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1 Bevezetés

A genotipus és fenotipus kozotti kapcesolat feltérképezése a bioldgia alapvetd fontossagu
problémai kozé tartozik. Habdr a probléma régi, a nukleotidszekvencidktdl a fenotipusos
jellegekig vezeté ut szisztematikus vizsgalata és realisztikus matematikai modellek
megalkotasa csak az utobbi években kezdddhetett el. Ezt az évtizedek alatt felhalmozddott
molekularis biologiai tudas mellett a nagy ateresztOképességii (high-troughput) technologiak
megjelenése tette lehetévé (Westerhoff and Palsson, 2004). El6szor a 90-es évek végétdl - a
szekvenald technikdk fejlodése révén - a genotipusokra vonatkozd ismereteink néttek meg
robbandsszerlien. A nagyszadmu ismertté valt genomszekvencia lehetdvé tette a genom
szerkezete, funkcidja és evolucidja vizsgalatat, az igy életre kelt tudomény a genomika. A
tovabbi nagy ateresztOképességli technikdk megjelenésével ujabb és wjabb molekularis
alkotora, sejtes alrendszerre valtak elérhetévé szisztematikus, szervezet szintl, kvantitativ
adatok, ijabb és ujabb ,,omikak™ megjelenését eredményezve. Végiil a genomikai és nagy
1éptékli fenotipusos adatok matematikai modellbe integraldsaval elsdként valt lehetévé a
genotipus-fenotipus kapcsolat szisztematikus, nagy 1éptéki feltérképezése. Az igy 1étrejott uj
tudomanyteriilet a rendszerbioldgia (Bruggeman and Westerhoff, 2007). Disszertaciom
kérdésfelvetésel a genom anatomidjanak vizsgalataval egyrészt a genomikahoz, masrészt az
anyagcserehaldzatok — rendszerszintli  vizsgdlatdval a  rendszerbiologia teriiletéhez
kapcsolodnak.

Az anyagcsere talan a legrészletesebben ismert sejtes alrendszer, ami a legkézenfekvdobb
vizsgalati teriiletté teszi, ha a genotipus-fenotipus kapcsolat jobb megértését tiizziik ki célul.
De vajon val6jaban mennyire hasznalhaté mai tudasunk a mutacioktol a ratermettségig vezetd
ut megértésében, eldrejelzésében? Disszertaciom masodik fejezetében ezt a kérdést elemzem
a nullmutaciok (teljes funkcidovesztéssel jaro mutaciok) kozotti kolcsonhatasok specialis
esetében (haploid éleszt6 torzsek rétermettségét telepméreteik alapjan becsiilve). Masrészt az
adatok lehetové teszik az anyagcserehalozat mikodésében mutatkozo fobb szabalyszertiségek
vizsgalatat. A rendszerbioldgia egyik altalanos kérdése, hogy a talalt mintazatok mennyiben
adaptivak, tiikroznek ,,mérnoki elveket” (design principles) (Alon, 2003; Alon, 2006; Papp et
al. 2009) P¢éldaul mikrobakban egy biomassza-alkotd molekula eldallitasért felelés ttvonal
sebességének emelkedése hozzajarulhat a ratermettség noveléséhez.VVajon ez mennyire

tiikr6zddik az anyagceseretitvonalak idébeli mitkddésének szabalyozottsagaban? Disszertaciom



harmadik fejezetében a fenti kérdést a szabalyozottsag genomszervezddésre tett lehetséges

hatasanak tiikrében vizsgalom.

1.1 Az anyagcsere rendszerszinti vizsgalata

A kovetkezékben roviden attekintem az anyagcsere mai, rendszerszintli vizsgalati
lehet6ségeit, illetve az oda vezetd utat (Papin et al., 2003; Westerhoff and Palsson, 2004). Az
anyagcsereutvonalak koncepcidja €s 1épésenkénti feltérképezésiik feladata a molekularis
biologa torténetében tradicionalisan fontos szerepet tolt be (Papin et al., 2003). Ugyanakkor
az utvonalleirdsokkal parhuzamosan mar a 60-as évek végétdl megjelentek az anyagcsere
mitkodésének megértését célzd szamitdgépes kinetikai modellek (Garfinkel et al., 1970). Az
egyes utvonalak modelljeit egyre nagyobb metabolikus halozatokéi kovették, a 80-as évek
végére eljutva az emberi voOrdsvértest kinetikai modelljéig (Joshi and Palsson, 1989;
Westerhoff and Palsson, 2004). A 70-es évekre a metabolikus kontroll analizissel az
anyagcsereutvonalak rendszerszintii, un. emergens’ tulajdonsagainak elméleti vizsgalata is
megjelent (Kacser & Burns 1973; Heinrich & Rapoport 1974). A teljes anyagcserchalozat
tulajdonsagainak vizsgalatdra azonban csak a nagy ateresztOképességii technikak megjelenése
utan keriilhetett sor. A legtobb genomikai és posztgenomikai adattal két tradicionalis
modelléldlény emelkedett a genomikanak és a rendszerbiologianak is legfontosabb vizsgalati
alanyava: prokariotak koziil az Escherichia coli (Mori 2004), eukaridtak kozil pedig a
soréleszté Saccharomyces cerevisiae (Castrillo and Oliver, 2004). Disszertaciomban én is erre
a két szervezetre koncentralok. A 90-es évek kozepétdl jelentek meg a szervezetszintli
genomikai és posztgenomikai adatot tartalmaz6 metabolikus adatbazisok, mint pl. a MetaCyc,
KEGG (Ogata et al., 1999; Caspi et al., 2011; Karp and Caspi, 2011). Ezzel egyrészrol
lehetové valt a tradicionalis anyagcsereutvonalak genomszintli elemzése, kiilonb6z6é fajok
utvonalainak Osszehasonlitasa (Papin et al., 2003), olyan, a teljes alrendszerre jellemzd
tulajdonsagok, mint pl. a szubsztratok reakcionkénti szdmanak vagy az egyes enzimek altal
katalizalt reakciok szama eloszlasanak statisztikai vizsgalata (Ouzounis & Karp 2000).
Masrészrol a sejtszintli adatok alapjan a teljes anyagcserehdlozatok egységes matematikai

modellbe foglalt rekonstrukcidja is elkezdddhetett (Covert et al., 2001).

! Emergens: egy rendszer egyes komponensei altal kiilon-kiilon nem mutatott, azok interakcioibol fakado
tulajdonsag.



A modelleket harom nagy csalddba sorolhatjuk: topoldgiai, kényszer-alapu és kinetikai
modellek. Ezek koziil a legegyszertibb az anyagcserehdlozat topologiai vizsgalatat jelenti
(Jeong et al., 2000). A halézatok szerkezetét leird topologiai modellek elénye, hogy valéban
genomléptékiiek, igy a halozat globalis szerkezetének egyes szabalyszeriiségei feltarhatok.
P¢ldaul a metabolitok kapcsolodasi szama hatvanyfiiggvény eloszlast mutat, ami azt jelenti,
hogy néhdny anyagcsereterméknek nagyon sok kapcsolata van, mig a legtobbnek csak
néhany (Barabasi and Oltvai, 2004). Emellett a halézat hierarchikus modularitdst mutat,
vagyis kisebb egymas kozott striin 0sszekotott modulok nagyobb, lazabban kapcsolt
csoportokba szervezddnek, valamint a topoldgiai szintli modularitds a funkcionalis
modularitast (specifikus biologiai funkciot ellatd alegység) is tiikrozi (Ravasz et al., 2002).
Ugyanakkor egy topoldgiai modell nem hasznal fel semmilyen arra vonatkozé informaciot,
vonatkozo kovetkeztetések levonasara csak korlatozottan alkalmas (Stelling, 2004; Steuer and
Junker, 2008). Példaul mig egy fehérje-fehérje fizikai interakcios haldzatban a fehérje
kapcsolatainak szama pozitivan korrelal a kodolo gén esszencialitasaval (Jeong et al., 2001)
(de lasd (Yu et al., 2008)), egy anyagcserehalozatban ennek megfeleld korrelaciot nem
talalunk a metabolit reakcid-Osszekottetéseinek szama és az esszencidlis reakciok aranya
kozott (Mahadevan and Palsson, 2005). Ennek oka akkor valik érthetévé, ha figyelembe
vessziik a halozat €leinek jelentését: példaul egy esszencialis terméket termeld tokéletesen
linedris utvonalban szerepldé metabolitnak csak két kapcsolata van, de barmelyik eltavolitasa
letalis.

A harom modelltipus koziil a legtobb biologiai informaciét az Un. kinetikai modellek
hordozzak a halézat minden reakcidjat enzimkinetikai mechanizmusokkal irva le, lehetévé
téve a rendszer dinamikus modellezését. Azonban a kinetikai modellek nagyobb [éptékii
kiterjesztését, az ujabb eldrelépések (Jamshidi and Palsson, 2008; Smallbone et al., 2010)
ellenére, az enzimkinetikai adatok kis szama jelenleg is akadalyozza (Steuer & Junker 2008).
E két modellcsalad kozott helyezkednek el informacidtartalomban az Un. kényszer-alapu
(constraint-based) modellek, melyek a halozat topologidjan til olyan fizikokémiai és
biologiai kényszereket is magukban foglalnak, mint a reakciok sztochiometridja és
reverzibilitasa, vagy a kornyezetbdl felvehetd tapanyagok listaja (Price et al. 2004).
Elnevezésiik onnan ered, hogy a kinetikai modellekkel szemben a modell valtozdinak
becslése a lehetséges megoldasok terének sziikitésével torténik. A kényszer-alapti modellek is
genomléptékli adatokat integralnak (600-1300 gén), ugyanakkor alkalmasak az anyagcsere

génjeit adott kornyezetben a biomasszatermelés optimalis mértékére mint fenotipusra
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leképezni, illetve arra kvantitativ elérejelzést tenni (Edwards et al., 2001). Mindezek miatt a
genotipus-fenotipus  leképezés  vizsgalataban, ill.  4altalanosabban az  evollcios
rendszerbiologiai alkalmazasokban kulcsszerepet jatszik (Oberhardt et al. 2009; Papp et al.
2011). Nevében a kényszer a fizikokokémiai kényszereket jelol, amelyek segitségével a
lehetséges fenotipusok terét lesziikithetjiik. Az anyagcseremodellekben legalabb két ilyen
enzimkapacitasbeli korlatok, utobbi példaul azt jelenti, hogy ismert irdnyu reakcio esetében a
fluxus csak az egyik iranyban folyhat. A kényszerek miikodésének feltétele a steady-state
allapot, vagyis minden metabolit azonos ratdval termelddik és hasznalédik fel. A
kornyezetben levé tapanyagok a hozzdjuk tartozd transzportreakciok fluxusértékének
beallitasaval szimulalhatok. A lehetséges fluxusok terében az FBA (flux balance analysis)
modszer egy optimalitasi fiiggvény alapjan, ami lehet akar egy adott termék maximalis
termelése, vagy legtobbszor a biomassza termelés maximalis mértéke, megkeresi az optimalis
fluxuseloszlast. Egyszeriisége ¢és elofeltevései ellenére szamos kiilonbozo teriileten
alkalmaztak sikerrel (Oberhardt et al. 2009), mint pl. gén esszencialitas predikcidja (Forster et
al., 2003; Duarte et al., 2004; Kuepfer et al., 2005), laborbeli szelekcios kisérlet soran elért
optimalis metabolikus allapot megjoslasa (Ibarra et al. 2002), vagy akar 200 millio év alatt
lezajlott genomredukci6 szimuldldsa endoszimbionta baktériumokban (Pal et al. 2006). F6
hatranyai k6zé sorolhatd, hogy a steady-state feltétel nem teszi lehetdvé a dinamika
vizsgalatat, illetve a modell nem tartalmaz a szabalyzasra vonatkozd explicit
mechanizmusokat, vagyis optimalis szabalyzast feltételez. Ugyanakkor torténtek fontos

elérelépések e korlatok kikiiszobolésére (Min Lee et al., 2008; Jamshidi and Palsson, 2010).

Munké&m sordan mind tradiciondlis utvonal adatbézis adatait, genomléptékii anyagcserehalozat
rekonstrukcidt, kényszer-alapi modellezés predikciodit és kinetikai modellt is felhasznaltam az

anyagcsere tulajdonsagainak elemzésében.



1.2 Anyagcsere és evolucio: vizsgalando kérdések

A kisérletes ¢és elméleti hattér gazdagsaga kiilondsen kedvezd feltételeket teremt a
tehetiink fel kérdéseket.

Egyrészrol milyen evolucios erdk hatdsara alakultak ki a metabolikus halozatok egyes
tulajdonsagai? Megmagyarazhatok-e a neutralis nullmodell alapjan, vagy csak adaptiv
hipotéziseket megfogalmazva? Vagyis altalanossagban ezek a tulajdonsdgok mennyire
finomhangoltak a természetes szelekcio altal?

Masrészrél milyen tovabbi evolicids kovetkezményei vannak a gének anyagcserehaldzatba
vald szervezOdésének? Két mutdcid genetikai interakcidban (episztazis) van, ha a kettds
mutans fenotipusa eltér attol, amit az egyes mutansok alapjan varnadnk. Vajon mennyiben
hatarozza meg két gén funkcionalis kapcsolata a mutacioik kozti genetikai interakciot, ezen
keresztiil pedig a lehetséges evolucios utvonalakat (Poelwijk et al., 2007)? Milyen hatasa van
az anyagcsere funkciondlis szervezddésének a genom szervezddésére? Vajon lehet-e hatasa
két enzim utvonalbeli sorrendjének génjeik kromoszoman valo elhelyezkedésére?

Mint barmilyen fenotipusos mintdzatnak, az anyagcsere jellegzetességeinek is kiilonbozo
evolucios okai lehetnek: lehet sodrddas, mutacios nyomas eredménye, a termeészetes szelekcio
révén rogziilt adaptiv jelleg, vagy mdés adaptiv jellegekre hatoé szelekcid mellékterméke
(Lynch, 2007; Papp et al., 2009). Példaul az anyagcsere mar emlitett topologiai
jellegzeteségeit (kapcsolatainak hatvanyfiiggvény eloszlasa, modularitds) sokan adaptiv
jellegként értelmezték. Példaul a modularitas lehet a mutaciokkal szembeni robosztussagra
hato szelekcio (Wagner, 2000) vagy a valtozatos kornyezethez val6 alkalmazkodas ereménye
(Parter et al., 2007). Ugyanakkor szamitogépes szimulacio alapjan az anyagcserehalozat a
kapcsolatok szamanak eloszlasa a gyors novekedésre iranyuld szelekcié melléktermékeként
is megjelenhet (Pfeiffer et al., 2005). Masrészt az anyagcserehalozat szerkezetének
atmoszférikus reakcidhaldézatokkal —mutatott hasonlosidga a topoldgia neutrdlis jellegét
tamogatja (Holme et al., 2011). Mas jellegeknél az optimalis (,,mérnoki") modelleknek vald
megfelelés szelekcios hatas jelenlétére utalhat (Papp et al. 2009). Példaul a hagyomanyos
anyagcsereutvonalak eldrejelezhetdk egy, a reakciok szamat minimalizald és maradék ATP-t
maximalizal6 modellel (Beasley and Planes, 2007).

Vajon az anyagcsere expresszios szabalyzdsa mennyire a szelekcid altal finomhangolt? A

génexpresszid kiilonb6zd aspektusainak optimalizalasara hato szelekcid 1étét modellek és



kisérleti eredmények is alatamasztjak. El0szor is, a génexpresszio szintje szelekcid alatt all: a
lac operon génjei kifejez6désének mértéke néhany szaz generacios kisérleti evolucid alatt
képes elérni az adott kornyezetben optimalis mennyiséget (Dekel and Alon, 2005).
Masodszor, annak is lehet funkcionalis magyarazata, hogy egy gén aktivator vagy represszor
altal szabalyozodik-e. Kisérleti eredmények szerint a szabalyzas mddja azzal fligg 6ssze, hogy
a gén termékének az idé mekkora hadnyadaban kell jelen lennie megfeleld mennyiségben a
baktérium természetes kornyezetében. Amelyik géntermékre az id0 nagy részében sziikség
van, az tObbnyire pozitiv, amelyikre ritkdn, az tobbnyire negativ szabalyzas alatt all
(Savageau, 1977). Ennek eredménye, hogy a regulator kot6helye mindkét esetben az id6 nagy
részében foglalt. A mintdzat oka a téves regulatorok kotddésébol adodoé hibak
minimalizalasara hat6 szelekciés nyomas lehet (Shinar et al., 2006; Sasson et al., 2012).
Végezetiil 1éteznek modellek a génexpresszid idébeli szabalyozasanak optimdlis modjara is,
pontosabban arra, hogy miképpen lehet a legalacsonyabb 0ssz-enzimkoncentracio
felhasznalasaval a leggyorsabban bekapcsolni egy metabolikus utvonalat (Klipp et al., 2002;
Zaslaver et al., 2004). A modellek altal elérejelzett ,,tervezési elv”’ miikodését kisérletes
eredmény is alatamasztja (Zaslaver et al. 2004). Kiilonb6z6 operonok promoter aktivitasanak
Osszehasonlitdsa azt mutatja, hogy minél kozelebb van az enzim egy adott metabolikus
utvonal kezdetéhez, annal gyorsabban aktivalodik és annal magasabb expresszids szintet ér el.
Példaul az arginin bioszintézis egymas utan kovetkezo reakciolépéseihez sziikséges operonok
kb. 10 perc kiilonbséggel aktivalddnak. Disszertdciom 3. fejezetében azt vizsgalom, vajon az
azonos operonban elhelyezkedd gének szervezddése hozzdjarulhat-e a génexpresszid

optimalis 1débeli szabalyzasahoz.

1.3 Célkitiazések

Disszertaciom a tovabbiakban két nagy fejezetre oszlik, melyeken beliil kiilon bevezetd,
modszer, eredmények ¢és diszkusszié talalhatok. A kiilonvalasztasukat az eltérd
kérdésfeltevés indokolja. Ami kozds benniik, hogy mindketté az anyagcserében hatd
génparok relativ viszonyainak genetikai és evolucios kdvetkezményeit vizsgalja.

anyagcserehalozatban, meg tudjuk-e magyarazni/jésolni a két gén kozott varhatd genetikai
interakciot? Azaz a kérdés, hogy két gén egylittes nullmutacidja hogyan fogja befolyasolja a

ratermettséget az egyedi mutaciok alapjan vart kombinalt hatdshoz képest? Itt tehat két gén



crcr

srer

evolucios hatdsat vizsgalom. Befolyasolhatja-e ez a genom szervezddését, konkrétabban a
gének operonon beliili sorrendjét? A talalt genomi mintadzat adaptiv jellegét matematikai

modellel tamasztom ala.
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2 Genetikai interakciok modularitasa és prediktalhatosaga a soréleszto

(Saccharomyces cerevisiae) anyagcserehalézataban

2.1 Bevezetés

Milyen mértékben jelezhetok elore illetve érthetok meg az anyagcsere génjei kozt fellépd
genetikai interakciok a metabolikus haldzatra vonatkozo6 ismeretek segitségével?

Genetikai interakcionak (GI, episztazis®) azt nevezziik, ha egy mutacié fenotipusos hatdsa
nem fiiggetlen egy masik mutéacio jelenlététdl. A tovabbiakban a fenotipusos hatdsokon beliil
a ratermettségre gyakorolt hatast vizsgalom, annak evolucios jelentdsége miatt. Negativ GI-
nal a kettés mutans ratermettsége alacsonyabb, mint azt az egyes mutéaciok kiilon-kiilon vett
hatasa alapjan varnank, pozitiv GI esetén pedig magasabb. Kéaros mutacioknal ez azt jelenti,
hogy a pozitiv GI esetében a vartnal kisebb a ratermettség csokkenése, negativ GI-nal pedig
nagyobb. A negativ GI esetén kapott fenotipusokat synthetic sick/lethal-nak (SS/SL) is
nevezziik, utalva arra, hogy két, egyenként nem letalis mutacié egyiittesen letalis fenotipust
eredményezhet3.

De mi is pontosan az egyes mutaciok hatasa alapjan vart kombinalt hatas, amely alapjan a
genetikai kolcsonhatasokat definialjuk? Bar a valasz nem trivialis (Mani et al., 2008),
ratermettség vizsgalata esetén a legszélesebb korben alkalmazott modell a multiplikativ
(Dixon et al., 2009). Eszerint a vart érték az egyes mutansok relativ ratermettségének
szorzata, a negativ €és pozitiv GI-t pedig az ettdl valdo negativ illetve pozitiv eltérésként

definidljuk (/. dbra). Az GI mértéke a fenti definicio alapjan kiszdmolhato:

e=f-hXf

? Az episztazis kifejezésnek a fentitd] eltéré értelmezései is vannak (Cordell, 2002), ezért az egyértelmiiség
kedvéért disszertaiciomban végig a genetikai interakcid (GI) terminust hasznalom.

% A kéros mutaciok negativ illetve pozitiv GI-jainak szamos elterjedt alternativ megnevezése is eléfordul a
szakirodalomban. Negativ: szinergisztikus, synthetic enhancer, aggravating. Pozitiv: antagonisztikus, buffering,
csokkend hozam, alleviating.
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Ratermettség

0.75 -
0.5 - —
> (0,25 pozitiv
0.25 - 0,25 nincs Gl
0 < 0,25 negativ

AB AA AB AAAB

1.dbra: Példa Gl meghatdrozdsdra a multiplikativ modell alapjan.
A vad tipus rdtermettsége 1, mig AA és AB nullmutdnsoké 0,5. A kétszeres nullmutdns vdrt értéke

0,25, ha a tapasztalt érték ennél nagyobb, pozitiv (zélddel jelélve), ha kisebb, negativ Gl-rél beszéliink

(piros).
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2.1.1 A genetikai interakciok lehetséges intuitiv értelmezési modjai

Kutatdsomban két gén nullmutacidja kozotti GI-kat vizsgdlom. Vajon ezekben az esetekben
milyen intuitiv mechanisztikus értelmezései lehetségesek a genetikai kolcsonhatasoknak?
Ezekre lathatunk két egyszeri példa modellt a 2. dbrdn. Az elsé példaban, egy linearis
anyagcsereut esetén, barmelyik gén kiesése az ttvonal funkcidjanak teljes elvesztéséhez
vezet, igy hasonlo ratermettség csokkenést eredményez. Ugyanakkor egy masodik gén kitlitése
ugyanabban az utvonalban mar nem csokkenti tovabb a ratermettséget, tehat a kettds mutans
ratermettsége magasabb, mint amit az egyenkénti mutaciok alapjan varnank, igy pozitiv GI-
16l beszélhetiink. Ezzel analog példat lehet elképzelni pozitiv Gl-ra fehérjekomplexeken
beliili alegységek esetén (azaz barmely alegység elvesztése a teljes fehérjekomplex
funkciojanak kieséséhez vezet). A madasodik példaban, ha egy funkcidt két parhuzamos
anyagcsereut is képes betdlteni, akkor egyetlen gén kiiitését a redundans utvonal mitkodése
kompenzalni képes, igy nincs funkciokiesésbdl fakado ratermettségesokkenés. Ellenben ha a
parhuzamos utvonalbdl is kiiitiink egy gént, a funkcid6 megszlinik, a kettds mutansban joval
nagyobb ratermettségcsokkenést tapasztalunk, mint az egyes deléciok alapjan varnank, vagyis
negativ GI-r6l beszélhetiink. E két modellt gyakran tekintik kiindulasi alapnak a GI-k
értelmezésénél (Dixon et al., 2009), és ezek alapjan azt varjuk, hogy utvonalon beliil a pozitiv

Gl-k, mig utvonalak kozott a negativ GI-k vannak talsulyban.

a) pozitiv GI A X A b) negativ GI
> N
1 V‘ ~ V‘
S
B Y — - B
’
7’
l v 7’ VL
7’
C z 7 C
funkcid funkcio

2. abra: pozitiv és negativ Gl-k egyszerii példa modelljei.
Pozitiv Gl esetén egyetlen linedris anyagcsereutat (a), negativ Gl esetén két redunddns
anyagcsereutat (b) ldthatunk. A szaggatott vonalak a B gén pozitiv illetve negativ Gl-it jelzik deléciok

esetén. Részletes magyardzat a f6sz6vegben.
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2.1.2 A genetikai interakciok jelent6sége

Miért fontos feladat a GI vizsgalata? A GI-k gyakorlati és elvi szempontbol is fontosak. Mar
érthetjiik meg egy-egy gént kiilon-kiilon vizsgélva.

