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Bevezetés

Az elmult néhany évtizedben a kisérletes technikdk fejlddése az
altaluk szolgaltatott adatmennyiség exponencialis novekedéséhez
vezetett. Ez lehetdvé tette, hogy a bioldgiai rendszereket holisztikus
megkdzelitéssel vizsgaljuk ¢és elvezetett a rendszerbiologia
kialakulasdhoz. Az anyagcsere az egyik legjobban feltart alrendszere
a sejtnek, és ezaltal kiemelten alkalmas arra, hogy rendszerbiologiai
problémakat vizsgaljunk rajta. Az anyagcserérdl meglévo
ismereteink Osszegylijtése lehetdvé tette olyan matematikai modellek
épitését is, amelyek eldrejelzéseket tudnak tenni az anyagcserét érd
zavarasoknak, példaul génkiiitéseknek a novekedésre gyakorolt
hatasarol. A rendszerszintii megkdzelités az evollciobiologiaban is
Uj lehetéségekhez vezet. Az evolucidbioldgia kutatasaban ugyanis
kulcsszerepe van annak, hogy megértsiik, hogyan hatarozza meg az
élélények genotipusa a fenotipust. Ezt a genotipus-fenotipus
leképezést az anyagcseremodellek segitségével akar tobb szaz génre

kiterjed6en, szisztematikusan tudjuk vizsgalni (Papp et al., 2011).

Doktori munkam soran az volt a célom, hogy az anyagcsere-
halézatok felhasznélasaval az evolicids genetika és az evolucios
innovaciok néhany alapvetd problémajat vizsgaljam. Egyrészt
megvizsgaltam, hogy az anyagcseregének kiiitésének hatasai kozott
van-e kolcsonhatas, ha két gént egyiittesen fitliink ki, valamint hogy
ezek a genetikai kolcsonhatasok milyen rendszerszintii mintazatokat
mutatnak (Szappanos et al., 2011). Doktori disszertaciom masodik

részében pedig az enzimek jarulékos aktivitasainak jelentéségét



s

2014).

Genetikai interakciok vizsgalata és modellezése az
anyagcserében

Genetikai kolcsonhatasrol akkor beszéliink, ha két mutacid egyiittes
hatasa eltér attol, amit a mutaciok 6nallé hatasa alapjan varnank. A
genetikai kolcsonhatas lehet negativ vagy pozitiv, attol fiiggden,
hogy a kapott kettds mutacido hatasa erdsebb vagy gyengébb a
vartnal. A genetikai interakcioknak fontos szerepe van a genetikai
hatter(i betegségek kialakulasaban (Lehner, 2007). Ugyancsak fontos
szerepet kapnak a genetikai interakciok ismeretlen funkcidju gének
leirasadban, egy 1j gén funkcidja ugyanis megismerhetd mar ismert
génekkel mutatott kdlcsonhatasai alapjan (Boone et al., 2007). A
genetikai interakciok formaljak az adaptiv tajképet is, ezaltal

befolyasoljak az adaptacié menetét (Phillips, 2008).

Munkank soran a genetikai kolcsonhatdsokat az  élesztd
anyagcseremodellen szamoltuk in silico az tGgynevezett fluxus
balansz analizis (FBA) modszerrel (Segré et al., 2005). A modell
eredményeit egy atfogd kisérletes adatsorral vetettiikk 6ssze, melyet
kollaboratorunk (Boone labor, Torontd) biztositott. Ez az adatsor
tobb, mint 176.000 anyagcseregénparra tartalmazza a genetikai

ko6lcsonhatas értékét.



