> butfc] + 2 hic] + b0312 1
1.2.1.8 0047 ﬁ;ﬂ%ﬂ][z]hzo[cl + nadp[c] -> pta[c] + h[c] + b0312 1
1.2.1.8 u0048 ptal[c] + h20o[c] + nad[c] -> pta[c] + h[c] + nadh[c] b0312 1
1.2.1.8 10049 ﬁ;ﬁtﬁl}" h2ofc] + nadp[c] -> glycltfc] + 2 hc] + | 15375 1
1218 L0050 22’?&52][5 nadpic] + pacald[c] -> 2 h[c] + nadph[c] b0312 1
1218 L0051 E(ng{[j‘c[]cf nadplc] + udcal[c] -> 2 h[c] + nadphl[c] + b0312 1
1218 L0052 E(ng{[j‘c[]cf nad[c] + udcal[c] -> 2 h[c] + nadhl[c] + b0312 1
3.51.1 u0053 asn-D[c] + h2o][c] -> asp-D[c] + nh4][c] b1767 or b0828 1
2.8.3.9 u0059 but[c] + accoa[c] -> acac|c] + btcoac] b2221 and b2222 1
2.4.1.25 u0061 2 malt[c] -> glc-Dic] + malttr[c] b3416 1
2.4.1.25 u0062 3 malttr[c] -> maltttr[c] + maltpt[c] + h20o[c] b3416 1
3.1.3.10 u0063 C03360][c] + h2o[c] -> C00870[c] + pi[c] b1002 1
2.7.4.3 u0064 gtp[c] + cdp[c] <=> gdp[c] + ctp[c] b0474 1
2217 u0065 hpyr[c] + g3p][c] + h[c] -> xu5p-DI[c] + co2[c] b0420 1
2217 u0066 pyr[c] + r5p[c] + h2o[c] -> dDs7p]c] + co2[c] b0420 1
2217 u0067 pyr[c] + C01796[c] + h[c] -> dfru[c] + co2[c] b0420 1
2217 u0068 pyr[c] + gcald[c] + h[c] -> deryt[c] + co2[c] b0420 1
2217 u0069 pyr[c] + e4p[c] + h[c] -> df6p[c] + co2[c] b0420 1
4.1.3.3 u0070 kdo[c] <=> pyr[c] + C00216[c] b3225 1
2.7.1.17 u0071 ctp[c] + dxyl[c] -> cdp[c] + dxyl5p[c] + h[c] b3564 1
2.7.1.17 u0072 utp[c] + dxyl[c] -> udp[c] + dxyl5p[c] + h[c] b3564 1
2.7.1.17 u0073 itp[c] + dxyl[c] -> idp[c] + dxyl5p[c] + h[c] b3564 1
2.7.1.17 u0074 gtp[c] + dxyl[c] -> gdpl[c] + dxyl5p[c] + h[c] b3564 1
2.7.1.17 u0075 | atp[c] + xylt[c] + h[c] -> adp[c] + C02895]c] b3564 1
6.1.1.6 u0076 Zﬁgﬁ; )fﬂ‘sr[gt:-]'{c‘]);[tcr]naIVS[c] > amplc] + b2890 or b4129 1
6.1.1.6 u0077 f‘gf’t[rf]]arytsqg]l-icg);[tcr]nalys[c] -> amp[c] + b2890 or b4129 1
6.1.1.6 u0078 ﬂg{fr]ngl;“s?gﬁcé;[tcr]”a'ys[c] > ampic] + b2890 or b4129 1
6.1.1.6 u0079 f‘él‘jt[fr]];’ly'g[‘éﬁc‘]);[té]”a'ys[‘:] ->amp[c] + b2890 or b4129 1
6.1.1.6 uoogo | &tplc] +ala-Llc] + talysic] -> amplc] + b2890 or b4129 1

