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1. Bevezetés
1.1. A molekularis kommunikacio alapjai

A mikrobak valtozatos méretli és Osszetételli konzorciumokban élnek, melyek tagjai
kozosen hasznaljak fel a kornyezetiikben taladlhatd eréforrasokat. Ezek az un. polimikrobialis
kozosségek a Foldon mindenhol megtaldlhatok: a talajban, az 6cednok fenekén és egészen
extrém kornyezetekben is, mint pl. héforrasokban, vagy akar nuklearis hulladékban, de
magasabb rendii ¢l6lényekkel is élhetnek szimbidzisban [1]. A mikroorganizmusok
kozosségei fontos helyet foglalnak el a Fold Okoszisztémdjaban, hisz jelentds mértékben
jarulnak hozza a biomasszahoz, illetve a szervetlen- és szerves anyag forgalomban is komoly
szerepet toltenek be. A mikrobidlis konzorciumok esetenkén tobb szaz vagy ezer fajbol allnak,
melyek kiilonbozé szekretalt anyagokat osztanak meg egymas kozott. Jelen informdacidink
alapjan egyeldre nincs altalanosan kielégitd magyarazat a kozdsségek stabilitasara, vagyis
arra, hogyan képesek tartosan fennmaradni és ellendllni a kornyezeti valtozdsoknak, vagy a
nem kooperald, un. csalo mutansok elterjedésének. Ezek az elméleti kérdések gyakorlati
szempontbol is fontosak, mivel az emberi szervezet bélfloraja, a rizoszféra nitrogén fixald
baktériumfajai, a fogszuvasodasban megtelepedd baktérium-gomba konzorciumok, valamint a
viz alatti fémfelszineket karosito biofilmek is mikrobialis kozosségeket alkotnak. Igy akar
egészségiigyi, akar ipari szempontbo6l fontos feladat a stabilizalé6 mechanizmusok feltaréasa.

Kommunikacionak nevezziik az informacié csere folyamatat, mely kozos jelrendszerre
épiil. Biologiai szempontbol a kommunikacié soran egy egyed kibocsat egy jelzést, aminek
hatdsara megvaltozik egy masik egyed viselkedése. Szamos prokaridta alkalmaz
intercellularis jelrendszert, melyet a kiilonb6zd fajok példaul 0 éléhelyek kolonizalasakor,
gazdaszervezetek megfertdzésekor hasznalnak fel. A sejt-sejt kommunikacido révén a
mikrobdk oly médon valtoztatjadk meg viselkedésiiket, ez altal a kdrnyezetiiket, amelyre a
sejtek ondlloan sokszor nem is lennének képesek. Jelérzékelésiik révén példaul a bakterialis
kozosségek kovethetnek olyan exogén jelekbdl 4ll6 nyomokat, melyeket a veliik
szimbidzisban ¢l6 novény allit eld [2-3]. Hasonld mddon, jeleket érzékelve elkeriilhetnek,
vagy megtamadhatnak mas baktérium kolonidkat. A jelenség hatterérdl viszonylag sokat
tudunk: egyrészrdl ismerjilk a molekularis genetikai szabalyzdé mechanizmusokat, masfeldl
sok informacidval rendelkeziink a fenotipusokrol, és a populaciok dinamikdjarol. Viszont
szdmos megvalaszolatlan kérdés van még a jelenségek teljes megismerése elott.

A bakterialis kommunikacié egyik nélkiilozhetetlen Osszetevdje az érzékelés, mely

régota ismert jelenség a mikrobiologidban. Egyik ismert példaja a kemotaxis, mely sordn a
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sejtek képesek a szamukra sziikséges kémiai anyagok (attraktansok) felé szni, illetve a sejtek
szdmara toxikus anyagoktol (repellensek) eltavolodni [4]. Szempontunkbdl a kemotaxis tehat
a kémiai kornyezet molekularis szenzorok altali érzékelését és az arra valaszként jelentkezd
sejtmozgast jelenti.

A bakterialis kommunikacié egy Ujabb szintjén a sejtek nem csak a kdrnyezetiikben
talalhato, hanem a maguk altal megtermelt jeleket is képesek érzékelni (autokrin érzékelés),
melyek hatasdra jelentdsen megvaltozik a sejtek génexpresszids mintdzata. A folyamat
('quorum sensing' — QS) hivjuk [5]. A QS , mely dolgozatom egyik kozponti eleme, az 1.2.1.
fejezetben keriil részletes ismertetésre.

Abban az esetben, ha a sejtek koOlcsonods érzékelése mellett a kornyezetiik egyéb
tényezdivel is kolesonhatnak, akkor egy még magasabb szintli kommunikaciérol beszélhetiink
[6]. Példaul a gerincesek bélrendszerében bonyolult 0Osszetételi baktériumkoloniakat
taldlhatunk (bélflora, vagy mikrobiom) [7]. Ezekben a szimbiozisokban a gazdaszervezet a
baktériumok fennmaradasahoz optimalis kornyezetet biztosit, cserébe a baktériumok hasznos
anyagokat termelnek, ill. segitenek a gazdaszervezet szdmara emészthetetlen anyagok

lebontasdban. A bakteridlis kommunikécio tipusait az 1. dbran foglaltam ssze:

A B C

Baktérium
KORNYEZET GAZDASZERVEZET

Baktérium Baktérium Baktérium - Baktérium
kol6nia kolénia kol6nia - kolénia

1. abra: A bakteridlis kommunikacié tipusai: A) Kornyezeti jelek érzékelése (pl. kemotaxis). B) Sajat
jelmolekulak érzékelése (pl. quorum érzékelés). C) Kornyezeti jelek (pl. tovabbi fajok, gazdaszervezet) és sajat
jelmolekulak érzékelése (pl. mikrobiom). A fekete nyilak az informacio aramlasat jelolik.

Dolgozatomban stabilitas alatt a vizsgalt rendszer, vagyis a baktériumk6zosség tartos
fennmaradéasat és annak latszolagos egyensulyat értem. Munkam kozéppontjaban kiilonb6zo
baktériumtdrzsek rajzé mozgéasan alapuld jelenségek, valamint tobb fajbol allé konzorciumok

stabilitdsanak vizsgalata all. Mivel ezeknek a jelenségeknek az alapjat feltehetéen a quorum



érzékelés képezi, ezért a kovetkezOkben részletesen bemutatom a jelenség molekuldris

hatterét.

1.2. Mikrobialis kozosségek és a quorum érzékelés biologiai hattere
1.2.1. A quorum érzékelés alapjai

Az elmult 30 év egyik legjelentésebb mikrobioldgiai felfedezése a baktériumsejtek
kozotti kémiai kommunikéci6 feltarasa volt, mely alapjaiban valtoztatta meg a prokariotakrol
alkotott elképzelésiinket [8]. Kordbban az intercellularis kommunikéciot inkabb eukariota
jellegzetességnek tartottak, mara azonban nyilvanvalova valt, hogy a mikrobidlis kozosségek
kommunikécidja és komplex miikodése mogott is bonyolult kémiai jelrendszerek allnak. A
legtobb baktériumfaj példaul képes érzékelni a populacio sejtstirliségét kis molekulatomegii
jelmolekuldk (autoinducerek) termelése és érzékelése altal. Ezt a jelenséget quorum
erzekelésnek hivjuk, amely populacio stirtiséggel korreldlé inger-valasz rendszert jelent [5]. A
~quorum” egy latin eredetli szd, melyet a romai jogban a hatarozatképességhez sziikséges
legkisebb 1étszamot jeloli, mikrobiologiai szemszogbdl a populécio siirliségének érzékelésére
utal. A folyamat soran, ha a jelanyag, vagyis az autoinducer molekula koncentracidja elér egy
kritikus szintet, akkor specifikus gének be- és kikapcsolasa révén a teljes populacio
génexpresszios mintazata megvaltozik. A populacio egyedeinek szinkronizalt valasza lehetové
teszi, hogy a kolonia alkalmazkodjon a megvaltozott kornyezethez. Tovabba, a populacid
denzitasanak érzékelése jelentds mérfoldkd lehetett a tobbsejtii szervezetek kialakulasanal [5,
9-10].

A QS folyamata soran expresszalddoé gének hataséra a sejtek kiilonbozo extracelluldris
anyagokat termelhetnek, amelyek lehetnek pl. virulencia faktorok, antibiotikumok,
emésztdenzimek, fémkotd- (sziderofor) és feliiletaktiv anyagok. Ezen felil komplex
fenotipikus valtozasok is létrejohetnek a populacio és az egyed szintjén egyarant, mint példaul
a rajz06 mozgas (’swarming motility’) vagy a kompetens allapot kialakulasa [11]. Néhany
konkrét példat a kdvetkez6 fejezetben fogok ismertetni.

A baktériumok quorum érzékelésének elsdként leirt példdja a kurtafarku tintahallal
(Euprymna scolopes) szimbiozisban €l Vibrio fischeri biolumineszcencidja volt [8, 12]. A
baktériumban leirt QS kor szoros analdgiat mutat a tobbi Gram-negativ fajban leirt quorum
érzékelési struktiraval. A rendszer két f6 komponensbdl all: egy szintaz fehérjébol (Luxl),
mely az autoinducer termeléséért felelds, tovabba egy receptor proteinbél (LuxR), mely a

jelmolekulaval kotddve transzkripcids faktorként szabalyozza tovabbi gének expresszidjat
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(2. &bra). Az autoinducer a V. fischeri esetében, valamint a legtobb Gram-negativ fajnal az N-
acil-homoszerin laktonok (AHL) csoportjaba tartozik. Ezek a molekuldk tartalmaznak egy
konzervalt homoszerin lakton gylrlit, melyhez egy valtoz6 hosszusagu acil oldallanc
kapcsolodik, melynek hossza 3 és 18 szénatom kozé esik. Az acil oldallancok a valtozo
lanchosszusag mellett kiillonbozd telitettségliek lehetnek, valamint a C3 pozicioban 1évd oxo-
ill. hidroxil csoportok alapjan a molekulédk nagy valtozatossagot mutatnak, emellett azonban
specifikusak az adott fajra nézve. Tovabba, a homoszerin laktongytlrli felelés a molekula
hidrofil jellegéért, mig a lanchosszlsag, a telitettség és a szubsztiticios profiltdl fiigg a
hidrofobicitds. Az AHL molekuldk szabadon diffundalnak a sejtmembranon keresztiil, de
hosszabb oldallancu molekuldk esetében eléfordulhatnak a transzportot eldsegité efflux
pumpak is. A V. fischeri Luxl fehérjéje szintetizalja az N-(3-oxo-hexanoil)-L-homoszerin
lakton (C6-AHL) jelmolekulat, mely egy kritikus koncentracidt elérve komplexet képez a
LuxR proteinnel. Az igy kialakuld transzkripcids faktor aktivalja a luxICDABE operon
génjeinek atirasat, mely eredményeként expresszalédik a biolumineszcencidért felelds

luciferaz enzim (2. dbra).

luxICDABE

2. abra: A Vibrio fischeri QS rendszere: A Luxl szintazfehérje altal termelt C6-AHL jelmolekulak a kritikus
koncentraciot elérve kotének a LuxR intracellularis receptorfehérjéhez. Az igy kialakulo C6-AHL-LuxR
komplex transzkripcios faktorként mikodésbe hozza a luxICDABE operont [13]. A lux] gén transzkripcidja altal
fokozddik az autoinducer termelése (pozitiv feedback). Tovabba, a LuxR-autoinducer komplex a /[uxR
prométerhez is kotodik, gatolva a luxR transzkripeiojat (negativ feedback).



1.2.2. Néhany quorum érzékelés altal szabalyzott folyamat

A V. fischeri biolumineszcenciaja mellett mara tobb faj QS rendszerét azonositottak. A
Gram-pozitiv és Gram-negativ baktériumok szdmos bioldgiai folyamata denzitds fiiggd,
melyek koziil a legfontosabbak: a szimbiotikus, a virulens és a kompetens allapot 1étrehozésa,
a konjugacid, a sporulacié és a mozgas szabalyozasa, valamint az antibiotikum termelés, az
exoenzim termelés és a biofilm képzés kontrolldlasa. A 1. tdblazatban néhany jellemz6 példat

foglaltam 0ssze a quorum érzékelés altal koordinalt bakterialis fenotipuskrol [13].

1. tablazat: Bacillus és Pseudomonas baktériumfajok QS mechanizmus altal szabalyozott fenotipusai.

Baktériumfaj

Quorum rendszer

Fenotipus

B. glumae BGRI

B. thailandensis
B. cenocepacia J2315

B. vietnamiensis G4

B. pseudomallei 1710
B. glumae BGRI

B. thailandensis

=

. subtilis
B. pseudomallei 1710

. pseudomallei K96243
. aerugenosa

subtilis

ambifaria
thailandensis

. sp.383 (B. lata 383)

. cenocepacia J2315

T W ow YW

tofIR

btalR1/btalR3
ceplR, ccilR
cepIR,bvilR

bpmlIR

tofIR
btalR 1/btalR3

comQXPA
bpmIR

bpsIR1, bpsIR2, bpsIR3
lasIR, rhlIR
comQXPA

bafIR

btalR?2

ceplR

ceplR

polaris flagellum képzés, Gsz6 mozgas, rajzo
mozgas [14]
rajzo, ill. ,,twitching” mozgas [15]

rajz6 mozgas, biofilm létrehozas [16]

rajzé mozgas, biofilm létrehozas,
kitinaz termelés [17]
MprA metalloprotedz termelés [18]

toxoflavin termelés [14]

lipaz és béta-hemolizin termelés,
rajz6 mozgas [15]
'surfactin' termelés [19]

MprA metalloprotedz termelés , virulens allapot
(melioiddzis) [18]
virulens allapot (melioidozis) [15, 20-21]

virulens allapot, rajzé mozgas [22]
kompetens allapot [11]
antifungalis allapot [23]
baktobolin termelés [24-25]
pirrolnitrin termelés [26]

ornibaktin termelés [27]

1.2.3. A quorum rendszerek endogén ¢és exogén szabalyozasa

A V. fischeri QS rendszerében megfigyelték, hogy a lux/ és luxR gének egy pozitiv
indukciés korben vannak, vagyis a rendszer aktivaldsa esetén gyorsan megnodvekszik a
termel6dd jelmolekula koncentracidja (autoindukcid). Ez a pozitiv feedback mechanizmus
biztositja, hogy a sejtek egyértelmii és hatarozott valaszreakciot fejtsenek ki a kritikus
koncentraciot elérve. Az AHL alapti QS rendszerekben magas jelkoncentracid esetén az

autoindukcié mellett egy negativ visszacsatolas biztositja, hogy a sejt korlatozott mértékben



termeljen jelmolekulakat [28]. Altalanossagban a receptor-autoinducer komplex gitolja a
szintaz, vagy a receptor eldallitasaért felelés gének muiikodését, felfiiggesztve a jelmolekulak,
ill. az azok érzékeléséhez sziikséges receptorok tovabbi termelését. Az autoindukcids- és a

stabilizacios kor séméja a 3. abran lathato.