Feltehetden a legtobb betegség tobb gén mutacidja altal befolyasolt, igy genetikai hatteriik
felderitésében a Gl-k meghatarozasa fontos szerepet tolthet be (Lehner, 2007; Maxwell et al.,
2008; Cordell, 2009). Az utobbi évek human genetikajanak egyik nagy megoldatlan
probléméja, hogy a legtobb tobbgénes emberi jellegnél a genomléptékli génasszociacios
vizsgalatok a jellegek tapasztalt heritabilitdsanak csak csekély (legfeljebb 20-50%) részét
tudjadk megmagyardzni. A GI-k jelenléte a hidnyzé heritabilitds egyik magyardzataul
szolgalhat (Zuk et al., 2012). Masrészrél a mar felderitett GI-k felhasznalhatok a géntermékek
kozotti funkciondlis kapcsolatok eldrejelzésére, illetve ismeretlen funkcidju gének esetében
funkci6 prediktalasara (Boone et al., 2007).

A GI evoluciobioldgiai vonatkozédsai is sokrétiiek, olyan folyamatok magyardzataban
szerepel, mint a fajképzodés (Dettman et al., 2007) vagy a szexualis szaporodas evolucidja
(Visser and Elena, 2007). A kompenzald negativ GI-k szerepet jatszhatnak a genetikai
valtozatossag fenntartasaban (Hartman et al., 2001). A GI jelenléte hatassal lehet arra, hogyan
valtozik a ratermettség az allélkombinacidk fiiggvényében (milyen az adaptiv tajkép alakja
(Wright, 1932)), ezen keresztiil pedig befolyasolhatja a lehetséges evolucios utakat (Poelwijk
et al., 2007; Carneiro and Hartl, 2009) és az adaptacio sebességét (Chou et al., 2011; Khan et
al., 2011).

2.1.3 A genetikai interakciok rendszerszintii vizsgalata

A GI tobb szempontbdl is kapcsolodik a rendszerbiologiahoz (Moore and Williams, 2005).
Egyrészt fogalmi atfedés miatt: a komponensek interakcioibol fakadd jelenségeket vizsgalo
rendszerbiologia bizonyos mértékig a GI-k vizsgalataként is definialhato. Masrészt gyakorlati
okbol: a nagyléptékli GI adatok redszerbiologiai eszkozokkel torténd analizise 1j
lehetdségeket nyit a Gl-k szervezddésének és mechanisztikus okainak megértésében.

A rendszerszintli vizsgalatokhoz sziikséges adatmennyiség csak nemrégen valt elérhetdvé.
Egyrészt megjelentek azok az adatbdzisok, melyek Osszegzik az irodalomban fellelhetd GI
adatokat (pl. BIOGRID (Stark et al., 2006)). Masrészrol a GI-k szisztematikus kisérletes

feltérképezése is lehetségessé valt, ami egy kivalasztott génhalmazon belill az egyszeres ¢és a
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lehetséges 0Osszes kettds mutans kombinacié Osszehasonlitasat jelenti azonos genetikai
hattéren (Dixon et al., 2009). Mig a 90-es években ez egy-egy utvonal génjeinek vizsgalatat
jelentette (Hartman et al., 2001), a kétezres évektdl szazas, majd ezres nagysagrendli génnel
képzett génpar vizsgalatat. Ezt egyrészt a genomskaldju génkiiitéses konyvtarak létrehozasa
tette lehetévé (Winzeler et al., 1999; Giaever et al., 2002), masrészt a novekedési rata, mint
konnyen, automatizaltan tesztelheté fenotipus hasznélata, mely egyben a ratermettség
kozvetlen becslésére is alkalmas (Dixon et al., 2009). A vizsgalatok zome nem esszencialis
gének kozott fellépd GI-k feltérképezését jelenti, ugyanis itt a gének teljes kititésére is mod
van (Tong et al. 2001; Pan et al. 2004). A vizsgalatok kondicionalisan letalis vagy hypomorph
allélek eldallitasaval esszencialis génekre is kiterjeszthetok (Tong et al. 2004; Davierwala et
al. 2005; Michael Costanzo et al. 2010a). Az interakcios haldzatra vonatkozd legtobb
tudasunkat a a sorélesztével végzett kutatasoknak koszonhetjiik (Boone et al., 2007).* A
kett6és nullmutdnsok kozotti lehetséges kombinéciok koriilbeliil egyharmadéra (1700 x 3900
génre) érhetd el kvantitativ GI adat (Koh et al., 2009). A 6sszes sejtfunkciot reprezentalni
szandékozo globalis vizsgalatokat (Tong et al. 2004; Costanzo et al. 2010) a sejt egyes
alrendszereire fokuszaldo GI térképek vizsgalata egészitik ki, mint pl. a kromoszoémaval
Osszefiiggd funkcioja (Collins et al., 2007) vagy az endoplazmatikus retikulum mitkodésében
¢és a szekrécio folyamataban részt vevo gének (Schuldiner et al., 2005) térképei. Habar az
anyagcserehalozatok biokémiai jellemzése elorehaladott, az anyagcsere gének kozotti Gl-k
szisztematikus feltérképezése eddig elhanyagolt teriiletnek szamitott, igy annak statisztikai —
bioinformatikai elemzése sem volt lehetséges. Jelen dolgozatban egy 1j adatsorra
tdmaszkodva (lasd Mddszerek 2.2.1) elsként vallalkozunk az anyagcserehaldzat genetikai

interakcidinak altalanos jellemzésére.

2.14 Az SGA médszer

A Gl-k feltérképezésében forradalmi lépésnek szamitott az un. SGA moédszer bevezetése. A
sorélesztd eddigi legnagyobb skalaja GI térképének elkészitése és a vizsgélataim alapjaul
szolgaloé adatok eldallitasa is az SGA (syntethic genetic array) modszer tovabbfejlesztett

valtozataval tortént, mely mara automatizalt, kvantitativ GI becslésre képes (Tong et al.,

2001; Collins et al., 2006; Tong and Boone, 2006; Baryshnikova et al., 2010). A modszer két

% Kisebb vagy nagyobb 1éptékii szisztematikus gén inaktivacios vizsgalatokat végeztek Schizosaccharomyces
pombe-ben (Dixon et al., 2008; Roguev et al., 2008) C.elegans-ban (Lehner et al., 2006, 2006), Drosophila
melanogaster-ben (Horn et al., 2011) és eml6s sejttenyészeten (Yang and Stockwell, 2008) is.
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kiilonbozo, egyszeres génkilitott torzseket tartalmazo haploid konyvtarbol indul ki, melyek
eltér6 domindns szelekcidos markereket tartalmaznak. A haploid sejtek parosodasat, majd a
meidzist és a marker szelekciokat mindig 0j szilard agar felszinekre torténd atoltas elézi meg,
a protokol végeredménye pedig a kivant kettds mutans (szintén haploid allapotban). A
vizsgalatok nagy szdmat a telepek parhuzamosan €és automatizaltan, nagy stiriségii lemezek
hasznalataval torténd atoltdsa teszi lehetdvé (a teljes nem esszencidlis génkollekcid elfér 14
darab 386 lyuka lemezen). A koldniaméretekbdl torténik a ratermettség becslése. Az SGA
egy szamos statisztikai modszert felhasznald protokoll alkalmazasaval a kis skalaja
modszerekhez hasonld mértékii torzitatlansag és precizitas elérésére képes (Baryshnikova et
al., 2010). Ennek kulcsfontossagu része a szisztematikus hibakra vald normalizalas (pl. lemez-
specifikus hatas, telep pozicid hatasok, tapanyag kompeticios hatas, stb. kikiiszobolése). A
replikalt kétszeres és egyszeres génkilitések szorasa alapjan pedig GI értékhez p-érték is
rendelheté (Costanzo et al., 2010). A becslések pontossagat és altalanosithatosagat mutatja,
hogy az igy nyert GI értékek nagyon jo korrelaciot (r =0,89) mutatnak folyadékkultiraban,
kompetitiv ratermettség-adatokbol becsiilt Gl adatokkal (Onge et al., 2007; Costanzo et al.,
2010).

2.1.5 A genetikai interakcios halézatok tulajdonsagai

Milyen informécidkat nyerhetiink a szisztematikus GI vizsgalatokbol? Az igy kapott
nagyszamt GI halozatba szervezhetd, ahol az egyes gének a csucsok és a gének kozotti GI-k
az élek (Tong et al. 2001). Egy-egy funkcionalis alrendszer génjeinek vizsgalata lehetové
teszi egy-egy alrendszeren beliili kapcsolatok feltérképezését, reprezentativ genom szintii
vizsgalatok esetében pedig a szervezet GI-haldzata nagyléptékili szervezddésének vizsgalatat.
Vajon milyen gyakori a két inaktivalt gén kozott GI? A GI ritka, az eddigi legnagyobb
skalaji, sorélesztOben végzett vizsgalatban az Osszes génpar 3%-a mutat Gl-t, ezek
kétharmada negativ, egyharmada pozitiv interakcio (Costanzo et al. 2010). A génenkénti
interakciok szamanak hatvanyfiiggveny eloszlast mutat: a legtobb génnek kevés Gl-ja van,
mig néhanynak sok (Tong et al. 2004). Adott gén (mind pozitiv mind negativ) Gl-inak szdma
erds pozitiv korreldciét mutat azzal, hogy egymagéaban kilitve mennyire csokkenti a
ratermettséget (Osszesitve r=0,73 (Costanzo et al., 2010)). Ennek lehetséges oka, hogy a
kiilonbozd funkciot és génmiikddést befolyasolnak ezek a mutéacidk, s igy tobb mas gén

befolyasolhatja ezen mutaciok hatasat (Costanzo et al., 2010; Szappanos et al., 2011).
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2.1.6 Genetikai interakcio és a funkcionalis modulok

Mit tudhatunk meg a Gl-k alapjan a sejt funkcionalis szervezddésérol? A GI-t mas
funkcionalis kapcsolatra utald jellemzokkel is Osszehasonlithatjuk, vizsgalva a funkcionalis
modulokkal valé atfedését. Ha a sejtmiikodést 17 nagy funkcionalis csoportra osztjuk, a GI-k
kb. 6todét talaljuk a csoportokon beliil (Costanzo et al., 2010). A csoportok kozti interakciok
szamaban kiemelkedik a kromatin miikodés és a vezikularis transzport, ezek a legnagyobb
konnektivitasi géneken keresztiil a tobbi funkcié kozott is hidként funkcionalnak (Costanzo et
al. 2010; Lehner et al. 2006). Nagyobb felbontasban vizsgalva a sejt miikodési egységeit a
fehérjekomplexek mintegy 60%-a mutat Gl-ban vald szignifikans feldasulast, ami lehet
pozitiv vagy negativ GI is (Baryshnikova et al., 2010). A fizikai kapcsolatban levé fehérjék
génjeinek 10-20%-a van Gl-ban is, negativ és pozitiv GI-k hasonld aranyban (Costanzo et al.,
2010). A paralog gének kozott varhatod funkcionalis atfedéssel egybevagdo modon a duplikalt
parok harmada mutat negativ Gl-t, ami erds feldasulast jelent (Musso et al., 2008;
VanderSluis et al., 2010).

A kozvetlen GI kapcsolaton tal, két gén funkciondlis viszonyara tobb informéciot nyerhetiink,
ha azt vizsgaljuk, milyen mas génekkel vannak GI-ban. Az azonos sejtfunkcidban,
utvonalban, vagy fehérjekomplexben szerepld gének pozitiv és negativ GI partnerei atfednek,
vagyis hasonl6 a GI profiljuk (Tong et al., 2004). A Gl profilok hierarchikus osztalyozasat
tobb esetben sikerrel hasznaltak fel biokémiai Gtvonalak, fehérjekomplexek eldrejelzésére és
ismeretlen funkcioju génekhez funkcié rendeléséhez (Tong et al. 2004; Michael Costanzo et
al. 2010; Collins et al. 2007; Ye et al. 2005; Decourty et al. 2008). Egyakorlati alkalmazasok
mellett a GI profilok vizsgalata egy 0j géncsoportositasi (modularizacios) elvhez is vezetett:
monokromatikus csoportositasnak nevezziik, ha egy adott géncsoport vagy két csoport génjei
kizarolag negativ vagy pozitiv Gl-val kapcsolodnak egymashoz (Segre et al., 2005). Ez
esetben a Gl nem csak egy-egy gén, hanem egy-egy nagyobb géncsoport, modul
tulajdonsaganak tekinthet6. fgy pl. a 2b dbra két hipotetikus lineéris Gtvonala negativ GI-ban
van egymassal, barmelyik génpart is valasztjuk. Az a megfigyelés, hogy talalhatunk olyan
modulokat, amelyek kozott az egyik tipust interakcid feldusul (Bandyopadhyay et al., 2008),
azt jelzi, hogy a monokromitas létezé jelenség. Kérdés, hogy vajon mennyire altalanos
szervezdelv a GI halozatokban.

Bér az eddigi szisztematikus vizsgalatok szamos informdciot szolgaltattak a GI halozatok
szervezOdésével kapcsolatban, tobb fontos kérdés megvalaszolatlan maradt. Tovabbra is
keveset tudunk arr6l, milyen molekularis mechanizmusok eredményezik a GI-kat, illetve

milyen mechanizmusok allnak a szisztematikus vizsgalatokban feltart mintazatok mogott. Bar
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mint lattuk, egy adott sejtfunkcion, fehérjekomplexen vagy fehérjeinterakciokon beliil
gyakrabban fordul elé GI a véletlenszerlien vartnal, példaul a GI-knak csak kevesebb, mint 1-
2%-at tudjuk megmagyardzni paraldgiaval vagy kozvetlen fehérje-fehérje kolcsonhatassal
(Tong et al., 2004; Costanzo et al., 2010). Az anyagcseregének kozotti GI-k vizsgalata
ezekben a kérdésekben jarulhat hozza tudasunk noveléséhez. Egyrészt az egyik legjobban
feltérképezett sejtes alrendszer, masrészt genomskaldji anyagcseremodellek segihetik a
funkcionalis kapcsolatok feltérképezését és a GI-k eldrejelzését. Harmadrészt segitségével
mechanisztikus hipotéziseket tudunk alkotni a GI-k megmagyarazasara. A fejezet elején
emlitettem két ilyen lehetséges magyarazatot a pozitiv és a negativ GI-kra (2. abra). De vajon

leirhato-e a Gl-k tobbsége ilyen egyszeri modellek segitségével?

2.1.7 Az anyagcsere genetikai interakcioinak modellezése és predikcioja

Az anyagcsere ¢és a GI-k kapcsolatanak elméleti vizsgalatara mar korabban is volt példa. Az
enzimaktivitasok €s egy linedris anyagcserettvonal végtermék termelésének rataja (fluxusa)
kozotti kapesolat a metabolikus kontroll elmélet segitségével becsiilheté meg (Kacser and
Burns, 1973). Az ennek alapjan sziiletett elsé altalanos matematikai modell (Szathmary,
1993) az utvonalon beliili kis hatasi mutaciok GI-it vizsgalta, kiilonboz6 paraméterek
optimalizalasara hatd szelekcio esetében. Azonban ezen elméleti konkluziok empirikus
tesztelésére adatok hidnyaban még nem keriilhetett sor.

A genomskaldju kényszer-alapu anyagcseremodellek megjelenése 0j lehetdséget nyitott a GI-
k immar realisztikus modellezésében (Deutscher et al. 2006; He et al. 2010; Harrison et al.
2007; Segre et al. 2005). Az FBA modellek a biomassza termelésének ratajat maximalizaljak.
Egy gént eltavolitva a modellbdl, a biomassza-termelés relativ valtozasa alapjan becsiilhetjiik
a nullmuténs relativ ratermettségét. Az igy becsiilt ratermettség alapjan a modell a gének
esszencialis voltat 83-90%-o0s pontossaggal képes becsiilni (Forster et al., 2003; Duarte et al.,
2004; Kuepfer et al., 2005). A szisztematikus kisérletekkel analog moédon a modellben az
egyes ¢s kettds génkilitések biomassza-termelésre gyakorolt hatdsabol becsiilhetd a GI. Az
els6 elméleti munka, amely FBA modell segitségével prediktalt GI-kat és vizsgalta azok
szervezOdését, szamos megallapitast tett (Segre et al. 2005): A GI parok adott funkcionalis
csoporton beliil fel vannak dusulva, bar a parok 80%-a ezen csoportok kozott talalhato (Segre
et al., 2005). Ugyanakkor a csoportok kozotti interakciok nagymértékii monokromitast
mutatnak, a kevés kivétel pedig a tobbfunkcios géneknek tulajdonithaté (Segre et al., 2005). A
monokrom kapcsolatok sokszor intuitiv mdodon jol értelmezhetdk. Példaul az ATP-képzddés

fermentacio és 1égzés soran is végbemehet, a glikolizis és a 1égzési lanc egymast kompenzalni
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képes redundans funkcionak megfelelden kozottiikk negativ GI-t latunk. Ugyanakkor a 1égzés
soran torténd ATP szintézishez mind az ATP szintetdz, mind a 1égzési lanc is szilikséges, igy
ezek kozott pozitiv GI-t talalunk. De vajon mennyiben lesz igaz a monokrom szervezddés a
kisérletek alapjan kapott GI halozatra?

Mint lattuk, a leginkabb feltérképezett soréleszto esetében is csak a génparok egyharmadara
van GI adatunk, az Gsszes tobbi é161ény esetében pedig joval kevesebbre, ugyanakkor a Gl-k
gyakorisdga igen alacsony. Ezért a GI-k megbizhat6 elérejelzésének gyakorlati haszna nagy,
igy egyre novekvd szamu moddszer szolgal a negativ vagy mindkét iranya GI-k elérejelzése.
Ezek legtobbszor a Gl-k modularis szervezédését kihasznalva a mar ismert Gl adatokat
hasznaljak fel. A mddszerek egy része kizarélag GI adatokon alapul (Qi et al., 2008; Ryan et
al., 2010), vagy azokat kiilonb6z6é funkcionalis adatsorokkal 6tvozi (Wong et al., 2004,
Chipman and Singh, 2009; Ulitsky et al., 2009). Azonban az utébbi esetben is a kiilonb6z6
adatok koziil a leger6sebben prediktald tulajdonsagok maguk a Gl-halozatbdl kinyert adatok
(Wong et al. 2004; Ulitsky et al. 2009). Azonban koncepcionalisan, é¢s mivel a legtobb fajra
nincs Gl adatunk ezért gyakorlati szempontbdl is kulcsfontossagi kérdés, hogy mennyire
vagyunk képesek megjosolni két gén kozott fellépd Gl-t a génpar egyéb tulajdonsigai
alapjan? Azaz, mennyire vagyunk képesek a GI-k statisztikus predikcidjara kizardlag az
anyagcserehalozat jellemz6i és a GI-tol kiilonboz6 genomikai adatsorok alkalmazasaval? Es
vajon az anyagcserchalozat egyszerii biokémiai modellje, az FBA mennyire tesz pontos
predikciokat? Bar kisebb empirikus adatsorral 6sszehasonlitva kidertilt, hogy az FBA modell
altal prediktalt GI-k a véletlennél joval gyakrabban képesek elérejelezni a valodi GI-kat
(Harrison et al., 2007), mindeddig nem volt elég adat a modell és a valos GI adatok

szisztematikus Osszevetésére.

2.1.8 Célkitiizések

Kutatasom kérdései, hogy az anyagcsere GIl-i mennyire kapcsolodnak a halozat
hagyomanyosan ill. matematikai alapon definialt funkcionalis moduljaihoz és mennyire
jellemzé a Gl-k monokrém szervezédése. Ezutan azt a kérdést vizsgalom, hogy az FBA mint
egyszerii biokémiai modell, illetve anyagcserehalozati és funkcionalis genomikai adatok
felhasznalasaval épitett statisztikai / adatbanyaszati modellek mennyire képesek eldrejelezni
az anyagcseregének GlI-it, illetve a kiilonb6z0 modszerek predikcioi hogyan viszonyulnak
egymashoz. Eredményeim egy nagyobb projekt részét képezve keriiltek kozlésre (Szappanos
etal., 2011).
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Modszerek

2.1.9 A GI adatsor osszeallitasa

A kisérletes adatokat Charles Boone laboratériuma (Toronto, Kanada) bocsatotta
rendelkezésiinkre egy kollaboracié keretében. Kollaboratoraink az SGA protokolt hasznalva
(Baryshnikova et al., 2010) a soréleszté anyagcsere génparjain szisztematikus kvantitativ GI
vizsgalatot végeztek. A gének a sorélesztd 904 gént ¢és 1412 reakciot tartalmazo
anyagcserchalozat rekonstrukcioja alapjan lettek kivalasztva (Mo et al., 2009). A végleges
adatsor az 0j adatok és egy ugyanazon modszerrel végzett korabbi nagyléptékli adatsor
(Costanzo et al., 2010) egyesitésébdl szarmazik és 652 nem esszencialis anyagcsere enzimet
kodold gént, illetve 176 821 génpart tartalmaz, amelyb6l 2668 mutat negativ, 1415 pedig
pozitiv GI-t.

Azt, hogy két gén GI-ban van-e egymassal, egy korabban optimalizalt (Costanzo et al., 2010)°
kiiszobérték alapjan definialtik: || > 0.08 és p < 0.05.° Emellett egy megbizhatobb GI
adatsort is meghataroztunk, ami a replikalt kisérleti eredmények ismételhet6sége alapjan
csokkenti a hamisan jelzett GI-k szamat. Ez olyan génparokat tartalmaz, amiket legalabb két
fliggetlen méréssorozatban vizsgaltak. Ilyenkor legaldbb az egyik mérés esetén igaz, hogy ||
> 0.08 és p < 0.05, valamint a tobbi mérésnél is azonos iranyu az g, p < 0.05 mellett. Azok a
parok, amelyeknél egy mérésre sem igaz, hogy |e| > 0.08 és p < 0.05, nincsenek interakcidban.
Az egyik csoporba sem tartozd gének ki lettek hagyva az adatsorbol, ami igy 122 875
génparbol all 529 negativ és 194 pozitiv GI-val.

2.1.10 A funkcionalis hasonlésag és a GI-k kapcsolatanak vizsgalata

Kétféele funkciondlis modul viszonyat vizsgaljuk a Gl-hoz: hagyomanyos funkcionalis
csoportok és a haldzat teljes szerkezetét figyelembe vévo un. fluxus kapcsolt csoportok. A
hagyomanyos funkciondlis csoportok esetében a metabolikus rekonstrukcioban kozolt
csoportositast hasznaltuk (Mo et al., 2009), amely koveti az utvonalak hagyomanyos
biokémiai felosztasat (pl. glikolizis - glikoneogenezis, citromsav-ciklus, stb.). A fluxus

kapcsoltsag azt jelenti, hogy az egyik reakci6 aktivitdsa egyben a masik reakcio aktivitasaval

® Becslések szerint az igy definialt negativ és pozitiv GI-knak 63% illetve 59%-a valos, és lefedi a valos GI-k
35% illetve 18%-at (Costanzo et al. 2010).