alatrnalys[c] + ppi[c]
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6.1.1.6 u0081 Zﬂfr]] : ;S?L-]LJECE) ;i [tcr]nalys[c] > amp[c] + b2890 or b4129 1
6.1.1.6 10082 ?;F;[tﬁ] . ;g[i]'-icll) ;i [tcr]nalys[c] > amplc] + b2890 or b4129 1
6.1.1.6 10083 gltﬁt[ﬂ;y%[lé-]'-icé;i[té?alys[c] -> amplc] + b2890 or b4129 1
6.1.1.6 10084 ﬁﬁﬁ; g[nc[]cl’; :Jrir[gtlys[c] -> amplc] + b2890 or b4129 1
3.6.3.2 L0087 itﬁ% : ([:)?[BialtZ[p] + h2o[c] -> adp[c] + cobalt2[c] ba242 1
2.8.3.8 u0088 pta[c] + accoa[c] + 4 h[c] -> C00888[c] + ac|c] b2221 and b2222 1
2.8.39 u0089 ac[c] + b2coa[c] + h[c] -> C01771[c] + accoalc] b2221 and b2222 1
2.8.3.9 u0090 accoalc] + 3hbut-R[c] -> 3hbycoa[c] + ac[c] b2221 and b2222 1
2.8.3.9 u0091 aacoa[c] + for[c] + 4 h[c] -> formcoa[c] + acac[c] b2221 and b2222 1
1242 0092 | akglc] + C00248[c] + hic] <=> sdhlam[c] + co2[c] Eg%g and b0726 and 1
4.2.35 u0094 6fESEP[c] -> 3 hl[c] + 6flu[c] + pi[c] b2329 1
4212 u0095 tartr-D[c] <=> h2o][c] + oaal[c] Eigﬁ or b4122 or 1
4212 U0096 | h2o[c] + C03248[c] <=> oaalc] + 2 h[c] p1012 orba12z or 1
13.1.12 L0097 hf::r]gn[c] + nad[c] -> tyr-L[c] + nadh][c] + co2[c] + b2600 1
2.7.4.22 u0098 gtp[c] + ump[c] <=> gdp]c] + udplc] b0171 1
6.2.1.5 u0102 gltjrzz[g(]);[;oa[d + sucefc] <=>gdp[c] + pifc] + b0728 and b0729 1
4124 u0103 drib[c] -> glyald[c] + acald[c] b4381 1
2.4.2.14 u0107 prppl[c] + nh4[c] -> ppi[c] + pram|c] b2312 1
6.1.1.9 10108 Z‘g’l[ecl]n’;;g\'g\lf[i;[C] +ile-L[c] -> amp[c] + ppilc] + b4258 1
2311 u0112 accoalc] + adip[c] -> coa[c] + acahedio[c] + 2 h[c] | b2818 1
2311 u0113 apim[c] + accoa[c] -> acahepdio[c] + coa]c] b2818 1
2311 u0l114 glu-L[c] + ppcoalc] + h[c] -> coalc] + propglulc] b2818 1
2.7.4.16 u0115 itp[c] + thmmp[c] -> idp[c] + thmpp][c] b0417 1
25.1.16 u0116 g@g%%"[[g]] + spmdic] -> Smtac] + hic] + b0121 1
2.5.1.15 u0117 C11169][c] + 2ahhmd[c] -> disulthi[c] + ppi[c] b3177 1
2.5.1.15 u0118 C07458[c] + 2ahhmd]c] -> disulan[c] + ppi[c] b3177 1
2.7.4.16 u0119 adp[c] + thmmp[c] -> amp]c] + thmpplc] b0417 1
2.7.4.12 u0120 datp[c] + dgmp[c] <=> dadp[c] + dgdp|c] b3648 1
2.7.4.12 u0121 datp[c] + dtmp[c] <=> dadp[c] + dtdp][c] b3648 or b1098 1
2.7.4.8 u0122 datp[c] + gmp]c] <=> dadp|c] + gdp[c] b3648 1
2.7.1.39 u0123 atp[c] + hom-DIc] -> adplc] + h[c] + pdhom]c] b0003 1
2.7.1.39 u0124 atp[c] + 4hynor|c] + h[c] -> adp]c] + 4plnor]c] b0003 1
2.7.1.39 u0125 atp[c] + I2amhy]c] + h[c] -> adp[c] + I2amphy[c] b0003 1
2.7.1.33 u0126 atp[c] + npan]c] -> npanp[c] + adp[c] + h[c] b3974 1
231.180 L0127 Egczciz\][cl Zor;[E:C]r malACP[c] -> 3ohexACP[c] + b1091 1
2.7.1.30 u0128 atp[c] + glyald[c] -> adp]c] + g3p[c] + h[c] b3926 1
2.7.1.30 u0129 atp[c] + dha[c] -> adp]c] + dhap[c] + h[c] b3926 1
2.7.1.30 u0130 atp[c] + C02426][c] -> adp[c] + g3p[c] + h[c] b3926 1
4231 u0131 athr-L[c] -> 2obut[c] + nh4][c] b0004 1
4231 u0132 C02635][c] + h2o[c] -> pyr[c] + nh4[c] + hcl[c] b0004 1
4231 u0133 vigly[c] + h2o[c] -> thr-L[c] b0004 1
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41213 w0134 | fip[c] <=> dhap[c] + glyald[c] pa097 orb2925 or 1
2.7.7.47 u0136 atp[c] + C17573[c] -> ppi[c] + 3adeblulc] X 1
2.7.7.47 u0137 atp[c] + C07655][c] + h[c] -> 3adebios|[c] + ppi[c] X 1
2.7.7.47 u0138 atp[c] + C02078[c] + h[c] -> 9adespec|c] + ppi[c] X 1
5.4.2.5 u0140 C00586[c] + glp[c] -> glc-D[c] + C06369[c] X 1
5.4.25 u0141 glc-D[c] + fip[c] -> g6p[c] + fru[c] X 1
5.4.25 u0142 fru[c] + glpl[c] -> glc-D[c] + f6p[c] X 1
5.4.2.5 u0143 C00247[c] + glpl[c] -> glc-DIc] + sor6p|c] X 1
5.4.25 u0144 man[c] + glp[c] -> glc-D[c] + man6p]c] X 1
5.4.2.5 u0145 gal[c] + glp[c] -> glc-Djc] + C01113|c] X 1
5.4.25 u0146 3metglu[c] + glp[c] -> glc-D[c] + 3metpglu[c] X 1
6.1.1.15 10147 2;‘;[;31;;2(;1;'[@ + trmaprofc] > amp[c] + ppilc] + | 115194 1
6.1.1.15 10148 :Itgt[ﬂ;pf‘('f[‘g[c] + tmaprofc] -> amp[c] + ppilc] + | 11519, 1
3.5.1.16 u0149 h2o[c] + aceala[c] -> ac[c] + ala_L[c] + h[c] b3957 1
3.5.1.16 u0150 benorn[c] + h2o[c] -> bz[c] + orn[c] b3957 1
3.5.1.16 u0151 aceglu[c] + h2o[c] -> gIn-L[c] + ac[c] b3957 1
3.5.1.16 u0152 acelys|c] + h2o][c] -> lys-L[c] + ac][c] b3957 1
3.5.1.16 u0153 acedser|[c] + h20o[c] -> ser-D[c] + ac|c] b3957 1
3.5.1.16 u0154 acelser[c] + h2o[c] -> ser-L[c] + ac|[c] b3957 1
3.5.1.16 u0155 C02710[c] + h2o][c] -> leu-L[c] + ac]c] b3957 1
3.5.1.16 u0156 aceasn[c] + h2ol[c] -> asn-L[c] + ac]c] b3957 1
3.5.1.16 u0157 acecys[c] + h2o][c] -> cys-L[c] + ac|c] b3957 1
3.5.1.16 u0158 acelmet[c] + h2o][c] -> met-L[c] + ac[c] b3957 1
3.5.1.16 u0159 acedmet|c] + h20o[c] -> met-D[c] + ac[c] b3957 1
41213 0160 | C00447[c] <=> edp[c] + dhapic] Eig% or b2925 or 1
44.1.8 u0161 C00491]c] + h2o[c] -> C01962[c] + nh4[c] + pyr[c] | b1622 or b3008 1
13.1.26 L0162 tZhdeph[g]p[c] + h[c] + 3acepyrh[c] -> 3acepyr[c] + b0031 1
3.1.1.45 u0164 napace[c] + h2o[c] -> C11714]c] + ac[c] X 1
2.5.1.39 u0166 frdp[c] + 4hbz[c] -> farhyben][c] + ppi[c] b4040 1
2.5.1.39 u0l167 grdp[c] + 4hbz[c] -> gerhyben][c] + ppi[c] b4040 1
2.5.1.39 u0168 C00353][c] + 4hbz[c] -> gergerhyben[c] + ppi[c] b4040 1
32152 L0169 Ei[ecx]cedglu[c] + h2o[c] -> acgam[c] + C00870[c] + b1107 1
2.7.7.58 u0170 24dhbc] + atp[c] + h[c] -> 24dhba]c] + ppi[c] b0594 1
2.7.7.58 u0171 25dhb[c] + atp[c] + h[c] -> 25dhbalc] + ppi[c] b0594 1
2.7.7.58 u0172 2dhbjc] + atp[c] + h[c] -> 2dhbalc] + ppi[c] b0594 1
2.7.7.58 u0173 234dhb[c] + atp[c] + h[c] -> 234dhba][c] + ppi[c] b0594 1
6.3.4.4 w0174 ";]‘[ch";[g[:] xtp[c] +imp[c] -> dcamp[c] + xdpc] +2 | | 4,77 1
6.3.4.4 L0175 ﬁ[scq-l;[g]i[;-] itp[c] + imp[c] -> dcamp]c] + idp[c] + 2 ba177 1
6.3.4.4 u0176 gsr?[-cﬁ[i] F;[g]tp[cl +imp[c] > deamplc] + udplc] + | 477 1
2.7.1.11 u0177 s7pl[c] + atp[c] -> C00447[c] + adp][c] + h[c] b3916 or b1723 1
2.7.1.11 u0179 ctp[c] + fép[c] -> cdp]c] + fdp[c] + h[c] b3916 or b1723 1
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2.7.111 u0180 itp[c] + fép[c] -> idp[c] + fdp[c] + h[c] b3916 or b1723 1
2.7.1.11 u0181 gtp[c] + f6p[c] -> gdp[c] + fdp[c] + h[c] b3916 or b1723 1
2.7.1.11 u0182 utp[c] + f6p[c] -> udplc] + fdp[c] + h[c] b3916 or b1723 1
2.7.1.16 u0183 atp[c] + abt[c] -> adp]c] + h[c] + abt5p[c] b0063 1
2.7.1.16 u0184 atp[c] + rbt[c] -> adpl[c] + h[c] + rbt5p[c] b0063 1