Negativ
visszacsatolas

N N

—_— AHL Autoindukcios kor
D receptor

3. abra: Az AHL alapu QS rendszerek regulacios sémaja. A nyilak génaktivaciot jelolnek, mig a zart végli vonal
gatlast jelol [28].

Stabilizacioés kor

A negativ visszacsatolas egy viszonylag egyszerli mechanizmus, mellyel limitalni
lehet a jeltermelést. Az egyik negativ reguldtor fehérje az Rsal, mely homo-dimerként
kotédik az rsal-luxI promoéterhez [29]. A fehérjét nem expresszald mutansok intenzivebben
mozognak szilard feliileteken, valamint nagyobb mértékben termelnek virulencia faktorokat,
mint a vad tipusu sejtek. Egy masik fehérje, az RsaM is hasonl6 funkcidval rendelkezik, mint
az Rsal, mely hianydban az AHL molekuldk szintézise megn6 [30-31].

A sejtek endogén QS szabalyozasa mellett tovabbi mechanizmusok is léteznek,
melyekkel lehetdség nyilik QS rendszerek blokkolasara. Ezek koziil az egyik mechanizmus a
jelmolekulak kémiai lebontdsa, melyet ‘quorum quenching -nek hivunk [32-33]. Fajok kozotti
kompetici6 esetében a kdzds niche-en osztozd baktériumok esetében jelentds eldényre tehet
szert az egyik faj, ha képes blokkolni a masik faj jelrendszerét annak jelmolekuldinak
emésztésével. Két enzimrendszert is azonositottak, melyek AHL-lebontasra képesek: az AHL
laktondzok a jelmolekula lakton gytirlijén taldlhatd észter kotés hidrolizaljak, mig az AHL
acilazok a molekula amid kotését acilaljak [33-35]. Ezeket az enzimeket tobbek kozott
Bacillus sp. és Variovorax paradoxus fajokbol izolaltdk, melyek egyébként nem termelnek
AHL jelmolekuldkat [34, 36]. Késobb azonositottak hasonlé funkcidju enzimeket AHL
termeld fajokbdl is (Agrobacterium, Pseudomonas). Ennek a jelenségnek is van egy
stacionarius fazisban figyelhetd meg, igy a sejtek elkeriilhetik a sokszor energiaigényes QS

altal indukalt folyamatok bekapcsolasat. Feltételezések szerint ezek az endogén enzimek
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eredendden a sejt metabolikus rendszerének a részei, vagyis nem az AHL inaktivacid az
els6dleges funkciojuk.

Az AHL laktongytirijének hidroliziséért felelds enzimekkel magasabb rendi
¢lélények esetében is taladlkozhatunk: az emlds sejtvonalak altal termelt paraoxondz enzim
[37-38] inaktivalja az AHL molekuldkat, mely altal a szervez képes blokkolni a kérokoz6 QS
rendszerének szabalyozdsa alatt allo6 virulencia faktorok termelését [39-40]. Néhany
novénynél is megfigyelték a QS jelrendszer inaktivacidjanak képességét, de a pontos
mechanizmus egyeldre ismeretlen [41].

A munkdm sordn vizsgalt organizmus a Pseudomonas aeruginosa volt, igy a

tovabbiakban annak QS rendszerét ismertetem részletesebben.

1.3. A Pseudomonas aeruginosa quorum érzékelése

A Pseudomonas aeruginosa egy Gram-negativ, opportunista patogén baktériumfaj,
mely az aerob Gamma-proteobaktériumok osztalydn beliil a Pesudomonaceae csaladba
tartozik. A baktérium szamos éléhelyen, példaul vizben és talajban is megtalalhato, de a
baktériumfaj része az emberi bor természetes flordjanak is. Egyetlen polaris flagellummal,
valamint szamos IV tipusu pilussal rendelkezik [42]. Szoveti- és égési sériilések, illetve
legyengiilt immunrendszer esetén gyulladast és szepszist képes eldidézni, tovabba jellemzden
hugyuti, és felsé léguti fertdzéseket okoz. A faj megfelelé kornyezetben kolonizaciora is
képes, melyre a legjellemzdbb példa a cisztas fibrozisos (CF) betegek tiidejében kialakuld
biofilm [43-44]. A kialakul6 baktérium réteg miatt a beteg nem képes oxigént felvenni a tiido
feliiletén keresztiil, ezért a CF betegek szamara a P. aeruginosa fert6zés tobbnyire halélos
kimenetelli. Mivel a kolonia képzés szempontjabdl a nedves feliiletek (pl. katéterek)
kedveznek, korhdzakban komoly problémat okoznak a Pseudomonas fertézések.

A P. aeruginosa a quorum ¢érzékelés tanulmanyozédsanak kozkedvelt modell-
organizmusa, igy a rendszer molekularis hattere nagy részletességgel fel lett tarva, tovabba a
faj teljes genomjanak szekvenciaja ismert, mely az online adatbazisokban folyamatosan frissiil
(www.pseudomonas.com). Tovabba, kiilonbozd, jol feltérképezett genommal rendelkezd,
kiilonbozd kisérleti rendszerekben jol alkalmazhatdé mutdnsok allnak a kutatdcsoportok
rendelkezésére.

A baktériumfajban két QS kor talalhato: a lasl/R [9] és az rhll/R [45] rendszerek,

melyek a JuxI/R rendszer homologjai.
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1.3.1. A LaslI/R és RhlI/R rendszer

A P. aeruginosa két QS rendszere hierarchikus felépitésli, melynek legfelsd szintjén a
LasI/R rendszer all (4. abra). Az elsddleges rendszerben, a lux/ homolog lasl gén éltal termelt
szintdz (Lasl) felel6s az N-(3-oxo-dodekanoil)-L-homoszerin lakton (C12-AHL) termeléséért,
mely a receptorhoz (LasR) koétddve beinditja bizonyos célgének expressziojat. A C12-AHL-
LasR komplex indukalja a las/-t is, mely 4&ltal létrejon a QS rendszerekre jellemzd
autoindukcios kor. Tovabba, az C12-AHL-LasR komplex aktivalja a RhlI/R rendszert is az
rhil expresszidja altal, valamint indukdlja a kovetkezd fejezetben bemutatasra keriild PQS
rendszert is. Az RhlI/R rendszerben az Rhll szintdz egy négy szénatomos acil oldallancu
jelmolekulat termel, az N-(3-oxo-butanoil)-L-homoszerin lakton (C4-AHL), mely az RhIR
receptorjahoz kotddve aktivalja a célgéneket. A két rendszer miikdodése tehat szorosan
Osszefligg ¢és a kovetkezd virulencia faktorok termelését szabalyozzdk: elasztaz, lipaz,
proteazok, exotoxin A, rhamnolipidek, hidrogén-cianid, pyocyanin, lektinek, valamint
szuperoxid diszmutaz. Ezen feliil az emlitett QS rendszerek feleldsek a biofilm képzddésért, a

rajz6 mozgasért, valamint a virulencia kialakulasaért [45].

Las regulon Rhl regulon

4. abra: A P. aeruginosa tobbszintii QS rendszere. A Lasl altal termelt C12-AHL autoinducer (kék haromszog) a
LasR intracellularis receptorhoz kétddve indukalja a célgének expresszidjat. A LasR-C12-AHL komplex felelds

rrrrr

AHL komplex inditja be az Rhl regulonban talalhato gének expressziojat.
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1.3.2. PQS rendszer

A P. aeruginosa egy tovabbi jelmolekulat is termel, a 2-heptil-3-hidroxi-4-kinolont,
melyet roviden 'Pseudomonas Quinolon Signal-nak (PQS) hivunk. A molekula a Triptofan
aminosav bioszintézisének koztiterméke [46-47] és a 4-quinolone-ok csaladjaba tartozik,
melyek foként antibiotikus hatasaikrdl ismertek. A jelmolekula termelddése a stacionarius
fazis korai szakaszadhoz [48], a las és az rhl rendszer aktivacidja utani iddszakhoz kothetd. A
PQS-t a pgsABCD operon fehérjéi szintetizaljak antranilat prekurzorbol [49-50]. A
jelmolekula termelése kozvetleniil a LasR fehérjétdl fiigg [46], mig a teljes pgs operon
miikddését a las rendszer szabalyozza [51]. Tovabbi érdekesség, hogy a PQS jelmolekula
hatéssal van a las operon egyik tagjanak, a lasB-nek az expressziojara is [46].

Feltételezések szerint a PQS fontos Osszekotd kapocs lehet a las és az rhl QS
rendszerek kozott az rhll transzkripcid regulacidja altal, viszont valdsziniileg nincs a
populacié stiriségének érzékelésére vonatkozo kozvetlen funkcidja [52].

A bemutatott AHL és PQS rendszerek mellett a P. aeruginosa termel egy ciklikus
dipeptidet, a diketopiperazint, mely jelmolekulaként funkcionalhat a fenti QS kordkben [53].
A dipeptid ugyanis verseng az AHL molekulakkal a LuxR regulatorhoz kotédésért. Ez altal a
diketopiperazin gatolhatja a a lasl és rhll rendszerek negativ visszacsatolasat, igy kozvetleniil

befolyasolja az AHL jelmolekuldk termelddését.

1.3.3. A Pseudomonas aeruginosa rajz0 mozgasa

A QS rendszerek mechnizmusa egyed szinten valosul meg, viszont a kdvetkezmények
populacié szinten érvényesiilnek. Erre szemléletes példa a kordbban emlitett
biolumineszcencia jelensége a Vibrio fischeri esetében (attekintve Ruby altal [54]). Emellett
egy masik ismert jelenség a P. aeruginosa rajz6 mozgésa (’swarming motility’, attekintve
Daniels altal [55]), mely a baktériumkolonia gyors helyvaltoztatdé mozgésat jelenti. Mivel a
rajz6 mozgas QS rendszer szabdlyzasa alatt 4ll, feltételezhetd, hogy a tal nagy sejtsiiriiség,
valamint a kedvezdtlen kornyezet miatt a kolonia a teriileten torténd optimalis eloszlasaval
probalja novelni a talélési esélyeit [56]. Mas elméletek szerint a baktériumok nem mads
sejteket, hanem a kornyezetiik fizikai paramétereit érzékelik [57], vagyis ha a jelmolekula
felhalmozddik, akkor az tiikrozheti a sejtek szilardabb felszinen torténd elhelyezkedését.
Ennek hatdséara a sejtek olyan mozgasformara valthatnak, mellyel gyorsabban mozoghatnak

megfeleld szilardsagh felszinen, a folyadékban torténd tiszashoz képest.

13



Evoluciés szempontbol a koordindlt viselkedési mintdzatok — pl. a felszin
kolonizacidja az emlitett rajzo6 mozgés altal, vagy a biofilm képzés fontos mérfoldkovek
lehetettek a tobbsejtliség kialakuldsaban [58]. A rajzo mozgas jelenséget részletesen Jorgen
Henrichsen [59] irta le, aki hat kiilonb6z6 transzlokacids format kiilonboztetett meg, melyek
koziil a legismertebb a flagella dltal hajtott rajzas. Ezt a jelenséget a Pseudomonas fajok
mellett leirtdk Proteus, Vibrio, Bacillus, Clostridium, Escherichia, Salmonella, Azospirillum,
Aeromonas, Yersinia, Serratia, Burkholderia, valamint Sinorhizobium fajokban is [60-65]. Az
uszassal ellentétben, ahol a sejtek az agar taptalaj (0.2-0.4% agar) csatorndin keresztiil usznak,
a rajzd mozgas soran a sejtek félig szilard felszinen (0.4-1.2% agar) végeznek koordinalt
helyvaltoztatast.

A P. aerugniosa esetében a sejteket flagellak hajtjak eldre. A mozgas tovabbi feltétele
egy extracellularis feliiletaktiv anyag, a rhamnolipid termelése. A molekula egy gliikolipid,
mely glikozil fejbdl és alkanoil sav farokbol all. A kolonia altal termelt rhamnolipid tehat egy
nedves, nyalkas kornyezetet hoz 1étre, ill. a feliileti fesziiltség csokkentése altal lehetdséget
teremt a baktériumok szilard feliileteken torténd szétterjedésének [66]. A rajzo sejtek esetében
tobb fajndl megfigyelték a sejtek morfologiai valtozasait: a megnovekedett viszkozitas és az
intracellularis jelek hatasara a sejtek megnytlnak, a nukleoid megsokszorozodik. Ezek
mellett, a hatékonyabb mozgas céljabdl flagellumok szama megsokszorozodik, vagyis a sejtek

hiperflagellaltak lesznek.

5. ébra: A) A taptalaj kozepére oltott P. aeruginosa folyadékkultirabol 18-24 o6ra inkubacio (37C°) soran
alakulnak ki a képen lathato fraktalszerii telepek. B) Egy dendrit végének faziskontraszt mikroszkopos felvételén
lathato a kolonia hatara (100x-os nagyitas). A sejtek a hatarvonal mentén egyetlen sejtrétegben helyezkednek el,
mogotte 2, majd 3, végiil sok sejtbdl allo zonak lathatok.
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Laboratoriumi kisérletek soran specidlis Osszetételi agar médium (lasd Fiiggelék,
1. tablazat) kozepére cseppentik a P. aeruginosa folyadékkultirat, melyen néhany 6ra utan
megindul a rajz6 mozgas ¢és jellegzetes dendritszerli nyulvanyok képzddnek (5. dbra).

A rajz6 mozgasnak a gyors helyvaltoztatas mellett tovabbi gyakorlati jelentdsége is
van. Példaul, fontos 1épése a biofilm képzdédésnek [67-68], valamint a ndvény-baktérium
interakcidk esetében kiemelt szerepe van a gyokér kolonizacidban [2-3].

Mivel a jelenség laboratoriumi koriilmények kozott jol vizsgalhatd, munkank alapjat a

P. aeruginosa rajz6 mozgéasanak megfigyelése képezte.

1.4. Tovabbi mikrobialis quorum jelrendszerek

1.4.1. Autoinducer-2

Az AHL alapt QS rendszerek mellett parhuzamosan kifejlédott egy masik rendszer,
mely jelmolekuldja a boér atomot tartalmazé furanozil-bor-diészter, melyet rdviden
autoinducer-2-nek neveziink (Al-2, 6. abra). A rendszer megtaldlhaté Gram-pozitiv és Gram-
negativ fajokndl is, és feltételezhetden fontos szerepe lehet a fajok kozotti kommunikécioban.
A molekula prekurzora a DPD (4,5-hidroxi-2,3-pentandion) melyet a LuxS protein allit eld S-
adenozin-metioninb6l, amely egyébként az AHL rendszer prekurzora is [69]. Tovabbi
érdekesség, hogy fajok kozott lehetnek specifikus eltérések a jelmolekula felépitésében.
Példaul a Vibrio harveyi Al-2 molekuldja tartalmaz egy bor atomot, addig a Salmonella
jelmolekulaja nem. Az AI-2 a LuxP proteinhez kapcsolodik, mellyel komplexet alkotva egy

foszforilacids kaszkad indul el, a célgének aktivitdsat eredményezve [70].