® Az egyes Gl-k statisztikai megbizhatosagat jelz6 p-értékeket a kisérletes replikatumok és az egyszeres
mutansok hibaeloszlasai alapjan szamoltak (Costanzo et al. 2010; Baryshnikova et al. 2010).
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is jar, ami lehet egyiranyu (irdnyitott kapcsoltsag) vagy kolcsonos (teljes kapcsoltsag). A
vizsgalathoz Szappanos Balazs (MTA SZBK, Biokémia Intézet) altal implementalt algoritmus
segitségével (Burgard et al. 2004) feltérképezett fluxus kapcsolt génparokat hasznaltam fel
(1491 génpar).

A Gl-k funkcionalis modulokon ¢és fluxus kapcsolt parokon beliili felduasulas teszteléséhez
randomizécios tesztet hasznaltunk. A negativ vagy pozitiv GI-ban levd parok kozotti
kapcsolatokat randomizalva, az egyes gének GI-nak szamat megériztiik. A k6z0s csoportba
tartozo génparok tapasztalt szamahoz a randomizacioval kapott eloszlas alapjan vart
valoszintiséget rendeltiink. p = (R+1)/(N+1), ahol R azon esetek szama, ahol a k6z0s

csoportba tartoz6 génparok szama a random esetben nagyobb vagy egyenld, mint amennyi az
adatokban talalt érték, N pedig a randomizacié szama, altalaban 10 000. Tobb csoportba is
tartozo génpar esetén azt néztiik, hogy legalabb egy csoport atfed-e egymadssal. Paralogiara
vagy fizikai interakciora valo kontrollalas esetén az ezeket a tulajdonsadgokat is mutato
génparokat nem vettiik figyelembe az atfed6 parok szamolasanal.

A fehérje-fehérje fizikai interakcios adatokat a BioGrid 2.0.58 adatbazisabdl gytjtottiik
(Breitkreutz et al., 2008). A paralog parokat minden éleszté génnek minden mas élesztd
génnel szembeni BLASTP (Altschul, 1997) keresésével azonositottuk. Két gént paralognak
definialtunk, ha i) az E-score <10°®, ii) illesztett szekvencia 100 aminosavnal hosszabb, iii)

szekvencia hasonlosag > 30% és iv) nem transzpozonok.

2.1.11 Monokromitas vizsgalat

A Gl-k funkcionalis csoportparok kozotti monokromatikussdg vizsgalatdhoz egy
monokromatikussagi értéket (MC) definialtunk. Az indexet ugy alkottuk meg, hogy
figyelembe vegye a pozitiv és negativ GI-k nem egyenld eléforduldsi gyakorisagat, és a
pozitiv vagy negativ iranyba valo eltérés mértéke ezen hattérértéknél legyen 0, a
monokromitds mértéke pedig az ettdl valo relativ eltéréssel aranyosan ndjon vagy csokkenjen
1-ig vagy -1-ig, a teljes monokromitas értékéig. A jeldlések: pr; a pozitiv/dsszes GI arany i és

Jj csoportok kozott és bpr pozitiv/osszes Gl ardny az 0sszes génre (hattér arany).
if pr; > bpr, MCy; = (pr; —bpr)/(1-bpr)
if pr; =bpr,MC; =0

if pr; <bpr,MC;; = (pr; —bpr)/ bpr
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Egy funkcionalis csoportpar, amelynek kizardlag pozitiv (vagy negativ) Gl-ja van egymas
kozott, az MC értéke +1 (vagy —1), mig ha a csoportpar a hattér interakcios aranyt tiikrozi, az
MC értéke 0. Az MC értékek szamolasdhoz csak egyetlen funkcionalis csoporthoz tartozd
géneket vesziink figyelembe. Egy funkciondlis csoportpart akkor definidltunk
monokromatikusnak, ha |[MC;| > 0.5.

A monokromitds statisztikai szignifikancidjanak meghatarozasahoz randomizacids tesztet
végeztiink, a kisérletes adatokbol nyert monochromitas értéket az igy nyert nulleloszlashoz
hasonlitva. A nulleloszlast a GI-k iranyanak 10 000-szeres randomizalasaval kaptuk, a pozitiv
¢és negativ GI-k szdmat és az génparokhoz tartozo funkciondlis csoportositdst megorizve.
Vizsgalatunkat a legalabb két vagy legalabb harom egymas kozotti interakcidt mutatd
parokon végeztik (Fiiggelék: 1.tabldazat).

2.1.12 Génpar tulajdonsagok osszeallitasa a GI prediktalasahoz

A génpar jellemzOket korabbi munkakat (Wong et al. 2004; Ulitsky et al. 2009) kovetve
allitottuk 0Ossze, ugyanakkor kihagyva minden Gl-ra vonatkozé informacidt tartalmazod
tulajdonsagot. Az egyes deléciok ratermettségre tett hatdsat a két egyszeres delécids mutans
ratermettségének atlagaval és abszolut kiilonbségével vettiik figyelembe. A paralog parokat a
2.2.2 fejezetben leirtak alapjan definidltuk. Ez alapjan minden génpart harom kategoria
egyikébe soroltunk: nincs paraldg parja, a par tagjai egymas kizarodlagos paraldgjai (paralog
géncsalad mérete 2), vagy tobb génnel allnak paraldg kapcsolatban (paralog géncsalad mérete
>2). A fehérje-fehérje interakcios adatokat (PPI) a BioGrid adatbazisbol nyertiik (B.-J.
Breitkreutz et al. 2008). A fehérjékhez géneket rendelve az igraph R csomaggal (Csardi, G., &
Nepusz, T. 2006.) meghataroztuk a két gén kozotti legrovidebb PPI tavolsagot. Ha két fehérje
hasonlé mas fehérjékkel van PPI-ban, azzal a két fehérje kozotti interakcid is prediktalhato,
ennek becsléséhez négy szomszédsagi megfelelést méré indexet hasznaltunk (mutual
clustering coefficients, Cyy.) (Goldberg & Roth 2003). N(x) az x éI (két gén kozotti kapesolat)
szomszédainak szamat jelenti. Azonos szomszéd szam esetén, a koefficiensek mindegyike
novekszik a szomszédsagok kozti atfedés mértékével. Két él v és w esetében a kovetkezd

indexeket definialtuk:

C,.. = IN(v) N N(w)| / IN(v) U N(w)|. Jaccard index
C,,. = IN(v) N N(w)| / min(IN(v)|, IN(w)|). Meet/min
C,., = INOW) N NW)? / (INW)HNW))). Geometrikus
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Hipergeometrikus

( N(v) ) (Tﬂtal N(v)
mini NG |1|.|.-‘\-'|u i . i : . 1\-"1:“-’) i
C-I W o ]"Jg Zl : i : 3

=N m Niw)| ( Total )

(N (w)

A ,,2hop” jellemzdk egy génpar és egy harmadik gén kozotti specifikus kacsolatot jeldlnek
(Wong et al. 2004). Példaul ha A fehérje fizikai interakcidban van C fehérjével és C-nek
kozos transzkripcios faktora van B-vel, akkor A-B génpar ,2hop PPl — Regulator”
kapcsolatban van. A kvantitativ fenotipus korrelacio az egyes gének delécios torzseinek 51
stresszkOrnyezet esetén folyadékkultiraban mért relativ gyakorisagaibol (kompetitiv

ratermettség) képzett profiljainak korrelacioja (Brown et al., 2006).

Specifikusan az anyagcserehalozatra jellemzd tulajdonsagokat (pl. metabolikus halozati
tavolsag) is definialtunk. A metabolikus halozatrekonstrukciobol (Mo et al., 2009) a reakciok
kozos metabolitjai alapjan Szappanos Baldzs meghatarozta a reakciok szomszédsagi
viszonyait: két reakcié szomszédos, ha van k6zos metabolitjuk (kizarva a kofaktorokat, pl.
ATP). Ez alapjan a géneket a reakciokhoz rendelve az igraph R csomaggal (Csardi, G., &
Nepusz, T. 2006.) meghataroztuk a két gén kozotti legrovidebb tavolsagot (a legkisebb szamt
metabolit, amelyen keresztiil el lehet jutni egyik gént6l a masikig). Az anyagcsereut
szomszédos reakcioi kiilonbozd lokalis funkcionalis kapcsolatban lehetnek egymassal, igy
lehetnek egymads utani reakcidk (,,chain”), versenghetnek azonos szubsztratért (,,forks”),
eldallithatjak ugyanazt a terméket (,,OR funnel”), vagy termelhetnek kooperald szubsztratokat
(,LAND funnel”) (Chechik et al., 2008). A gének haldozatrekonstrukcioban definialt
funkcionalis csoportositasa alapjan (Mo et al., 2009) meghataroztuk, hogy a génparok azonos
csoportba sorolhatok-e (tobb csoportba tartozas esetén legalabb egy csoport atfed-e

egymassal).
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1. tablazat

Geénpar tulajdonsagok csoportositasa  Tulajdon-  Tulajdonsag Forras és referencia
sagok tipusa
szama
Egyszeres delécios ratermettség (a két egyszeres 2 szamszer( jelenlegi munka
deléciés mutans ratermettségének atlaga és abszolut
kilénbsége)
Paralégia (nincs paraldg par; paralog géncsalad 1 kategorikus jelenlegi munka
mérete 2; paralog géncsalad mérete >2)
Legrévidebb utvonal a metabolikus halézatban 1 szamszerd( jelenlegi munka
Ko6z6s metabolikus funkcionalis csoport 1 kategorikus (Mo et al., 2009)
El6foldulas egy adott metabolikus funkcionalis 30 kategorikus (Mo et al. 2009)
csoportban*
A metabolikus haldzat helyi algrafjai (nem 1 kategorikus jelenlegi munka, (Chechik et
szomszédos, chain, fork, OR funnel, AND funnel) al., 2008)
Fluxus kapcsoltsag (nem kapcsolt, iranyitottan, 1 kategorikus jelenlegi munka, (Burgard et
teljesen kapcsolt) al., 2004)
El6fordulas fehérjekomplexek kdzott 1 kategorikus (Pu et al., 2009)
El6fordulas egy specifikus fehérjekomplexben* 5 kategorikus (Pu et al. 2009)
Fizikai interakcid (PPI,minden fizikai interakcio a 1 kategorikus BioGrid (Breitkreutz et al.,
BioGrid-bél) 2008)
PPI halézati kapcsolatok szama (kapcsolatok 2 szamszerl  BioGrid (B.-J. Breitkreutz et al.
szamanak atlaga és abszolut kildnbsége) 2008)
Legrovidebb ut a PPI halézatban 1 szamszerl  BioGrid (B.-J. Breitkreutz et al.
2008)
Mutual clustering koefficiensek a PPI halézatban 4 szamszerl  BioGrid (B.-J. Breitkreutz et al.
2008), (Goldberg & Roth 2003)
K6z6s transzkripcios faktor 1 kategorikus (Balaji et al. 2006)
2hop PPI - PPI 1 kategorikus  BioGrid (B.-J. Breitkreutz et al.
2008)
2hop PPI — Regulator 1 kategodrikus
2hop PPI — Paraldgia 1 kategorikus
2hop Regulator — Paraldgia 1 kategorikus
MRNA expresszio korrelacio 1 szamszer( (Huttenhower et al. 2006)
Kézds MIPS fenotipus 1 kategorikus (Mewes 2004).
Egy specifikus MIPS fenotipus* 14 kategorikus (Mewes 2004).
Kvantitativ fenotipus korrelacio 1 szamszer( (Brown et al., 2006)
K6zos sejten bellili lokalizacié 1 kategorikus élesztd GO slim (Christie et
al., 2004)
El6fordulas egy specifikus sejtkompartmentben* 13 kategorikus  éleszt6 GO slim (Christie et al.

2004)

"Metabolikus csoportok / komplexek / fenotipusok / kompartmentek, amelyek kevesebb mint négy gént

tartalmaznak a vizsgalt adatsorunkbdl, kimaradtak.
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2.1.13 A genetikai interakciot prediktilé médszerek Kiértékelése

Az 1. tablazat génpar jellemzoit felhasznalva prediktaltuk a negativ illetve pozitiv GI-kat
logisztikus regresszié és random forest (Breiman, 2001) moédszereket hasznalva az R
statisztikai kornyezetet alkalmazva (Liaw and Wiener, 2002; R Development Core Team,
2009). A szigoribb GI definiciot alkalmazva (lasd 2.2.1) adatsorunk 325 negativ és 116
pozitiv GI-t tartalmazott 67 517 génpar kozott. A random forest egy 0j, dontési fak
egylittesén alapuld nem-parametrikus adatbanyaszati modszer (Breiman, 2001). El6nye, hogy
gyors, hatékonyan prediktalo (talillesztésre kevésbé hajlamos) statisztikai modelleket general,
¢s sok irrelevans prediktor valtozo esetén is megbizhatéan miikodik. Balanced random forest
moddszert hasznaltunk a GI-ban levé és maradék csoport szamaban valé nagy eltérés
(imbalance) miatt, és 5000 dontési fat épitettiink. Logisztikus regresszid esetén a predikcio
sikerét 5-szor0s kereszt-validacioval teszteltiik, ami azt jelenti, hogy a predikcidhoz az 0sszes
génpar véletlenszertien kivalasztott 80%-at hasznaltuk fel és a tesztelés sikerét a maradék
20%-on vizsgaltuk, a folyamatot 10-szer megismételve. A random forest esetén a predikcios
sikert hasonlé moédon, out-of-bag (a predikcié soran nem felhasznalt) mintakon teszteltiik. A

precision-recall gorbéket az ROCR (Sing et al., 2005) vizualizacids R csomaggal készitettiik.
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2.2 Eredmények

Az anyagcsere szisztematikus GI adatainak birtokdban eldszor egy korabbi genomléptéki
anyagcseremodellezési munka a GI és a funkcionalis modulok kapcsolatara vonatkozo két
elorejelzését teszteltilk (Segre et al., 2005). (1.) A Gl-k feldusulnak az anyagcserén beliili
funkcionalis csoportokon beliil. (2.) Az egyes funkcionalis csoportok kozott tobbségében
kizardlag pozitiv vagy kizarolag negativ GI-k fordulnak el6 (monokromitas). Ezutan az FBA
modell, illetve anyagcserehdlozati és funkciondlis genomikai adatok felhaszndlasaval épitett

statisztikai / adatbanyaszati modellek GI predikcidinak sikerességét vizsgaltuk.

2.2.1 Genetikai interakciok és funkcionalis modularitas

A modell elsé predikciojaval 6sszhangban az anyagcserehalozat klasszikus modon definialt
(Mo et al., 2009) funkcionalis moduljain beliil mind a negativ (1,4-szeres, p < 10™*), mind a
pozitiv GI-k (2,2-szeres, p < 107% szignifikans, de a randomizacioval kapott atlaghoz képest
nem tul nagy mértékti feldasulasat talaltuk. Példaul a lipidanyagcsere kiilondsen fel van
dasulva Gl-kban, ezen beliil szterol anyagcsere €s zsirsav bioszintézis elsdsorban pozitiv GI-t
tartalmaz, mig a szfingolipid bioszintézis mindkét tipust (3. dbra). A szigortibban definialt GI
adatsort hasznalva a feldtisulas erdsebbé valik (negativ: 2,9-szeres, p < 1074, pozitiv: 5,2-
szeres, p < 107%).

Vajon megmagyarazhaté-e ez a mintazat azzal, hogy a funkciondlis csoportokon beliil olyan,
génparok lehetnek feldusulva, melyek eleve nagyobb valosziniiséggel vannak Gl-ban, mint a
fizikai interakcioban levo génparok vagy a génduplikaciok? Ha kontrollalunk ezekre a
valtozokra, a feldiisulds mindkét esetben szignifikdns marad, vagyis a funkciondlis csoporthoz
tartozas plusz informaciot hordoz (negativ: 1,23-szoros, p =0,004; pozitiv 2-szeres, p <
10%). Ugyanakkor, ahogy a 3. dbrdn is latszik, a GI-k tobbsége kiilonboz6 funkciok kozott
fordul el6 (negativ 93%, pozitiv 90%; szigori GI adatsorral 86% és 73%). A GI-ban
leginkabb feldasult funkcionalis csoportok, mint példaul a zsirsav bioszintézis génjeinek is
szamos Gl-ja van mdas csoportok génjeivel is, ami az anyagcserén beliili funkciok kozti

nagymértékil pleiotropidra utal.
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3. dbra: Genetikai interakciok megoszildsa és monokromitdsa funkciondlis csoportok kézott.

A kérék sugara az adott funkciondlis csoporton beliil, vagy csoportok kézétt a kisérletesen tesztelt
génpdroknak azt a hdnyadadt jel6li, amelyek GI-t mutatnak (példdul a szterol metabolizmuson beliil a
legnagyobb a Gl —ban levé génpdrok ardnya 0.225). Az atloban szemmel lathaté a Gi-k funkciondlis
csoportokon beliili feldusuldsa. A kérék szine a monokromatikussdg MC-értékét tiikrézi, ami a
pozitiv/6sszes Gl pdr normalizdlt ardnya (Mddszerek 2.2.3). Azoknak a funkciondlis csoportoknak
amelyeknek kizarélag pozitiv Gl-i vannak egymdssal az MC-értéke +1 (z6ld), kizdrdlag negativ Gl-k
esetén pedig az MC-érték -1 (piros). A pozitiv/6sszes Gl teljes adatsorban tapasztalt hdttér ardnya
(0,348) felel meg 0 MC-értéknek (sziirke). Az dbrdan csak a 20 legtébb génpdrral tesztelt funkciondlis

csoport Idthatd és az egyetlen funkciondlis csoporthoz sorolhatd géneken vald vizsgdlatokon alapul.
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Vajon a kiilonbozé funkcionalis csoportok kozti interakciok monokromatikusak-e?
Aszamitogépes modell (Segre et al., 2005) elsé predikcidjaval Gsszhangban a funkcionalis
csoportparok kozott a monokromitas mértéke szignifikdnsan nagyobb, mint azt a
randomizacioval kapott GI eloszlas alapjan varnank, a monokromitast |[MC| > 0.5-nél
definialva (lasd Modszer 2.2.2.). Példaul mig a szterol bioszintézis szinte kizardlag negativ
G-t mutat a tirozin, triptofan és fenilalanin anyagcserével, dontden pozitiv interakcidban van
a zsirsav bioszintézissel (3. dbra). A modell altal prediktalt GI adatok alapjan az egymassal
legalabb 2 illetve legalabb 3 GI-t mutatd csoportparok 65% illetve 56% monokrom, ami a
véletlen varthoz képest 2,6 illetve 3,6-szoros feldtsulast jelent (Fiiggelék 1. tablazat). Az
empirikus adatok feldusuldsa ennél joval kisebb mértekt, 24 illetve 34%-kal tobb
monokromatikus génpart taldlunk a randomizacioval kapott nulleloszlas alapjan vartnal, és a
szigort GI adatsoron is hasonldé eredményt kapunk (12%,13% tobblet). Az alacsony
monokromitds oka nem a tobb funkcioban is részt vevo gének jelenléte, mivel azokat eleve
kizartuk a vizsgalatbol. Mindez azt sugallja, hogy a valosagban tapasztalt GI-k kisebb
hanyaddara jellemzd a monokromatikus szervezddés mint azt az anyagcserehaldzat szerkezete
alapjan varnank. ’

Vajon eltéré6 mintdzatokat latunk-e, ha egy szubjektivitastol mentes moduldefiniciot
hasznalunk? A funkcionalis kapcsolatoknak egy, a klasszikus anyagcsereutakkal alternativ
leirasi modja a reakciok Osszefiiggd hasznalatan alapuld n. fluxus kapcsoltsag (Papin et al.,
2004; Price et al., 2004). A kapcsolt fluxus azt jelenti, hogy az egyik reakcid aktivitisa
minden alkalommal a masik reakcid aktivitasaval is jar, ami lehet egyirany (iranyitott
kapcsoltsag) vagy kolcsonds (teljes kapcsoltsdg). A fluxus kapcsoltsag Osszefiigg a
kapcsoltsag pl. tobb bemend és egy kimend ¢élt tartalmazd eladgazas esetén johet 1étre (4.
abra). A modell enzimszabalyzast nem tartalmaz, igy szabalyzasi kapcsolatokat nem foglal
magaba. A fluxuskapcsoltsdg a funkciondlis kapcsolat biokémiailag pontosan értelmezett
evolucios relevanciajukra is jelentds (Pal et al., 2005; Bundy et al., 2007; Notebaart et al.,
2008).

" A legszigoribb monokromitas definicioval (IMCJ=1) a feldusulas mértéke alacsonyabb:15% illetve 23%, de
igy is szignifikans (p = 0.016, p = 0.026).
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4. abra: Hipotetikus anyagcserehdlozat, ahol a metabolitok a csucsok, reakciok az élek.
Teljes kapcsoltsdg: ha B reakcio aktiv, akkor C is és forditva. Irdnyitott kapcsoltsdg:ha A reakcio aktiv,

akkor B is, de forditva nem.

A vizsgalathoz a Szappanos Balazs altal implementalt algoritmus segitségével (Burgard et al.,
2004) feltérképezett fluxus kapcsolt génparokat hasznaltam fel (1491 génpar). Intuitiv modon
fluxus kapcsoltsag esetén pozitiv GI-t varnank, hiszen ilyenkor definicié szerint az egyik gén
kititésével lenullazott fluxus a masik génhez tartozo reakcidaktivitds megsziinésével jar, ha az
nincs is kiiitve. Ezzel szemben a GI-k feldusulésat vizsgalva a hagyomanyos annotacios
csoportokhoz hasonlé eredményt kaptunk. Mind a negativ (1,4-szeres, p=0,02), mind a
pozitiv (2,3-szoros, p<10~) Gl-k fel vannak dusulva fluxus kapcsolt parokban. Az interakciok
dontd tobbsége (>97%) pedig a nem kapcsolt génparok kozott fordul eld, ahogyan szigorti GI
adatsorban is (>93%). A kismértékll atfedeés visszafele is igaz, a fluxus kapcsolt parok koziil
mindossze 2% mutat pozitiv GI-t és 3% negativ GI-t. Vajon monokromatikus-e az
interakciok eloszlasa fluxus kapcsolt csoportok kozott? A teljesen kapcsolt fluxusokbol
képzett modulok kozotti kapcsolatok tobbsége vegyesen negativ és pozitiv, a monokromitas
feldisulas mértéke a klasszikus funkciondlis csoportositdshoz hasonldan csekély, ez esetben
ez csak marginalis vagy nem szignifikans kiilonbséget jelent (Fiiggelék 2. tabldzat).

Osszefoglalva, a funkciondlis modul definicidjatél fiiggetleniil a legtébb GI kiilonbdzd
funkciokat kot ossze. Ugyanakkor mind a negativ, mind a pozitiv GI-k fel vannak dasulva,
adott funkcionalis csoporton és fluxus kapcsolt parokon beliil is. Bar a monokromitas valéban
feldasul a vizsgalt funkcionalis csoportok kozott, a legtobb csoport kozotti kapcesolat az

elméleti predikcioval ellentétben nem monokréom. Bar a pozitiv GI és a fluxus kapcsoltsag
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kozotti 0sszefiiggés statisztikailag szignifikans, az 1a abrahoz hasonld, a reakciok egyiittes
hasznalatabol fakado intuitiv magyardzat a pozitiv Gl-knak csak néhany szézalékara

alkalmazhato.

2.2.2 A legtobb genetikai interakcio nem jelezheto elore

Miutan vizsgalataink szerint a GI-k mechanizmusanak megértéséhez az anyagcserehaldzat
modularitdsanak, vagy funkcionalis fiiggdségeinek ismerete csak korlatozott mértékben jarul
hozza, kivancsiak voltunk, hogy a magyarazattdl eltekintve a jelenleg az anyagcseregénekrol
elérheté informaciok, az FBA modellel egyiitt, mennyiben hasznosithatok a GI-k
prediktalasara.