18.1.4 L0185 Eﬁgh[c] + C00324[c] <=> nad][c] + C01913|c] + b0116 1
nadh[c] + C00248][c] + h[c] <=> nad[c] +

1.8.14 u0186 C00579[c] b0116 1

1817 L0187 Eﬁ:(]iph[c] + C03170[c] <=> nadp]c] + C02090[c] + b3500 1

1.8.1.2 uoigg | 2Micl+ 3 nadphic] +no2[c] -> 2 hzofc] + 3 b2763 and b2764 1
nadp|c] + nh4[c]

1812 L0189 i EE:‘]l[z]nadph[c] + C00192[c] -> h20[c] + nadplc] b2763 and b2764 1
atp[c] + dnadlc] + gln-L[c] + h20[c] -> amp[c] +

6.3.1.5 u0191 hic] + nad[c] + ppi[c] + glu-L[c] b1740 1
atp[c] + dnadlc] + asp-L[c] + h20[c] -> amp[c] + 3

6.3.1.5 u0192 hic] + nad[c] + ppi[c] + oaalc] b1740 1
datp[c] + dnad]c] + nh4[c] -> damp[c] + h[c] +

6.3.1.5 u0193 nadic] + ppi[c] b1740 1

_ 1 and 2: PMID:
5.3.1.7 u0194 C00476[c] <=> xylu-D[c] b3880 18328504
11.1.282 L0195 nadp[c] + C00296[c] <=> 3dhq|[c] + 2 h[c] + b1692 1

nadphc]

2.7.49 u0196 ctp[c] + dtmp[c] <=> cdp]c] + dtdp[c] b1098 1

2.7.4.9 u0197 dctp[c] + dtmp[c] <=> dcdp[c] + dtdp][c] b1098 1

2.7.49 u0198 dgtp[c] + dtmp][c] <=> dgdp[c] + dtdp][c] b1098 1

2.7.4.9 u0199 dtmplc] + dttp[c] <=> 2 dtdp]c] b1098 1

2.7.4.9 u0200 gtp[c] + dtmp[c] <=> gdp[c] + dtdp][c] b1098 1

2.7.49 u0201 itp[c] + dtmp][c] <=> idp[c] + dtdp[c] b1098 1

2.7.4.9 u0202 utp[c] + dtmp][c] <=> udp]c] + dtdp[c] b1098 1
C00102[c] + pro-L[c] + 2 h[c] -> 1pyr5c[c] +

1.5.99.8 u0203 C05720[c] b1014 1

3.1.2.12 u0204 2napace[c] + h20o[c] -> C11713][c] + ac[c] + h[c] b2154 or b0355 1