1.4.2. Oligopeptid autoinducerek

Az AHL ¢és Al-2 mellett tovabbi jelmolekula tipusokkal is taldlkozhatunk a
mikrobdknal. Gram-pozitiv baktériumok quorum rendszerének jelmolekulai Ilehetnek
oligopeptidek, melyek hossziisaga 5 és 34 aminosav koz¢ esik (6. abra). Ezek a tobbnyire
poszttranszlacidosan modosult peptidek tartalmazhatnak lakton és tiolakton gyfirtiket,
lantioninokat, valamint izoprén csoportokat. Ezekre a peptidekre tehat a komplex biosztintézis
jellemzd [71]. A peptidek az AHL-ekkel szemben nem képesek passzivan atjutni a
membranon, ezért aktiv transzport proteinekre van sziikség az extracellularis térbe
juttatasukhoz. A jelmolekuldk sejtfelszini receptorokhoz kotddnek, melyek foszforilacios
kaszkadhoz kapcsolt szignaltranszdukcios utat inditanak el [72-73]. A receptor fehérjék
rendkiviil specifikusak az oligopeptidjiikre, igy elég egyetlen aprd valtoztatds a peptiden és
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nem képes elinditani a szignalizacids folyamatot [74]. Az oligopeptid rendszerekre ismert
példa a Bacillus subtilis ComX ¢s CSF rendszere, a Streptococcus pneumoniae éltal termelt
CSP peptid, valamint a Staphylococcus aureus négytéle AIP (Autoinducer Peptide)
molekuldja [75-77].

1.4.3. DSF rendszer

A diffuzibilis

azonositottak, de tovabbi fajok is képesek eldallitani, mint példaul Xanthomonsa oryzae,

szignal  faktort (DSF) els6ként Xanthomonas campestrisben

Xylella fastidiosa és a Stenotrophomonas maltophilia. A DSF molekula egy telitetlen zsirsav
(cisz-11-metil-2 dodecén sav), melyet az rpf klaszterben kodolt RpfF fehérje allit elé [78-79].

Ez a protein nem csak a jelmolekula termeléséért felelds, hanem receptorként is funkcional.

Acil-homoszerin laktonok (AHL) Oligopeptid autoinducerek
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6. abra: Kiilonbz0 bakterialis QS rendszerek jelmolekulai [74].

Az rpf/DSF rendszer harom f6 komponensbdl all: RpfF a jelmolekula termeléséért
felelds, mig a kétkomponensii RpfC és RpfG rendszer a jelmolekula érzékeléséért, valamint a
transzdukcioért felel [80]. Az rpf/DSF rendszer szabalyzéasa alatt allhat példaul virulencia
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faktor rendszerek miikddése, az aggregativ viselkedés, vagy a biofilm képzddés. A DSF-hez
hasonld rendszert azonositottak egy Burkholderia fajban (BDSF), melynek szerepét a fajok
kozotti kommunikacidoban jelenleg is vizsgaljak [81]. A BDSF molekula egyetlen metil
csoportban tér el a DSF-t6l. A BDSF rendszer csak egyetlen komponensbdl all, szemben a
Xanthomonas DSF quorum rendszerével [82]. A 6. ébra a kiilonb6zd bakteridlis QS

rendszerek szignalmolekuldit foglalja 6ssze.

1.4.4. Gombak, valamint gomba-baktérium kozosségek QS jelrendszerei

Az emberi testben a baktériumok sok esetben alkotnak kozosséget egysejtii
gombakkal, mely komoly egészségiigyi problémakhoz vezethet [83-85]. A Candida albicans
a szervezetiinkben altaldnosan elforduld, alapvetéen artalmatlan gombafaj, viszont gyenge
immunrendszerrel rendelkezd egyénekben stlyos fertdzést okozhat. A C. albicans gyakran
tarsul patogén baktériumokkal: ordlis fertézéseknél Staphylococcus-szal, égési sériiléseknél
Pseudomonas ¢és Staphylococcus fajokkal, intraabdomindlis fert6zések esetében az
Enterobacteriaceae tagjaival, valamint a 1égzési traktus fertézéseinél Pseudomonas-szal. Ezen
feliil a C. albicans sokszor talalhatd meg az élesztd-szerli Malassezia tarsasagaban katéterek
felszinén. Valoszinii, hogy ezek a kozos fertdzések nem véletleniil jonnek rendszeresen 1étre,
hanem specifikus molekuldk koordinacioja mellett alakul ki a jellemzd 0Osszetételi
sejtkozosség.

A C. albicans tobbféle formaban fordul eld: sarjadz6 forméaban, valamint fonalas hifa,
vagy mas néven pszeudohifa formdban, tovabbd képes poliszacharid-matrix alapu biofilm
kozosséget képezni. Az egyes allapotok kozotti atmenetet kolonbozo kiilsé és belsod jelek
iranyitjak. Ilyen jelmolekula a farnezol (7. dbra), melyet a C. albicans sejtek termelnek és ami
a sejtstiriségtdl fliggdben elnyomja a filamentacidt. Ez volt az els6 QS rendszer, amit
gombakban fedeztek fel [86]. A tirozol (7. dbra) a C. albicans egy masik QS jelmolekuldja,
mely hatdsara alacsony sejtslirliségli kultiraban lerdvidil a lag fazis, anélkiil, hogy az
exponencialis fazis megvaltozna [87]. A S. cerevisiae-ben is miikodik QS rendszer: a
feniletanol ¢és a triptofol (7. abra) a sejtsiiriségtl fiiggden inditja be a pszeudohifas
novekedést. A legtobb ismert gomba jelmolekula illékony, ezaltal egymastol tavolabb
elhelyezkedd szesszilis sejtek kozott is torténhet informacidcsere.

A C. albicans és a P. aeruginosa gyakran hasonlé kornyezetben fordulnak eld, és tobb
moédon hatnak kolesondsen egymasra. A P. aeruginosa képes biofilmet képezni a C. ablicans

telepeken, ill. elpusztitani a hifat fenazinok [88] és foszfolipaz C [89] termelésével.
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7. dbra: Néhany gombafaj QS rendszerének jelmolekulai [90].

Masrészrdl viszont a két faj képes kevert biofilmet 1étrehozni abban az esetben, ha a
C. albicans nem hifa, hanem sarjadzo allapotban van. A jelenség kialakuldsdhoz mindkét
résztvevd altal termelt jelmolekuldkra sziikség van. A P. aeruginosa altal termelt AHL
jelmolekulak ugyanis géatoljak a C. albicans hifainak kialakuldsat, igy a gombasejtek a kozos
biofilmképzésre alkalmas sarjadz6 allapotban maradnak. Ezen feliil, a C. albicans a farnesol

¢s tovabbi eddig azonositatlan faktorok altal hatassal van a P. aerugionsa quorum rendszerére

[88, 91].

1.5. Polimikrobialis konzorciumok és stabilitasuk

Csoportunk egyik kordbbi munkdjadban leirtuk, hogy vad tipusa P. aeruginosa
jelmolekula termelésére képtelen, de a "kozjavak" (‘public goods') termelésére képes
mutanssal stabil kozosséget formalhat [92]. A kooperacidra, vagyis a kozjavak termelésére
képtelen mutans viszont gyors elszaporodasa utan a vad sejtekbdl allo kozosség 0sszeomlasat
¢s pusztuldsat eredményezi.

Bizonyos fertdzések esetén a résztvevo fajok hatdssal vannak egymadsra, igy képesek
befolydsolni a fertdzés kifejlddését (lasd. 1.4. fejezet). Ennek hatterében kommunikacios
atfedés is allhat, ekkor a fajok képesek értelmezni a masik faj altal termelt jelmolekuldkat is.
A jelenséget fajok kozotti szignalizacionak nevezzilk [93-94]. Erre a jelenségre egy
részletesen leirt példa a kovetkezd, harom fajbol allé rendszer: az oliva fa egyik koérokozoja a

Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi (PSV). Mellette két tovabbi, nem patogén baktérium
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faj is el6 szokott fordulni, nevezetesen a Pantoea agglomerans (PA) [95], valamint a Erwinia
toletana (ET) [96]. Ismert, hogy a hdrom baktériumfaj egyiitt gyorsabban novekszik, mint
kiilon-kiilon [97]. Laboratoriumi kisérletekkel igazoltak, hogy a PSV, a PA és az ET képesek
egymds jelmolekuldira reagalni [97]. A harom faj egylittmiikodésében a kovetkezd QS
interakcidkat lehet felirni: PSV és ET kozott szimmetrikus kapcsolat all fent, vagyis
kolesondsen képesek reagalni egymads jelmolekuldira, valamint felhasznalni az egymas altal
termelt kozjavakat (8. dbra). A PSV és PV kozott viszont egyoldalt a kapcsolat, ugyanis a

PSV képes reagélni a PV altal termelt jelmolekuldkra, viszont forditva PV erre nem képes.

P. savastanoi (PSV) E. toletana (ET)
C6-AHL, C8-AHL C6-AHL, C8-AHL
IES IES

P. agglomerans (PA)
C4, C6
IES

8. abra: A bakterialis jelek és kdzjavak megosztasa a harom baktériumfaj esetében. A PSV és ET ugyanazokat az
AHL molekulakat hasznaljak a QS szabalyozasdhoz: N-(3-oxo-hexanoil)-L-homoszerin lakton (C6-AHL) és N-
(3-oxo-oktanoil)-L-homoszerin lakton (C8-AHL), ami a szimmetrikus megosztas egy példaja. A PA viszont két
masik jelmolekulat termel — N-butanoil-L-homoszerin lakton (C4) és N-hexanoil-L-homoszerin lakton (C6) —
melyekre a PSV képes reagalni, melyre a PA nem képes. Emellett mindharom faj termel indolecetsavat, mely a
tumorképzodésért felelds ndovényi hormon, ami altal a gazdandvény tapanyagokat mobilizal a fert6zés
helyszinére [97].

Altalanossagban tehat szimmetrikus kapcsolatrol beszéliink A és B faj kozott, ha a két
faj képes reagalni a sajat és a masik faj jelmolekuldira, vagy képesek felhasznalni az egymas
altal termelt kdzjavakat (9. abra). Aszimmetrikus kapcsolat esetén a B-vel jelolt faj reagal az A
faj altal termelt szigndlmolekuldkra, de A faj nem képes értelmezni a B altal termelt
jelmolekulakat, illetve B faj képes felhasznalni az A faj altal termelt kdzjavakat, de forditva ez
nem teljesiil. Ebben az esetben B faj viszonzas nélkiil kizsakmanyolja a masik faj QS
rendszerét.

A bemutatott haromszereplés konzorciumnak van egy tovabbi érdekessége: az
indolecetsav (IES) novényi hormon termelése, mely nem QS szabalyozés alatt all [98]. Az
emlitett hormon szerepet jatszik a tumorszdvet kialakuldsdban a gazda ndvényben, mely
feltétele a baktériumok novekedéséhez sziikséges csomo 1étrejottének. Annak ellenére, hogy a

PSV az elsddleges fert6z0 agens — mely a masik két faj jelenléte nélkiil is képes fertdzést,

19



vagy tumort indukalni -, rajta kiviil a masik két faj is termel IES-t, mely tekinthetd kdzjonak

[97], mellyel mindhdrom faj hozzéjarul a megfelelé kornyezet kialakitdsdhoz.

1.séma

CA — BD Szimmetrikus megosztas

2.séma

CA — BO Aszimmetrikus megosztas

,kizsdkmanyolt” ,kizsdkmanyold”

9. abra: A jelek és kozjavak fajok kozotti megosztasanak kiilonbozo lehetdségei a QS szempontjabdl. 1. Séma:
Szimmetrikus megosztas: Az A és B faj kolcsondsen képesek reagalni egymas jelrendszerére, vagy képesek
felhasznalni az egymas altal termelt kozjavakat. 2. séma: Aszimmetrikus megosztas: B faj képes reagalni az A faj
altal termelt jelekre, vagy kozjavakra, viszont A faj erre nem képes. A korkords nyilak azt jelzik, hogy
mindegyik faj képes értelmezni, ill. felhasznalni a sajat maga altal termelt jelmolekulakat és a termelt kdzjavakat.

A bemutatott jelenség volt az egyik f6 motivacidja munkam utolsé fejezetében targyalt
kompeticios szimulaciok vizsgéalatdnak (lasd 4.3. fejezet). Ugyanis felmeriilt a kérdés, hogy
vajon a jelmolekuldk és a kdzjavak szimmetrikus, ill. aszimmetrikus megosztdsa mennyiben

jérul hozz4 a bakterialis konzorciumok stabilitdsdhoz.

1.6. Baktériumpopulaciok szamitogépes modelljei

Biologiai kozosségek modellezésére szamos, kiilonbozé alapokon nyugvéd in silico
modszer 1étezik, melyek koziil a szakirodalomban taldlhatd legfontosabb példakat fogom
bemutatni a kdvetkezOkben. A felsorolt modellek kiilonbozd kérdések megvalaszolasara
szlilettek, de mindegyiket alkalmaztak baktériumkolonidk ndvekedésének modellezésére és

jellemzésére.

1.6.1. Kawasaki modell (reakcido-diffuziés modell)

Kawasaki és mtsai 1997-ben publikaltak egy un. kontinuum modellt, mellyel Bacillus
subtilis kolonidk Petri-csészében torténd novekedését vizsgaltdk [99]. A rendszerben a
baktériumkoloniat és a tapanyagot is diffuzibilis, folytonos egységeknek tekintették, melyek
viselkedését a kémiai modellekbdl ismert reakcio-diffuizios egyenletekkel irtdk le. A modell
segitségével sikerlilt in silico reprodukédlni a laboratoriumi kisérleteket, melyeknél a

sejtkolonidkat kiilonboz6 viszkozitasu és tapanyag tartalmt Petri-csészék kozepére oltottak le.
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A kisérletek soran a fenti paraméterektdl fliggéen kiilonb6zé morfoldgiajia kolonidkat
figyeltek meg: abban az esetben, ha az agar médium siirlisége alacsony volt, mig a tdpanyag
koncentraci6 magas, kor alaka kolonidk alakultak ki. A magasabb siirliségli taptalajon
azonban egyre szabalytalanabb telepek képzddtek. Tovabba, ha megndvelt siriiségii
médiumban lecsokkentették a tapanyag koncentracidt, akkor elagazd koloniadkat figyeltek
meg. Ezeknek a nytlvanyoknak, vagy mas néven dendriteknek a kialakuldsanak hatterében a
limitalt diffazio all, ugyanis a siiri agar médium esetében nem 4ll rendelkezésre elegendd
lokalis tapanyag a sejtek szamara. A novekedéshez sziikséges tapanyagok diffuzioval jutnak
el a felhaszndlas, vagyis a dendrit helyére a szomszédos teriiletekrdl, és az igy kialakult
tapanyagban szegényebb régiokon nem képes ndvekedni a kolonia.