Célkitiizések

Kutatdsainknak tobb célja is volt. Egyrészt szisztematikusan
tesztelni, hogy milyen hatékonysaggal jelzi elére az
anyagcseremodell a genetikai interakcios haldzat altalanos,
nagyléptékl tulajdonsagait és a konkrét génparok kozotti genetikai
kolcsonhatasokat.  Tovabbi  célunk volt egy automatizalt
szamitogépes eljarast kifejleszteni, amely segitségével a modell
hibas eldrejelzései javithatok és ezaltal a genetikai interakcios
adatsor alapjan 1j biologiai hipotéziseket javasolhatunk. Végiil pedig
az ily moédon automatikusan kinyert hipotézisek ellenérzését is

terveztik.

Modszerek

o FBA moddszer hasznalata az egyszeres és kettds génkiiitések
in silico fitneszhatasanak meghatarozasara.

e Funkciondlis pleiotropia szamoldsa az anyagcseremodell
génjeire az FBA felhasznalasaval.

o Sajat fejlesztésii, genetikai algoritmuson alapuld eljaras a

modell elérejelzéseinek feljavitasara.



Eredmények

1. A gének genetikai interakcios fokszima szorosan osszefiigg a
gén fontossagaval és pleiotropiajaval

Kisérletesen meghatarozott genetikai kdlesonhatasokon megfigyeltek
egy érdekes mintazatot, miszerint minél tobb interakcioban vesz
részt egy gén, annal karosabb a kiiitése az ¢161ény szamara (Costanzo
et al., 2010). Kimutattuk, hogy ezt a mintazatot a modell is mutatja.
Ez utdn a modellt arra akartuk felhasznalni, hogy magyarazatot
talaljunk a gének genetikai interakcios fokszdma és a génkiiités
fitnesze kozotti sszefliggésre. Egy lehetséges magyarazat arra, hogy
egy bizonyos génnek sok genetikai kdlcsonhatasa van, az lehet, hogy
a gén nagyszamu bioldgiai folyamatban vesz részt (erdsen pleiotrop).
Az elemzésiink kimutatta, hogy erés negativ korrelacidé van egy gén
altal érintett bioszintetikus folyamatok szama (pleiotropia) és a gén
kititésének hatasa kozott. Ezen kiviil a pleiotropia és a genetikai
kolcsonhatasok szama pedig pozitiv korrelacioban van. Ez alapjan
feltételezhetd, hogy a tobb bioldgiai funkcidoban részt vevd
(pleiotropikus) gének kiiitésének hatasat nagyszamu mas gén
mutacidja befolyasolja, ahol az egyes gének a pleiotropikus gén mas-

mas funkcidjat kompenzaljak.

2. Az anyagcseremodell nem tudja elorejelezni a genetikai
kolcsonhatasok jelentos részét

Az FBA segitségével kiszdmoltuk, hogy mely génparok mutatnak
genetikai kolcsonhatast, majd Osszevetettik a Boone csoportbol

szarmaz6 kisérletes adatsorral. Azt talaltuk, hogy az in silico



kolcsonhatasok kozott erds feldisulast mutatnak a kisérletes
interakciok a véletlenszerlien varthoz képest. Ez alatamasztja, hogy
az in silico elérejelzett genetikai interakciok bioldgiailag relevansak,
azonban a kisérletesen latott kolcsonhatdsoknak csak egy kis
hanyadat talaljuk meg a szimulacioval. A modell ezen hianyossagan

automatizalt javitd eljarassal probaltunk javitani.

3. Az anyagcseremodell predikcids ereje automatizalt médszerrel
feljavithato

Annak érdekében, hogy javitsunk a modell szimulacidos erején,
kifejlesztettiink egy gépi tanulason alapuld eljarast. Mddszeriink a
modellen kiilonb6z6 modositasokat hajt végre automatikusan, majd a
modositasok hatasat globalisan teszteli a szimuldcids eredmények €s
a kisérletes adatok Osszevetésével. Mddszeriink tobb valtoztatast is
javasolt a modellen, amelyek jelentésen javitottak az elOrejelzések
sikerességét: az érzékenység 100-267 %-kal, mig a precizitas 44-59
%-kal nott.