3.1.2.12 u0205 4nitpro[c] + h2o[c] -> C00870][c] + ppalc] + h[c] b2154 or b0355 1

3.1.2.12 u0206 4nitbut[c] + h20[c] -> C00870][c] + but[c] b2154 or b0355 1

3.1.2.12 u0207 4nitace[c] + h2o[c] -> C00870[c] + ac[c] + h[c] b2154 or b0355 1

2.5.1.48 u0208 cys-L[c] + C01077[c] -> cyst-L[c] + h[c] + ac[c] b3939 1

25148 L0209 suchms|c] + h2o[c] -> 2obut[c] + h[c] + nh4[c] + b3939 1
succ[c]

2.6.1.85 u0211 chor[c] + nh4[c] -> 4adcho[c] + h20][c] b3360 and b1812 1

2.71.62 U0212 C02306][c] + C00586[c] + h[c] <=> deglulp[c] + . 1
nh4[c]

2.7.1.62 u0213 C02306][c] + man[c] <=> manlp[c] + h[c] + nh4[c] | x 1

2.7.1.62 u0214 C02306][c] + fru[c] <=> f1p[c] + h[c] + nh4[c] X 1

2.7.1.62 u0215 C02306][c] + gam[c] <=> gam1p[c] + h[c] + nh4[c] | x 1

35495 U0216 gglt[;l[]c] + 4 h20[c] -> 25drapp|c] + for[c] + 4 h[c] + b1277 1

3.5.4.95 L0217 4 h20[c] + 25aripyrpp[c] -> 25drapp]c] + for[c] + 4 b1277 1
hlc] + ppi[c]

6.3.1.1 uo21g | @sp-Licl +atplc] +C00192[c] -> amp[c] + b3744 1
basphy[c] + ppi[c]
atp[c] + nh4fc] + xmpfc] -> amp]c] + ppi[c] +

6.3.5.2 u0219 gmplc] + 2 h[c] b2507 1

1141117 u0221 akglc] + 02[c] + butsul[c] -> btal[c] + co2[c] + 2 b0368 1

h[c] + so3[c] + succ]c]
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114.11.17 10222 akg[c] + 02[c] + pensul[c] -> ptal[c] + co2[c] + 2 b0368 1

h[c] + so3[c] + succ[c]

5.1.3.2 u0223 dtdpglu[c] + 2 h[c] <=> C02097][c] b0759 1

5.1.3.2 u0224 gal[c] <=> glc-D[c] b0759 1

5.1.3.2 u0225 fru[c] <=> tag[c] b0759 1

1.1.1.77 u0227 h[c] + ppal[c] + nadh[c] <=> C01845]|c] + nad|c] b2799 1

1.1.1.77 u0228 h[c] + gcald[c] + nadh[c] <=> C01380][c] + nad]c] b2799 1

1.1.1.77 u0229 C02426][c] + h[c] + nadh[c] <=> glyc[c] + nad[c] b2799 1

2.7.15 u0230 atp[c] + rib-D[c] -> adp[c] + h[c] + ru5p-D[c] b3904 1

2.7.15 u0231 atp[c] + xylu-L[c] -> adp[c] + h[c] + C06441][c] b3904 1

2.7.15 u0232 atp[c] + C01719[c] -> adp[c] + h[c] + C02976[c] b3904 1

2.7.15 u0233 atp[c] + C00764]c] -> adp|c] + h[c] + sorlp-Dic] b3904 1

2.6.1.42 u0235 val-L[c] + 3mop][c] <=> 3mobjc] + ile-L[c] b3770 or b4054 1

2.6.1.42 u0236 val-L[c] + 4mop][c] <=> 3moblc] + leu-L[c] b3770 or b4054 1

2.6.1.42 u0237 ile-L[c] + 20but[c] <=> 3mop[c] + C02356[c] b3770 or b4054 1
C01933]c] + akg[c] + h[c] <=> glu-L[c] +

2.6.1.42 u0238 C00902[c] b3770 or b4054 1
C01826][c] + akg[c] + h[c] <=> glu-L[c] +

2.6.1.42 u0239 C06255[c] b3770 or b4054 1
arg-L[c] + h2o[c] + C00102[c] + 3 h[c] <=> nh4][c]

1.4.99.1 u0240 |, Cos720[c] + C03771[c] b1189 !
gin-L[c] + C00102[c] + h2o[c] <=> caroxbut[c] +

1.4.99.1 u0241 C05720[c] + nh4[c] b1189 1
met-D[c] + C00102[c] + h2o[c] <=> msuloxbut[c]

1.4.99.1 u0242 + C05720[c] + nh4[c] b1189 1
h2o[c] + asn-D[c] + C00102[c] + 5 h[c] <=> nh4[c]

1.4.99.1 u0243 + C05720[c] + oxosuclc] b1189 1
h2o[c] + C00102[c] + his-Dic] + 3 h[c] <=> nh4]c]

1.4.99.1 u0244 + C05720[c] + imi2oxpro[c] b1189 L
h2o[c] + C00102[c] + phe-D[c] + 4 h[c] <=>

1.4.99.1 u0245 nha[c] + phpyrc] + C05720[c] b1189 1
ala-D[c] + h2o[c] + C00102[c] + 3 h[c] <=> nh4]c]

1.4.99.1 u0246 + pyr[c] + C05720[c] b1189 1
h20o[c] + C00102[c] + val-D[c] + 4 h[c] <=>

14.99.1 U247 | 3mobjc] + nhafc] + CO5720[c] b1189 !

15.1.2 u0250 nadph[c] + delpicar[c] -> nadp[c] + C00408[c] b0386 1
2aceeth[c] + malcoa[c] + nh4[c] <=> coalc] +