A nyualvanyok stlirlisége a taptalaj viszkozitasatol fiiggott. Mivel magasabb
viszkozitasu taptalajban kevésbé hatékonyan diffundal a taplalék, igy kevesebb nyulvany
képzddott, mint alacsonyabb agar stirliségli tdptalajon. A két f6 kolonia mintdzatot DBM-nek
(Dense Branching Morphology) és DLA-nak (Diffusion Limited Aggregation Pattern)

nevezzik (10. abra).
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10. abra: A kiilonboz6 viszkozitast és tapanyagtartalmi médiumokon kialakult baktérium kolonia mintazatok.
Az abra vizszintes tengelyén az agar koncentracié reciproka, mig a fiiggéleges tengelyen a tapanyag
koncentraciot abrazoltak. Az ,,A” jeldlésti koloniatipus a tipikus DLA-ra, mig az ,,E” kolénia a DMB-re
megfigyelhetd mintazat [99].

A szamitdégépes rendszerben a fenti jelenséget a kovetkezd mdédon modellezték: a
baktériumkolodnia és a tapanyag egy 2D felszinen diffundalt, mely diszkrét szegmensekre volt
felosztva. Az id6 szintén diszkretizalt a rendszerben, vagyis ciklusonként szamoltak ki az
aktualis koncentracio értékeket.
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crer

reakcid-diffuzios egyenletekkel irtak le:

o = Dy x V2n — f(b,n) (1)
o =V-{D,Vb} + Of (n, b) (2)

ahol ¢ az 1d6t, n a tapanyag koncentraciot, b a baktériumpopulacio striiségét, valamint D, a
tapanyag, mig D, a baktériumok difftizios allandojat jeldlik. A szimulaciok soran hasonld
mintazatok sziilettek, mint az in vitro kisérletek esetében, vagyis a kolonia morfologidja
jelentdsen fiiggott a médium viszkozitdsatol, valamint a tdpanyag koncentraciotol. A

szamitogépes szimulaciok soran kapott kolonidk a 11. dbran lathatok.

11. abra: A Kawasaki modell eredményeként sziiletett koloniak alakja, kiilonboz6 kiindulasi feltételek mellett
[99]. A baloldali abran alacsony médium, ill. magas tapanyag koncentracié mellett kialakult kor alaki kolonia
lathat6. Mellette, egy magasabb viszkozitdsti médium feliiletén 1étrejott, DBM-szer{i kolonia abraja figyelhetd
meg. A jobb oldali két képen az egyre csdkkend tapanyag esetén kialakult DLA koloniakra lathatunk példakat.

crer

azonban a bemutatott Kawasaki modellben a populéciot nem mint egyedek, hanem egyetlen
folytonos egységként reprezentaltdk. Ez altal a modell nem ad informacidt a populacio egyes

egyedeinek metabolikus, vagy genetikai allapotarol.

1.6.2. Reynolds modell (agens alapi modell)

A Dbaktériumokat 4abrazolhatjuk kiilonallo, ©6nall6 dontések meghozéasara képes
entitasokként, un. dgensekként, melyek sokasagabol épiil fel a modellezett populaci6. Az
agensek tényleges fizikai koordinatdkkal rendelkeznek, illetve egyéb paraméterekkel is

jellemezhetdk, mint pl. sebesség, életkor, vagy raktarozott energia. Az agensek eldre
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meghatarozott eljardsok szerint miikodnek, azonban ezek a szabalyok tartalmazhatnak
sztochasztikus elemeket, ill. létrehozhatunk tanuldsra képes &genseket is, melyek
hatékonyabban képesek alkalmazkodni a véaltozé kornyezetiikhoz [100].

Annak ellenére, hogy az agensek kiilonallo egyedek, a beldliik felépiilé rendszer
bizonyos esetekben komplexebb funkcidkra képes, mint azt a kiilonalld agensek
definidljuk, melyet tekinthetiink genetikailag 6rokolhetd informacionak abban az esetben, ha
az adgens képes reprodukciora. A multi-agens rendszerekkel, melyekben legalabb kétféle dgens
szerepel egy kozos kornyezetben, hatékonyan lehet szimulalni a kooperacios ill. kompeticios
mechanizmusokat. Ez utobbi esetében a kiilon ,,fajba” tartoz6 dgensek azonos eréforrasokért
(pl. taplalék, tér) versenyeznek, és tObbnyire kialakul egy gydztes és egy vesztes faj.
Kooperacid esetén viszont az agensek egyiittmiikddnek, ezaltal olyan funkcidkat is képesek
megvalositani, melyre kiilonalld egyedekként nem lennének képesek. Példaul, egy
baktériumkoldnia olyan teriiletekre juthat el kollektiv mozgas altal, ahova az egyes egyedek
onmagukban nem lennének képesek eljutni. A kdvetkezben bemutatasra keriilé agens modell
ugyan nem baktériumkolonidk ndvekedésének vizsgalatira lett kifejlesztve, viszont
segitségével szemléletesen be lehet mutatni a modelltipus fébb jellemzoit.

1987-ben Craig W. Reynolds ¢és mtsai. kifejlesztettek egy agens alapti modellt, mellyel
madarrajok mozgasat szimulaltdk [101]. Ebben a modellben a madarak vagyis az dgensek
sajat szemszogiikbol érzékelték a 3D teret és a szomszédos egyedeket. Repiilési iranyukat és
sebességiiket hdrom, eldre definialt szabaly szerint valtoztattak meg, a lokalis kdrnyezetiikben

érzékelt informaciok alapjan. A hdrom szabaly fontossagi sorrendben a kdvetkezo:

1. ., Utkozés elkeriilése (szepardcié)”: az dgensek igyekeznek elkeriilni az iitkdzéseket

azaltal, hogy nem mennek egymashoz tilsagosan kozel

2. , Sebesseg illesztése”: az agensek hozzaigazitjak a sebességiiket a szomszédos dgensek
sebességéhez

3. ., Raj egyiittmaradasa (kohézio)”: az agensek igyekeznek egylitt maradni a szomszédos
agensekkel

Az agensek a dontéseiket tehat a fenti harom egyszerti szabdly alapjan hozzak meg,
mely eredményeként realisztikusan lehet modellezni a rajok komplex mozgésat é&s
interakcidit. A modellben, a futési id6 csokkentése érdekében egy adott dgens csak limitalt

szamu szomszédos agens paramétereit vette figyelembe, ezéltal gyorsabban hozhattak
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dontéseket, illetve azt is lehetdvé tette, hogy a raj kettévalva majd ujraegyesiilve kikeriiljon
egy fizikai akadalyt. A rendszerben minden agens egyenértékii volt, vagyis nem létezett
kijelolt dontéshozo egyed, tovabba a program futdsa soran nem befolyasoltak egyik agens
mozgasat sem.

Bioldgiai szemszogbdl az agensek idealis jeloltek baktériumkolonidk, valamint a
kooperacio és kommunikacié modellezésére. Segitségével vizsgalhatjuk a koordinalt mozgast,
illetve a fajok kozotti kompeticiot.

Az 4gens alapt modell fontos 1€pés volt a baktérium modellek fejlédésében, mivel az
egyedek komoly hangstlyt kapnak a magasabb szintli folyamatok megfigyelése mellett.

crer

Reynolds modellben nem létezik a médium szdmitdgépes reprezentécioja.

1.6.3. Ben-Jacob modell (hibrid modell)

Hibrid modelleket kiilonb6z6 modellek integralasaval hozhatunk létre. Példaul a
makroszkopikus kontinuum modell és a mikroszkdpikus dgens alapi modell egyesitésével egy
olyan hibrid modellt kapunk, mely alkalmasabb lehet kolonidk viselkedésének leirdsara, mint
a két modell kiilon-kiilon. Ebben a rendszerben a baktériumokat dgensekként reprezentaljuk,
melyek a kémiai kdrnyezet (tapanyag, ill. a baktériumok altal termelt anyagok koncentracioja)
reakcid-diffuzios egyenletekkel irjuk le.

Eschel Ben-Jacob ¢és Vicsek Tamds csoportjai 1994-ben publikaltak egy hibrid
modellt, mely segitségével kolonidk ndvekedését, valamint a populdcidban megjelend
mutaciok koldnidra kifejtett hatasat modellezték [102-103]. A modell alapjaul szolgéld in
vitro kisérletek sordan P. dendritiformis var. dendron sejtkultirat agar médium kozepére
oltottak le, melybdl eldgazd mintazata baktérium telep képzdodott (12. abra). Ha a
populédcidban olyan mutans baktériumok is jelen voltak, melyek nagyobb ndvekedési rataval
rendelkeztek, a leszarmazott sejtek egy joval stirlibb, legyez6-szerli kolonia agat alkottak (12.
abra).

Az emlitett jelenséget sikeriilt egy hibrid-modell (Un. ,, Communicating Walkers”)
segitségével reprodukélni. A modellben az dgensek 2D felszinen mozogtak, mely egységnyi
celldkra van felosztva. Az agensek a metabolikus aktivitdsukhoz sziikséges energiat a
kornyezetben talalhato taplalékbol fedezték. Elegendd energia felhalmozasa esetén az agensek

osztodtak, energia hianydban inaktivalddtak.
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12. abra: A. In vitro kisérletbdl szarmazoé koldonia, mely a jellemz6 kolonia morfoldgiat mutatja. A) legyezé-szeri
nyulvany gyorsabban osztddé mutans egyedekbdl all. B) Az in silico modell esetében hasonld mintazatot alakult
ki: a kék szin a vad tipusu sejteket, mig a piros szin a gyorsabban o0sztd6dd mutansokat jeloli [104].

Az agensek random mozoghattak a kolonia hatirain beliil, viszont ha egy agens
megprobalta atlépni a kolonia hatarat, akkor mozgés nem valosult meg és a rendszer rogzitette
a probalkozast. Elegendd probalkozas esetén az adott cella is a koldnia tagjava valt, melybe
barmelyik agens léphet. Ezzel a megoldassal lehet modellezni a kolonia altal termelt
"kooperacios faktorok" (pl. nyalkaanyagok) jelenlétét, melyek sziikségesek a kolonia
terjeszkedéséhez. A modellben a termelt kémiai anyagok, valamint a taplalék diffuzidjat a
Kawasaki modellbdl is ismert reakcid-diffuzios egyenlettel analog mddon irték le.

A sejtek osztodasat a kovetkezd moddon valdsitottdk meg: az agensek rendelkeztek
belsd energiaszinttel, ami fiiggott a sejtek kornyezetétdl és a belsé metabolizmusuktol: a
tapanyagfelvétel altal a sejtek energiaszintje novekedett, amely ha elért egy kiiszobszintet,
akkor osztodas kovetkezett be. A bels6 energia valtozasat a 3. egyenlet irja le:

dE; Em

=kx*C —m
dt consumed TR

3)
ahol E; az i. agens energiaszintje, Ceonsumed aZ agens tadpanyagfogyasztasanak, valamint a
rendelkezésre allo taplaléknak a minimuma, x a tdpanyag energiava alakitasat, 7z a
reprodukcids iddt, mig E,, a bekovetkezett energiaveszteséget irja le.

A bemutatott Ben-Jacob-féle hibrid modell az dgensek és a kémiai kdrnyezet szeparalt
modellezése miatt optimalis valasztds lehet quorum érzékelés modellezésére. Ezért ezt a

rendszert vettiik alapul a sajat hibrid modelliink felépitéséhez.
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1.6.4. Gerlee modell (sejtautomata modell)

A sejtautomata fogalmat Neumann Janos vezette be az 1950-es években [105]. A
sejtautomatak altaldban négyzetracsba, vagy hatszogbe rendezett cellakbol (un. sejtekbdl)
allnak, melyek kiilonféle, véges allapotokkal rendelkeznek. A sejtautomata celldinak allapota
ciklikusan frissiil a meghatarozott szabalyok szerint. Az egyes sejtek allapota tobbnyire az
adott sejt, illetve a szomszédos sejtek el6zo allapotatdl fiigg.

A sejtautomatak egy konkrét bioldgiai megvaldsitasa a Gerlee és mtsai. altal 2007-ben
publikalt modell, mely segitségével sikertiilt a mar kordbban is bemutatott jellemz6é ndvekedési
alkalmaztak, jelentdsen eltér az eddigi modellekben hasznalt megoldasoktol: egy 2D felszint
N*N cellara osztottak fel, melyek harom 4&llapotot vehettek fel: lehettek {tiresek, ill.
reakcio-diffuzios egyenlet irta le. A baktériumok a taplalékfogyasztassal fedezték az
osztédashoz sziikséges energiat, mely ha egy kritikus szint ald csokkent, akkor a sejtek
inaktivalodtak. Osztodas sordn az utddsejt egy szomszédos cellaba keriilt, tovabba mindkét
sejt ¢letkora nullazodott. A szimulaciok eredményeképpen hasonld telepmintazatok sziilettek,
mint a kordbbi modellek esetében. A morfologia a sejtek tapanyagfelvételétol fiiggott:
alacsony tdpanyagfogyasztas esetén kor alakil kolonidk képzddtek, mig a sejtek

tapanyagfelvételének fokozéasaval fraktalszerti telepek alakultak ki (13. 4bra).

13. abra: A Gerlee modell altal keletkezett baktériumtelepek morfologidja. Bal oldalon alacsony
tapanyagfelvétell sejtekbdl kialakult, kor alaka koloniat lathatunk. Koézépen, ill. jobb oldalon egyre novelték a
sejtek tapanyagfelvételét, igy kialakultak a fraktalszer(i dendritek [106].

A bemutatott modellekkel sikeresen lehet in silico reprodukdlni a kiilonféle

koloniamorfologidkat, de ezek a modellek 6nmagukban nem alkalmasak a quorum érzékelés

crer

illetve az adgens alapu modellek esetében a sejtek egyrészt nem rendelkeznek megfeleld belsd
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szabalyrendszerrel, masrészr6l nincsenek dinamikus kapcsolatban kornyezetiikkel a
tapanyagfelvételen kiviil. A quorum érzékelés hatékony modellezéséhez azonban sziikség van
ujabb, a sejtek altal termelt kémiai komponensek, a kommunikacids jel és a kozjavak
reprezentaciojara, melyek szabadon diffundélnak a kornyezetben. igy munkank soran egy
olyan hibrid dgens modellt fejlesztettiink ki, mely egy kvalitativ szempontbdl helyes quorum
érzékelési modellnek tekinthetd [107]. A modell részletes bemutatdsdra az Modszerek 3.4.

fejezetében kertil sor.

1.7. A quorum érzékelés laboratoriumi modelljei

Az in silico modellek mellett emlitést érdemelnek az alapvetd laboratoriumi
modszerek is, melyek nélkiil nem lehetne behatdan vizsgalni a mikrobidlis kdzosségeket.
Fontos megjegyezni, hogy a laboratériumi in vitro rendszerek is csak modellek, amelyek a
vizsgalt rendszer — tehat a természetben €16 baktériumkozosségek — viselkedését csak nagyon
korlatozott koriilmények kozott modellezi. A homogén, steril koriilmények kozotti ndvekedés
ugyanis nyilvanvaldan tavol all a strukturalt kdrnyezetben, valtozé természeti koriilmények
kozott lezajlo redlis folyamatoktol. Raadésul, a QS baktériumok jellemzé mddon valtoztatjak
¢letmoddjukat, pl. meg kell élnilik egy rovar-vektor feliiletén vagy tapcsatorndjaban, majd meg
kell ¢élnilik egy novény tdpcsatorna hdlozatdnak mikrofluidikai koriilményei kozott is. Két
alapvetd sejttenyésztési technika all rendelkezésre a QS vizsgélatara: a folyadékkultura és a
szilard agar médium.