4. A NAD bioszintézis utvonalak in silico kijavitasat kisérletesen
is igazoltuk

A legjelentdsebb javitast az algoritmusunk a NAD bioszintézis
modositasaval érte el. A szimuldcidhoz hasznalt élesztd
anyagcseremodell hdrom NAD bioszintézis utvonalat tartalmaz,
javitdo algoritmusunk az egyik torlését javasolta. Ennek az
utvonalnak az enzimjeir6l szekvencia homologia kereséssel
kimutattuk, hogy hianyoznak az éleszt6bdl. Ezutan olyan

elorejelzéseket kerestiink, ahol a javitott modell eltér a kiindulasitol



és ezeket az eseteket kisérletesen is teszteltiik, igazolva, hogy az
algoritmus altal kifogasolt harmadik NAD bioszintézis ut valéban
nincs jelen az élesztében. A laborkisérleteket Szamecz Béla
kollégdm végezte. Eredményeink azt mutatjak, hogy a gépi tanuldsos
eljarasok nagy ateresztOképességll kisérletes adatokkal egybekotve
képesek hipotézisek automatikus eléallitasara és a hipotézisek
tesztelésére is, ez pedig legalabb részben automatizalt biologiai

felfedezésekhez vezet.

Rejtett enzimaktivitasok hal6zata és evoliicios
jelentdsége

Régota ismert, hogy az enzimek képesek olyan biokémiai reakciokat
is felgyorsitani melléktermékként, amelyeknek a katalizalasara nem
specializalodtak. Ezeket a szelekciés nyomas alatt nem 4llo
enzimaktivitasokat rejtett vagy latens aktivitdsoknak hivjuk,
szemben az enzimek nativ vagy fOaktivitasaval. Jellemz6 a rejtett
aktivitasokra, hogy széles korben elterjedtek a fehérjék kozott,
nagysagrendekkel gyengébbek a nativ aktivitasoknal, igy kozvetlen
élettani hatasuk csekély, mutaciok révén azonban feler6sddhetnek

(Khersonsky and Tawfik, 2010).

Annak megértése, hogy hogyan alakulnak ki 0j ttvonalak az
anyagcsere-halozatban, az evolicidbioldgia és a rendszerbiologia
egyik kulcskérdése. Az uralkodd elmélet szerint 0j utvonalak az
anyagcserében mar meglévé enzimekbdl épiilnek fel, melyek a

halozat kiilonbozé pontjairél szarmaznak. Ebben az evolicios



folyamatban kulcsszerepet jatszanak a latens aktivitdsok, lehetové
téve, hogy az enzimek olyan funkciot is végrehajtsanak (még ha
nagyon alacsony aktivitassal is), amelyekre nem adaptalodtak.
Integralt anyagcsere-hdlozatos megkdzelitésiinkkel a  latens
aktivitasok fenotipusos hatdsat vizsgaltuk 0j kornyezetekhez vald

adaptacioban.

Célkitiizések

A latens enzimaktivitdsok, mint evollcidés nyersanyag tényleges
evolucids potencialjarol csak nagyon keveset tudunk. Vajon a latens
aktivitasok milyen gyakran eredményeznek evolucids ujitast (Uj
fenotipust)? Vajon tipikusan a nativ halézattol elszigetelten
helyezkednek el, vagy a tobbségiik bekothets abba és ezaltal elvben
bekapcsolodhat a sejt anyagesereforgalmaba? Es milyen fenotipusos
elénnyel jarhat a latens aktivitisok feler6sodése? Ezeknek a
kérdéseknek a megvalaszolasahoz Gsszegylijtottiink egy atfogo listat
az Escherichia coli enzimek kisérletesen meghatarozott latens
aktivitasaibol, majd ezeket a biokémiai reakcidkat beépitettiik egy

genomléptékii anyagesere-haldzati modellbe.