2.3.1.39 u0251 acesmalcys{c] + 2 h[c] b1094 and b1092 1
acealacys|c] + malcoalc] + h[c] <=> coa]c] +

2.3.1.39 u0252 acealamalcys[c] b1094 and b1092 1

4.1.2.14 u0253 glyald[c] + pyr[c] <=> 2ddglcn][c] b1850 1

4.1.2.17 u0254 6dpsip[c] <=> dhap[c] + lald-D[c] b2800 or b2738 1

4.1.2.17 u0255 riblp[c] <=> dhapic] + gcald[c] b2800 or b2738 1

4.1.2.17 u0256 taglp-D[c] <=> dhap[c] + C02426][c] b2800 or 2738 1

4.1.2.17 u0257 psilp[c] <=> dhap[c] + glyald[c] b2800 or b2738 1

4.1.2.19 u0259 C06441[c] <=> dhap]c] + glyoald[c] b3902 1

4.1.2.19 u0260 C02888[c] <=> dhaplc] + glyald[c] b3902 1

4.1.2.19 u0261 sorlp-Djc] <=> dhapic] + glyald[c] b3902 1

4.1.2.19 u0262 dxylp-L[c] <=> dhap|c] + acald[c] b3902 1

4.1.2.19 u0263 erylp-D[c] <=> dhap]c] + fald[c] b3902 1

4.1.2.19 u0264 6dsorlp-D[c] <=> dhapc] + lald-D|c] b3902 1

2.7.1.45 u0265 2ddglcn]c] + ctp[c] -> 2ddg6p[c] + cdp[c] + h[c] b3526 1

2.7.1.45 u0266 2ddglcnic] + utp[c] -> 2ddg6p[c] + udp|[c] + h[c] b3526 1

2.7.1.45 u0267 2ddglcn[c] + gtp[c] -> 2ddg6p][c] + gdp|[c] + h[c] b3526 1
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2.7.1.45 u0268 2ddglcn[c] + itp[c] -> 2ddg6p[c] + idp[c] + h[c] b3526 1
2.1.2.11 u0269 | fald[c] + thf[c] -> h2o[c] + mithflc] b0134 1
2.7.1.15 u0270 drib[c] + atp[c] -> 2dr5p[c] + adp[c] + h[c] b3752 1
2.7.1.15 u0271 C00216][c] + atp[c] -> ara5p|[c] + adp[c] + h[c] b3752 1
2.7.1.15 u0272 xyl-D[c] + atp[c] -> C06814[c] + adp[c] + h[c] b3752 1
1.13.11.16 u0277 C06728[c] + 02[c] -> 2h6x24dn[c] + h[c] b0348 1
1.13.11.16 u0278 €00090[c] + 02[c] -> 2h6xh24dn]c] + h[c] b0348 1
1.13.11.16 u0279 C02923[c] + 02[c] -> 2h6xhp24dn[c] + h[c] b0348 1
27924 L0280 233[2?4@] + atp[c] + h[c] <=> nforaspp[c] + 3282421 or b3940 or 1
2724 40281 ;:é);[(é?Z[c] + atp[c] + h[c] <=> nacraspp|c] + 3282421 or b3940 or 1
2724 u0282 nclrasplc] + atp[c] + h[c] <=> nclrasppl[c] + adp[c] Egggi or b3940 or 1
11.1.2 u0290 alein[c] + nadphic] + h[c] <=> pnol[c] + nadp]c] b3011 1
1.1.12 u0291 ﬁggg‘é{' nadphic] + hic] <=> C01845(c] + b3011 1
1.1.1.2 u0292 acald[c] + nadphl[c] + h[c] <=> etoh[c] + nadp|c] b3011 1
1.1.1.6 u0293 2 h[c] + mthgxl[c] -> lald-L[c] b3945 1
3.1.3.- w0300 | 3pglc] + h2oc] > glyc-Rc] + pilc] ggzég x Egggg or 2: PMID: 16990279
3.1.35 u0302 h2o[c] + udp[c] -> pi[c] + umpl[c] + h[c] b4374 2: PMID: 16990279
3.1.3.18 u0304 2pg[c] + h2o[c] -> glyc-R[c] + pi[c] b3385 2: PMID: 16990279
3.1.3.23 w0306 | rusp-L[c] + h2o[c] -> rbl-L[c] + pilc] gg2§§ or b2293 or 2: PMID: 16990279
3.1.3- w0309 | C00660[c] + h20[c] -> g6p[c] + pilc] E%g? or b0844 or 2: PMID: 16990279
3.1.3.11 u0310 €00665[c] + h2o[c] -> f6p[c] + pi[c] b0200 2: PMID: 16990279
X u0312 C01904]c] + nad[c] <=> xylu-D[c] + h[c] + nadh[c] | x 2: PMID: 181526
X u0313 3phplc] + h2o[c] -> hpyr[c] + pi[c] b1813 2: PMID: 21119630
3.1.3.6 u0314 h2o[c] + dtdplc] -> pi[c] + dtmp][c] + h[c] b4374 2: PMID: 16990279
3.1.3.- u0315 h20o[c] + suc6p]c] -> sucr|c] + pi[c] b3812 2: PMID: 16990279
2.6.1.16 u0316 nh4[c] + gmgluni[c] -> gIn-L[c] + C02126][c] + h[c] | b3729 1
6.3.5.4 u0317 gghy[c] + h20[c] -> C00192[c] + glu-L[c] + h[c] b0674 1

6. tablazat: az E. coli anyagcseremodellhez hozzaadott ij metabolitok, melyek csak a
latens reakciokban jelennek meg

A tablazat feltiinteti a metabolitok nevét, modellen beliil hasznalt azonositdjat, illetve azonositojat a
KEGG, ChEBI és PubChem adatbazisokban (Kanehisa and Goto, 1999; Hastings et al., 2013; Kim et

al., 2016).