Folyadékkulturak esetében tdpanyagban és dsvanyi anyagokban gazdag LB ('Lysogeny
Broth') oldatban novesztjiik a sejteket, melyben a kritikus sejtkoncentraciot elérve
bekapcsolnak a QS altal szabalyzott gének. A razatott folyadékkultiraban a sejtpopuléciod
mérete a mikrobioldgidban jol ismert szigmoid ndvekedési gorbével jellemezhetd, mely a
kovetkezd fazisokra tagolhatd: lag fazis, log fazis, stacionarius fazis és regresszios fazis.
Mindegyik novekedési fazisnak jellemzd génexpresszids mintdzata van. A QS génjei
jellemzden a késoi log fazisban, ill. a stacionarius fazis elején expresszalodnak.

Specialis, erre a célra fejlesztett szilard taptalajon lehetdségiink van a rajzo kolonidk
vizsgalatara. A rajz6 mozgas egy rendkiviil érzékeny, QS altal szabalyozott folyamat, amihez
alacsony agar (0.5%) és gliikoz (0.2%) tartalmu taptalajra van sziikség. A médium pontos
Osszetétele a Fliggelék 1. tablazataban taldlhato. A taptalajok kozepére egy éjszakan at

novesztett (un. "overnight") sejtkulturat csoppentve néhany ora inkubécié utan beindul a
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crer

koloniakat hoz l1étre (lasd 1.3.3. fejezet, 5. A abra).

A bemutatott technikdk mellett tovabbi, specialis eszkdzok allnak rendelkezésiinkre,
melyekkel vizsgalhatjuk a QS mechanizmusat. Mikrofluidikai eszkézokben sejt szinten
vizsgaljuk a QS jelenségeket, kontrollalt jelkoncentracid és egyéb kornyezeti paraméterek
mellett. Tovabba, lehetdség nyilik arra, hogy QS éltal szabalyzott folyamatokat elvalasszuk a
sejtstirliségtdl, mivel ezekben a rendszerekben a koloniatdl, illetve annak siirtiségétol
fiiggetlentil vizsgalhatjuk a kiilonb6z6 QS korok miikodését.

Szamos mikrofabrikécios technika all rendelkezésre QS jelenségének vizsgélatara,
mint pl. aramldsos mikrocsatorna rendszer [108], viz-olaj emulziés rendszer [109], valamint
mikroarok modellek [110]. Az utdbbi két rendszerben a csapdazott sejtek rendkiviil kis
térfogatban helyezkednek el, igy az altaluk termelt jelmolekula hamar eléri a
kiiszobkoncentraciot. Ezaltal a sejt azt fogja érzékelni, hogy a populacid mérete elérte a

kritikus szintet és expresszalja a QS szabalyzas alatt 4116 géneket.
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2. Célkituzések

Vizsgéalataink soran az alabbi célkitlizéseket fogalmaztuk meg:

Egy egyszerUsitett, 4gens alapu hibrid modell 1étrehozésa, mely alkalmas a P. aeruginosa
(vad tipusu, ill. kiilonb6zé QS deléciés mutansok) quorum érzékelés altal szabalyzott
rajzasanak kvalitativ modellezésére.

P. aeruginosa torzsek rajzasanak in vitro €s in silico vizsgalata exogén jel jelenlétében és
hianyéban.

Stabilis kozosségek kialakulasi feltételeinek tisztazasa.

A modell tovabbfejlesztése a jelanyag ¢és a kozjo fajok kozotti megosztasanak, ill. annak
kovetkezményeinek vizsgalatara.

A QS jeleket, kooperacios faktorokat és a taplalékot kiilonb6zé mértékben megosztd
baktériumtorzsek egylitt-rajzasanak in silico vizsgalata, mely segitségével valaszt
kaphatunk arra, hogy a baktériumtorzsek kozotti kiilonb6zé mértékti kommunikacio és a

kooperacio milyen hatassal van a populacio stabilitasara és atlagos fitneszére.
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3. Modszerek

3.1 Baktériumtorzsek és a sejttenyésztés korillményei

A kisérletek soran hasznalt P. aeruginosa PUPa3 torzset rizs riszoszférajabol izolaltak
Indidban [111]. A vad tipusu ('Wild Type', WT) torzsben mindkét QS rendszer, vagyis a
LaslI/R és RhlI/R is megfelelden funkcional (14. abra).

A két QS rendszer szempontjabdl tobbféle mutans torzs allithatod eld a szintdz gének
(lasl, rhil), illetve a transzkripcios regulator fehérjék termeléséért felelds gének (lasR, rhiR)
inaktivalasaval. Azokat a null mutansokat, melyekben mindkét szintaz, ill. regulator rendszer
inaktiv, rendre SN ('Signal Negative', Alasl/rhll) és SB ('Signal Blind', AlasR/rhIR) térzseknek

nevezzik.
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\—‘/‘ 3
(]
£
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14. abra: A P. aeruginosa lasl/R és rhll/R rendszerének sematikus felépitése. A piros nyilak a génaktivaciot
jelolik.

A kisérletek soran hasznalt QS delécidos mutansokat a 2. tablazatban foglaltam Ossze.
A mutdns torzseket inszercids inaktivacioval készitettilk el Steindler és mtsai. munkdja
alapjan [112].

A rajzési kisérletek soran M8 agar médiumot hasznaltunk, mely az M9 médium NH4Cl
mentes valtozata [111]. A téptalaj 0.5% agart, 0.2% gliikkozt és 0.05% glutamint tartalmaz
(14sd Fiiggelék, 1. tablazat). A szabvanyos méretli (90 mm atmérdjii) Petri-csészékbe kiontott,
majd megszilardult taptalaj kozepére baktérium szuszpenziot oltottunk (0.5 pl), melyeket

30°C-on inkubaltunk a rajzéas ideje alatt. A kisérletek soran hasznalt C4-AHL és C12-AHL

30



molekuldkat a Sigma-Aldrich cégtdl rendeltiik, melyeket 2 uM koncentracidoban adtunk a
taptalajhoz.

2. tablazat: A kisérletek soran hasznalt kiilonb6z6 QS null mutans torzsek rajzasi fenotipusainak osszefoglald
tablazata. A ArhIR és SB mutansok hozzdadott jel esetében sem képesek rajzd mozgasra, mivel nem
rendelkeznek receptorfehérjével, melyhez a jelmolekulak kotddnek.

Mutans torzs Rajzasi fenotipus

Alasl 6nallo rajzas

AlasR 6nallo rajzas

Arhll rajzas csak hozzaadott jel esetén
ArhiIR nem képes rajzésra

SN (Alasi/rhil) rajzas csak hozzdadott jel esetén
SB (AlasR/rhIR) nem képes rajzasra

3.2. A hibrid modell implementalasa

A Netotea-féle hibrid rendszer [107] elsd verzidja Java programozasi nyelven irddott,
melyet a késdbbieckben MATLAB programozasi kornyezetben fejlesztettiink tovabb. A két
verzid ugyanazon algoritmus alapjan mikodik, viszont a MATLAB verzid tervezése soran
kiemelt figyelmet forditottunk a forraskod optimalizacidjara, mely altal a szimulaciok is
gyorsabbak lett. Az 1j keretrendszerrel hatékonyabban lehet kezelni a nagyméretii
adatstruktirdkat, valamint az optimalizalt fiiggvényekkel rovidebb idd alatt kaphattunk
eredményt ugyanarra a szimulacidra, amit a Java verzidban is lefuttattunk. Emellett a
MATLAB-ban lehetdségiink nyilt parhuzamos futtatasra is, mely komoly eldnyt jelentett
szamos szimulaci6 futtatdsakor. Az adatok kiértékelése is egyszerlibb volt a MATLAB-ban,

mivel elére megirt és tesztelt fiiggvényeket hasznalhattunk az adatok feldolgozésa soran.

3.3. A szimulaciok hardveres kornyezete

Egy atlagos szimulacio 10-20 perc alatt lefutott akar egy atlagos teljesitményti asztali
PC-n is, viszont a paramétertér hozzavetdleges feltérképezéséhez tobb szaz szimulaciot kellett
szisztematikusan lefuttatni. Ehhez a trieszti ICGEB-ben taldlhatdo szamitogép klasztert
hasznaltuk. A linux klaszter egy darab frontend kiszolgaldbol és 20 darab backend gépbdl allt,
melyek mindegyike 2.2 GHz-es processzorokkal és 2 GB memoridval rendelkezett. fgy a
klaszteren parhuzamosan 20 db szimuldciét futtathattunk, igy kevesebb, mint 24 ora alatt
lefutott egy koteg szimulacid (726 db szimulacio, egyenként max. 40 000 1épéssel, lasd 4.3.1.
fejezet).
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3.4. A modell bemutatasa

A kovetkezékben ismertetni fogom, hogyan modelleztik a kozdsséget alkotd
baktérium sejteket, a veliik kolcsonhatasban 1évo kornyezetet, tovabba a rendszerben lezajlo
kémiai jelenségeket. A fejezet végén pedig bemutatom a kiértékelésénél alkalmazott

legfontosabb modszereket.

3.4.1. A baktériumok modellezése

Modelliinkben a P. aeruginosa sejteket random mozgast végzo, pontszerli 4gensekként
reprezentaljuk, melyek kolcsonhatdsban vannak a kornyezetiikkel az altaluk termelt kémiai
agensek, valamint a tapanyag felvétele révén. A populacio tagjai dontéseiket Onalldan,
egymastol fiiggetleniil hozzdk meg a kornyezetben 1évd kémiai anyagok koncentracidja
alapjan. A modellben az 4gensek csak egyetlen quorum rendszerrel rendelkeznek, és csak
egyféle jelmolekula (S - "Signal") segitségével kommunikalnak egymadssal, amely
megfeleltethetd a P. aeruginosa C4-AHL és C12-AHL jelmolekulainak (15. dbra). A quorum
allapot elérésekor, vagyis ha a szignalmolekula koncentracidja meghalad egy bizonyos
kiiszobot, a baktériumsejtek a "genetikai programjuknak" megfelelden kiilonb6zd anyagokat
kezdenek termelni (pl. feliiletaktiv rhamnolipid, szideroférok, kiilonféle toxinok,
antibiotikumok és protedzok), melyeket szintén egyetlen altalanos kooperdacios faktorként (F -
jelensége, mely sordn jelentésen megvaltozik a sejtek metabolizmusa ¢€és mozgasi

Intenzitasasa.

[SR]
r/—\ [SR] metabolizmus,
‘ | ‘ ‘ R ‘ —— | faktortermelés,
\,/4 rajzas
S

15. abra: Az agens modell egyszerisitett QS rendszere: I: indukcios fehérje, mely a S (jelmolekula) eléallitasaért
felel. R: receptor fehérje. SR: jel-receptor komplex, mely a kritikus koncentraciot elérve megvaltoztatja az
agensek aktivitasat. A piros nyilak az elméleti modellben az aktivaciot jellik, mely hatasara az agensek allapotot
valtanak.

Ezek alapjan a modellben az dgensek harom éllapotot vehetnek fel a kdrnyezetben

talalhato jel és faktor koncentracidknak megfelelden: alapdllapotban (planktonikus éallapot) az
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agensek kis mennyiségben jelmolekuldkat termelnek, tovabba alacsony metabolizmussal és
mozgasi intenzitassal jellemezhetok. A populacié stirliségével aranyosan nd a jelkoncentracio
is, mely ha eléri a kiiszobkoncentraciot, akkor az agensek aktivalt dallapotba keriilnek és
megkezdik a faktor termelését. Ha a jel és a faktor koncentracioja is kiiszob feletti, akkor az
agensek a metabolikusan aktiv, rajzo dllapotba keriilnek (lasd 1.3.3. fejezet), mely a mozgasi

sebesség novekedését jelenti (16. abra).

° y Alapallapot

\—\\ ) /K (alacsony jeltermelés)
o jel ° ’
faktor ‘

B Aktivélt sllapot
(fokozott jel- és
faktortermelés)

c

Rajzo allapot
(fokozott metabolizmus és
° mozgasi sebesség)

16. abra: Az agensek harom allapota, melyek a kdrnyezetben talalhato jel és faktor koncentraciotol fiiggnek.
Alapallapotban (A) a jel és faktor koncentracio kiiszob alatti. Ha a jelkoncentracio eléri a kiiszobot, akkor az
agensek aktivalt allapotba keriilnek (B). Ha a jel és faktor koncentracio is kiiszob feletti, akkor az agensek rajzo
allapotba keriilnek, mely fokozott metabolizmussal és megnovekedett mozgasi sebességgel jar (C).

Az agens modellben is létrehoztuk a laboratériumi kisérletekél hasznalt torzsek
modelljeit, melyek egyetlen QS rendszerrel rendelkeznek: a WT é4gensek képesek S és F
termelésre, valamint reagdlni azokra. Az SN mutdns agensek viszont bar képesek F
termelésére, nem képesek jelmolekulat eldallitani. Az SB mutansok képesek S termelésre,
viszont soha nem dallitanak eld F-et.

Mivel a baktériumsejtek kémiai anyagokat termelnek és mozgast végeznek, mely
folyamatok energiat emésztenek fel, sziikség volt egy egyszerii metabolikus modellre, ami a
kovetkezOképpen irhatd le: az 4dgensek a szimuldcid6 minden 1épésében allapotuktol fliggd

mértékben energidt vesznek fel a kornyezetiikbdl, taplalék forméjadban. Ennek az energianak
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egy részét extracellulédris anyagok termelésére, metabolikus folyamatokra, valamint mozgasra
forditjak, a fennmarado részt pedig elraktarozzak. r=0 iddpillanatban a populacié egyedeinek
raktarozott energidja véletlenszerlien meghatarozott. Az eneriga allapot valtozasat a kovetkezd

egyenlettel irhatjuk le:

E(t+1) = E(t) + E(food) - E(S) - E(F) - E(metabolism) 4)

ahol E(?) és E(t+1) az adgens energiaszintje ¢, ill. #+/ id6pillanatban. E(S) és E(F) a szignal és
faktor termelésére forditott energidt jeloli, mig az E(metabolism) az agensek
alapanyagcseréjére utal. Ha elegendd taplalék van a kornyezetben, akkor az 4gensek minden
Iépésben elraktdrozzak a felvett és az elhasznalt energia kozotti kiilonbséget. Ha ez a
raktarozott energia elér egy bizonyos kiiszobszintet, akkor osztddas torténik, mely soran két
alapallapoti 4gens keletkezik. Természetesen az osztddas csak akkor kovetkezik be, ha
elegendd hely all rendelkezésre a két utodagens szamara (lasd 3.4.2. fejezet). Ha a szimulacio
sordn az agensek kornyezetében elfogy a taplalék, vagyis nem képesek tovabbi energiat
felvenni, akkor a tarolt energia felélése utan az dgensek inaktivalddnak és nem vesznek részt a

program tovabbi miikddésében.