Szamos statisztikai modszer sziiletett GI-k joslasara, részben kiilonb6zd funkciondlis
genomikai adatok alapjan (pl. a géntermékek kozotti fizikai interakcio, gének koexpresszidja
stb.), ugyanakkor ezek a meglevé Gl-adatokat is felhasznaljak a predikciohoz (Wong et al.,
2004; Paladugu et al., 2008; Ulitsky et al., 2009). Mi azonban arra vagyunk kivancsiak, hogy
a GI adatokat kizarva, a génparokra vonatkozoé egyéb, funkcionalis genomikai, és az
anyagcserehaldzatra vonatkozé ismereteink birtokaban milyen mértékben vagyunk képesek a
Gl-k elérejelzésére. Masodik kérdésilink, hogy az anyagcsere FBA modellje milyen mértékben
képes a GI prediktalasara. Szintén vizsgaltuk, hogy a kiilonb6zé moddszerek predikcidinak
sikeressége hogyan viszonyul egymadashoz, illetve mennyiben rejtenek ezek a modszerek
kiaknézhato komplementer informaciot.

Az FBA modell eldrejelzéseit a modell altal becsiilt egyes ¢€s kettds génkititések novekedésre
tett hatasat szdmolva kapjuk (az adatsor generaldsat a projekt keretén beliil Szappanos Balazs
végezte). A szigora GI definici6 alapjan és a modellben gyengén karakterizalt halozati
részeket (blokkolt reakciok (Papin et al., 2004)) kizarva 67 517 génparbol 325 negativ és 116
pozitiv empirikus GI-t probaltunk prediktdlni. A statisztikus modellezéshez egyrészt
genomszinti génpar jellemzoket hasznaltunk korabbi munkakat kovetve (Wong et al., 2004;
Ulitsky et al., 2009), masrészt anyagcsere haldzati jellemzoket, (1asd 1. tabldazat). A genomi
génpar jellemzok tipukus példai a koexpresszio (Huttenhower et al., 2006), kozos
transzkripcios faktor (Balaji et al., 2006), vagy azonos fenotipusos kategoriaba tartozas a

MIPS adatbazisban (Mewes, 2004). Az anyagcserehalozati génpar-jellemzék kozott olyanokat
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definialtunk, mint a két gén azonos funkcionalis csoportba tartozasa (Mo et al. 2009), vagy a
kodolt reakciok legrovidebb tavolsaga a metabolikus halézatban (Mo et al. 2009 alapjan).® A
jellemzok osszedllitaskor elsddleges célunk az colt, hogy minél tobb lehetséges tulajdonsagot
vonjunk be a vizsgalatba, igy nem mindegyik prediktiv, vagy all a bevétele mogott konkrét

biologiai hipotézis.

Ezutan a fenti jellemzOk alapjan klasszikus statisztikai (logisztikus regresszid) €és egy ujabb,
dontési fak egyiittesén alapuld (ensemble) adatbanyaszati modszert (random forest (Breiman,
2001)) alkalmazva osztalyoztuk GI adatainkat (a szigor GI definicio alapjan). A predikcio
sikeressége tigynevezett precision-recall abran értékelhetd, ami a pontossagot (precision: a
prediktalt GI-k empirikusan alatamasztott aranya) a lefedettség (recall: true positive rate, az
empirikus Gl-k el6rejelzett aranya) fliggvényében abrazolja (5. abra). Az egyes pontok egy-
egy kiiszobértékhez tartoznak, ami azt mondja meg, hogy a modellek kvantitativ predikcioi
alapjan mikortol tekintiink valamit pozitiv vagy negativ GI-nak.

Az FBA modell esetében a prediktalt erds interakciok (magas kiiszobérték) esetén a
kisértetesen mért GI-k nagymértékll feldusulasat tapasztaljuk: negativ GI értékeknél 100-
szoros, pozitivaknal 60-szoros feldusulas (a precision értéke 50%, illetve 11%). Bar ez az
eredmény aldtdmasztja a legerdsebbnek eldrejelzett GI-k fiziologias jelentdségét, ugyanakkor
azonos kiiszobértékeknél a modell az empirikus GI adatoknak csak igen alacsony aranyat jelzi
elére (recall: 2.8%, 12.9%).

A genomikai és anyagcserehdlozati adatokon alapuld statisztikai modellezés, elsdsorban a
random forest mddszer az FBA predikcioinal legtobb esetben nagyobb precision-t és recall-t
eredményezett. Bar ez a modszer az in vivo interakcioknak az FBA predikcidhoz képest
nagyobb hanyadat talalja meg, ez 10% precision felett még mindig csak a kisérletesen negativ
Gl-k 30% -at, illetve a pozitiv GI-k 25%-at jelenti.

A becslés josdga akkor sem valtozik jelentdsen, ha az FBA modell éltal prediktalt adatokat
(ratermettség és GI értekek) hozzaadjuk a statisztikai modellhez, ugyanakkor negativ GI
esetében noveli a maximalis precision értékét. Ez arra utal, hogy az anyagcseremodellben
talalhatd olyan komplementer informécido, ami a funkcionalis genomikai és haldzati

tulajdonsagokbol kozvetleniil nem nyerhetd Ki. Osszefoglalva, a GI-k tdbbségét sem a

& A negativ és pozitiv GI is révidebb halozati tavolsagnal dasul fel(logisztikus regresszio p <10™illetve p = 10°

)
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Precision

biokémiai modellel, sem a funkcionalis genomikai adatsorok és anyagcserchaldzati adatok

adatbanyaszati integralasaval nem tudjuk megbizhato pontossaggal megjosolni.
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e e
® FBA modell @ FBA modell
@ random forest modell ® random forest modell
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5. dbra A negativ illetve pozitiv G-t prediktdlo modszereink sikerességének kiértékelése

A precision-recall abrdn az x tengelyen azt Idtjuk, hogy a kiilonbéz6 mddszerek dltal prediktalt pozitiv
vagy negativ GI-k mekkora hdnyaddt jelzik elére a kisérletesen taldlt Gl-knak (lefedés). Az y tengely
azt mutatja, hogy a prediktdlt negativ vagy pozitiv GI-knak mekkora hdnyada Gl a kisérletes adatok
szerint is (pontossdg). Modelleink kimeneti predikcidi folytonos értékek, a kategorizdba sorolds
kiilbnbéz4 kiiszbértékeknél mds lefedettséget és pontossdagot eredményez, az dbra egy pontja egy
klisz6bértékhez tartozo lefedettséget és pontossagot mutat. Mint Idthato a két érték trade-offban
van egymdssal, vagyis minél pontosabban joslunk, anndl tébb valddi Gl marad ki a megjosolt pdrok
kéziil. Példdul a random forest mddszerrel ha a prediktdlt negativ Gl-k kb. 50%-a a kisérlet szerint is
az, a modell a kisérletes negativ Gl-k csak 2,8%-dt jelzi elére. A random forest és logisztikus
regresszios modellhez tartozo gérbékhez az 1. tabldzat adatait haszndltuk fel. Az FBA modell a modell
dltal prediktdlt Gl-értékek, a random forest + FBA az 1. tabldzat adatait és az FBA modell Gl valamint

az egyszeres és kétszeres génkiliités esetén becsiilt ratermettség értékeit tartalmazza.
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2.3 Diszkusszio

Kutatasaink soran az anyagcsere modulok és GI kozti kapcsolatot vizsgéltuk, valamint azt,
hogy mennyire tudjuk eldrejelezni a Gl-kat genomikai, anyagcserehalozati adatok és egy
anyagcseremodell predikcidéi alapjan. Az empirikus adatok részben megerdsitették az
anyagcseremodell altal tett predikcidkat: a GI-k feldusulnak a funkcionalis csoportokon beliil
¢s a csoportok kozti GI-k a véletlenszertien vartnal gyakrabban monokromatikusak. Azonban
egyik hatds sem bizonyult erdsnek: a legtobb GI funkcionalis csoportok kozott fordul el €s a
legtobb csoportpar kozti kapcsolat nem monokromatikus. Az [.a dbra alapjan pozitiv GI-kat
az egymastol fiiggd aktivitdsu reakciokat kodold gének kozott varunk, azonban a prediktalt
fluxus kapcsoltsag alapjan a GI-k csak nagyon kis részét tudtuk megmagyarazni.

Habar funkcionalis magyarazatot nem tudunk a legtobb Gl-ra adni, a vele korrelalé genomikai
adatsorok, anyagcserchalozati informaciok és az FBA modell felhasznalasaval elvileg
képesek lehetiink a Gl-k elorejelzésére. Eredményeink szerint azonban legtobb GI-t tovabbra
sem tudjuk hatékonyan prediktalni. Az adatok statisztikai elemzésén alapuld moddszereket és
az FBA modellt 6sszehasonlitva az elébbiek jobban jelzik elére a GI-t, de az FBA modell is
tartalmaz plusz, a predikcidhoz hasznosithaté informaciot.

Osszefoglalva, a GI-k tobbségét tovabbra sem értjiikk jol, sem a biokémiai funkcié, sem
statisztikai asszocidciok szintjén.

A gyenge prediktalhatosag €s a funkcionalis magyardzatok hidnya részben fakadhatnak
technikai hidnyossagokbol. A funkcionalis modulok vizsgalatanadl ez jelentheti a
hagyomanyos funkciondlis csoportositas tokéletlen voltat és a modell hibas fluxus kapcsoltsag
predikciojat (Marashi and Bockmayr, 2011). Az FBA modell alacsony GI talalati aranyanak
okai kozott lehet az egyes mutdnsok ratermettségének hibas becslése, a szabalyzasra
A Gl-k jelentds része kornyezetfiiggd (Harrison et al., 2007; Bandyopadhyay et al., 2010), igy
a kisérletes kornyezet nem tokéletes szimuléldsa is a predikcios hibdk oka lehet.

Ugyanakkor lehetséges, hogy a GI-k nagy részét tényleg nem lehet az 1. abran bemutatotthoz
hasonld egyszerli mechanisztikus modellel leirni, azok az eddig vizsgalt kozvetlen

funkciondlis vagy héldzati kapcsolatoknal Osszetettebb Osszefiiggések eredményei. EQy

® Ugyanakkor a hibas GI predikciok biokémiai hatterének elemzése és korrigaldsa a modell tovabbfejlesztésének
eszkoze lehet (Szappanos et al., 2011).
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alternativ irany lehet az egyes GI-k mdogott allo biologiai Osszefliggések vizsgalatara a
ratermettséget befolyasold fenotipusos jellegek (ratermettség komponensek, ,koztes
fenotipusok™) kozotti fliggvénykapcsolat vizsgalata (Chiu et al., 2012).

Egy példa a lehetséges fiiggvénykapcsolatra a koltség-nyereség viszony, amely gyakori
modellje a ratermettség komponensek kozti kapcsolatnak. (Téanase-Nicola and ten Wolde,
2008; Wessely et al., 2011). Példaul mikrobakban egy anyagcsereutvonal miikodésére hatd
mutacioknak a novekedési rataval becsiilt ratermettségre tett hatasa az utvonal aktivitasaval
jaré biomassza ndvekedés nyeresége minusz a fehérjeexpresszio koltségeként modellezhetd
(Chou et al., 2011)."° A modell paramétereit kisérletesen becsiilve a fenti egyszerti koltség-
nyereség modell tesztelhet. A fenti modell Methylobacterium extorquens torzsbe
mesterségesen bevitt 1j anyagcsereutvonalhoz tartozd gének esetében képes volt a
laboratoriumi evolicié soran fixalodott j mutaciok ratermettségre tett hatasanak és a
kozottiik levo negativ GI-k mértékének elorejelzésére (Chou et al., 2011).

A fenti példan tilmutatva, altalanossagban is elemezhetd, hogy amennyiben a ratermettséget
két komponens fliggvényeként modellezziik, mely fliggvénykapcsolatok esetében varunk a
mindkét komponensre haté mutaciok kozotti Gl-t (Chiu et al., 2012). A koztes fenotipusok
kozti kiillonbozd kapcesolatok eltérd valosziniiséggel eredményezhetnek bizonyos tipustt GI-
kat, igy befolyasolhatjadk a GI-k tipusanak eloszlasat, pl. a koltség-nyereség fliggvény
gyakrabban eredményez negativ GI-t, mind karos, mind elény6s mutaciok kozott (Chiu et al.,
2012). A ratermettség ilyen koztes fenotipusokra vald visszavezetése, a modellek elméleti és
kisérletes vizsgalata a jovOben alternativ megkozelitést jelenthet az ismeretlen molekularis

hatteri GI-k megmagyarazasara.

A Gl-k funkcionadlis alapjainak megismerésében és predikcidjaban a kiilonbozé genomskalaju
funkciondlis adatsorok eddig is dontd szerepet jatszottak. Ujabb nagyléptékii vizsgalatok
mindkét feladatban tovabbi eldrelépést jelenthetnek. Ilyen példaul az egyes génkilitott
torzsekben a genom tobbi génjének expresszidjat mérd adatsor (,,deleteome”). Az egyes Gl-
ban levd génparok esetében az esetleges expresszids valtozas segithet a molekularis hattér
felvazolasaban, példaul az egyik gén kiiitésekor a maésik gén expresszids szintjének

novekedése a kompenzald negativ GI eszkoze lehet. Egy alternativ magyarazat lehet a

1% A modellben vad tipus esetén a ratermettség (W, ndvekedési rataval becsiilve) két komponens koltég-nyereség
fiiggvényeként irhato fel: W, = by —co, ahol by az anyagcserutvonal fluxusa és cpa fehérjeexpresszio koltsége.
Két az titvonalat érintd mutacié (i,j) esetén, ha a nyereségre illetve a koltségre tett multiplikativ hatasuk A illetve
0: W;=ANbo—66,co. A Gl mértéke ebbdl: € = by co (N;- 6;)( A- 6))
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kozvetlen funkciondlis kapcsolat hidnyara a GI-k esetében, hogy a GI-nak a kiiitott gén hianya
csak indirekt oka, kdzvetlen oka a gén kiiitése utan fel- illetve leexpresszalodo génekkel valod
interakcioé (Tucker and Fields, 2003). Ebben az esetben a molekularis szintii magyarazatot is a
génkilités utan fel- illetve leexpresszalodo génekkel vald funkciondlis kapcsolataban kell
keresni. Az elképzeléssel egybevag, hogy egy adott gén Gl-inak szdma ¢és a kititésekor fel-
vagy leregulalodé gének szama pozitivan korrelal (Spearman r = 0,57, p<10®! de a

hipotézist a jovében konkrétabb vizsgalatoknak kell tesztelnitik.

A génkiiités hatasara fel- és leregulalodo génekre vonatkozo adatsort Frank Holstege (Utrecht-i Egyetem)
bocsatotta rendelkezésiinkre kollaboracio keretében.
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3 Az anyagcsereutak felépitésének hatiasa az operonilis génsorrendre

E. coli-ban

3.1 Bevezetés

A kovetkez6 fejezetben azt vizsgalom, vajon hatassal lehet-e az anyagcsere szerkezete a
genom szerkezetének evoluciojara. Konkrétabban: vajon befolydsolhatja-e a gének
bakteridlis génsorrend altalanos kérdésfelvetéséhez kapcsolodik, ezért eloszor attekintem az
ebben a témakorben végzett eddigi kutatasok eredményeit. 2

A genom szervezOdésének egyik legkézenfekvdbb jellegzetessége az egyes gének
elhelyezkedési sorrendje, szomszédsagi viszonyaik. Vajon fliggetlen-e egymastol az egyes
gének kromoszomalis pozicidja? Hasonléan a genom mas olyan fenotipusos jellemzdihez,
mint a gének példanyszama, bazisosszetétel, stb., kvantitativ, statisztikai jellegii
tulajdonsagrol beszéliink. Ezért annak eldontéséhez, hogy a sorrend véletlen folyamatok
eredménye vagy a természetes szelekcid altal 1étrehozott mintazat, statisztikai modszereket
kell segitségiil hivnunk (Hurst et al., 2004). A nullmodell szerint a gének sorrendjére nem hat
szelekcid, de a gének atrendeztddést eredményezé mutacidinak (pl. tandem duplikacio,
transzpozicid, Sth. ratai fajok vagy kromoszomak kozott kiilonbozhetnek) lehetnek
mintazatképz6 hatésai, igy ezekre kontrollalni kell (Hurst et al., 2004). Az operonon beliili
génsorrend esetében nem tudunk olyan muticidos mechanizmusrél, amely a génsorrend relativ
iranyat befolyasolna az anyagcserutbeli helyzethez képest, ezért nullmodelliink szerint az
egyes génparok egyforma eséllyel vannak az enzimek utvonalbeli sorrendjével azonos, vagy

azzal ellentétes iranyban.

127 bakterialis gének kromoszomalis elhelyezkedése a szomszédsagi viszonyoktdl megkiilonboztetendd, de
azokkal esetleg 6sszefiiggd mintazatokat is mutat (Rocha 2008). Példaul a magasan expresszalt a replikacios
origdhoz kozelebb (Sharp 1989), az esszencialis gének pedig nagyobb valdszintiséggel a DNS vezetd szalan
helyezkednek el (Rocha 2003).
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3.1.1 A bakterialis génsorrend evolucioja

Mar az 1950-es években, az elsé genetikai térképezések idején feltiint, hogy a bakteridlis
gének kiosztdsa nem véletlenszerli, gyakran talaltak egymashoz kozel elhelyezkedd hasonlo
funkcioju géneket (példaul Demerec 1964). A hasonld funkcidja géncsoportok (clus‘[er-ek)13
rejtélyére latszolag az operonok felfedezése nyujtott magyarazatot (Jacob and Monod, 1961).
Késobb nyilvanvalova valt, hogy a géncsoportok nem minden esetben feleltethetéek meg
egy-egy operonnak, ugyanakkor az egyiitt atirodo €s szabalyozodo egységek eredete maga is
szamos kérdést vet fel (Lawrence, 2003). Az eukaridtikban kisebb szamban, de szintén
talaltak hasonlo funkcidji génekbdl allo csoportokat (Lawrence and Roth, 1996), a
genomszintli vizsgalatok pedig mara felfedték altalanos elterjedtségiiket (Hurst et al., 2004;
Osbourn and Field, 2009).

A 90-es években elkezd6dd genomléptékil vizsgalatok Osszehasonlitd elemzései alapjan egy
nagymértékben plasztikus bakterialis genom képe rajzolodott ki, amelyben a gének pozicidja
nagyban valtozékony és a génsorrendbeli egyezések néhany kivételtdl eltekintve két-harom
génhossznyira korlatozédnak (Mushegian and Koonin, 1996; Kolsto, 1997; Watanabe et al.,
1997; Wolf et al., 2001; Rogozin et al., 2002). A leghosszabb ¢és a legnagyobb filogenetikai

tavolsagokon keresztiil megdrzddott régidé a legtobb fajban riboszomalis fehérjéket kddol

crer
rrrrr

crer

nagyobb, mint az ortoldg gének elvesztésee, de kisebb, mint a szabalyozo6 elemeket tartalmazo
intergénikus régiok divergalddasi sebessége (Huynen and Bork, 1998).

A gének konzervalddott szomszédsagi viszonya funkcionalis informaciot hordozhat. A
legerésebben konzervalt szomszédok gyakran egymassal fizikai interakcioban levd fehérjéket
kodolnak (Dandekar et al., 1998), a kisebb fokli konzervaltsag pedig egyéb funkcionalis
kapcsolatot jelezhet a géntermékek kozott (Tamames et al., 1997; Overbeek et al., 1999).* Ha
az egymas melletti gének nem is Orzik meg szomszédsagukat, az ortologok egy masik fajban

vald egyiittes eléfordulasanak valdszinlisége genombeli poziciojuktol fiiggetleniil nagyobb a

13 Disszertaciomban a »géncsoport” kifejezést az angol ,,cluster” értelmében hasznalom, azaz géneknek a
kromoszéman egymas kozelében elhelyezkedd csoportja, nem kovetelve meg az esetleges kdzos
szabalyzottsagot.

Y Ezek alapjan a gének tobb fajban is meg6rz6dott szomszédsagi viszonyaibdl kovetkeztethetiink még nem
annotalt fehérjék lehetséges funkciodira (pl. Wolf et al. 2001; Martin et al. 2003)
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véletlenszertien vartnal, ami szintén a géntermékek kozott levé funkciondlis kapcsolat
fontossagara utal (Huynen & Bork 1998).

A géncsoportok fogalmat szabadabban értelmezve megfigyelhetjiik, hogy a génsorrend
sokszor az operonoknal nagyobb genomi kiterjedtségben mutat konzervaltsagot. A hasonld
funkcioju fehérjéket kodold gének, ha nem is pontosan azonos sorrendben maradnak meg, de
a kromoszéman csoportokba tomoriilve, egymas mellett, vagy kozelében fordulnak eld
(Rogozin et al., 2002; Yang and Sze, 2008; Ling et al., 2009). Ezt a nagyobb léptékben
konzervalt szervezédést iiber-operon'®-nak is nevezik (Lathe et al., 2000)

Hasonlo funkcidju gének operonokon feliili csoportokba rendezddésére legismertebb egyedi
példak a riboszomalis fehérjék szuperoperonja (Reams and Neidle, 2004) vagy a horizontalis
transzferhez kothet6 ,,genomi szigetek” (Hacker and Carniel, 2001), de ezeknél altalanosabb
mintazatokat is talalhatunk. Egyfajta operonon feliili rendezettséget jelent, és mechanisztikus
magyarazatul is szolgalhat rd, hogy a koregulalt, vagy egymast szabdlyz6 operonok sokkal
kozelebb vannak egymashoz a véletlenszertien vartnal (Warren and ten Wolde, 2004; Zhang
et al., 2012). Az egymast szabalyz6 géncsoportok kozelsége a lokalis, kevés gént szabalyzo
transzkripcios faktorok és célgénjeik kozott jellemzé (Kolesov et al.,, 2007; Janga et al.,
2009). Azt, hogy az ilyen géncsoportok léte a transzkripciés faktor hatékonyabb
célbajuttatasara hat6d szelekcid eredménye lehet (n. ,,rapid search hypothesis™), aldtdmasztja
az is, hogy a transzkripcios faktor génje €s a célgén egyiranyl orientacidt mutat, amely
minimalizélja a fizikai tdvolsadgot a képz0dd transzkripcids faktor és a célgén promotere
kozott (Kolesov et al., 2007).

Ezen kutatasok alapjan tgy tlinik, hogy a részleteiben valtozékony génsorrend magasabb
szinten mutat konzervativizmust és esetleg funkcionalis jelentdséggel is birhat. De vajon

talalhatunk-e barmiféle rendezettséget az operonokon beliil a gének sorrendjében?

3.1.2 Az operonbeli génsorrend evolicidja

A legkorabbrol ismert géncsoportok, az operonok, kiilonb6z6 prokariota genomokban (felsd
becsléssel) a gének 50-90%-at foglaljak magukba (Wolf et al., 2001). E. coli-ban az ismert
operonok kb. a genom 50%-at alkotjak (Okuda et al., 2007). Az operonbeli gének

funkciondlis hasonldsaga jol ismert, példaul az operonbeli szomszédos génparok 80%-a

5 A szerzék explicit médon nem targyaljak a koncepcié operonokhoz valé viszonyat.
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azonos funkcionalis csoportba sorolhat6 (Salgado et al., 2000), 60%-a pedig azonos utvonalba
(Okuda et al. 2007).