Metabollt Metabolit KEGG ChEBI | PubChem
C02669 D-Galactono-1,5-lactone C02669 15945 439781
C02266 D-Xylono-1,5-lactone C02266 15867 439692
C02565 N-Methylhydantoin C02565 16354 69217
C02115 2-Methylserine C02115 17799 94309
C00872 Aminomalonate C00872 17475 100714
C12455 5-Aminopentanal C12455 X 443849
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Metabolit

azonosité Metabolit KEGG ChEBI PubChem
6dg D-Gal-alpha-1->6D-Glucose (or allolactose) X 36229 X
C02578 Phenylgalactoside C02578 X 102336
phenol phenol C00146 15882 996
C01300 2-amino-4-hydroxy-6-hydroxymethyl-7,8-dihydropteridine C01300 17083 4518
chexano cyclohexanone C00414 17854 3704
C01880 hexano-6-lactone C01880 17915 4993
bzal benzaldehyde C00261 17169 3559
bz benzoate C00180 30746 3480
hxal hexanal X X 6184
hpal heptanal C14390 X 17395390
hpa heptanoate X 32362 93052
34dhpha 3,4-Dihydroxyphenylacetate C01161 41941 4388
4hphac 4-Hydroxyphenylacetate C00642 18101 3915
C02630 2-hydroxyglutarate C02630 17084 5610
udcal undecanal X X 10325220
udca undecanoate X 32369 16019974
ptal pentanal X X 10328700
pta Pentanoate C00803 31011 4061
asn-D D-asparagine C01905 28159 5014
asp-D D-aspartate C00402 17364 3692
C03360 4-Nitrophenyl phosphate C03360 17440 6198
2am3ox4p 2-amino-3-oxo-4-phosphohydroxybutyrate X X X
dDs7p 1-deoxy-D-sedoheptulose 7-phosphate X X X
dfru 1-deoxy-D-fructose X X X
deryt 1-deoxy-L-erythrulose X X X
dfép 1-deoxy-D-fructose 6-phosphate X X X
cm Chloramphenicol C00918 17698 4172
C03601 Chloramphenicol 3-acetate C03601 16730 6392
xylt Xylitol C00379 17151 3669
C02895 Xylitol 5-phosphate C02895 16772 5824
argtrnalys L-arginyl-tRNALys X X X
thrtrnalys L-threonyl-tRNALys X X X
mettrnalys L-methionyl-tRNALys X X X
leutrnalys L-leucyl-tRNALys X X X
alatrnalys L-alanyl-tRNALys X X X
sertrnalys L-seryl-tRNALys X X X
cystrnalys L-cysteinyl-tRNALys X X X
glutrnalys L-glutamyl-tRNALys X X X
orntrnalys ornithyl-tRNALys X X X
Ltrpam L-Tryptophanamide C00977 16533 4226
Co1771 Crotonic acid C01771 17217 4904
3hbut-R (R)-3-Hydroxybutanoate C01089 10983 4324
3hbycoa (S)-3-Hydroxybutyryl-CoA C01144 15453 4375
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Metabolit

azonosité Metabolit KEGG ChEBI PubChem
formcoa Formyl-CoA C00798 15522 4056
sdhlam S-Succinyldihydrolipoamide C01169 17432 4396
6fESEP (6R)-6-fluoro-5-enolpyruvylshikimate-3-phosphate X X X
6flu 6-fluorochorismate X X X
tartr-D D-Tartrate C02107 15672 5189
C03248 Acetylenedicarboxylate C03248 30781 6117
ctbt crotonobetaine X X 5462194
Largn L-Arogenate C00826 17530 4084
5a2opntn 5-amino-2-oxopentanoate C01110 17572 4342
24diaglu 2,4-Diaminoglutarate X X X
4am2oxb 4-Amino-2-oxobutanoate X X X
drib D-2-Deoxyribose C01801 27806 10786
rnam N-Ribosylnicotinamide C03150 6038 15927
isoleutrnaval L-isoleucyl-tRNAVal X X X
C15811 [enzyme]-cysteine C15811 X 47205136
C15812 [enzyme]-S-sulfanylcysteine C15812 X 47205137
2ahhmd 2-am|n0-4-hydroxy-6-h3/igrhooxg/’;rr1‘gi2yl-7,8-d|hydropterld|ne C04807 15998 7369
C02432 L-selenocysteine C02432 9093 7995
C01529 selenium C01529 27568 4691
5enpyr3p 5-Enolpyruvoylshikimate-3-phosphate X X 739104
C14397 1-chloro-2,4-dinitrobenzene C14397 X 17395397
C11175 S-(2,4-dinitrophenyl)-glutathione C11175 8927 13357
adip L-2-aminoadipate C00956 37023 4207
acahedio 2-acetylaminohexanedioate X X X
apim DL-2-aminopimelate X X 679919
acahepdio 2-acetylaminoheptanedioate X X X
propglu N-propionyl-L-glutamate X X X
C00888 pentanoyl-CoA C00888 15536 4144
C02123 3-propylmalate C02123 30850 5202
C00750 spermine C00750 15746 4012
C07315 Sulfamethoxazole C07315 9332 9523
disul dihydropterin-sulfamethoxazole X X X
C07659 Sulfathalidine C07659 X 9861
disulthi dihydropterin-sulfathiazole X X X
C07458 Sulfanilamide C07458 45373 9661
disulan dihydropterin-sulfanilamide X X X
hom-D D-homoserine X X 675779
pdhom O-phospho-D-homoserine X X 728728
4hynor 4-hydroxynorvaline X X 642221
4plnor 4-phospho-L-norvaline X X 191351
12amhy L-2-amino-5-hydroxyvalerate X X X
12amphy L-2-amino-5-phosphovalerate X X 191351
npan N-heptylpantothenamide X X 25244595
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azonosité Metabolit KEGG ChEBI PubChem
npanp N-heptylpantothenamide 4-phosphate X X X
C02426 L-Glyceraldehyde C02426 27975 5454
vigly DL-vinylglycine X X 677340
hcl HCI C01327 17883 4538
C00579 Dihydrolipoamide C00579 17694 3858
C01136 S-Acetyldihydrolipoamide C01136 16807 4367
12dipalpac 1,2-dipalmitoyl phosphatidic acid X X X
cdpdipalgly CDP-dipalmitoylglycerol X X X
C00591 N-Acylneuraminate C00591 16498 3870
C01064 CMP-N-acylneuraminate C01064 16788 4303
C00413 Streptomycin C00413 17076 3703
C03462 3"-Adenylylstreptomycin C03462 29076 6282
C17573 Bluensomycin C17573 X 96023918
3adeblu 3"-adenylylbluensomycin X X X
C07655 Streptobiosamine C07655 X 9857
3adebios 3"-adenylylstreptobiosamine X X X
C02078 Spectinomycin X X 5164
9adespec 9-adenylylspectinomycin X X X
C01935 Maltodextrin C01935 X 5040
C06369 2-Deoxy-D-glucose 6-phosphate C06369 16043 8605
C€00247 L-Sorbose C00247 48649 3546
sorép L-Sorbose 6-phosphate X X X
C01113 D-Galactose 6-phosphate C01113 4141 4345
3metglu 3-0O-Methylglucose X X 152131
3metpglu 3-O-Methyl-D-glucose 6-phosphate X X X
cystrnapro L-cysteinyl-tRNAPro X X X
alatrnapro L-alanyl-tRNAPro X X X
aceala N-Acetyl-DL-alanine X X 675039
benorn N-Benzoyl-L-ornithine X X X
aceglu N-acetyl-L-glutamine X X 680315
acelys N-Acetyl-L-lysine X X 608105
acedser N-acetyl-D-serine X X 352294
acelser N-acetyl-L-serine X X 207214
C02710 N-Acetyl-L-leucine C02710 17786 5673
aceasn N-acetyl-L-asparagine X X 677074
acecys N-acetyl-L-cysteine X 28939 627486
acelmet N-acetyl-L-methionine X X 413656
acedmet N-acetyl-D-methionine X X 680113
C01962 Thiocysteine C01962 28839 5063
C00491 L-cystine C00491 16283 3774
3acepyrh reduced 3-acetylpyridine X X X
3acepyr oxidized 3-acetylpyridine X X X
4nitace 4-Nitrophenyl acetate X X 156596
napace alpha-Naphthyl acetate X X 156600