3.4.2. A tér és a kornyezet modellezése

Modelliinkben a teret téglalap alakl felszinnel reprezentaljuk, mely folyamatos
kolesonhatasban van az agensekkel, tovabba lehetdséget biztosit azok felszini mozgésara.

Ennek a '"szimuldcios térnek" ('racetrack') a két hosszanti oldalan periodikus
hatarfeltételt alkalmazunk, vagyis ha egy é4gens a random mozgésinak kovetkeztében
megprobal kilépni a szimulacios tér egyik oldalan, akkor ugyanaz az éagens atkeriil a tér
szemkozti oldalara, igy az dgensek gyakorlatilag nem képesek elhagyni a felszint (17. dbra). A
szimulacids tér a start vonalon zart, melyet az dgensek nem képesek atlépni.

A fent leirt felszin a periodikus permfeltételek miatt Iényegében egy hengerpaldstnak
felel meg, amely egyik irdnyban végtelen hosszisagu. Ez az elrendezés a kolonidk
nyulvanyainak modellezésére szolgél, igy "dendrit modellnek" nevezziik (17. 4dbra). Ezek a
nyulvanyok ugyanis valoban kozel allando szélességli alakzatok, melyek egy iranyban
novekednek. A szimulacids tér felszinét egységnyi élhossziisagh négyzetekre osztjuk, melyek

a reakci6-diffuziés modell megoldasahoz sziikségesek (lasd 3.4.3. fejezet). Tovabba, a
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cellankénti sejtszam korlatozasaval elkeriilhetjiik, hogy tulzottan nagy sejtstirliség alakuljon ki

a modell taptalajon. Modelliinkben cellanként max. 10 db agens tartozkodhat.

A szimulacios tér felépitése

“®  Periodiku rfeltétel

[s'N

H @

hat

>
START

||||||||||||||||||||||||||||||

¥ Periodikus hatarfeltétel

Dendrit

17. ébra: A) Az agar felszin modellje, mely célja egy baktérium koldénia nyulvany kialakulasanak értelmezése
(dendrit modell). Kiindulaskor a z6ld korongokkal jelolt agenseket a szimulacios tér elejére helyezziik, melyek a
szimuléacid inditasakor a taplalékban gazdag teriilet iranyaba fognak haladni. A felszin két hosszanti oldalan
periodikus hatarfeltétel érvényesiil. B) Egy rajz6 dendrit 4g mikroszkopos felvétele.

Mikroszkopos felvételeken jol latszodik, hogy a rajzé baktérium kolonia egy
feliiletaktiv anyagot valaszt ki, ami a felszint sikositja. Ezen a jol definialt hatarral rendelkezd,
nedves teriileten rajzanak a sejtek (lasd 1.3.3. fejezet, 5. B 4bra). A "kolénia hatart" a
kovetkez6 modon modelleztiik: az 4gensek csak olyan cellakat vehetnek birtokba a
szimulacids térben, melyek egy "virtualis hataron" beliil helyezkednek el. A szimulacio
kezdetén az 4gensek a szdmukra kijeldlt cellakban helyezkednek el a startvonal mentén. A
szimulacié sordn folyamatosan terjeszkedik a kolonia hatara a kovetkezd szabdly alapjan:
minden celldhoz tartozik egy egyedstrliséget leird valtozd, mely értéke abban az esetben
novekszik, ha a szomszédos cellabol megprobal ralépni egy adgens a vizsgalt cellara, melynek
faktor koncentracidja nagyobb, mint 0. Ha egy adott cella valtozdjanak értéke elér egy
kiiszobértéket (,,border advancement threshold”, lasd. Filiggelék 2. tablazat), akkor onnantol
kezdve azt a cellat is birtokba vehetik az dgensek. Ha viszont a cella valtozdja kiiszobérték

alatti, akkor az dgens poziciovaltdsa meghitsul.
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3.4.3. A diffuzio modellezése

s

agar taptalajon novesztik. Ebben a kozegben a jelmolekulak, a termelt faktorok, valamint a
taplalék is képes diffundalni, modelliinkbe tehat be kellett épiteni a diffuzid folyamatat is. A
diffzi6 modellezésére szdmos implicit és explicit modszer létezik [113]. A hibrid
modelliinkben mi egy véges elem modszereknél ismert kozelitést alkalmaztunk.
Modelliinkben az altalanos reakcio-diffuziés modellt hasznaltuk, mely a kémiai
anyagok térbeli koncentracio valtozdsa mellett figyelembe veszi a kémiai reakcioik hatasara
bekovetkez6 mennyiségi valtozasokat is. A reakcid-diffiizids rendszert a kdvetkezd linedris

parcialis differencialegyenlettel irhatjuk le:

o _ py2y—
0t—DVu Ru (%)

ahol D a diffuzids koefficiens, u az anyag koncentracidja, R pedig a bomlasi alland6. A
modellben a tipanyagot kémiailag stabilnak tekintjiik, ezért annak bomlasi allandoja 0. A
szignal és a faktor viszont a szabad diffuzié mellett id6vel lebomlik, ezért azok bomlasi
allanddja nagyobb, mint 0 (a modellben hasznalt bomlési allandokat 1asd a Fiiggelékben).

Ahogy azt az el6z0 alfejezetben ismertettiik, az egyenlet megolddsahoz a szimulacios
tér felszinét diszkrét celldkra osztjuk fel, melyekben az adott anyag eloszlasat egyenletesnek
tekintjiik. Tovabbd, a szimuldcios tér két szélén alkalmazott periodikus hatarfeltételt is
figyelembe vessziik a szamitasok soran.

A modell elsé verzidjaban a reakcid-diffuzios egyenletet numerikusan a Runge-Kutta
modszerrel oldottuk meg, mely hosszabb szimulaciok esetében a szamolasi id6t jelentdsen
megnovelte. Ezért sziikségilink volt egy olyan mddszerre, amely hasonléan pontos eredményt
ad, viszont er6forras igénye jelentdsen kisebb. A kés6bbi modelliinkbe a tesztelések alapjan
végilil az Euler-modszert valasztottuk, mely egy feltételesen stabil explicit numerikus
modszer. Az altalanosan hasznalt Euler-modszer viszonylag pontosan kozeliti a megoldast és
a tobbi, altalunk tesztelt modszerhez képest 1ényegesen gyorsabban kaptunk végeredményt. A

megoldas a kdvetkez6 egyenlettel irhato fel:

Y1 = Yn + hx f(Xn, Yn) n=01,...N—1 (6)

ahol y a keresett megoldas, / a 1€péskoz, fpedig a derivalt fiiggvény.
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A reakcio-diffuzids egyenlet megoldasanak gyorsabb kozelitése altal a szimulaciok
futdsi ideje hozzavetdleg egy nagysagrenddel csokkent az eredetileg hasznalt Runge-Kutta

modszerhez képest.

3.4.4. A program algoritmusa és miitkodése

A szimulacid kezdetén meghatarozott szamu, alapallapoti é4genst helyeziink el
véletlenszerlien a startvonal kozelében. A program ciklikusan miikddik, és mindegyik
iteracioban az agensek adott hosszlisagh 1épést tesznek meg a felszinen véletlen irdnyba,
valamint taplalékot fogyasztanak és kémiai anyagokat termelnek az aktudlis allapotuknak

megfelelden. Tovabbd, minden ciklusban végrehajtjuk a diffuzids eljarast a taplalékra és a

| inicializélds I

termelt anyagokra.

| diffiizi6 |

I anyagok termelése |

[ alapotvaias |
}

| metabolizmus |

}

I osztédas |
!
I pozicio valtas I

szimulacio
vége?

igen

I eredmények mentése |

18. abra: A program miikddésének folyamatabraja. A fociklusnak két kilépési feltétele van: vagy az Osszes dgens
inaktivalodott, vagy a fociklus eléri a maximalis 1épésszamot.
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A ciklusok soran az agensek érzékelik a kornyezetiiket és a kordbban ismertetett
modon allapotot valtanak a koriilményektdl fiiggéen. A szimulacio akkor 4ll le, ha az dsszes
agens inaktivalodott a koloniaban, vagy ha a fOciklus eléri a felhasznald altal megadott
maximalis [épésszamot (18. abra).

Olyan kolonidk modellezése esetén (pl. WT sejtek), melyek képesek stabil rajzo
populéciét kialakitani, a szimulacid soran spontan kialakul egy Un. aktiv zona, melyben a
kiiszob feletti jel és faktor koncentracidé miatt az dgensek rajz6 allapotban vannak. Ez a zéna
az allandosult (stacioner) allapot elérése utan egyenletes sebességgel halad a tapanyagban
gazdag régid iranyaba a maximalis [épésszam eléréséig (19. dbra). Ez egyensulyi allapotnak
tekinthetd, mivel hozzavetdleg ugyanannyi agens keletkezik egységnyi id6 alatt, mint
amennyi agens a zona startvonalhoz kozeli felén inaktivalodik a tdpanyaghiany miatt, tehat a

populacié nagysaga kozel allando.

Start

”Aktiv zéna”

Sejtek szdama

Tavolsag

19. abra: A szimulaci6 soran kialakul6 Gn. aktiv zonaban az agensek (z6ld pontok) nagy része rajzo allapotban
van, mivel a jel és faktor koncentracidoja meghaladja a kiiszobszintet. Az igy kialakult rajzo kolonia egyenletes
sebességgel halad a tapanyagban gazdag régio felé.

Az Flggelék 2. tablazataban taldlhatok a szimulaciokban hasznalt legfontosabb
paraméterek, melyek tobbsége szimbolikus, vagyis nincsenek tényleges, fizikailag mérhetd
értekekkel kalibralva. A modellel végzett szimulaciok elsdsorban kvalitativ eredményeket

adnak, melyekbdl kiilonb6z6 tendencidkra kdvetkeztethetiink.

3.4.5. Az eredmények feldolgozasa

A kovetkezokben roviden kitérnék azokra a specifikus modell elemekre, melyeket a

crer
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hasznaltunk fel a (lasd 4.3. fejezet) . Els6ként bemutatom, hogyan modelleztiik a fajok kozotti
jel, faktor és taplalék megosztast, mely alapjan egy 3D paraméterteret térképezhettiink fel
szisztematikusan. Utdna bemutatnam a két legfontosabb paramétert, melyekkel numerikusan
jellemezhettilk a szimulaciok kimeneteleit. Tovabbd, ismertetni fogok egy dabrazolasi
modszert, mellyel hatékonyan lehetett szemléltetni a szimulaciok legfontosabb eredményeit a

fentebb emlitett 3D paramétertérben.

A jel, faktor és taplalék megosztasanak modellezése

A laboratoriumi monokultirdk esetében, ahol csak egyetlen faj tartozkodik a
taptalajon, a jel, a faktor és a taplalék megosztottsaga egyértelmii: a vad tipusu sejtek képesek
a kornyezetiikben talalhat6 tobbi fajtars jelére reagalni, illetve a jel hatdsara eldallitott
kozjavak a populédcio Osszes tagjanak az elényére szolgalnak. Ezen feliil, a sejtek ugyanazt a
taplalékot fogyasztjak a médiumbol.

Két baktériumfaj egyiittélése esetén azonban kiilonb6zé kommunikécids (masik altal
termelt jel érzékelése), kooperacidos (egymas kozjavainak felhaszndldsa), valamint
metabolikus (ugyanazt a taplalékot fogyasztjdk-e, vagy sem) kolcsonhatasi sémakat

allithatunk fel. Példaul, a jelmolekuldk szempontjabol két sz¢élsd eset 1étezik:

a) a két faj egyaltalan nem képes reagalni egymas jelmolekuldjara
b) a két faj vagy ugyanazt a jelmolekulat termeli, vagy a receptor fehérjék képesek

mindkét faj altal termelt jelmolekulaval kélesonhatasba 1épni (promiszkuitas).

Ahhoz, hogy megvizsgalhassuk a két sz¢&ls6 eset kozotti atmenetet, un. megosztdsi
koefficienseket definialtunk, melyekkel tetszOleges mértékben definialhatjuk, hogy az dgensek
milyen érzékenységgel reagaljanak a kiillonb6zo diffuzibilis anyagokra. Rendre ,,a”-val és ,,b”-
vel jeloltiik adott faj érzékenységét a masik faj altal termelt jelre és faktorra, mig ,.c”-vel a
masik faj taplalékabol torténd fogyasztas mértékeét jeloltik. Az a, b és ¢ koefficiens 0 és 1.0
kozotti értéket vehet fel. Példaul, ha az egyik faj ('Speciesl', Spl) csak a sajat maga altal
termelt jelre képes reagalni, a masik faj ('Species2', Sp2) jelére viszont érzéketlen, akkor a

szimulacid sordn a kovetkezd egyenletet hasznaltuk:

Ssp1 = 1.0*S1 + 0*S; (7)
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ahol Ss,; az elsd faj Osszesitett jelérzékenységét jeloli, mig S; és S rendre az elsé és masodik
faj jelére vonatkozo érzékenység. Ha az egyik faj (Spl) a sajat- és a masik faj taplalékabol is

egyenl6 aranyban képes fogyasztani, akkor azt a kovetkezé mddon irhatjuk fel:

NSpl = 0.5*N1 + O.S*Nz (8)

ahol Ng,;az els6 faj teljes taplalékfogyasztasat jeloli, mig N; és N>rendre az elsé és masodik
faj altal fogyasztott taplalék.

Munkank sordn kétféle kompeticids esetet vizsgaltunk, nevezetesen a szimmetrikus
megosztast és a kizsakmanyolast (vagy aszimmetrikus megosztast). Ezeket az eseteket fel lehet
irni az imént bemutatott valtozok megfeleld hasznalataval (3. tablazat). Aszimmetrikus
megosztas esetén a kizsakmdanyolt faj nem képes érzékelni a kizsdkmanyolo faj altal termelt
anyagokat, illetve felhasznalni annak taplalékat, ezért a kizsdkmanyolt faj mindharom

megosztasi koefficiense 0 az dsszes szimulacioban.

3. tablazat: A versengd fajok megosztasi koefficiens értékei szimmetrikus megosztas és kizsakmanyolas esetén.

Jel Faktor Tapanyag'
S S, F, F, N; N,
1. eset: Szimmetrikus megosztas
Spl 1 a 1 b (1-c)2 c/2
Sp2 a 1 b 1 c/2 (1-c)/2
2. eset: Kizsakmanyolas
Sp1 1 0 1 0 1 0
Sp2 a 1 b 1 c/2 (1-c)/2

'Megjegyzés: az 1/2-es szorzora azért van sziikség a tapanyag esetében, mert az agensek tapanyagfelvétele
korlatozott minden ciklusban, vagyis minden esetben teljesiilnie kell a kovetkezd feltételnek: N; + N, = 1. Erre a
korlatozasra a jel és a faktor esetében nincs sziikség, mivel ott csak az érzékenység valtozik.