Az operonok konzervaltsdganak els¢ Osszehasonlitdé vizsgalatai nagymértékli plaszticitast
mutattak, példaul az Escherichia coli és a Haemophilus influenzae operonjainak csaknem fele
atrendezddott, ezért egyes szerzok felvetették, hogy az operonon beliili génsorrend valtozasa
altalaban hosszu tavon neutralis (Mushegian and Koonin, 1996; Itoh et al., 1999). Ez azonban
azt jelentené, hogy csupan a genomatrendezddések rataja és az eltelt id6 szabja meg a fajok
génsorrendje kozotti eltérést. Ez az eltérés valdjaban sok nagysagrenddel kisebb, mint azt az
atrendez6dési mutaciok gyakorisaga alapjan varnank, a kiilonbség pedig az egy operonban
1évo gének esetében kiugrod (9 nagysagrend eltérés) (Rocha, 2006), ami azt sugallja, hogy
stabilizalo szelekcid folyhat az operonon beliili génsorrendre.

Az operonokon beliili gének gyakrabban maradnak egymds szomszédsdgiban, mint az
operonok kozottiek (Moreno-Hagelsieb et al., 2001; Rocha, 2006; Yang and Sze, 2008) és a
konzervalodott génsorozatok tdbbsége operonokhoz kéthets (Wolf et al. 2001)™°. Legtobb
esetben ha az operon konzervalodott, a génsorrend is valtozatlan marad (Q. Yang & Sze

2008).

Vajon milyen hatasok eredményeként tapasztalhatunk a génsorrendre haté szelekciot? Az
operont érintd kromoszdémadtrendezddések tobbsége nagy valoszinliséggel karos. Az inzercio
révén megszakitott operon egyik fele elvesziti eredeti szabdlyozo szekvenciait. (Ez egyfajta
magyarazatot jelenthet a magasan expresszalodd és esszencidlis funkcidju riboszomalis
fehérjéket kodold géncsoport konzervaltsagara (Itoh et al., 1999)). Egy operonon beliili
inverzid hatasara pedig az invertalt gének a DNS masik szalara helyezddnek at, lehetetlenné
téve az egyiittes atirddast. Amennyiben kizdrélag a karos atrendezddéseket tekintjiik
meghatarozonak, akkor az eredetileg kialakult génsorrend hatdrozza meg a konzervalt
operonok génsorrendjét. Eszerint a forgatokdnyv szerint az operonok génsorrendje befagyott
véletlen (Itoh et al., 1999).

Ugyanakkor elképzelhetd, hogy tobbfajta miikodéképes operont eredményezd génsorrend is
létrejohet a genomi atrendezddések révén, és ha a kiillonb6zd génsorrendli operonok eltérd
ratermettséget eredményeznek, az operonon beliili génsorrendre is folyhat szelekci6. Példaul a

trp és his operonok szervezddését kiilonb6zo baktériumfajokban Osszehasonlitva, egy-egy

16 Ezért a szomszédos gének konzervaltsagat az operonok elérejelzésére is alkalmazzak (pl. Omelchenko, 2003)
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fajban mindkét operonra érvényes hasonlosagokat taldltak (példaul ismeretlen funkcioja
gének inzercidja az operonokba). Ez a fajok kozott eltérd, mig fajon beliil a kiilonb6zo
operonokra egyforman érvényes szelekcios hatasokra utalhat (Xie et al., 2003). Az egyes
baktériumcsoportok alakja (példaul coccus, bacillus) és a sejtfal felépitésében kozremiikodo
géncsoport génsorrendje kozotti kapcsolat is szelekcids hatas jelenlétét sugallhatja (Tamames
et al., 2001). A befagyott véletlennek ellentmond a ,,xenolog helyettesitések” megfigyelése is,
amelyek sordn egy operonon beliill egy gént horizontdlis transzferrel érkezd homoldgja
hasonl6 pozicidban valt fel,ugy, hogy a homolog rekombinécié a filogenetikai tavolsag miatt

kizarhato (Omelchenko et al., 2003).

Vajon milyen funkciondlis kdvetkezményei lehetnek a kiilonb6z6é génsorrendeknek, miért
eredményezhetnek kiilonb6zé ratermettséget? A fizikai interakcidban 1évd fehérjék
egymashoz kozeli elhelyezkedését mar emlitettiik. Mivel az egyazon operonban kodolt gének
egy mRNS molekulava irddnak at, ezért a genomi kozelség azt eredményezi, hogy a kodolt
fehérjék egymas fizikai kozelségében transzlalodnak. Igy példaul a fehérjekomplexek
alegységeit kodolo gének esetében a genomi tavolsag csokkentése mérsékelheti a monomerek
szabad jelenlétének karos hatasat (Papp et al., 2003) gyorsitva a komplex kialakulasat (Hurst
et al., 2004). Ugyancsak lehetdvé valhat a kozel elhelyezkeddé génekrdl atirt fehérjék szamara
a kotranszlacios feltekeredés (Dandekar et al., 1998). Termofil kornyezethez vald
alkalmazkodasként a gének kozelsége a nem hdstabilis fehérjealegységek és az (esetenként
szintén karos) holabilis koztitermékek atalakulasat gyorsithatja (Glansdorff, 1999).

Mindemellett az enzimaktivitds alloszterikus szabdlyozdsdban is szerepe lehet a
génsorrendnek. Azonos anyagcsereitvonalban az egyik enzim terméke egy masik enzim
aktivitasat novelheti vagy csokkentheti. Az egymdst anyagcseretermékeken keresztiil
szabalyozd gének térbeli kozelsége hatékonyabb szabdlyzast tehet lehetdvé. E hipotézis
alapjan azt varjuk, hogy ha mindkét fehérje génje azonos operonon beliil talalhato, akkor a

gének kozelebb helyezkedjenek el egymashoz a véletlenszertien vartnal (Fani et al., 2005).

3.1.3 A kolinearitas mintazata

Disszertaciomban kolinearisnak nevezem az operonban elhelyezkedd és a metabolikus
utvonalban enzimeket kodold géneket, ha az operon génjeinek genomi sorrendje az altaluk
kédolt enzimek utvonalbeli sorrendjét tiikrozi (5. dbra). Mar az elsé géncsoportok, a

Salmonella typhimurium trp és his operonjai térképezésekor észrevették, hogy esetenként a
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gének sorrendje ¢és az altaluk kodolt enzimek katalizalta metabolikus Iépések sorrendje
megfeleltethetoek egymasnak (Demerec, 1964; Lawrence and Roth, 1996). Azonban az
anekdotikus megfigyeléseken tul, azdta sem tortént meg annak vizsgélata, hogy mennyiben

lehet altalanosnak tekinteni a fenti mintazatot az operonok kozott.

3.14 Célkitiizések

A tovabbiakban E. coli-ban els6ként szisztematikus vizsgalattal Osszehasonlitom a
metabolikus tutvonalakat és a hozzdjuk tartozd operonokat, hogy teszteljem a kolinearitas
altalanos jelenlétét. Mivel a kolinearitds altaldnos érvényli mintdzatnak tlnik, ezért a
kovetkezOkben a lehetséges funkcionalis magyarazatat vizsgalom. A  kolinearitas
magyarazatdra 3 hipotézist mutatok be, azokra altalanos, de realisztikus paramétereket
tartalmazd operon expresszids €s enzimkinetikai modellen végzett szimulaciok segitségével
predikciokat teszek, majd a predikciokat empirikus adatokon tesztelem. Végiil tesztelem azt a
hipotézist is, hogy a metabolit-szinti alloszterikus regulacio hatassal van az operonbeli

génsorrendre.
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5. dbra: A kolinearitds jelentése egy hipotetikus operon génjei és az anyagcserttvonalban elfoglalt
enzimatikus lépései k6zott

A fels6 operon génjeinek elrendezédése tokéletesen kolinedris, mig a mdsodik esetben a hat
operonon beliil képezhets génpdrbdl kettének van kolinedris sorrendje (A-C és A-B), igy a kolinearitds

mértéke 1/3. A géneket és az dltaluk kédolt enzimeket A,B,C,D; a metabolitokat m,, my, ms, my jeléli.
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3.2 Maoadszerek

3.2.1 Operon expresszio és anyagcsere utvonal modellezése

Modelliink egy négy enzimbdl allo egyiranyu linearis anyagcsereutat tartalmaz, amelynek
enzimeit egy operon kodolja. Az enzimek standard Michaelis-Menten kinetika szerint
miikodnek. Mindegyik enzimnek a katalitikus konstansa (kcar), Michaelis konstansa (Kw)
azonos, az aszpartat kinaz I enzim kisérletesen mért értékei alapjan (Fiiggelék 4. tablazat).
Egy sejtgeneracié id6tartama 60 perc, és minden metabolit €s enzim eszerint (D) higul (ez
kozel esik az E. coli osztodasi idejéhez gliikoz minimal taptalajon). Kezdetben minden
MM -ban rogzitettiik. Az operon génexpresszidjat Swain read-through operon modellje alapjan
modelleztiik (Swain, 2004), sémajat lasd a 6. dbran és a Fiiggelékben. A matematikai
modellezéshez a Copasi 4.4.28 verziot hasznaltuk (Hoops et al., 2006). A sztochasztikus
szimulaciokat a Copasi hibrid determinisztikus-sztochasztikus szimulacids algoritmusaval

végeztiik (“Hybrid Runge-Kutta”, standard beallitasok kivéve Runge-Kutta step size 0.1)

3.2.2 Az operonokra vonatkozo adatsorok osszeallitasa

A metabolikus Utvonalak és az operonok megfeleld génsorrendii listdjanak létrehozasédhoz az
Ecocyc adatbazist hasznaltuk (10.5 verzio) (Keseler et al.,, 2009). Az adatbazisbol
kigytlijtottiikk az atfedd géneket tartalmazo operonokat és anyagcseretitvonalakat (legalabb két,
kiilonboz6 reakciolépésekhez tartozod génnel). A kolinearitds mértékének szamszeriisitéséhez
a vizsgalt génekbdl az enzimatikus és génsorrend szerint rendezett parokat allitottunk eld, a
nem egyértelmi tvonalbeli sorrendeket (pl. ciklikus anyagcsereut) kizarva.

A génparok eldallitasanak menete: (1) Az Ecocyc-ben jelolt operonok egy része
hierarchikusan atfed, ilyenkor a legtobb vizsgalt gént tartalmazd operont vettiik figyelembe.
(i) Az utvonalak is teljes egészében atfedd szuperttvonalakba csoportosulhatnak, ilyenkor a
hosszabb utvonal teljes egészében tartalmazza a rovidebbet. Ebben az esetben a legrévidebb,
az Osszes vizsgalt gén altal kodolt enzimet tartalmazd utvonalat vettiik figyelembe. Nem
hierarchikus viszonyban levd, részben vagy teljesen atfedd reakciolépéseket tartalmazo
utvonalakkal esetén az atfedd géneket csak egyszer vettiik figyelembe, és csak akkor ha az

anyagcsereutvonalakban a sorrend azonos volt. (ii1) Elagazo utvonalaknal a linedris
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szakaszokat eltéré utvonalakként kezeltiik és esetleges atfedés esetén az atfedd génparokat
csak egyszer vettik figyelembe. A tovadbbiakban ezekre az eldgazasmentes linearis
szakaszokra is utvonalakként hivatkozunk. vi) Egy enzim tobb reakciot is katalizalhat egy
utvonalon beliil. Amennyiben az enzim egymas utani reakciolépésekben vesz részt, illetve a
két 1épés kozott nincsen masik vizsgalt gén, az Osszes génpar sorrendje egyértelmiien
meghatarozhatd volt. A kétszer szerepld génnel képzett parokat nem redundans médon vettiik
figyelembe. Amennyiben az enzim altal katalizalt két reakciolépés kozott egy harmadik
vizsgalt enzim is szerepel, kozottiikk nem képezhetok egyértelmii sorrendi parok, ezért ezeket
a parokat kihagytuk. A tobbi, egyértelmii génpart nem redundans modon vettiik fel az
adatsorba. v) Egy reakciolépéshez tobb enzim is tartozhat, példaul enzimkomplex alegységek
vagy izoenzimek esetén. Ezekben az esetekben az Osszes alegységet, illetve izoenzimet
koédold génnek mindegyikével kiilon képeztiink parokat. vi) Az Ecocyc adatbazis ttvonalai
legtobb esetben nem tartalmaztdk az elsd metabolithoz tartozd esetleges transzporter
fehérjéket. Ezért a transzporterek génjeit a kigyljtott operonok korabban parba nem allitott
génjei alapjan azonositottuk és adtuk hozza a listahoz. A fenti eljaras 321 génpar listajat
eredményezete 70 operonban és 73 ttvonalban.

A B. subtilis operon struktara adatait a BioCyc (Caspi et al. 2011) és DBTBS (Sierro et al.,
2008) adatbazisokbol gyjtottik. Az ortologok és kromoszomalis poziciok fajok kozotti
Osszehasonlitasahoz az EcoCyc adatbazist (Keseler et al., 2009) hasznaltuk.

3.2.3 A kolinearitas mértékének szamitasa

A kolinearitds mértéke az operonok egy vizsgalt csoportjdban a kolineéris génparok szdma
osztva az Osszes génparral. Egy adott génpart kolinearisnak tekintettiink, ha az 5° véghez
kozelebbi gén altal kodolt enzim az anyagcserettvonalban elébb szerepel, mint a 3° véghez
kozelebb kodolt enzim (5. dbra). A p-értéket randomizacids teszttel becsiiltiik.
Megszamoltuk, hogy a génparok mekkora hanyada kolinearis, majd a kapott értéket a vizsgalt
gének sorrendjének operonon beliilli randomizéaldsaval kiszamitott értékekbdl kapott
eloszlashoz hasonlitottuk. A p-érték kiszamitasi modja: (R+1)/(N+1), ahol R azon
randomizélasok szdma, amikor a vizsgalt gének sorrendjét operonon beliil véletlenszeriien
megvaltoztatva ugyanannyi vagy tobb kolinedris part kapunk, mint amennyi az altalunk az
adatokbdl ismert érték. N az 0Osszes randomizalas szama. A p-€ért€k megadja, hogy
véletlenszerli génsorrend esetén mekkora valdszintiséggel kapnank az adatokbol ismert vagy

annal nagyobb értéket. Minden esetben 100 000-szer randomizaltunk.
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3.2.4 mRNS abundancia vizsgalatok

Vizsgalatainkhoz egy publikalt Affymetrix microarray génexpresszios adatsort hasznaltunk
fel (Covert et al., 2004). Ez log,-transzformalt normalizalt expresszids profilokat tartalmaz
vad tipusu E. coli K-12 MG1655 torzsre M9 gliikdz taptalajon aerob és anaerob koriillmények
kozott. Mindegyik génre kiszamoltuk az atlagos expresszids értéket hadrom (aerob) illetve
négy (anaerob) adatpontbdl ( ismételt mérések). Az operonok mRNS-szintjét az alkotd gének
expressziojanak atlagaként szamoltuk. Hogy megvizsgaljuk, vajon az operonok csokkend
MRNS szintet mutatnak-e 5°-3” iranyban, kigytijtottiikk az E. coli genom mindig egylitt atirddo
transzkripcids egységeit. Ez 386 transzkripcids egységet eredményezett (2199 egységen beliili
génparral) legalabb két expreszios adatot tartalmazd génnel. Azoknak az eseteknek a
tapasztalati szamat, ahol a génpar 5’ tagjanak nagyobb az expresszids szintje, mint a 3’ tagnak
(aerob kornyezet: 1274 par, anaerob: 1293 par) Gsszehasonlitottuk a gének transzkripcios
egységeken beliili randomizalaval kapott ugyanezen érték eloszlasaval (p<10 ® mindkét
kornyezetben). Hasonld elemzést végeztiink a metabolikus operonokon (270 génpar 65
operonban, p =0,0295 aerob és p = 0,0224 anaerob gliikkoz tap kornyezetben).

Mindegyik operon esetében kiilon-kiilon is meghataroztuk, hogy az mRNS abundancia
profilja szignifikdnsan csokkend tendenciat mutat-e 5°-3° irdnyban. A monoton csokkend
abundanciat linearis trend analizissel teszteltilk (Quinn and Keough, 2002), a ‘gmodels’ R
csomaggal (Warnes et al., 2006). A valtozas iranyat Spearman rang korrelacioval allapitottuk
meg. Bonferroni korrekcid utdn 26 (aerob) illetve 23 (anaerob) szignifikdnsan csdkkend
mRNS expressziot mutatd operont talaltunk.

A kiilonb6z6 kornyezetek kozotti expresszids variabilitds szamszerisitéséhez egy 213
kiilonbozé kornyezeti feltételek kozt mértexpresszids adatokat tartalmazd adatsort
hasznaltunk (Price et al., 2006). Kiszamoltuk a log, transzformalt expresszios értékek
szbrasat, ami invarians multiplikativ transzformacioval szemben (Lewontin, 1966), tehat egy
variacos koefficienst eredményez. Az operonok expresszids variabilitasat az alkotd gének
szorasanak 4tlagaként definidltuk. Ahhoz, hogy megvizsgaljuk, az operonok expresszios
variabilitdsa korreldl-e a kolinearitdis mértékével az mRNS abundancidk mértékére
kontrollalva, a szérads és az abundancia kozotti linedris regresszid rezidudlis értékei alapjan
osztalyoztuk az operonokat, az atlag értéknél nagyobb, vagy kisebb rezidualis expresszids
varianciaju csoportokba osztva. Randomizacids teszttel vizsgaltuk, hogy a kolinearitas eltér-e
a két csoportban. Ezzel analog modszerrel vizsgaltuk, hogy az operonok mRNS abundancia

Osszefiigg-e a kolinearitdssal, ha az expresszids variabilitdsra kontrollalunk.
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3.2.5 Metabolit-szintii enzimregulaciés adatsor osszeallitasa

Az EcoCyc (Ingrid M Keseler et al. 2009) adatbazist és egy, a BRENDA (Schomburg et al.
2004) adatbazison alapul6 adatsort (Gutteridge et al. 2007) felhasznalva, sszeallitottunk egy
adatsort a metabolit-szintli utvonalon beliili szabalyzasi kapcsolatokrél azonos operonban
kodolt enzimek kozott. Vagyis olyan eseteket gytijtottiink ki, amikor az egyik enzim terméke
a masik enzimet aktivalja vagy gatolja, kivéve, ha az adott metabolit a szabalyozott enzim
szubsztatja is egyben (tehat alloszterikus kapcsolatokra fokuszaltunk). 19 génparra talaltunk
ilyen interakciot 11 operonban. Annak teszteléséhez, hogy az atlagos géntavolsdg az
interakcioban levd gének esetében eltér-e a véletlenszertien varttol, az Gtvonalban részt vevo
géntavolsdg nem kiilonbozott szignifikdnsan a randomizécié sordn kapott véletlenszer(i
eloszlastol. (1.84 vs 2.07, p=0,234; a szomszédos gének kozotti tavolsag 1-nek lett
definialva). Annak megvizsgalasahoz, hogy az operonon beliili metabolit-szinti szabalyzasi
kapcsolatoknak van-e hatasa a kolinearitas mértékére, Osszehasonlitottuk a kolinearitas
mértékét az ismert regulacios kapcsolatokat tartalmazd operonokban (11 operon) az adatsor
tobbi tagjaval (59 operon). A kiilonbség szignifikancidjat az operonok ugyanilyen aranyu
véletlenszerli csoportokba sorolasdval kapott kolinearitas értékek eloszlasaval valo
Osszehasonlitdssal hataroztuk meg. Mivel a metabolit-szintli regulacids kapcsolatokat
tartalmazé operonok mRNS szintje magasabb, mint a tobbi operoné, és az expresszids szint
korreldl a kolinearitas mértékével, a fenti vizsgalatot az mRNS szintre korreldlva is
elvégeztiik. Ehhez alegnagyobb olyan alcsoportot definialtuk az 59 operon koziil, amely
expresszids szintje nem kiilonbozik szignifikdnsan a regulaciot tartalmazé operontol, 35
illetve 36 operont valasztva ki anaerob illetve aerob kdrnyezetben (p=0,0504 és p=0,0516
értékek alapjan). Végiil az igy kapott csoportok kolinearitasat hasonlitottuk Ossze a

metabolikus regulacios interakciokat tartalmazo operonokéval.

46



3.3 Eredmények

3.3.1 A metabolikus operonok kolinearitaisainak mértéke nagyobb a véletlenszeriien
vartnal
Vajon a metabolikus operonok génsorrendje a kodolt enzimek funkciondlis sorrendjét
tikrozi? A kérdés vizsgalatahoz az E.coli-t valasztottuk, a jO minbségii ¢és lefedettségli
operonszerkezeti €s  anyagcsereitvonal-adatok — miatt. Legalabb  két, azonos
anyagcsereutvonalba tartozd enzimet kodold operonokrdl gytijtottiink adatokat az EcoCyc
(Keseler et al., 2009) adatbazisbdl, 70 operont és 321 operonon beliili génpart eredményezve
(lasd Modszerek 3.2.2.). Minden egyes operondlis génpdrra megvizsgaltuk, hogy a relativ
pozicidja megegyezik-¢ a kodolt enzimek funkcionalis sorrendjével, vagyis kolinearis-e.
Koriilbeliil a 321 génpar 60%-a mutatott kolinearitast, ami szignifikdnsan nagyobb a véletlen

alapjan vart 50%-nal (p=0,0011, randomizacios teszt).

3.3.2 Hipotézisek a kolinearitas funkcionalis magyarazatara

A fenti eredmény meglepd, mivel a legegyszeriibb esetet, az enzimek steady-state allapotat
feltételezve a génsorrend az anyagcsereutak produktivitdsdra nincs hatassal (0. hipotézis).
Ennek alatamasztasara korabbi munkak alapjan (Swain, 2004; Zaslaver et al., 2004) altalanos
matematikai modelleket épitettiink, amelyek egy négy enzimet (E1, Ez, E3, E4) expresszalo
operonbdl és az enzimek altal katalizalt linedris anyagcsereitvonalbol allnak. Realisztikus
modell paramétereket hasznaltunk (lasd Modszerek 3.2.1 és Fiiggelék 3. tablazat), standard
Michaelis-Menten kinetikat és egyforma enzimkinetikai paramétercket mind a négy enzimre.
Az els6 harom termék metabolitkoncentracidinak idébeli valtozasat az alabbi egyenlet irja le
(i=1,223):

ds; S S

=kear' Ei* =————— —kear Ei+ 1" —D-5;
dt TS 1+ Ko ar i Si+ Ko 1. egyenlet

ahol kg a katalitikus konstans, D diltacids rata (sejt ndvekedési rataja), Kna Michaelis
konstans (értékek: Fiiggelék 3. tabldzat). Az els6 szubsztrat koncentracioja (Sp) 1 mM-ra lett
bedllitva, mig a tobbi metabolit kezdeti koncentracigja 0. Az anyagcserettvonal
produktivitasa az operon indukcidja utdn adott i1d0 alatt megtermelt végtermék
Osszmennyiségét jelenti. A végtermék (S;) termelése a 2. egyenlettel irhatd le (az S,

Osszesitett termelt mennyisége érdekes szamunkra, ezért a végtermék diluicidja nem szerepel):
Sy S

— =k By ———
clt ! S34+ K 2.egyenlet
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Az operon expresszidjat a ,,read-through” modell (Swain, 2004) alapjan modelleztiik, ebben a
riboszémak kozvetleniil haladnak egyik génrél a kovetkezdre, igy a transzlacidos események
teljes mértékben korrelaltak az operon génjei kozott. A transzlacios rata (v;) ugy lett
finomhangolva, hogy a modellben az egymasutani géntermékek (E;) megjelenése kozott eltelt
id6 a kisérletesen megfigyelt értéknek, atlagosan 60 masodpercnek feleljen meg (Alpers and
Tomkins, 1965, 1966).
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D— C—T — M —= mC

i
b, + my mb, l K,
D
o /|

mT1+M
mC1
by
mRNS degradacio és a
o mT2+ E1 —
dilucio
g
2
§
N a
g mT3+ E2 —
$—
|_

mT5+ E4 —>

Enzim degradacio és dilucio

6. abra: Az operon génexpresszios modelljének reakciosémdja. A modell egy négy génes operonbdl
és egy linedris anyagcsereutbdl dll, ami 5 metabolitot és 4 enzimet tartalmaz, melyeket az operon
génjei kodolnak. Az RNS-polimerdz promdterhez (D) vald reverzibilis kétédéset f, asszocidcids és by
disszocidcids ratdakkal modellezziik. A nyilt inicidcids komplex és az transzkcripcio inicidcidja egyirdnyu
folyamatként szerepel k, ratdval. Csak az mRNS leader régidja (M) szerpel a modellben, melyet a
transzkripciot végzé RNS polimerdz (T) v, rdatdval ir dt. Az mRNS mf, ratdval bomlik le és D ratdval
higul. A riboszomdk a degradoszomdkkal versengenek a leader mRNS-hez vald reverzibilis kétédésért
(mf; asszocidcids and mb1 disszocidcios ratdval). A transzldcio az mC2 dllapotbdl veszi kezdetét k;
rataval ami utdn az M mRNS szakasz szabaddd vdlik a tovdbbi riboszoma vagy degradoszéma
kétéshez. Az enzimek transzldcidja az mT dllapotban v; ratdval zajlik, lebomldsa és higuldsa pedig a
ratdval (a = D+kdegr). A ,read-through” operon modellben csak az els6 génnek van riboszéma kété
helye igy a transzldciot végzé riboszoma, mT2 az E1 enzim megtermelése utdn irja dt a kévetkezé

enzimet (mT3 dllapotban). A modell egyenletei megtaldlhatok a Filiggelékben.
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Szimulédcionk aldtdmasztja, hogy steady-state allapotban az anyagcsereutvonalon atmend
fluxus (steady-state reakciosebesség) fliggetlen a génsorrendtdl (Fiiggelék: 4. tdabldzat). A
kolinearitas jelenléte azonban azt jelzi, hogy a fenti modellb6l hianyzik valami. Az
alabbiakban harom hipotézist vazolunk fel, egy tjat és két régit, amelyek a kolinearités
magyarazataként szolgalhatnak. A 3 hipotézis felvazolasa utan megkiséreljiik azok tesztelését
meglévd funkcionalis genomikai adatok alapjan. A harom hipotézis a kolinearitast a
kovetkez0 okok miatt tekinti eldnyosnek: (1.) az operon 5° véghez kozelebbi gének
magasabb expresszios szintet érnek el, s emiatt a kolinearis operon magasabb produktivitast
eredményez (Nishizaki et al., 2007), (2.) a kolinearitas atmeneti elényt jelent kozvetleniil az
operon bekapcsoldsa utan, (3.) a kolinearitds az enzimek véletlenszerii elfogyasat kovetd

utvonal-leéllas idejét minimalizalja.