Modszerek

e E. coli latens aktivitasok Osszegylijtése és a nativ
anyagcsere-halozatba épitése. A reakciok f6 forrasa a
BRENDA adatbazis és irodalmi adatok voltak.



e FBA modszer alkalmazasa a latens reakciok hatdsanak in
silico elemzésére.
e Fehérje taltermeléses kisérletek a latens aktivitdsok

hatasanak vizsgalatara.

Eredmények

1. A latens reakciok bekothetéek a mativ E. coli anyagcsere-
halézatba

Az Osszegyljtott latens reakciokra megvizsgaltuk, hogy a
szubsztratjaik  és  termékeik  megtalalhatéak-e a  nativ
anyagcseremodellben. Azt talaltuk, hogy a latens reakciok 45%-a
teljesen bekothetd volt a nativ haldzatba, és csupan 22%-uk
helyezkedik el a nativ reakcioktol izolaltan. Azaltal, hogy a latens
reakciok tobbsége bekothetd a nativ haldzatba, képesek 0j biokémiai

utvonalakat kialakitani a nativ reakciokkal kozremuikodve.

2. A latens reakciok jelenléte fitneszelonyt biztosit bizonyos
kornyezetekben

A latens reakciok evoliciés eldnyének meghatarozasahoz
kiszamoltuk a fitnesz-hozzajarulasukat nagyszama in  silico
kornyezetben. 19 olyan kornyezetet talaltunk, ahol a latens
aktivitasok jelenléte elengedhetetlen a novekedéshez. Ez a 19
reakcio  2.9%-kal novelte meg az anyagcseremodell altal
felhasznalhaté nutriensek szamat. Figyelembe véve, hogy a nativ
modell reakcidinak szamat a teljesen bekothetd latens reakcidk

hozzéaadasaval alig 10.8%-kal terjesztettiik ki, megallapithato, hogy a
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rejtett enzimaktivitdsoknak egy tekintélyes hanyada evolucids ujitast
eredményez. Emellett tovabbi 31 kornyezetben jelentettek a latens

reakciok ndvekedési elonyt.

3. A latens reakciok egyedi hatasanak vizsgalata

A kovetkezd 1épésben megvizsgaltuk, hogy egyetlen latens reakcio
hozzédadasa a nativ modellhez milyen elénnyel jar a korabban
vizsgalt kornyezetekben. Kideriilt, hogy minden olyan kérnyezetben,
ahol a latens reakciok hianyaban a nativ modell nem tud néni,
elegendd egyetlen latens reakci6 a novekedéshez. Ugyanakkor ritka,
hogy ugyanaz a latens reakci6é tdbb kdrnyezetben is fitneszelonyt

nyujtson, tehat a latens reakciok hatasa kornyezetfiiggs.

4. Az in silico elorejelzések jo egyezést mutatnak a Kisérletesen
meghatarozott metabolikus ujitasokkal

Eredményeinket egy, az in silico szimulaciokhoz hasonlo
rendszerszinti laboratériumi vizsgalattal tamasztottuk ala. A
kisérletek alapja, hogy egy adott enzim latens aktivitasait
tehat tultermeltetjiik.  Kisérleteinkben 4269 E. coli gén
tultermeltetésének hatasat vizsgaltuk meg 194, kiilonbozé
szénforrast tartalmazé kornyezetben. A laborkisérleteket Kintses
Balint kollégam végezte. A kisérleteket az in silico szimulaciokkal
Osszevetve megallapitottuk, hogy a modellezés segitségével sikertilt
elérejelezni a kisérletesen feljott kornyezetek 44%-at €s a kisérletes
és in silico vizsgalatok soran feljott kornyezet — gén parok kozotti

atfedés tobb mint 2 nagysagrenddel feliilmulja a véletlenszerlien



vartat. Ez a nagymértékli atfedés arra utal, hogy a rejtett aktivitdsok
altalunk Osszeallitott halézata mar igy is jelentds részét lefedi annak
az evolucidés nyersanyagnak, mely az 10j kornyezetekhez vald

rovidtava adaptacio soran az ¢l61ény rendelkezésére all.
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