97




Metabolit

azonosité Metabolit KEGG ChEBI PubChem
Cl11714 1-Naphthol Cl11714 10319 13879
C04145 Solanesyl pyrophosphate C04145 18144 6830
solhyben 3-solanesyl-4-hydroxybenzoate X X X
farhyben farnesyl-4-hydroxybenzoate X X X
gerhyben 3-geranyl-4-hydroxybenzoate X X 25244694
C00353 Geranylgeranyl diphosphate C00353 X 3646
gergerhyben geranylgeranyl-4-hydroxybenzoate X X X
acehexd N-Acetyl-beta-D-hexosaminides X X X
acehexm N-acetyl-D-hexosamines X X X
niacedglu p-nitrophenyl-beta-2-acetamido-2-deoxy-D-glucopyranoside X X X
00870 4-Nitrophenol €00870 16836 4127
C01860 Trichodiene C01860 15861 4975
24dhb 2,4-dihydroxybenzoic acid X X 840430
24dhba (2,4-dihydroxybenzoyl)adenylate X X X
25dhb 2,5-dihydroxybenzoic acid C00628 17189 3901
25dhba (2,5-dihydroxybenzoyl)adenylate X X X
2dhb 2-hydroxybenzoic acid X 16914 338
2dhba (2-hydroxybenzoyl)adenylate X X X
234dhb 2,3,4-dihydroxybenzoic acid X 36062 72
234dhba (2,3,4-dihydroxybenzoyl)adenylate X X X
rbl-D D-ribulose C00199 17363 3499
abt L-arabitol C00532 18403 3814
abt5p L-arabitol 5-phosphate X X X
rbt D-ribitol X 15963 6912
rbt5p D-ribitol 5-phosphate C01068 16246 4307
C00324 ferricyanide C00324 5020 3618
C01913 ferrocyanide C01913 5032 5021
C03170 oxidized trypanothione C03170 35490 6053
C02090 reduced trypanothione C02090 17842 5175
thiben Thionitrobenzoic acid X X 700368
C00216 D-Arabinose C00216 17108 3516
C00476 D-Lyxose C00476 16789 3759
C00296 L-Quinate C00296 29751 3590
C05720 Reduced 2,6-Dichlorophenolindophenol C05720 X 8025
2napace 2-Naphthyl acetate X X 593056
C11713 2-naphthol C11713 10432 13878
4nitpro 4-Nitrophenyl propionate X X 217004
4nitbut 4-Nitrophenyl butyrate X X 218054
C01077 O-Acetyl-L-homoserine C01077 16288 4315
C02306 Phosphoramidate C02306 15907 5360
C00586 2-Deoxy-D-glucose C00586 15866 3865
deglulp 2-deoxy-D-glucose 1-phosphate X X X
25aripyrpp 2-amino-5-formylamino-6-ribosylamino-4(3H)-pyrimidinone N N N