1. hipotézis: a steady-state fluxus novekedése az 5’ kozeli gének nagyobb expresszios
szintje miatt

Az els6 hipotézis (Nishizaki et al., 2007) a kolinearis elrendezés megnovekedett
produktivitdsdt az operonon beliilli monoton csokkend expresszionak, az ugynevezett
polaritasnak (Ullmann et al., 1979) tulajdonitja. Azt, hogy az utvonal els6 enzimének
magasabb expresszidja a végtermék termelését megnovelheti, kisérletesen manipulalt
operonon igazoltak (Nishizaki et al., 2007). Elméleti modellek szerint, ha az utvonalon beliili
enzimmenyiség allando (fels6 korlatja van az enzimkoncentricionak), akkor linearis
anyagcsereutak esetében az egymas utan kovetkezd enzimek (azonos katalitikus hatékonysagu
state fluxust (Heinrich and Klipp, 1996). igy, amennyiben az operonon beliili gének kozott
expresszios gradiens van jelen, a kolinearitas elényt jelenthet. Operon-expresszios modelliink,
amennyiben a polaritast beleépitjiik, megerésiti a fentiecket (lasd Fiiggelék 5. tdabldzat). E
hipotézis alapjdn a cs6kkend mRNS abundancia profild operonok esetében magasabb

kolinearitast varunk.

2. hipotézis: az operon bekapcsolasa utani atmeneti elony

A masodik elképzelés szerint a kolinearitas atmeneti elonyt jelenthet az operon
expressziojanak kezdetén, a steady-state enzimszintek beallasa eldtt. Egy két enzimet (A,B)
tartalmaz6 anyagcsereut esetén, ha az operonbeli génsorrend AB, A enzim miikodésbe 1éphet

a szubsztratjan, mig a B enzim megjelenik (t.i. eldészor az operon elsd génterméke jelenik
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meg, majd kb. 1 perces késlekedéssel jelenik meg a kovetkezd, stb.). Megforditva, BA
sorrend esetén az Utvonal a masodik enzim szintézise el6tt nem kezdhet el miikodni, igy
lassabba téve az végtermék elsd megjelenését. Szimulacionk aldtdmasztja a fenti lehetdséget
(7. dbra, Fiiggelék 5. tabldzat). Kiilonboz6 génsorrendii operonok esetén a kolinearitas az
utvonal produktivitasat (a legkolinedrisabb: ABCD ¢és a legkevésbé kolinedris DCBA
sorrendeket dsszehasonlitva). Ennek oka az egymast kovetd géntermékek megjelenése kdzotti
idokiilonbség (Alpers and Tomkins, 1965, 1966), ami az 6sszenzim koncentracio limitacidja
esetén csokkenti a metabolitok atalakulasi ratajat (Klipp et al., 2002; Zaslaver et al., 2004).
Ezenkiviil szimuldcidinkban a gének felcserélésének hatasa a koztiikk levd tavolsagtol fiigg:

atlagosan a szomszédos gének felcserélésének van a legkisebb hatasa (8. dbra).

0.10
]

0.08
I

0.04
1

a kolinearitas relativ elonye
0.02
1

0.00
[

1 4 7 10 14 18 22 26 30 34 38 42 46 &0

1d6 (generaciok szama)

7. dbra A kolinearitds relativ el6nye cs6kken az az operon aktivdcioja utdn eltelt idével
Az oszlopok a végtermék relativ tébbletét mutatjdk kolinedris (ABCD) operon esetében anti-kolinedris
(DCBA) génsorrenddel Gsszehasonlitva. Az operon t=0 idépontban indukdlddik. (Az eredmények

kiilbnbéz6 paraméter értékek esetében Fiiggelék 6. tabldzatdban taldlhatdk.)
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8. dbra Két gén sorrendje felcserélésének hatdsa az utvonal produktivitdsdra fiigg a fizikai
tdavolsaguktol. Egy négygénes operon minden lehetséges génsorrendje esetében meghatdroztuk az
anyagcsereut produktivitdsdst determinisztikus szimuldcidval, és hdrom csoportot definidltunk a
felcserélt gének fizikai tavolsdga alapjdn (azokat a génsorrendeket hasonlitottuk 6ssze pdrosdval,
amelyek egy génpdr felcserélésével egymdsba alakithatok). Az anyagcsere produktivitdsa az operon
indukcié utdn egy generdcids id6 alatt elddllitott végtermék mennyiségeként lett definidlva. Atlagokat
és 95%-os konfidencia intervallumokat dbrdzoltunk. Randomizdcids tesztet alkalmaztunk a 2. és 1.
illetve a 3. és 2. csoport dtlaga kozti eltérés szignifikancidjanak vizsgdlatdra (p= 0,0001 az egyedi

produktivitds kiilénbségek 100 000 permutdcidja alapjdn).
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3. hipotézis: az anyagcsere sztochasztikus leallasanak minimalizalasa

A fenti determinisztikus modellek nem torédnek azzal a megfigyeléssel, hogy a
génexpresszidos folyamataban kis szamban jelen levé molekuldk vesznek részt, ami a
fehérjemennyiség jelentdés mértékii sztochasztikussagahoz vezethet (Elowitz et al. 2002). Mig
az indukci6 utdn a magasan expresszalt operonok altal kddolt enzimek valdsziniileg mindig
jelen vannak a sejtben, az alacsonyan expresszalt operonok esetében az enzimek
degradalédhatnak vagy sejtosztodas kovetkeztében kihigulhatnak két expresszidos esemény
kozott (Cai et al., 2006) visszatéré modon megakasztva az anyagcserefolyamatok miikodését.
A kolinearitas minimalizalhatja a sztochasztikus enzimvesztések hatasat, ugyanis felgyorsitja
a ledllt anyagcserefolyamatok ujraindulasat, hasonlé médon, mint az operonok indukcidja
utdn tapasztalt atmeneti elOny esetében (2. hipotézis).

Operon-expresszidos modelliinkén  sztochasztikus  szimuldciot hajtottunk végre, hogy
megvizsgaljuk, hogyan befolyasolja a génsorrend az titvonal produktivitasat az expresszios
szint fliggvényében. Kiilonb6zd expresszids szinteket szimuldltunk az RNS polimeraz DNS
disszociacios ratajat valtoztatva (Fiiggelék: 3. tabldzat).

ElészOr is szimuldcidink azt mutatjdk, hogy bar az enzimszint mind a magas, mind az
alacsony expresszios szint mellett is fluktual, az enzimek 1smétlédd eltlinése csak alacsony
expresszios szint mellett jellemz6 (94 dbra). llyenkor jellemzéen mind a négy enzim elveszik
az expresszios események kozott, ami az utvonal teljes ledlldsdhoz vezet. Mdsodszor,
szimulaltuk két hipotetikus linedris utvonal miikodését melyeket ugyanazon operon kédolt és
az egyik kolinedris, mig a masik anti-kolinearis volt vele. gy az anyagcsere produktivitasa a
két elrendezés esetén kozvetleniil 6sszehasonlithatova valt a szimuldciok sztochasztikussaga
ellenére. Az Gtvonal produktivitasat az indukcié utdni 50 sejtgeneracionyi 1d6 alatt kovettiik.
Elemzésiink azt mutatta, hogy mig a kolinearitds egy nagyon alacsonyan expresszalt
operonban (atlag +standard deviacio [SD] fehérje / sejt = 2,4+6,1) az Gtvonal produktivitasat
4,65%-kal tudta emelni, ez a mennyiség 0,1%-ra esik magasan expresszalt operonok esetében
(3959+232 fehérjeszam/sejt). A hatas a sztochasztikussagnak kdszonhetd, mivel a kolinearitas
elénye lecsokken, ha az alacsony expresszidju szimulaciot determinisztikusan futtatjuk (az
atlagos fehérjeszintre kontrollalunk) és a magas expresszdji sztochasztikus szimulacioéhoz
hasonlé értéket: 0,07%-os elonyt kapunk. Figyelemreméltd, hogy az alacsony expresszidju
sztochasztikus szimulédci6 esetén nem csak a tokéletesen, hanem mar a kdzepesen kolinearis

elrendezések is érzékelhetd elonyt jelentenek (2,42%).
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gy a fenti szimulaciok alapjan azt varjuk, hogy a kolineariras elsésorban az alacsonyan
expresszalt operonok, és operonon beliil az egymadstdl tavolabbi génparok tulajdonsaga. (A
szimulaciok paraméterek valtoztatdsara nézve robosztusak. Lasd Fiiggelék 7. tablazat.) A
predikcid olyan szempontbol is érdekes, ill. nem intuitiv, hogy az altalanos vélekedés szerint a
magasabban expresszalt génekre hat erdsebb stabilizalo szelekcio, példaul ez magyarazhatja

azok lassabb evolucios tempojat (Pal et al., 2001; Drummond et al., 2005).
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9. dbra: A sztochasztikus szimuldcio eredményei

(A) Enzimek molekulaszamdnak idébeli fluktudcioi magasan és alacsonyan expresszdlt operonban, a
modell sztochasztikus szimuldcidinak eredményei. (modell paraméterek: Fliggelék 1. tabldzat) (B) A
kolinearitds dtlagos relativ elénye magasan és alacsonyan expresszalt operonok esetén 50
sejtgenerdcio utdn (180 000 mp) a modell sztochasztikus szimuldciéi alapjan: 1000 ismételt
szimuldcié dtlaga és 95%-os konfidencia-intervallum. Alacsonyan expresszdlt operonban a
kolinearitdsnak szignifikdnsan magasabb az elénye, mint magasan expresszdlt operonban
(p<2.2x107"®,  Brunner-Munzel teszt: rang alapy mddszer eltér6 szordsu  csoportok

dsszehasonlitdsdra (Wilcox, 2005)). Az abrdn a 95%-o0s konfidencia-intervallum Idthato.
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3.3.3 A modell predikciéinak empirikus tesztelése

A harom, a fenti modellek alapjan muikodoképes hipotézist az alapjan tesztelhetjiik, hogy
megvizsgaljuk milyen tipusti operonok mutatnak kolinearitast. Az 1. hipotézis teszteléséhez
az irodalombol microarray expresszids adatokat gyijtottiink gliitkdéz minimal taptalajon névo
vad tipusu E. coli torzsekrdl aerob és anaerob korilmények kozott mérve (lasd Modszerek
3.2.4). El6szor megvizsgaltuk, hogy megtaldlhato-e az operonok esetében az 5°-3” iranyban
csokkené mRNS abundancia trendje (polaritas), ahogyan azt korabban mesterséges (Nishizaki
et al., 2007) és nativ operonok esetében (Ullmann et al., 1979) is tapasztaltak. A fentiekkel
Osszhangban az operonon beliili génparok koziil a csokkend expresszids trendet mutatd parok
szignifikans tobbségét talaltuk (p<10®; lasd Mddszerek 3.2.4), bar szamos olyan operon is
van amelynél nem lathato ilyen trend. A mintdzat csak anyagcserében résztvevd operonok
esetében is jelen van (p<0,03). A fenti hipotézis alapjan kizarolag a polaritast mutatd
operonok esetében varunk kolinearitast. Ezért megvizsgaltuk, hogy a kolinearitdas mértéke
eltér-¢ a polaris és nem polaris operonok kozott. Linearis trend analizist (Quinn and Keough,
2002) alkalmazva, 26 illetve 23 operont talaltunk, amelyek szignifikdnsan csokkené mRNS
abundancia profilt mutattak. A hipotézis predikcidjaval ellentétben nem talaltunk nagyobb
mértékii kolinearitast ezekben az operonokban akar az aerob (p = 0.97) vagy anaerob (p =
0.36) koriilményekre vonatkozé6 mRNS abundancia adatot hasznaltuk.

A ,sztochasztikus ledllas” hipotézis predikcidja, hogy kolinearitast els6sorban alacsonyan
expresszalt operonok esetében kell latnunk. Ezt tesztelendd, a metabolikus operonokat két
csoportra osztottuk az mRNS expresszios-szintjiik alapjan, az expresszids-szint logaritmikus
skalan vett atlaganal kettévalasztva. A predikcioval egybevagdan azt taldltuk, hogy az
alacsonyan expresszalt operonok esetében a kolinearitds mértéke szignifikdnsan magasabb,
mint a magasan expresszalt operonok esetében (10. dbra; aerob koriilmények kozott: p =
0,0011; kolinearitdas mértéke: 44,8% vs. 71.6%; aerob koriilmények kozott: p= 0,0006;
kolinearitas mértéke: 45% vs. 70.8%, lasd Modszerek). A magasan expresszalt operonok
esetében a kolinearitds mértéke nem tér el a véletlenszerien varttdl (10. abra). A vizsgalat
feltételezi, hogy a populacio szinten mért alacsony mRNS szint esetében nagyobb az esély a
fehérjék eltiinésére. A genomszintli expressziés adatsort E.coli fehérje zaj adatokkal
(Taniguchi et al., 2010) 6sszehasonlitva a szamunkra relevans nagy zaju (4 /6® >1; ahol u a
sejtenkénti fehérje darabszam atlaga, o pedig a szordsa) fehérjék génjeinek kb. 80%-a az
atlagosnal alacsonyabb mRNS expresszidji csoportba tartozik aerob és anaerob kdrnyezetben

egyarant (Fisher-teszt az mRNS expresszio és zaj szerinti csoportositas kozott: p=10").
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10. abra A kolinedris génpdrok szamdnak eloszldsa randomizdlt mintakban magas (A) és alacsony
(B) expressziéju operonok esetében.

A piros vonal a kolinearis génpdrok E. coli genomban megfigyelhetd szdmdt mutatja ([A] 67/143, [B]
127/178 génpdr). A magasan és alacsonyan expresszdlt operonok csoportjait gliikéz minindl
tdptalajon, aerob kérnyezetben mért mRNS szintek alapjan hatdroztuk meg. Az operonon beliili

génsorrendet 100 000-szer randomizdltuk.

A mintazat, hogy a kolinearitas az alacsony expresszioju operonokra jellemzd, az 1. és 2.
hipotézissel is kompatibilis lehet. Az elsd hipotézist feltételezve elképzelhetd, hogy a
kolinearitds eldnye polaritds esetén alacsonyan expresszalt operonok kozott jobban
érvényesiilhet. Determinisztikus szimuldcionk azonban ennek ellenkezdjét josolja: a polarités
és a kolinearitas kombinacidja magas expresszido mellett jelent nagyobb eldnyt (Fiiggelék, 5.
tablazat). A masodik hipotézis esetén a kolinearitdst az expresszio kornyezetenként eltérd
mértéke erdsitheti, az operonok kornyezetvaltozaskor torténd gyakori fel- és leregulalasa az
indukci6 utani atmeneti elényt megsokszorozhatja. Az atlagosan magas expresszioju gének
nagyobb valoszinliséggel expresszalddhatnak konstitutivan, igy magyarazva a kolinearits
expresszios szinttel valo (indirekt) Osszefliggését. Ebben az esetben azonban 6nmagaban az
expresszio variancidgja ami szamit €és nem a mértéke. A relativ génexpresszids variabilitas
becsléséhez 213 kornyezetben mért mRNS szint relativ varianciajat hasznaltuk (lasd
Modszerek 3.2.4). A varakozasokkal ellentétben azt talaltuk, hogy az operonok
génexpresszios variabilitasa €s atlagos expresszids szintje gyenge pozitiv korrelaciot mutat

(r=0,347,p= 0,004 ésr= 0,267, p= 0,0268). A 2. hipotézis predikciojaval ellentétben
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amikor expresszids szintre kontrollaltunk a magas expresszios variancidju operonok kozott
nem talaltunk nagyobb mértéki kolinearitast, inkdbb ellenkezd iranya trendet tapasztaltunk
(p = 0,057 and p = 0,128; lasd Modszerek 3.2.4). Ugyanakkor az expresszios szint hatasa a
kolinearitas mértékére szignifikdns marad az expresszids varianciara torténd kontrollalas utan
is (p= 0,01 ésp= 0,016 aerob és anaerob kornyezetben). Kovetkeztetésiink szerint az
operonok kornyezetspecikussagaban tapasztalt eltérések nem tudja megmagyardzni az

alacsonyan expresszalt operonokban latott nagyobb mértékii kolinearitast.

3.3.4 A Kolinearitas mértéke a gének fizikai tavolsagaval né

Operon-modelliinkon végzett szimulacioink azt is prediktaljak, hogy a kolinearis elrendezés
elénye atlagosan magasabb akkor, ha a gének kozotti tavolsdg nagyobb (9. dbra). Az
alacsonyan expresszalddd operonokban ellendrizve a predikciot azt taldltuk, hogy a tobb mint
egy génhossz tavolsagra elhelyezkedd génparok nagyobb mértékii kolinearitdst mutatnak,
mint az egymashoz kozelebbiek (Fisher-egzakt teszt, p<0.005; adatsorunkban a median
génhossz 1070 bazispar). Tehat a kolinearitds az operonon beliil tavolabbi gének esetében

nagyobb mértékil, ami megerdsiti a modell predikcigjat.

3.3.5 Az operonon beliili metabolit-szintii szabalyzas kolinearitasra gyakorolt hatasat

adataink nem tamasztjak ala

Az eddigi vizsgalataink mind azt feltételezték, hogy az operonon beliili legelonydsebb
génsorrend az, amelyik tlikr6zi az anyagcsereit enzimsorrendjét. Ugyanakkor elképzelhetéek
masféle eldnyds elrendezések is, példaul ha az egyik enzim terméke egy masik, azonos
anyagcsereuton levd, enzim aktivitasat alloszterikusan szabalyozza. Az egymast
anyagcseretermékeken keresztiil szabalyozo gének térbeli kozelsége hatékonyabb szabalyzast
szelektalhat (Fani et al., 2005), akkor is ha egyes esetekben az a kolinearissal ellentétes
mintazatot eredményezhet. Ha példaul a metabolit-szintli szabdlyzas gyakoribb lenne
magasan expresszalddd operonokban, az alternativ magyarazat lehet a kolinearitds hidnyara
ebben a csoportban.

A hipotézis  teszteléséhez = tUtvonalon  beliilli,  metabolit-szinti ~ enzimatikus
szabalyozokapcsolatokat gytijtottink az EcoCyc (Keseler et al., 2009) adatbazisbdl és egy
korabban publikalt adatsorbol (Gutteridge et al., 2007), amely a BRENDA (Schomburg et al.,
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2004) adatbazison alapul. A hipotézis predikcidjaval ellentétben a megfigyelt atlagos
géntavolsag a szabalyozasi interakcioban 1évd génparok kozott nem tér el szignifikansan a
véletlenszertien varttol (p = 0,234, n = 19 génpar), ami a hatds hianyat sugallhatja. Ezutan
megvizsgaltuk, hogy vajon a kolinearitassal potencialisan ellentétes szelekcidos hatasa
szabalyzasi interakciok befolyasoljak-e a kolinearitds mértékét. Osszehasonlitottuk a
kolinearitas mértékét az ismert metabolit-szintli regulacios kapcsolatokat tartalmazé operonok
¢s a tobbi operon esetében (11 illetve 59 operon). A kolinearitds mértékét randomizacios
teszttel nem talaltuk alacsonyabbnak a regulacios kapcsolatokat tartalmazé operonok esetében
(p=0,089, lasd Modszerek). A két csoport kozti expresszids szintbeli kiilonbségekre
kontrollalva is hasonld eredményt kaptunk (p = 0,35; acrob és anaerob kdrnyezetben is).
Osszefoglalva, nem talaltunk bizonyitékot arra, hogy a metabolit-szintli szabalyzasi

kapcsolatok befolyasolnak a génsorrend mértékét vagy csokkentenék a kolinearitas mértékét.
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3.4 Diszkusszio

Eredményeink nyujtjdk az elsd szisztematikus bizonyitékot arra, hogy a metabolikus
operonon beliili génsorrend nem véletlenszerli, hanem a kodolt enzimek funkcionalis
sorrendjével korreldl. A fenti mintdzat azonban csak alacsonyan expresszalodd operonok
esetében érvényes. Vizsgalataink nem tamasztjak ala a kovetkezo alternativ hipotéziseket: (1.)
a kolinearitas az operonbeli gének 3’ vég felé csokkend expresszidjaval egyiitt magasabb
steady-state fluxust eredményez6 adaptiv jelleg; (2.) a kolinearitas a kornyezeti valtozasok
hatasara gyakran ki- és bekapcsolddd operonok szamara a bekapcsolas utan atmeneti (nem
steady-state) elényt nyujt. Eredményeink ezekkel szemben tamogatjak azt a hipotézist,
miszerint a kolinearitds az enzimek véletlenszerli elvesztésébdl fakadod utvonalleallas idejét
minimializélja. A konstitutivan, de alacsony szinten expresszalt operonok erésebb szelekciod
alatt allnak, mivel az expresszid diszkrét, sztochasztikus esemény (Cai et al., 2006) és az
el6z6 expresszios eseménybol szarmazo enzimek elveszhetnek degradéacid vagy sejtosztodas
kovetkeztében, ledllitva az anyagcsereitvonal mikodését. Az operonok kolinearis
génsorrendje minimalizdlhatja a ledllds idejét. Ez az eredmény aldtdmasztja a sztochasztikus
folyamatok fontossagat a sejtmiik6dés szempontjabol (Raj and Oudenaarden, 2008) , masrészt
egy Ujabb péld4jat nyajtja annak, hogy egy génsorrendbeli mintdzat a sztochasztikus
folyamatokkal szembeni védekezés eredménye lehet (Batada and Hurst, 2007).