A fenti kompeticios eseteket a kovetkezd moddon szimuldltuk: a versengd fajokbol
1000-1000 darab agenst helyeztiik el véletlenszerlien a szimuldcios térben, meghatarozott
megosztasi paraméterekkel. A szimulaciok maximum 40.000 1épésig futottak, ami az altalunk
vélasztott metabolikus és osztddési paraméterek tekintetében kb. 500 generaciot jelentett. Az
a, b és c értékeket 0 és 1.0 kozott noveltiik, 0.1 1épéskdzzel, igy feltérképezve a paraméter

teret.
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A szimulacios eredmények feldolgozasa és kiértékelése

A program a szimuldcié fobb paramétereit egy .csv formatumu szoveges fajlbol
olvassa be és a futds végén szintén tablazatos forméban menti el a szimulaci6é fobb adatait. A
program kétféle lizemmoddban futtathatd: normal tizemmodban meghatarozott 1épésenként
elmentjiik a populacio fobb paramétereit (pl. egyes fajok egyedszama, adott allapota sejtek
szama, a kolonia atlagsebessége, stb.) egy szoveges fajlba. Igy lehetdségiink van részletesen
elemezni, milyen valtozasok kovetkeznek be a populécioban az idd fliggvényében. A
statisztikus tizemmodot viszont arra fejlesztettik ki, hogy tomegesen futtathassunk
szimulacidkat, melyeknek csak a végeredményét mentjiik el. Az igy kapott eredményeket
tablazatba foglaltuk, melyen tovabbi statisztikai vizsgéalatokat folytathatunk. Ennek céljabol
igyekeztlink olyan paramétereket definialni, melyek egyértelmiien tiikkrozik a populacid

végallapotat. Ezek koziil a relativ fitneszt €s a szegregacios indexet emelném ki [114].

a. Relativ fitnesz: a verseng6 populaciok numerikus karakterizalasa

Az agens populaciokat kezdetben az stacioner allapot soran kialakult atlagos
méretiikkel jellemeztiik. Azonban a tobb faj kompeticidja, tovabba a megosztasi koefficiensek
bevezetésé miatt definidlnunk kellett egy valtozot, melynek kiszamitasaval jellemezni lehet az
stacioner populaciok méretét a referencia populaciohoz képest. Az 4agenspopulaciok
ratermettségét a Mitri és mtsai. altal hasznalt fitnesszel irjuk le, melyet a populacio kezdeti is

végsO mérete alapjan hatdrozunk meg [115]. Az adott faj fitneszét kovetkezd képlettel irjuk le:

1 Nend
F= At logz Nstart ©)

ahol F' a fitnesz érték, Ar az eltelt id6t, mig Nyar €S Newa @ populacid méretét jeloli a
szimulacié kezdetén és végén. A fitnesz egy mértékegység nélkiili mennyiség, melyet, ha

elosztunk egy referencia faj fitneszével, akkor megkapjuk a vonatkozo faj relativ fitneszét:

— log, (Nend/Nstart) (10)
log, (Nend,ref/Nstart,ref)

rel

melyben F).; a relativ fitnesz, N rer €5 Nenarer pedig a referencia populacid kiindulési és
végsO méretét jeloli. Szimulacidink soran a referencia populdcidnak minden esetben az adott
ebben az esetben az F,,; azt a fitnesz valtozast fejezi ki, mely a kolonia formalasbol adodik. A

gyakorlatban, ha F,.; nagyobb, mint 1.00, akkor az adott faj egyedszdma nagyobb lesz a
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kialakult kozosségben, mintha a masik faj nélkiil ndvekedne a szimulacios térben. Vagyis
szamara eldnyds kozosséget kialakitania konkurens fajjal. Ha azonban F,.; értéke 1.00-nal
kisebb, akkor kevesebb agens lesz adott fajbol az stacioner konzorciumban, vagyis szamara

hatranyos kozosséget alkotni a masik fajjal.

b. Szegregacios index: a rajzo populaciok térbeli szétvalasanak jellemzése

Modelliinkben a rajz6 kolonidk egyenletes sebességgel haladnak a szimulacids térben
a taplalékban gazdag régi6 irdnyaba. A szimuldcid soran nyomon kovethetjiik a populaciok
tulélését, vagy Osszeomldsdt az dgensek létszdmanak ciklusonkénti ellendrzésével. A
véletlenszertien kevert populaciokbol (cellanként 5-5 egyed fajonként) kiinduld szimulaciok
soran a kolonidk térbeli elrendezddése is valtozik az id6 eldrehaladtaval, mely tobbféle
kimenetet mutathat: bizonyos kolonidk iddvel szétvalnak, mig masok kevert allapotban

maradnak legalabb 500 generacion keresztiil (20. dbra).

Sim ID =30 Sim ID = 289
2000 - 2000

1800 - 1800

1600 - 1600 -
1400 1400 -

1200 1200+

1000 1000 -
800 800+
600 600 -
400 400
200 200
0 ' L 0 1 1
0 100 200 0 100 200
A B

20. abra: 2 faj egyiittes szimulacioja soran kiilonbozé jel- és faktormegosztas esetében szegregald populaciok
(A), vagy kevert populaciok (B) jonnek létre (részletesen lasd 4.3.1. fejezet). Sim ID: a szimulacid azonositoja
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Mitri és mtsai [115] a jelenséget egy intuitiv szegregacids index segitségével irtak le
Nadell ¢és mtsai munkaja alapjan [116]. Modszerilk az adott 4agens legkdzelebbi
szomszédainak szamoldsara épiil. Ezt a szamitast a populacié minden tagjara el kell végezni,
minden egyes ciklusban, igy az algoritmus futasi ideje O(n’°) komplexitasi, ahol n az agensek
szamat jeloli. Mivel meglehetdsen nagy egyedszamu kolonidkkal dolgoztunk - melyekben
akar 50 000 agens is lehet a stacioner populdcidoban -, keresniink kellett egy kevésbé
szamolasigényes modszert, amivel jellemezni lehet a populdciok szétvalasat.

Ehhez kihasznaltuk a modelliinknek azt a tulajdonsagéat, hogy a szimulacids tér
celldkra van felosztva, igy konnyedén megszdmolhatjuk, hogy egy adott celldban hany db
agens helyezkedik el fajonként. Példaul, 2 faj esetében kiszadmolhatjuk az i-edik cellasorhoz
tartozo n,(i) és ny(i) értékeket, mely az adott faj egyedszamat jelenti az i-edik sorban (lasd
20. abra). Ha az i-edik sorban taldlhaté Osszes agens szamat N(i)-vel jeloljik, akkor az
ny(i)/N(i) hanyadossal megadhatjuk az adott S faj ardnyat az adott sorban. Ha a populaciok
szegregalnak, akkor ez az érték 1 lesz az egyik fajra nézve, mig a masikra 0. Teljesen kevert
populécidk esetében mindkét fajra nézve 1/2 koriili értéket fogunk kapni minden sorra.

Az szegregacids index (S) szamitdsahoz a soronkénti maximalis egyedszam értékek

atlagat vessziik:

S = Zimax(ni) (11)

Npopulation

ahol max(n;) a dominéns faj sejtszdma az i-edik sorban, mig Nyopuiaion az Osszes egyed szamat
jeloli. Két faj esetében S értéke 1/2 és 1 kozé esik, mig n db faj esetében 1/n és 1 kozotti
értéket kapunk. Az egyszerlibb 0sszehasonlitds érdekében S értékét normalizaltuk, mely éltal
vizsgalt fajok szamatol fliggetlen értékeket kapunk. A normalizalt szegregacios index (Sy)

szamitasa a kovetkezo:

_ S_l/Nspecies
1_1/Nspecies

(12)

N

ahol S az el6z8 egyenletben hasznalt szegregacidos index, mig Nyecies @ szimuldcidban
résztvevo fajok szamat jeloli. Teljes szétvalas esetében Sy értéke 1-hez, mig kevert populaciok
esetében 0-hoz kozelit. A normalizalt szegregacidos index szamitdsdhoz sziikséges 1d6

egyenesen aranyos az dgensek szamaval (n), vagyis futasideje O(n) komplexitasu.
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Az eredmények vizualizalasa a paramétertér fiiggvényében

A paramétertér feltérképezéséhez nagyszamu kiilonallo szimulaciot futtattunk, melyek
atfogd értelmezéséhez hotérképeket készitettiink. Ezeken az é&brdkon a szignal és faktor
megosztas, valamint a taplalék megosztas fliggvényében abrazoltuk a szimulacid kiilonbozo
paramétereit. Az 21. A abran lathato hétérképeken pl. a relativ fitnesz-t abrazoltuk oly médon,
hogy kiilonb6zd F,.; értékekhez kiilonbozd arnyalatot rendeltiink. A jel megosztasat az x-
tengelyen, mig a faktor megosztasat az y-tengelyen adbrazoltam. A abra bal felsd fekete régioja
azt jelenti ebben a példaban, hogy abban a térben a szimulaciok 0 koriili szegregéacios index-
nél érték el a szimulacid végét, vagyis a populdciok stabil, kevert kozosséget formaltak (lasd
4.3. fejezet).

Hasonl6 mddon abrakat készithetiink a szimuldciok egyéb jellemzd paramétereibdl,
mint a szegregacioés index, de az is vizualizalhat6 és kvalitativ modon értékelhetd, hogy egy
adott szimulacio kihaldssal, vagy a két faj stabil egyiittélésével zarodott-e.

Az eredmények globalis attekintéséhez a fenti hotérképeket egyszerre dbrazoltuk egy
3D 4bran, melynek z-tengelye a tiplalék megosztast jelenti (21. B 4bra). igy a kiilonbozo
taplalékmegosztashoz tartozo hétérképeket egymas felett abrazolhattuk egyetlen ébran.
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Jel megosztas (a)

21. abra: A) A szegregacios index hotérképes abrazolasa jel és faktor megosztasanak fliggvényében. A fekete
teriilet azt a paramétertartomanyt reprezentalja, melyben a a két versengé populacio stabil, kevert kozosséget
formal, vagyis a szegregacios index értéke 0.5 alatti. Az eredmények a jel és faktor, valamint a tapanyag
aszimmetrikus megosztasanak szimulacidjabol szarmaznak, ahol a c-vel jelolt tapanyag megosztasi koefficiens
0.6. B) A kiilonboz6 tapanyag megosztasi értékek alapjan késziilt hotérképeket masik tipusu 3D abran is
szemléltethetjiik, melynek z tengelyén a kiilonboz6 tapanyag megosztasi hétérképeket abrazoltuk egymas felett.
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4. Eredmények és diszkusszio

Eredményeinket harom témakdrben fogom bemutatni. A 4.1. fejezetben ismertetem
azokat az in vitro és in silico kisérleteket, melyekkel igazoltuk, hogy a rendszeriink alkalmas a
P. aeruginosa vad tipusu és QS deléciés mutans torzsek rajzasdnak modellezésére. A 4.2.
fejezetben kevert populéciok rajzasi mintdzatait vizsgaltuk meg laboratoriumi kisérletekkel,
ill. szimulaciokkal és valaszt kerestlink az eredmények soran tapasztalt lokalis 0sszeomlas
jelenségére. Az utolso, 4.3. fejezetben egy in silico tanulmanyt ismertetek, melyben azonos

crer

taplalék megosztasanak fiiggvényében.

4.1. P. aeruginosa rajzasanak in vitro és in silico vizsgalata
4.1.1. A rajzas in vitro vizsgalata exogén jel hianyaban és jelenlétében

A P. aeruginosa QS altal szabalyzott rajzasa molekularis szinten jol leirt jelenség. A
szabalyz6 folyamatok tovabbi pontosabb megértése érdekében laboratoriumi koriilmények
kozott is megvizsgaltuk meg a jelmolekuladk rajzésra kifejtett hatasat. A kisérletek soran vad
tipusa (WT) P. aeruginosa (PUPa3 torzs) és QS delécios mutans torzsekkel (SN és SB)
dolgozunk (lasd Médszerek).

Vad tipus (WT)
Termelés Valasz
S + +
F + +

Signal Negative (SN)

Termelés Vilasz
S - +
F + +

Signal Blind (SB)
Termelés Valasz
S (+) -
F - +

22. abra: P. aeruginosa rajzasa agar médiumon. A sejtek fenotipusait az abra bal oldalan jeloltem. A Petri-
csészés abrakon lathatjuk, hogy csak a WT sejtek voltak képesek rajzo koloniat képezniAz SB esetében a zardjel
azt jelenti, hogy a sejtek rendelkeznek alapszintii jeltermeléssel, amely rajzas esetében nem fokozodik, mivel a
mutaci6 miatt hianyzik a QS szabalyzorendszeriikbdl az autoindukcios kor.
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A kiilonboz6 torzsek rajzasat az 22. és 23. abran foglaltam ossze. Kiilséleg hozzdadott
(exogén) jel hianyaban csak a WT sejtek voltak képesek rajzé koloniat kialakitani az
inkubacios 1d6 alatt (22. abra).

Exogén jellel kezelt taptalajon viszont az SN mutans is kialakitott rajz6 kolonidkat (23.

abra). Az SB mutansok viszont egyik esetben sem voltak képesek rajzasra.

Vad tipus (WT)
Termelés Valasz
S + +
F + +

Signal Negative (SN)

Termelés Valasz
S - +
F + +

Signal Blind (SB)
Termelés Valasz
S (+) -

F - +

23. abra: Kiils6 jel hatasara a WT mellett az SN mutansok is rajzasnak indultak. A laboratoriumi kisérletek
esetében az agar médiumhoz AHL jelmolekulat adtunk, 2uM koncentracioban. A WT sejtek hasonlé mintazatot
produkaltak, mint kiilsd jel hianyaban (1asd 22. abra).

4.1.2. A rajzas in silico vizsgalata exogén jel hianyaban és jelenlétében

A laboratoriumi kisérletek mellett elvégeztiik az el6z6 fejezetben bemutatott kisérletek
in silico megfeleldit. Kiilsd jel hianyaban csak a WT agensek voltak képesek rajzo koloniat
kialakitani (24. A é&bra). A taptalajhoz adott jelmolekuldkat a szimulacids rendszerben ugy
modelleztiik, hogy a teljes szimulacids térben kiiszob feletti koncentracidra allitottuk S
értékét. Az exogén jelmolekula jelenlétében a WT mellett az SN muténsok is képesek voltak
rajzasra (24. B dbra). Viszont akarcsak a laboratériumi kisérletek esetében, az SB mutansok a

szimuldcidkban sem voltak képesek rajzo koloniat kialakitani, még S jelenlétében sem.
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A. Szimulacidk exogén jel hianyaban B. Szimuldcidk exogén jellel

24. abra: A) Exogén jel hidnyaban a szimulaciok soran csak a WT agensek (z61d szinnel jeldlve) alkottak stabil
rajzo populaciot. B) Exogén jel (S) kiiszob feletti koncentracidja mellett az SN agensek is rajzasnak indultak.
Viszont az SB mutansok egyik esetben sem voltak képesek rajzo koloniat létrehozni, ahogy azt a laboratériumi
kisérleteknél is tapasztaltuk.