triphosphate
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azonosité Metabolit KEGG ChEBI PubChem
C00192 Hydroxylamine C00192 15429 3492
basphy beta-Aspartylhydroxamic acid X X X
C00248 Lipoamide C00248 17460 3547
butsul Butanesulfonic acid X X 589531
pensul Pentanesulfonic acid X X 93575753
C02097 dTDP-galactose C02097 15848 5181
C03194 (R)-1-Aminopropan-2-ol C03194 15675 6071
C01845 Propanol C01845 17824 4963
C01380 Ethylene glycol C01380 30742 4575
C06441 L-Xylulose 1-phosphate C06441 28566 8675
C01719 L-Fructose C01719 28120 4856
C02976 Fructose 1-phosphate C02976 X 5887
C00764 D-sorbose C00764 17317 4026
C02888 L-Sorbose 1-phosphate C02888 38342 5819
C01904 D-arabitol C01904 18333 5013
C02356 2-Aminobutanoate C02356 35619 5403
C01933 L-Norleucine C01933 18347 5038
C00902 2-Oxohexanoate C00902 17308 4157
C01826 L-Norvaline C01826 18314 4949
C06255 2-Oxopentanoate C06255 33033 8494
C00734 Chitosan C00734 16261 3997
C00102 2,6-Dichloroindophenol C00102 945 3402
C03771 5-guanidino-2-oxopentanoate C03771 28116 6525
caroxbut 4-Carbamoyl-2-oxobutanoate X X X
msuloxbut 4-methylsulfanyl-2-oxobutanoate X X X
oxosuc 2-oxosuccinamic acid C02362 16327 5407
imi2oxpro 3-(1H-imidazol-4-yl)-2-oxopropanoate X X X
his-D D-Histidine C06419 27947 8654
phe-D D-Phenylalanine C02265 16998 5326
val-D D-valine C06417 27477 8652
C00408 Pipecolinic acid C00408 30913 3698
delpicar DELTA1-piperideine-6-carboxylate X X 57391681
2aceeth 2-Acetamidoethanethiol X X X
acesmalcys N-acetyl-S-malonylcysteamine X X X
acealacys N-(N-acetyl-beta-alanyl)cysteamine X X X
acealamalcys N-(N-acetyl-beta-alanyl)-S-malonylcysteamine X X X
6dpsip 6-Deoxy-D-psicose 1-phosphate X X X
riblp D-Ribulose 1-phosphate X X X
taglp-D L-Tagatose 1-phosphate X X X
psilp D-Psicose 1-phosphate X X X
glyoald glycoaldehyde X X 151997
sorlp-D D-Sorbose-1-phosphate X X 151033
dxylp-L 5-Deoxy-L-xylulose 1-phosphate X X 770301
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azonosité Metabolit KEGG ChEBI PubChem
erylp-D D-Erythrulose 1-phosphate X X X
6dsorlp-D 6-Deoxy-D-sorbose 1-phosphate X X X
etpyr ethylpyruvate X X 155354
ethypro ethyl-2-hydrozypropanoate X X 150406
etace ethylacetoacetate X X 152020
ethybut ethyl-2-hydroxybutanoate X X 521365
metace methylacetoacetate X X 150848
methybut methyl-3-hydroxybutanoate X X X
etthioace ethylthioacetoacetate X X 93575773
3hybues 3-hydroxythiobutyric acid S-ethyl ester X X X
pnol Propenol X X X
alein acrolein Co01471 15368 4646
bnol butanol X X 178520
2h6x24dn 2-hydroxy-6-oxoocta-2,4-dienoate X X X
C06728 3-Ethylcatechol C06728 16572 8950
2h6xh24dn 2-hydroxy-6-oxohexa-2,4-dienoate X X X
C00090 catechol C00090 18135 3390
C02923 3-Methylcatechol C02923 18404 5846
2h6xhp24dn 2-hydroxy-6-oxohepta-2,4-dienoate X X X
C01044 N-Formyl-L-aspartate C01044 48429 4286
nforaspp N-formyl-4-phospho-L-aspartate X X X
C01042 N-Acetyl-L-aspartate C01042 16953 4284
nacraspp N-acetyl-4-phospho-L-aspartate X X X
nclrasp N-Chloroacetyl-L-aspartate X X X
nclraspp N-chloroacetyl-4-phospho-L-aspartate X X X
2shycys S-2-hydroxyethyl-L-cysteine X X 695887
bmcap benzylmercaptan X X X
sbeys S-benzyl-L-cysteine X X 481453
pmcap phenylmercaptan X X 151083
sphcys S-phenyl-L-cysteine X X 99224350
npmerc n-propylmercaptan X X 150947
sprecys S-propyl-L-cysteine X X 679417
emcap ethylmercaptan X X X
setcys S-ethyl-L-cysteine X X 85085944
smetcys S-methyl-L-cysteine X X 213085
thgly Thioglycerol X X 150343
c00447 Sedoheptulose 1,7-bisphosphate Cc00447 17969 3735
C01796 D-Erythrose C01796 27904 4923
2ddribp 2-deoxy-D-ribose-5-phosphate X 57651 99319312
C00791 Creatinine C00791 16737 4049
C00663 beta-D-Glucose 1-phosphate C00663 16218 3932
Pb2 Pb2 C06696 27889 8921
C00660 D-Glucose 1,6-bisphosphate C00660 17680 3929
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C00665 D-Fructose 2,6-bisphosphate C00665 28602 3934
C11169 Sulfathiazole C11169 9337 13351
C07329 Isovaleraldehyde C07329 16638 9537
ival Isovaleraldehydepd X X X
vale Valeraldehyde X X 8063
valep Valeraldehydep X X X
gmgluni L-gamma-glutamyl-p-nitroanilide X X 81732
C02126 4-Nitroaniline C02126 17064 5205
gghy glutamate-gamma-hydroxamic acid X X 159636
tag D-tagatose C00795 4249 4053
C02635 3-Chloro-L-alanine C02635 17403 5615
C06814 D-Xylose-5-phosphate C06814 37492 9033
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