Az, hogy az operonon beliili génsorrend a zaj elleni adaptacio lehet, némileg ellentmondéasban
van az operonon beliili génsorrend magas fokl konzervaltsagaval, ami a sorrenden hat6 erds
stabilizalo szelekcid 1étét jelezheti (Rocha, 2006; Yang and Sze, 2008). Az E.
coli metabolikus operonjait Bacillus subtilis operonszerkezeti és ortologia informacidival
osszevetve (lasd Modszerek) azt talaltuk, hogy az E. coli operonok 70%-a nem feleltethetd
meg konzervalt B. subtilis operonoknak, vagy az ortoloég gének hidnya miatt, vagy azért, mert
az ortoldg gének nem voltak ugyanabban az operonban. Az operonok tovabbi 22%-aban, az
ortologok relativ sorrendje teljesen megdrzodott és csak 6t operont (8%) talaltunk, ahol a
gének relativ pozicidja eltért. A ellentmondés feloldhato lehet, ha a szelekcidé nem kdzvetleniil
az operonok génsorrendjére, hanem az operonok kialakuldsara hat. Ha két azonos ttvonalban
levé enzimatikus gén egy mutacid révén operont alkot, az operon megtartdsara iranyulo
szelekcid erdsebb lehet, ha a gének sorrendje kolinearis. Az operon kialakuldsakor hatd

,,szelekcios szurd” konzisztens a kialakulas utani konzervalt sorrenddel.
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A fenti eredményeinket bemutatd kozlemény (Kovacs et al., 2009) 6ta masok Gjabb, operonon
beliili génsorrend-mintazatok 1étét is felvetették. 510 genom adatait dsszesitve, az operonokon
beliili kisebb géntavolsag alapjan prediktalt operonokban (Moreno-Hagelsieb and Collado-
Vides, 2002) mutattak ki szignifikans trendeket. ESzerint az esszencialis gének az operonok
5’-véghez kozelebbi felében (5362 vs 5874 gén), mig a pszeudogének a 3’-véghez kozelebbi
félben helyezkednek el nagyobb gyakorisaggal (Muro et al., 2011), amit az 5°-3” iranyban
csOkkend expresszios trenddel hoznak 6sszefiiggésbe. Bar a metaboliton keresztiili szabalyzas
hatasat nem tudtuk kimutatni metabolikus operonainkon, egy ennél altalanosabb regulacios
hatast mutattak ki nemrég E. coli-ban és Bacillus subtilis-ben (Rubinstein et al., 2011): a sajat
szignifikdnsan nagyobb aranyban (pl. az E. coli esetében 51 esetbdl 27-szer). A negativ
autoregulacié ilyen modon wvalé hatékonyabba tétele a traszkripcidés regulécio
optimalizalasanak ujabb példaja lehet. A fenti példak alapjan elmondhatd, hogy egyre
pontosabb kép kezd kirajzolédni az operonon beliili szervezddésrél. Annak megfejtéséhez,

hogy miként zajlik ennek evolucidja, tovabbi dsszehasonlitd vizsgalatok sziikségesek.
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4  QOsszegzés és Kitekintés

Kutatdsainkban az anyagcserehalozat génjeivel foglalkoztunk, kihasznalva, hogy az
anyagcsere talan a legrégebb Ota kutatott és legrészletesebben feltérképezett sejtes alrendszer.
A 2. fejezetben az anyagcserehdldzat, mint lehetséges eszkoz jelent meg, ami segithet a
genotipus €és a fenotipus kozotti kapcsolat jobb megértésében. Munkank soran elsoként
vizsgaltuk az anyagcsere nagyléptékii GI-térképét (Szappanos et al., 2011). Teszteltiink
korabbi elméleti predikcidkat a Gl-k funkcionélis modulokon beliili és kdzotti megoszlasaval
kapcsolatban és a modulok korlatozott monokromitasat mutattuk ki. A negativ és pozitiv GI-k
egyarant feldisulnak a tradicionalis funkcionalis modulokban és a biokémiailag definialt
kapcsolatokban, de az interakciok tobbsége ezeken kiviil helyeszkedik el. Elséként
tesztelhettiik nem csak egy nagyléptékii biokémiai modell (Szappanos et al. 2011), hanem az
anyagcserchaldzati és  funkcionalis genomikai adatokat integrald statisztikai modellek
alkalmazhatdosagat a Gl-k predikciojara. Eredményeink azt mutatjak, hogy jelenleg a Gl-k egy
jelentds részét sem az anyagcserehaldzat szerkezetével megmagyardzni, sem mas genomi
tulajdonsagok alapjan nem tudjuk elérejelezni.

A 3. fejezetben egy adaptiv hipotézist vizsgaltunk meg az anyagcsere mukodeésére
vonatkozdan, illetve az anyagcserére hato szelekci6 hatasat a genom szervezddésére. Elsoként
mutattuk Ki szisztematikusan az operonon beliili génsorrend nem véletlenszeri mintazatat: az
alacsonyan expresszalodd6 metabolikus operonokban a gének a kodolt enzimek
reakcidsorrendjét tiikkrozik (Kovéacs et al., 2009). Tobb alternativ adaptiv hipotézist
matematikai modellel vizsgaltunk, majd azok predikcioit empirikus E. coli adatokon
teszteltiik. Konkluzionk szerint a kolinearitds oka az alacsony expresszidju operonok esetében
jelentkezd sztochasztikus utvonalleallas idejének minimalizalasa.

A nyitott kérdések megvalaszolasaban illetve a felallitott hipotézisek kozvetlen tesztelésében
a kisérletes és modellezési technikdk tovabbi fejléddése nyujthat segitséget. A tovabblépési
lehetdségek koziil a kovetkezokben harom nagy témakort emelek ki: (i) uj fenotipusos
jellemzok kvantitativ és nagyléptéki kisérletes vizsgalhatosaga(ii) 6sszehasonlitd vizsgalatok
a mérések tobb fajra valo kiterjesztésével (iii) a genommanipulécid fejléddése a szintetikus
bioldgia eszkdzeinek alkalmazasaval.

A molekularis biologiai és analitikai modszerek fejlddésével egyre tobbféle fenotipusos
bélyeg valik nagyléptékben és kvantitativ modon mérhetdvé. Ujabb funkcionélis genomikai

adatsorok segitséget jelenthetnek mind a GI-k jobb funkciondlis megértésében, mind
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crer

valtozasok vizsgalataban (van Wageningen et al., 2010). A ratermettséget komponensei
figgvényeként kezelve, a mutaciok egyes komponensekre tett hatdsa alapjan a GI-k irdnyara
¢s mértékére elméleti predikciokat tehetiink (Chiu et al. 2012). A joslas azonban kvantitativ
fenotipusos méréseket igényel: a komponensek ratermettségre tett hatasat mutaciok hidnyaban
¢s az egyes mutaciok hatasat a komponensekre. Az utobbi években mar néhany esetben volt
példa egyes ¢és kettdés deléciok a ratermettségtdl kiillonbozd fenotipusra tett hatdsanak
szisztematikus vizsgalatara, vagyis az adott fenotipus szintjén talalhato GI-k feltérképezésére.
FBA modellben az egyes ¢és kettds deléciok hatdsat a modellben talalhatdo Osszes reakcid
fluxusara (Snitkin & Segré 2011), kisérletesen pedig az expresszios szintre (G. W. Carter et
al. 2007), filamentaris novekedésre (Drees et al. 2005), fehérje-feltekeredés mértékére
(Jonikas et al. 2009) és az endocitdzisra (Burston et al. 2009) vizsgaltak. A kiilonb6z6 szinten
mért Gl-k altaldban csak kis 4atfedést mutatnak, s6t az irdnyuk is gyakran eltérhet, de
funkcionalis jelentségiiket jelzi, hogy gén funkcido prediktalasdhoz plusz informaciot
hordoznak a ratermettség szintjén mért GI-hoz képest (Michaut & Gary D. Bader 2012). A
jovOben a delécids GI-k mellett masfajta mutaciok kozotti GI-k nagyléptékll vizsgalataira is
szamitani lehet, példaul overexpresszios konyvtarak (Winzeler et al. 1999) felhaszndldséaval.
Erdekes kérdés, hogy milyen mértékben és milyen funkciondlis kapcsolatok esetén
szolgalnak majd informacidval egymasrol a funkciovesztéses és nyeréses mutaciok kozti GI-
k. A jovOre var a regulacids kapcsolatok szerepének jobb megismerése is. A komplex
regulacidés halézatokban végbemend mutdcidk nem-intuitiv vélaszokat eredményezhetnek
(Gjuvsland et al. 2007), lehetséges, hogy a GI-k egy része a regulacids halozatok nem-linaris
miukodeésére vezethetd vissza (Lehner 2011). A regulacios adatok FBA modellbe torténd
integralasa a modell fejlesztésének is az egyik legfontosabb iranya (Blazier and Papin, 2012).
Fontos kisérletes attorést jelent a sejtszintli mérések megjelenése (Taniguchi et al. 2010;
Silander et al. 2012). A sejtszintli fehérje vagy mRNS abundancia-adatok koézvetlenebbiil
teszik majd tesztelhetdvé a génsorrend és a zaj Osszefiiggését. Szintén a sejtszintli
vizsgalatokkal lehet majd eldonteni, hogy vajon azonos genetikai és kornyezeti hattér mellett
az eddig populaciéo szinten mért GI-k kozott vannak-e sejt-sejt szintli sztochasztikus

kiilonbségek, és milyen ennek mértéke (Burga et al., 2011).

A két modelléldlényben alkalmazott technologidkat mas fajokra is kiterjesztve 6sszehasonlitd

megértését. Tobb faj operonszerkezetének ismeretében az operon szerkezeti valtozasai
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nagyobb felbontasban is vizsgalhatok lesznek, az okologiai tényezdk szerepével egylitt. A
negativ GI-ban levd génparok egyiittes nyerése vagy vesztése az evolucioé soran véletlenszerd,
ami azt tdmasztja ald, hogy legalabb részben eltérd funkciot toltenek be és a kompenzald
interakcidé nem adaptiv jelleg, hanem melléktermék (Harrison et al., 2007). Megforditva, tobb
faj nagyléptékti GI analizisével az evolucié soran megérz6dott génparok kozotti GI-k
konzervaltsaganak vizsgalata is lehetévé valt (Dixon et al., 2008; Roguev et al., 2008;
Tischler et al., 2008; Koch et al., 2012). A kb. 500 milli6 éve evolicidsan elkiiloniilt
Schizosaccharomyces pombe —vel Gsszehasonlitva kideriil, hogy a pozitiv és negativ GI-k
annal konzervaltabbak, minél szorosabb kozottiik a funkcionalis kapcsolat: igy ez mig a
kiilonboz6 sejtfunkciok esetén a GI-k kb. 20%-at jelenti, azonos komplexbe tartozd gének
kozott 70%-ot (Ryan et al., 2012). Egy, a jovében tesztelendd kérdés, hogy a konzervaltsag

mennyire fiigg Ossze a prediktalhatdsaggal.

Az anyagcsere génjeinek kisérletes manipulacidja adhatja a legkdzvetlenebb valaszt a
funkcionalis 0sszefliggésekre vonatkozo kérdésekre. Bar az adaptiv hipotézisek tesztelésében
az optimalizacios modellek és az dsszehasonlitdé modszer fontos szerepet jatszanak, az ok-
okozati Osszefiiggést ebben az esetben is kisérletes beavatkozasokkal lehetne tesztelni. A
szintetikus bioldgia eszkozeinek alkalmazdsa egész anyagcserehalozatok kisérletes
manipulalasat teszi lehet6vé (Boyle and Silver, 2012; Lee et al., 2012). A szintetikus bioldgia
célja adott feladat végrehajtasara alkalmas biologiai modulok, illetve ezekbdl Osszealld
komplex rendszerek mérnoki konstrualasa vagy atalakitasa (Andrianantoandro et al., 2006).
Ez gyakran anyagcseretutvonalak de novo eldallitasat vagy optimalizalasat jelenti adott
metabolitok kontrollalt szint(i termelésére (Holtz and Keasling, 2010; Medema et al., 2012). A
gének elhelyezkedésének az anyagcserére gyakorolt lehetséges hatdsdinak vizsgala ezért
gyakorlati szempontbol is fontossa valt. Példaul Escherichia coli-ban egy transzkripcios
faktorbol és célgénjébdl allo szintetikus szabalyzasi kort hasznaltak arra, hogy egymastol
vald tavolsaganak hatdsat az expresszios szintre, egyediil a kromoszomalis helyzet esetében
mérve szignifikans hatast (Block et al., 2012). Egy masik vizsgalatban fluoreszcens fehérjéket
kodold operonokat konstrualva pedig nem csak az 5° végtdl vald tavolsaggal csokkend
expresszids szintet mérték ki, hanem azt taldltdk, hogy onmagédban az operon méretének
novelése képes megndveli az elsd gén expresszidjat, ami a transzkripcid kozben végbemend
transzlacid nagyobb sebességére utalhat (Lim et al., 2011). A rendszerbioldgia és a szintetikus

biologia kozotti kapcesolat kétiranyt. Mint lattuk, a szintetikus genetikai aramkorok és
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anyagcserehalozatok segitségével az elméleti modellek kozvetleniil tesztelheték (Lu et al.,
2009), ugyanakkor a modellek predikciodi iranyt mutatnak a tervezésben ¢és felvazolhatjak a

varhato korlatokat (Oyarzin and Stan, 2012).

A modern bioldgia egyik nagy kihivasa, hogy a biologiai rendszerek 6sszetevoibdl megjosolja
komponensek tulajdonsagaira, illetve azok interakcidira? A rendszerbioldgia egyik célja az
molekuléris halézatok emergens tulajdonsagainak kutatdsa. Hangsulyos kutatasi program az
adaptiv ,,mérnoki elvek” (design principles) feltarasa, melyek a szintetikus bioldgiaban
nyerhetnek gyakorlati alakalmazast (Alon, 2003; Alon, 2006). Munkank masodik részében
arra vazoltunk fel egy forgatokonyvet, hogyan jarulhatott hozzd a genomszervezddés
evollcidja az anyagcsereutak idobeli miikodésének ,,finomhangolasahoz”. A két gén kozotti
genetikai interakci6 az egyik legrégebb oOta ismert €s kutatott emergens tulajdonsag, de csak
nemrég valt lehetévé a szisztematikus feltérképezése. Mostanra az is nyilvanvalova valt,
hogy az egyszeri intuitiv modellek csak az interakciok kis részére nyljtanak magyarazatot, és
az interakciok komplexitasat csak tovabbi kiséletes €és elméleti innovaciok segitségével lesz

esélylink megérteni.
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5 Koszonetnyilvanitas

Els6ésorban szeretnék koszonetet mondani témavezetémnek, Papp Baldzsnak, szakmai

iranyitasaért, a munka minden fazisaban nyujtott folyamatos segitségéért és tamogatasaért.

Halaval tartozom Pal Csabanak a kolinearitas otletének felvetéséért és a doktori évek alatt

nyujtott tAmogatasaért.

Koszonettel tartozom az Evoluciés Rendszerbiologia Csoport tagjainak, akikkel a doktori

évek alatt egyiitt dolgozhattam.

A 2. fejezet eredményei egy nagyobb projekt részét képezve keriiltek kozlésre (Szappanos et
al. 2011). Ezzel kapcsolatban kdszonettel tartozom:

Charles Boone laboratoriumanak (Toronto, Kanada) a kisérletes adatokért,

Szappanos Balazsnak (MTA SZBK, Biokémia Intézet) az FBA modellel végzett predikciokért
és a kozos munkaért,

Honti Ferencnek és Szamecz Bélanak a k6zos munkaért

A 3. fejezet eredményei harom szerz6 munkéjan alapulnak (Kovécs et al. 2009).
Ennek kapcsan koszonetet mondok Laurence Hurst-nek (Bath University) az

egylittmiikodésért, innovativ otleteiért, és a sztochaszticitas szerepének felvetéséért.
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Osszefoglalas

Az utobbi évekeben elérhetdvé valt genomikai és nagy 1éptékli fenotipusos adatok analizise és
matematikai modellbe integraldsa révén elséként valt lehetévé a nukleotidszekvenciatdl a
lathat6 fenotipusos jellegekig vezetd Ut szisztematikus, nagy 1éptéki feltérképezése. Mivel az
anyagcsere talan a legrégebb ota kutatott €s legrészletesebben feltérképezett sejtes alrendszer,
kézenfekvd valasztas lehet a fenti cél eléréséhez. Disszertdciom két munkét targyal
(Szappanos et al., 2011; Kovacs et al., 2009), melyek mindegyike az anyagcsere
szerkezetének, az itt hatd6 génparok relativ viszonyainak genetikai ¢és evollcios
kovetkezményeit vizsgalja. Az elsé kutatasi témamban az anyagcserehalozat, mint lehetséges
eszkoz jelent meg, ami segithet a gének kozotti kdlcsonhatdsok jobb megértésében, a
masodikban pedig adaptiv hipotéziseket vizsgaltunk meg az anyagcsere mikodésére
vonatkozoan, illetve az anyagcserére haté szelekcid Iehetséges hatdsdt a genom
szervezddésére. Disszertaciom kérdésfelvetései a genom anatémiajanak vizsgalataval egyrészt
a genomikahoz, madasrészt az anyagcserehdlozatok rendszerszintii vizsgéalatival a

rendszerbiologia teriiletéhez kapcsolodnak.

Genetikai interakciok modularitasa €s prediktalhatosaga a sorélesztd anyagcserehaldézataban
Munkéank soran elséként vizsgalhattuk az anyagcsere nagyléptékli genetikai interakcids
térképét (Szappanos et al., 2011). Két gén genetikai interakcioban (episztazis) all egymassal,
ha az egyes gének mutéacidinak hatasa nem fliggetlen egymadstdl. A genetikai interakciok
fontos szerepet jatszanak tobbek kozott a gének funkcionalis  kapcsolatainak
feltérképezésében, a sokgénes oroklodésii betegségekben, illetve az evolucio lehetséges
utvonalainak meghatarozasaban (Phillips, 2008). A génkdlcsonhatdsok kdzponti jelentsége
ellenére a jelenség mechanisztikus hattere és a kdlcsonhatasok gének kozotti megoszlasa még
kevéssé ismert. Kutatdsainkban a Saccharomyces cerevisiae genetikai interakcidinak az
anyagcserehaldzat  funkciondlis moduljainak valé  viszonyat vizsgaltuk, valamint
elorejelezhetdségét funkcionalis genomikai és anyagcsehalozati informaciok valamint
genomskalaji anyagcseremodell segitségével.

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

elemezhettiik. Ezek kozott a génparok kozott el tudtuk kiiloniteni az egyszeres génkiiitések
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alapjan vartnal magasabb ¢és alacsonyabb ratermettségli kettés mutansokat, vagyis a pozitiv és
negativ genetikai interakcidkat (multiplikativ modell szerint). A ratermettséget a haploid
élesztétorzsek koloniamérete alapjan becsiiltiik.

A Kkisérletes eredményeket egy korabbi szamitégépes modell alapjan tett eldrejelzésekkel
vetettilk Ossze. Ezek szerint 1) a genetikai interakciok feldusulnak az azonos funkcidjua
csoportban ii) e csoportok kozott a genetikai interakcidk gyakran kizarolag negativak vagy
pozitivak (monokromatikussag) (Segre et al., 2005). A kisérletes eredmények részben
alatamasztottak a fenti mintazatok 1étét, de egyben a medellel tett -eldrejelzések
altalanosithatosdganak hatdraira is rdmutattak. A hagyomanyosan definialt funkciondlis
modulokon beliili feldusulds negativ és pozitiv interakcid esetében is szignifikans, de kis
mértékii volt (1,4 és 2,2-szeres). Hasonld eredményt kapunk a funkcionalis kapcsolat
2004; Price et al., 2004). A kapcsolt fluxus azt jelenti, hogy az egyik reakcid aktivitasa
minden alkalommal a maésik reakcio aktivitdsdval is jar, ami lehet egyirdnyd (irdnyitott
kapcsoltsag) vagy kolcsonos (teljes kapcsoltsag). Intuitiv modon fluxus kapcsoltsag esetén
pozitiv genetikai interakcidt varnank, hiszen ilyenkor definici6 szerint az egyik gén kiiitésével
lenullazott fluxus a masik génhez tartozé reakcidaktivitds megsziinésével jar, ha az nincs is
kilitve. Azonban a hagyomanyos annotéacids csoportokhoz hasonl6 moédon a negativ és
pozitiv genetikai interakciok feldusulasa itt is kismértékii (1,4 és 2,3-szoros). Az interakciok
dontd tobbsége nem kapcsolt génparok kozott fordul eld, mig a fluxus kapcsolt parok
minddssze néhany szazaléka van genetikai interakcioban. Vagyis mig a negativ és pozitiv
genetikai interakciok egyarant feldisulnak a tradiciondlis funkciondlis modulokban és a
biokémiailag definidlt kapcsolatokban, a legtobb genetikai interakcid mégis kiillonbozo
funkciodkat kot 6ssze. A modell mésodik predikcidjat tesztelve hasonld eredményt kaptunk: a
monokromatikussdg mértékét szignifikansan nagyobbnak taldltuk a randomizécioval kapott
nulleloszlas alapjan vartnal, de ez mindossze 24-34 %-kal tobb monokromatikus modulpart
jelentett.

Ezutan azt vizsgaltuk, mennyiben tudjuk prediktalni a genetikai interakcidkat az anyagcsere
génjeire vonatkozd egyéb ismereteink segitségével. Kétféle modszer eldrejelzéseit vizsgaltuk:
funkciondlis genomikai, és az anyagcserehdlézatra vonatkoz6 ismereteinken alapuld
statisztikus modellezést és az anyagcsere nagyléptékli biologiai modelljét (FBA) mely képes
egyes ¢s kettes génkiiitott torzsek novekedési ratdjanak becslésére. A statisztikus
modellezéshez egyrészt genomszintli génpar jellemzoket hasznéltunk korabbi munkakat

kovetve (pl. koexpresszid, kozos transzkripcios faktor) (Wong et al., 2004; Ulitsky et al.,
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2009), masrészt anyageserehalozati jellemzoket (pl. kodolt reakciok legrovidebb tavolsaga).
Ezutan a fenti jellemzOk alapjan klasszikus statisztikai (logisztikus regresszid) €és egy ujabb,
dontési fak egyiittesén alapuld (ensemble) adatbanyéaszati mddszert (random forest (Breiman,
2001)) alkalmazva osztalyoztuk genetikai interakci6 adatainkat. Az FBA modell esetében a
prediktalt genetikai interakcidk empirikusan alatdmasztott aranya akar 50%, illetve 11% lehet
negativ illetve pozitiv genetikai interakciok esetében, alatamasztva a legerdsebbnek
elorejelzett  genetikai  interakciok  fiziologids  jelentdségét. Ugyanakkor azonos
kiiszobértékeknél a modell az empirikus genetikai interakcidé adatoknak csak igen alacsony
aranyat jelzi eldre (2,8%, illetve 12,9%; negativ illetve pozitiv genetikai interakcid). A
genomikai és anyagcserehaldzati adatokon alapuld statisztikai modellezés, els6sorban a
random forest modszer, az FBA-nal legtobb esetben jobb predikcidt eredményezett, de ez az
elérejelzések 10%-os empirikus taldlati ardnya felett még mindig csak a kisérletesen negativ
genetikai interakciok 30% -at, illetve a pozitiv genetikai interakciok 25%-anak eldrejelzését
jelenti. A becslés josaga akkor sem valtozik jelent6sen, ha az FBA modell altal prediktalt
adatokat (ratermettség és genetikai interakci6 értékek) hozzdadjuk a statisztikai modellhez,
ugyanakkor negativ genetikai interakcidé esetében noveli a maximalis precision értékét. Ez
arra utal, hogy az anyagcseremodellben taldlhaté olyan komplementer informacid, ami a
funkciondlis genomikai ¢€s haldzati tulajdonsdgokbdl kozvetleniil nem nyerhetd ki.
Osszefoglalva, a genetikai interakciok tobbségét sem a biokémiai modellel, sem a
funkcionalis genomikai adatsorok és anyagcserehaldzati adatok adatbanyaszati integralasaval

nem tudjuk megbizhat6 pontossaggal megjosolni.

Az operonon beliili génsorrend evolucioja

Jol ismert, hogy a bakteridlis génsorrend nem véletlenszeri és az operonok gyakran azonos
anyagcsereutak vagy fehérjekomplexek tagjait tartalmazzak. Kutatasunkban azt vizsgaltuk,
hogy vajon van-e az operonon beliil valamilyen rendezettség a gének sorrendjében és ha igen,
annak mi az oka. A kérdés megvalaszolasahoz az Escherichia coli operonjait vizsgaltuk a
rendelkezésre allé nagyszamu anyagcserettvonalra vonatkozo és operonszerkezeti adat miatt
(Keseler et al., 2009).

Eredményiink szerint a gének operonbeli sorrendje hajlamos az altaluk kodolt, azonos
metabolikus Utvonalban részt vevd enzimek utvonalbeli sorrendjét tiikrozni (kolinearitas).
Megfigyelések szerint egyazon operonon beliill a gének expresszids iddpontja idében

késleltetett az operon transzkripcios kezddpontjatdl tavolodva (Alpers & Tomkins, 1965,
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1966) ezért ahogy matematikai modelliinkben kimutattuk, a megfeleld sorrend a metabolikus
utvonal bekapcsolasakor a végtermék gyorsabb megjelenését eredményezi.

Ez az elméleti elény csupan atmeneti, steady-state allapotban az egyes enzimek mennyisége
fliggetlen a génsorrendtdl, ezért Osszetettebb magyarazatot kerestiink a kolinearitasra:

1. hipotézis: A kolinearitas eldnye els6sorban az anyagcsereutak gyors aktivalasat teszi
lehetévé kornyezeti valtozéas esetén. Amennyiben igy van, azt varnank, hogy elsésorban a
kiilonb6zé  kornyezetekben  kiillonbozoféleképpen expresszaldédd operonok mutatnak
kolinearitast. Bioinformatikai elemzéseink szerint azonban a kolinearitas mértéke nem fligg a
kiilonb6z6 kornyezetek kdzott mutatott expresszids valtozatossagtol.

2. hipotézis: A kolinearitas elony0s lehet, ha a gének expresszids szintje monoton csokkenést
mutat az 5’ végt6l a 3° vég iranyaba (Nishizaki et al., 2007). E hipotézisnek ellentmond, hogy
az E.coli operonjai esetében nem talaltunk Osszefiiggést a csokkend expresszios trend és a
kolinearitas mértéke kozott.

3. hipotézis: A ,,sztochaszikus ledllas” hipotézis szerint alacsony génexpresszio esetén az
utvonal kevés példanyszamu enzimei véletlenszertien elveszhetnek a sejt osztddasa ill. a
fehérjék lebomldsa miatt. Matematikai modelliink segitségével bemutattuk, hogy igy a
kolinearitas ezekben a génekben folyamatos eldényt jelenthet, ugyanis az utvonal gyors
yjrainditasdra gyakran van sziikség (t.i. allandd kornyezeti koriilmények kozott is).
Hipotézisiinket alatamasztja, hogy valdban csak alacsonyan expresszaldédd operonok esetén
talalunk szignifikans kolinearitast, ahol az utvonal sztochasztikus leallasa valdsziniisithetd.
Osszefoglalva, elséként mutattuk ki szisztematikusan az operonon beliili génsorrend nem
véletlenszerli mintazatat: az alacsonyan expresszaldodd metabolikus operonokban a gének a
kodolt enzimek reakciosorrendjét tiikrozik (Kovécs et al., 2009). Tobb alternativ adaptiv
hipotézist matematikai modellel vizsgaltunk, majd azok predikci6it empirikus E. coli
adatokon teszteltiik. Konkliziénk szerint a kolinearitds oka az alacsony expresszidju

operonok esetében jelentkezd sztochasztikus ttvonalleallds idejének minimalizalasa lehet.
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Summary

With the recent availability of large-scale genomic and phenotypic datasets it has become
possible, for the first time, to study the mapping from genotype to visible phenotypic traits in
a systematic way and on an unprecedented scale. Bioinformatics analysis and integration of
genome-scale datasets into large-scale mathematical models emerged as important methods to
accomplish this goal. Metabolism is arguably the best characterized cellular subsystem which
renders it as an excellent candidate to examine the link between genotype and phenotype. My
thesis consists of two separate studies, both of which examine how the structure of the
metabolic network influences the relations of the involved gene pairs. In the first part, the
metabolic network is used as a tool to better understand interactions between mutations. In the
second part, we investigated how natural selection acting on the performance of metabolic
pathways might shape genome structure. My thesis is connected to the field of genomics by
examining genome anatomy, and to systems biology by the system-level investigation of

metabolic networks.

Modularity and predictability of genetic interactions in the Saccharomyces cerevisiae
metabolic network

Our work is the first systematic, large-scale analysis of genetic interactions in a metabolic
network (Szappanos et al., 2011). Genetic interactions, the non-independence of mutation
effects, underlie various biological phenomena and illuminate gene functions. Despite efforts
to globally map epistasis in model organisms, it remains poorly understood how genetic
interactions arise from the operation of biomolecular networks. Our work analyzed the genetic
interactions of the Saccharomyces cerevisiae to better understand how it is related to the
functional modularity of the metabolic network and estimate its predictability based on
genomic and metabolic network data.

Our work is based on the first large scale empirical dataset of genetic interaction among genes
encoding metabolic enzymes, including ~185 000 double gene deletions with quantitative
genetic interaction data (data produced in collaborator Charles Boone’s lab). Among these
gene pairs we defined double deletions that result in higher or lower fitness than expected
(based on a multiplicative model) meaning positive or negative genetic interactions. Fitness

was estimated based on colony size of haploid yeast strains.
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We empirically tested earlier predictions about the distribution of interactions within and
between metabolic functional modules. Specifically, a prior computational study based on
FBA suggested that i) genetic interactions are enriched within metabolic annotation groups,
and ii) interactions between different functional groups tend to be either exclusively negative
or exclusively positive, a property termed 'monochromaticity’ (Segre et al. 2005).

Using our large-scale genetic interaction map we found partial support for the above
theoretical expectations. We report a modest but significant enrichment of both negative (1.6-
fold) and positive (2.5-fold) genetic interactions within traditionally defined functional
modules. However, the majority of genetic interactions occur between genes assigned to
different metabolic functions (93% of negative and 90% of positive).

As an alternative to functional groups defined based on classical biochemical pathways, flux
coupling provides a biochemically sound, unbiased definition of functional relatedness and
has strong physiological and evolutionary relevance (Papin et al., 2004; Price et al., 2004).
We used computationally identified flux-coupled gene pairs, that is, pairs of reactions where
the activity of one reaction implies the activity of the other, either reciprocally or in one
direction. In agreement with results obtained using annotation groups, although we find that
both negative (1.4-fold) and positive (2.3-fold) interactions are significantly enriched in flux-
coupled pairs, the overwhelming majority (> 97%) of both forms of interactions occur
between uncoupled genes. In conclusion, both definitions of functional relatedness reveal that
most genetic interactions connect across distinct functional modules.

Next, we asked whether interactions between different functional groups tend to be either
exclusively negative or positive. In agreement with theoretical predictions, we found a
statistically significant excess of monochromaticity among pairs of functional groups in the
real data compared to randomized interaction maps. Nevertheless, monochromaticity in our
genetic interaction map is modest: only ~24—34% more monochromatic pairs were found than
expected by chance.

Next, we asked how well we can predict genetic interactions based on our knowledge of
metabolic genes. We assessed the predictive power of two computational approaches: a
genome-scale biochemical model of the metabolic network (FBA) which computes the
growth of single and double deletant strains and a statistical/data mining method. In the
second approach we compiled a dataset of gene-pair characteristics (e.g. coexpression),
following earlier studies (Wong et al., 2004; Ulitsky et al., 2009) and metabolic network

features (e.g. shortest path of reactions) but omitting any information on genetic interactions.
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We used a classical statistical method (logistic regression) and a new data-mining method
(random forest (Breiman, 2001)) to classify genetic interactions based on these features.

Using the biochemical model we can predict negative and positive interactions up to 50% and
11% rates of true predicted interactions (precision), respectively. Although this confirms that
the highest predicted interaction scores have high physiological relevance, we find that only a
minority of empirical interactions are captured by the model (2.8% and 12.9% for negative
and positive interactions, respectively).

The statistical approach using genomic and metabolic network data gives better predictions.
Although an increased fraction of in vivo interactions could be retrieved, ~70% of negative
and ~75% of positive interactions were still predicted with very low (<10%) precision.
Notably, incorporating fitness and genetic interaction scores derived from the biochemical
model into statistical models boosts the precision of negative interaction predictions,
indicating that biochemical modeling provides unique information that is not captured by
purely statistical data integration. We conclude that the majority of genetic interactions are
not well understood either in terms of biochemical processes or statistical associations.

Colinearity of gene order in E. coli metabolic operons

It is well established that gene order in prokaryotic genomes is not random. This is most
evident when looking at operons, these often encoding enzymes involved in the same
metabolic pathway or proteins from the same complex. However, it is almost completely
unexplored whether gene order within operons is governed by chance or could have any
functional significance. In particular, we investigated whether gene order within operons
reflects the functional order of the encoded enzymes in a metabolic pathway (colinearity). To
find out whether there are any sign of colinearity in real operons, we focused on E. coli,
where high-quality and high-coverage data are available on both biochemical pathways and
operon structures (Keseler et al., 2009). Our results showed that there is a significant trend for
colinearity: approximately 60% of the intra-operonic gene pairs showing it, compared to 50%
expected if gene order was random.

There is no known mutational bias which can result in colinearity thus we looked for adaptive
scenarios. We argued that colinearity might have a fitness advantage (i.e. increased growth
rate) by increasing pathway productivity. To gain insight into the potential interplays between
gene oder and the flux of a metabolic pathway, we built general mathematical models of
operon expression coupled to a linear metabolic pathway with four enzymes. At first sight,
colinearity is unexpected as gene order should not affect the steady-state pathway
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productivity. Indeed, this is confirmed by our mathematical model. We considered three
extensions of the steady-state model that could potentially account for colinearity.

Hypothesis 1: colinearity in polar operons can increase steady-state pathway flux, where
polarity refers to a decreasing mRNA abundance profile along the operon. The hypothesis is
based on the theoretical finding that decreasing enzyme concentrations along the path can
increase the flux along the pathway when the total enzyme concentration is fixed (Heinrich &
Klipp, 1996). Thus, in a polar operon colinear arrangement can increase steady-state flux.
This theoretical prediction is corroborated by our simulations and it predicts that we should
observe colinearity in polar operons only. However, in contrast to this prediction, we failed to
find an enrichment of colinearity in polar operons in E.coli.

Hypothesis 2: faster metabolic processing immediately after up-regulation upon
environmental change. According to experimental measurements there is a time delay
between the expression of two consecutive genes in an operon (Alpers & Tomkins, 1965,
1966). Thus right after activating the operon, the end-product can appear faster if the gene
order is colinear. This verbal argument is confirmed by our model. This hypothesis predicts
that operons showing high expression variation across conditions should more often display
colinearity compared to constitutively expressed operons. However, using publicly available
gene expression data we failed to find support for this hypothesis.

Hypothesis 3: metabolic stalling owing to stochastic protein loss. Small numbers of molecules
are frequently involved in the process of gene expression and could lead to significant
stochasticity in protein abundance (Elowitz et al., 2002). Whereas enzymes encoded in a
highly expressed operon are likely to be always present in the cell whenever the operon is
induced, stochasticity might play an important role in weakly expressed operons as enzymes
could either decay or be diluted by cell division between two expression episodes (Cai et al.
2006), hence recurrently stalling metabolism. Colinearity could minimize the effect of such
stochastic enzyme losses by speeding up the reinitiation of stalled metabolic transformations,
in a similar manner as it provides a transient advantage after up-regulation of an inactive
pathway. This argument is also supported by our model. This hypothesis specifically predicts
that colinearity should be restricted to lowly expressed operons. Indeed, we found that only
genes with low mRNA abundance show colinearity, hence supporting the ,,stochastic stalling”
hypothesis.

To sum up, our work is the first reporting a non-random pattern of operonic gene order: in
lowly expressed metabolic operons gene order reflects the functional order of the encoded
enzymes (Kovacs et al., 2009). Empirical tests of different adaptive scenarios for colinearity
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in E. coli supports the hypothesis that the advantage of colinearity is to minimize metabolic

stalling owing to stochastic protein loss.
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Fiiggelék

Az operon és anyagcsereut kapcsolt modelljének egyenletei

A modell egy négy génes operonbdl és egy linedris anyagcsereutbdl all, ami 5 metabolitot és 4
enzimet tartalmaz, melyeket az operon génjei kddolnak. Az RNS-polimeraz promoéterhez (D) vald

reverzibilis kotédésével jon létre a C allapot f, asszocidcids és by disszocidcids ratakkal modellezziik.

dD
E=C><(b0+k0)—D><f0

dc

E=Dxf0— C X (bo + fo)

A nyilt inicidciés komplex és az transzkcripcio iniciacidja egyiranyu folyamatként szerepel k, rataval.

Csak az mRNS leader régidja (M) szerepel a modellben, melyet a transzkripciét végzé RNS polimeraz
(T) v, rataval ir 4. Az mRNS mf, rataval bomlik le (mC?') és d rataval higul. A riboszémak a
degradoszomakkal versengenek a leader mRNS-hez valé reverzibilis kotédésért (mf; asszocidcids
and mb1 disszocidcids rataval). A transzlacid az mC2 allapotbdl veszi kezdetét k; rataval ami utan az

M mRNS szakasz szabadda valik a tovabbi riboszoma vagy degradoszéma kotéshez.

aT
E=C><k0— TXUO
dmc?
dt =M><mf0
dM
E=TXUO+mC2X(mb1+k1)— MX(mf0+d+mf1)
dmc® 2
T =M xmf,—mC" X (mby + k1)
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A négy enzim transzlacioja az mT allapotban v; rataval zajlik, lebomlasa és higuldsa pedig o
rataval (a = D+kdegr). A ,read-through” operon modellben csak az elsé génnek van
riboszéma kot helye igy a transzlacidt végzoé riboszéma, mT2 az E1 enzim megtermelése

utédn irja at a kovetkezo enzimet (mT3 allapotban).

dmT1

—dt =mC2 Xkl
dmT?2
T =mT1 X V1
dmT3
T =mT2 X (%1
dmT4
I =mT3 X v,
dmT5
T =mT4 X v,
dE1
v =mT2Xvi—ElXa
dE?2
W=mT3Xv1—E2><a
dE3
I =mT4Xv, —E3Xa
dE4
——=mT5Xv;—E4Xa
dt

A négy enzim standard Michaelis-Menten kinetikat mutat €s enzimkinetikai paraméterei
megegyeznek. Az elsd harom termék metabolitkoncentracidinak iddbeli valtozasat az alabbi
egyenlet irja le (i = 1,2,3):

% =KeaErr g, é" +IK,” ~Hear Ei1°g jﬁ.’,.,
ahol kg a katalitikus konstans, D diltcios rata (sejt novekedési rataja), Kna Michaelis

— DS,

konstans .

A végtermék (S4) termelése (az Sy Gsszesitett termelt mennyisége érdekes szamunkra, ezért a
végtermék dilucioja nem szerepel):
ﬁ'rS.g S;‘.

— =I|II'fr'qr.l'E" =
il‘llr ! ‘5'3 + K.r.rr
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1. tablazat A genetikai interakciok monokromatikussaga funkcionalis annotacios csoportok esetén

Tobb funkcionalis csoporthoz tartozé géneket kizadrtuk az analizisb6l. A monokromitds mértékét az
MC értékkel mértik (lasd Mddszerek 2.2.3), és egy funkcionalis csoportpart akkor tekintettlink
monokromatikusnak, ha [|MC;| > 0.5. A tapasztalati monokromatikussag szignifikanciajat
randomizacidés teszttel hatdroztuk meg (lasd Mddszerek 2.2.3). Mivel azok az annotacids
csoportpdrok, melyek kozott csak egy interakcié van mindig monokromatikusak lennének, csak az

egymas kozott legaldbb 2 vagy legaldbb 3 GI-t mutaté csoport parokat vizsgaltuk.

Funkcionalis csoportparok Funkcionalis csoport
legalabb 2 Gl-val parok legalabb 3 Gl-val
Osszes vizsgalt funkcionalis csoportpar 451 339
Monokromatikus funkcionalis 177 111
csoportparok az adatsorban
Monokromatikus csoportparok randomizalt 142,87 (8,70) 82,75 (7,15)

Gl halézatok alapjan vart eloszlasanak

atlaga és szoérasa

A monokromatikus csoportparok relativ 23,89% 34,13%
tobblete a valédi Gl halézatban a

randomizalt hal6zatokhoz képest

A tapasztalati monokromitas szignifikancia p<10* p<10™
szintje
Pozitiv/dsszes Gl hattér értéke (bpr) 0,341 0,337
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2. tablazat Teljesen kapcsolt génpdarok kozotti monokromitas

Osszes vizsgalt funkcionalis csoportpar

Monokromatikus funkcionalis
csoportparok az adatsorban
Monokromatikus csoportparok randomizalt
Gl halézatok alapjan vart eloszlasanak
atlaga és szorasa

A monokromatikus csoportparok relativ
tobblete a valodi Gl halozatban a
randomizalt hal6zatokhoz képest

A tapasztalati monokromitas szignifikancia
szintje

Osszes vizsgalt funkcionalis csoportpar

Teljesen kapcsolt
csoportparok legalabb 2 GI-

val
144

36

30,18 (3,08)

19%

p = 0,043

94

0,25

Teljesen kapcsolt
csoportparok legalabb 3
Gl-val
80

13

9,88 (2,20)

32%

p=0,11

0,29



3. tablazat Paraméterek és konstansok a metabolizmus és operon expresszié modelljében

Folyamat / Konstans

Paraméterek

Katalitikus konstans

Michaelis konstans

Dilucios rata
Fehérje degradacios rata
Fehérje dilticios és degradacios rata

E. coli sejttérfogat

RNS polimeraz DNS kotés (fo) és disszociacios

rata ()

Transzkripcios iniciacios rata

Riboszoma kot6 hely 1étrejotte (Vo) és

degradacidja (mfy) az mRNS-en

Riboszoma kotés (mfy) és disszociacié (mb,)

rataja

Transzlacio rataja

keat = 50 57, kerekitett érték az E. coli aszpartat kinaz I

enzimen mért érték alapjan (Chassagnole et al., 2001)

Kn=1mM, kerekitett érték az E. coli aszpartat kinaz I

enzimen mért érték alapjan (Chassagnole et al. 2001)
D =0,00019254 s™ (60 perces sejtciklussal szamolva)
Kaegr = 6.42 * 10° s™ (Swain, 2004)
o =0.00025674 s (00 = D + Kgeqr)

V=7*107 (forras :
redpoll.pharmacy.ualberta.ca/CCDB/cgi-
bin/STAT_NEW.cgi)

fo = 0.42 s (Swain 2004), lasd 6. dbra, by = 0.1
magasan expresszalt operonoknal és by = 1000

alacsonyan expresszalt operonoknal.
ko= 0.1 5™ (Swain 2004), lasd 6. dbra

Vo= 0.03 s, mfy= 0.114 s (Swain 2004), lasd 6. dbra

mf ;= 4 s, mb; = 0.4 s (Swain 2004), lasd 6. dbra

k; = 0.3 s (Swain 2004), v; = 0.017 5™ (az egymas
utani géntermékék megjelenése kozti 60 mp eléréséhez

finomhangolt), lasd 6. dbra
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4. tablazat Anyagcsereutvonal steady-state fluxusa kiilonb6z6 génsorrendek esetén.

« sz

génsorrend esetén (ABCD) egy pedig anti-kolinearis elrendezéssel (DCBA). Az utolsé enzimen (E,)
atmend fluxusokat hasonlitottuk dssze egy olyan id6pontban, miutan az Utvonal mindegyik koztes

termékének koncentracidja allando (8 tizedesjegy pontossaggal)

Génsorrend Fluxus E,; enzimen keresztll
(mmol * 5'1)
ABCD 1.64033624*10°"°
DCBA 1.64033624*10°"°
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5. tablazat Az Gtvonal steady-state fluxusa kiilonb6z6 operonalis génsorrenddel poldritas esetén

sz

eredményét tokéletesen kolinedris és antikolinedris génsorrend esetén. A polaritds a riboszéma-
kotott mRNS intermedierek (mT, mT; mT,) degradacidjaval lett bevezetve. A degradacios paraméter
ugy lett bedllitva, hogy egyharmad enzimszint csokkenést eredményezzen az egymas melletti
géneket 6sszehasonlitva (a transzlacios értéknek a fele). Mivel a degradacié csékkenti az 6ssz enzim
szintet, a modell paramétereket ugy valtoztattuk meg, hogy az 6ssz enzim szint valtozatlan maradjon.
Az utolsd (E,) enzimen atmend fluxusokat hasonlitottuk 6ssze a kétféle génsorrend esetén, egy olyan
id6pontban, miutdn az 6sszes atmeneti termék koncentracidja allando (8 tizedesjegy pontossaggal).
A fenti m(iveletet magas és alacsony expresszids szintekre is megismételtik. A szimulacidk azt
mutatjak, hogy a kolinearitasnak nyilvanvalé elénye van polaritas jelenlétében és az el6ny nagyobb,

ha az expresszids szint magas (50% vs. 30.5%).

Génsorrend Fluxus E, enzimen keresztiil (mmol * s'l)
alacsony expresszio magas expresszio
ABCD 1.5087192*10°" 1.61728822*10™°
DCBA 1.0479932*10™ 0.80871126*10™°
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6. tablazat Determinisztikus szimulacié robosztussdga a szubsztrat koncentracié és Km érték
valtozasaval szemben

Megismételtik a modell determinisztikus szimulacidit kiilonb6z6 szubsztratkoncentracioknal (Sy) és

Michaelis-Menten konstansnal.

Szubsztrat Michaelis-Menten Kolinearitas relativ el6nye
koncentracio konstans 1 generacié utan 50 generacié utan

0.01 mM 1 8.64% 0.0995%
0.1 mM 1 8.63% 0.0996%
1mM 1 8.49% 0.0990%
10 mM 1 5.12% 0.0812%
100 mM 1 2.45% 0.0490%
1 mMm 0.01 1.11% 0.0517%
1 mMm 0.1 7.48% 0.0926%
1 mMm 10 8.64% 0.0970%
1mM 100 10.38% 0.0878%
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7. tablazat A sztochasztikus szimulacié robosztussaga a szubsztrat koncentracié valtozasaval
szemben

Megismételtiik a sztochasztikus szimulacidkat kiilonbdz6 szubsztrat koncentracidkkal (Sy) és azt
tlaltuk, hogy a kolineritas relativ el6nye 50 sejtgeneracié utdn konzisztensen 30 — 100-szor nagyobb

alacsony expresszids szinten, mint magas expresszids szinten

Szubsztrat koncentracio A kolinearitas relativ el6nye
alacsony expresszio magas expresszio

0.01 mM 3.48% 0.1%

1mM 4.65% 0.1%

100 mM 5.45% 0.05%
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