4.1.3. Suriség fiiggé aktivacio agens populaciokban

A QS definicid szerint sejtsiiriiség fliggd valaszt jelent a populacié szintjén (lasd 1.2.1.
fejezet), melyet részletesen vizsgalhattunk az agens modelliink segitségével. A szimuldcio
inditasakor planktonikus allapotil 4gensek voltak a szimuldcios térben (cellanként 1 db agens),
melyek eldszor aktiv allapotba keriiltek a jel kiiszobkoncentracidjanak elérésekor. Az
allapotvaltozds mellett a populacid mérete is novekedésnek indult, mivel az agensek a
taplalkozas révén folyamatosan energiat halmoztak fel és osztdédasnak indultak. Rovid idén
beliil szinte az egész kolonia rajz6 allapotba keriilt, mivel a faktor koncentracidja is gyorsan
elérte a kiiszObszintet. A jelenség iddbeli lefolyasat a 25. dbran foglaltam Ossze: a felsd
diagramon a populdcidban talalhatdo agensek allapotainak eloszldsat abrazoltam az id6
fliggvényében. Az als6 diagramon lathatjuk, hogy a cellankénti sejtszam, vagyis a sejtslirliség
novekedésével 6sszhangban valtottak allapotot az agensek.

A modellel megvizsgalhattuk tehat a QS korai szakaszaban lezajlo allapotvéltozasokat.
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25. abra: A) A planktonikus (kék), a faktort termeld, de még nem rajzd (z6ld), ill. a rajzd (piros) agensek
szazalékos megoszlasa a populacioban az id6 fiiggvényében. Kis id6 elteltével szinte az egész populacio rajzo
allapotba keriilt. B) Az agensek allapota a siirliség fiiggvényében. Megfigyelhet, hogy egy bizonyos sejtsiirliség
felett a populacio Osszetétele jelentésen megvaltozott, mivel a populacio rajzo allapotba keriilt. Vagyis a modell
jol szimuldlja a strliségfiiggd allapotvaltast. A felsd abran lathatd oszcillaciok a diszkrét modellezés
melléktermékei.

4.1.4. Kémiai jelek kovetésének modellezése

A fentebb bemutatott szimuldciok esetében a rajzo baktériumok a tdpanyagban gazdag
teriiletek iranyaba haladtak. A rajzashoz a taplalékon kiviil jelmolekuldkra is sziikség van, igy
feltételezhetd, hogy a sejtek képesek egy olyan nyomvonalat kovetni, mely hozzaadott
jelmolekulat tartalmaz. A 26. abra egy ilyen szimuléciot illusztral, mely soran kijeldltiink a
szimuldcids tér felszinén egy olyan mesterséges nyomvonalat, melynek teriiletén a
jelmolekula koncentracioja kiiszob feletti. A szimulécié sordn SN mutanst hasznaltunk, mely
nem képes jelet termelni, de képes reagalni annak jelenlétére. Eredményeink alapjan a rajzo
kolonia a random mozgas ellenére kovette a mesterségesen kialakitott dsvényt. Ezzel a
szimulacidoval bemutattuk, hogy ez az egyszerli gén-aktiviciés modell nem csak a
sejtstirliségre adott valaszreakciot képes szimuldlni, hanem a baktériumok jelkdvetését is,

mely megfigyelhetd pl. gazda/szimbionta, ill. ndvény/patogén interakcioknal.
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26. abra: A szimuldciohoz egy szabalytalan alaku, mesterséges nyomvonalat készitettiink, mely teriiletén a
jelmolekula koncentracidja kiiszob feletti, tovabba ezen a teriileten a jel nem diffundal és nem bomlik el. A
szimulacié soran SN tipust agenseket hasznaltunk, melyek nem képesek jel termelésére, de képesek arra
valaszreakciot mutatni. A rajzas csak a kijeldlt utvonalon torténik. Az egyes abrak kiilonb6z6 iddpillanatokban
késziiltek a szimulacio soran.
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4.2. A baktériumpopulacio lokalis 6sszeomlasa csalo mutansok megjelenése
esetén

A mikrobialis kozosségek jelentds elonyre tesznek szert a kooperdcio, vagyis a termelt
jelmolekulak és kozjavak megosztasa révén a nem kooperald kolonidkhoz képest. Mésrészrol
a sejtek kozott allandd kompeticio &ll fenn a taplalékért és a térért, ami alapjan
feltételezhetjiik, hogy a két ellentétes iranyu folyamat kdzott valamiféle egyensuly all fenn. A
nem kooperdlo, Un. csalo mutansok rendkiviil gyorsan képesek elterjedni a populécioban,
aminek drasztikus kovetkezményei lehetnek a teljes kozosségre nézve. A kovetkezdben
ismertetni fogok egy hipotézist a lokalis kommunikacié lehetséges hatasarol, valamint egy
kisérleti rendszert, melyben a kiilonboz6 QS mutdnsok kozosségre kifejtett hatdsat

tanulmanyoztuk és melyet a modelliink segitségévek in silico is szimulaltunk.

4.2.1. Lokalis és globalis kommunikacio mikrobialis kozosségekben

A baktériumok tobb fajbol allo kdzosségeiben a résztvevd fajok egylittesen hasznaljak
fel a kornyezeti eréforrasokat és viszonylag stabil, hosszii id6n keresztiil egyiittéld
konzorciumokat alkothatnak. Bizonyos feltételek teljestilése esetén a kolonidk jol toleraljak a
csald6 mutansok megjelenését, melyek sok esetben a teljes kozdsség pusztuldsat okozhatjak.
Egy lehetséges védelmi mechanizmusrol allitottunk fel hipotézist, melyet ebben a fejezetben
ismertetek roviden.

A kozosségek stabilitdsanak fogalman egyrészt érthetiink funkcionalis stabilitdst, mely
esetében minden olyan jelleg jelen van egy kozosségben, ami a teljes kozosség tuléléshez
sziikséges. Ezen feliil beszélhetiink a stabilitas metagenomikai szintjérdl is, vagyis a kozosség
megfeleld génkészlettel rendelkezik ahhoz, hogy k6zosség hosszitavon mikddoképes legyen.

Egy mikrobidlis kozosséget elképzelhetliink olyan részlegesen atfedé al-struktarak
Osszességeként, melyek lokdlisan kommunikalnak egymassal diffuzibilis jelmolekulak
segitségével (27. abra). Ezek az al-strukturdk biztosithatjdk a kozosség stabilitasat, ugyanis ha
megjelenik egy csalé mutdns térzs, vagy egy nem kooperald faj keriil a rendszerbe, akkor az
al-struktura szétesése biztositja a kolonia tovabbi részeinek zavartalan miikodését. Ezzel
szemben, globdlis kommunikdcio valdésul meg pl. razatott folyadékkultardkban, melyekben a
sejtek altal termelt jelmolekula az egész kdzosségre hatassal van (27. abra). Ezek a rendszerek
sériilékenyebbek, mivel nincs lehetdség a csaldo mutansok eliminalasara, melyek megjelenése

esetén az egész kozdsség elpusztulhat [117-118].
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27. abra: A) A globalis kommunikacié sémaéja, mely soran a populacié Osszes tagja kdlcsonhatasban van
egymassal. pl. razatott folyadékkulturak esetében beszélhetiink globalis kommunikaciordl. B) A lokalis
kommunikacié soran a sejtek csak a kozelebbi szomszédjaikkal vannak interakcioban. Szilard felszinen, ill.
strukturalt kornyezetben, biofilmekben alakulhatnak ki lokalisan kommunikald egységek, un. al-strukturak,
melyek atfedésben vannak egymassal.

Az altalunk felallitott hipotézis alapjan a rajzé kolonia képes lokalizdlni a nem
kooperald mutdnsokat. Ez alapjan feltételezhetjiik, hogy a lokalis kozosségek kialakuldsa
hozzajarulhat a stabil kozosségek kialakulasdhoz, specialis védelmi mechanizmusok (pl.
antibiotikumok termelése, extracellularis matrix, stb.) nélkiil is. Ennek az egyszeri védelmi
rendszernek a hatasara a QS mutansok nem tudjak elozonleni a populéciot, melynek végzetes
kovetkezményei lehetnek. A hipotézisben nem feltételezziikk, hogy a mikrobidlis
kommunikécié alapvetden lokalis, inkabb a globdlis- és lokalis kommunikacio egyensulyakeént
tekinthetiink ra. Ugyanis egy biofilmben, vagy egy rajz6 koldnidban a tdvolabbi sejtek kisebb
valosziniiséggel keriilnek interakcioba egy adott sejttel, mint a kdzvetlen kdrnyezetében 1évo
szomszédos sejtekkel. Ezek az al-struktirak atfedésben vannak egymassal, tovabba, ha az al-
stukrturdk sugardnak mérete novekszik, vagyis a koldnia egyre tavolabbi sejtjeit is képesek

befolyasolni, akkor a kommunikacié egyre inkabb globalisnak tekinthetd.

4.2.2. A Kkisérleti rendszer bemutatasa

Az in vitro ¢és in silico kisérletek soran azokat a torzseket hasznaltuk, melyeket a 3.1.
fejezet 2. tabldzatdban ismertettem. A laboratoriumi kisérletek eredményei alapjan
elmondhat6, hogy az Arhl mutinsok egyaltalan nem képesek a rajzasra, a Alas mutansok
viszont igen, bar kisebb hatékonysaggal, mint a vad tipusu sejtek.

A Lasl/R rendszer tehat kevésbé fontos szerepet tolt be a rajz6 mozgas soran, mint az
RhII/R rendszer. Ez utébbi felelés ugyanis a rhamnolipid termelésért, mely a rajzés egyik
szlikséges feltétele. Mindkét rendszer kilitésével azonban végérvényesen elvesztik a sejtek a

rajzasi képességiiket [112]. A kisérletek soran a keletkezett kolonidkat harom csoportba
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soroltuk be a morfolégidjuk alapjan: rajzo, nem rajzo és ésszeomlott kolonidak (28. 4bra, jobb
felsé sarok). A szintdzban hianyt szenvedd mutansok ("I mutansok") nem képesek az AHL
termelésre ("informacios csalok"), viszont kiilsd jelmolekuldk esetében expresszalodnak a
faktorok termeléséért felelés gének. A receptort nem expresszald mutansok ("R mutansok™)
viszont bar képesek jelmolekuldkat termelni, nem képesek faktor molekulak eléallitasara, ami
jelentds metabolikus elényhoz juttatja ket a faktorokat termeld sejtekhez képest ("kozjo

csalok").

4.2.3. Vad tipusu és kiillonboz6 QS delécios mutansok egyiitt-rajzasa

A rajzési kooperaciot a kiilonbozo torzsek 1:1 ardnyt keverékébdl alkotott mesterséges
kozosségek kozos taptalajra torténd oltdsdval tanulmanyoztuk (28. abra). Az egyiitt-rajzas
tényét egyértelmiien lehetett detektalni, mivel a kiillonb6z6 mutansok kiilonbdzd antibiotikum
markereket hordoztak a genomjukban, igy csak az egyik torzs onalléan nem lett volna képes
rajzasra az antibiotikumokat tartalmaz6 taptalajon.

Megfigyeltiik, hogy a kevert kolonidk eltérd koldoniamintdzatokat mutattak, mint a
monokultiras tenyészetek: a szintdz gének delécidja esetén (SN mutansok, Alasl, Arhll) a
koloniak nem képesek 6nallod rajzara, viszont a vad tipusu sejtekkel egylitt képesek arra, bar
lassabb sebességgel, mint ha a vad tipus egyediil lenne. Az SB mutansok viszont a vad
tipussal egyiitt sem képesek stabil rajzé kolonidt létrehozni. A kolonia ugyanis iddvel
osszeomlik és a ndvekedés megall.

A Arhll mutansok szintén csak intakt RhlI/R rendszerrel rendelkezd partnerrel képesek
kevert rajz6 koloniat kialakitani, mivel a jelmolekulat termeld sejtek biztositjak a teljes
kolonia rajzasdahoz sziikséges jelmolekula mennyiséget. Masrészrdl, a Arhll és ArhilR
mutansok nem képesek ©6nallé rajzo koloniat kialakitani, mivel egyik résztvevonek sincs
intakt RhII/R rendszere, ez éltal hianyzik az autoinduktiv kor, mely a jelmolekula termelést

fokozza.
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Fenotipusok:

“No swarming” “Swarming” “Collapse”
(NS) (€)

Arhll ‘ ArhiR ‘ SN ‘ SB

28. abra: P. aeruginosa PUPa3 sejtek rajzasa és egyiitt-rajzasa QS delécios mutansokkal. A tablazatban az 6sszes
lehetséges kombinaciot abrazoltuk. A monokultiras kolonidk a féatloban lathatok. C: "collapse", dsszeomlott
kolonia; NS: "no-swarming". A AralR és az SB mutansok a kevert kultitak esetén 6sszeomlast okoznak.

4.2.4. Koloniadinamika in vitro kisérleteknél: rajzas és osszeomlas

Megvizsgaltuk, hogyan valtozik a populdcio Osszetétele az id6 fiiggvényében, ezért a
rajzas soran rendszeres 1d6kozonként mintat vettiink a populaciobdl és megvizsgaltuk annak
Osszetételét. A kisérletek soran megfigyeltiik, hogy minden esetben mindkét torzs jelen volt a
dendritekben, viszont kiillonb6z6é aranyokban: a rajzas végére a deléciés mutansok minden
esetben nagyobb aranyba voltak jelen a populdcioban, mint a vad tipusu sejtek (29. édbra). A
jelenség mogott valdszintlileg a metabolikus eldny allhat, mivel a deléciés mutansok esetében
nagyszamu gén marad inaktiv.

Ennek fényében az R mutansok nagyobb metabolikus eldnnyel rendelkezhetnek, mint
az I mutansok, mivel sokkal nagyobb ardnyban vannak jelen a kozdsségben. Az utdbbiak
képesek kialakitani rajzo kevert kolonidkat, viszont az R mutansok kor alaku telepeket
képeznek, melyek novekedése limitdlt az azonos Osszetételii agar-médium ellenére. Ez

‘quorum oOsszeomlasnak' nevezziik, ugyanis a nem kooperaldé mutdnsok ardnya egy olyan
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kritikus kiiszobot ér el, ami miatt a kooperald sejtek mar nem képesek a teljes kolonia

rajzasahoz sziikséges mennyiségben a kozjavakat eléallitani.

WT + Alasl WT + Arhll

29. abra: A P. aeuginosa PUPa3 (WT) egylitt-rajzasa kiilonb6z6 QS mutansokkal. A WT és mutans torzseket 1:1
aranyban oltottak le a rajz6 taptalajok kozepére. A kisérletek végére kiilonbozé WT:mutans aranyok alakultak ki,
melyet a képek jobb also sarkaban vannak feltiintetve. Az aranyok a kisérlet végén a dendritek végébdl/kolonia
szélérdl vett mintak alapjan elvégzett CFU szamlalasok alapjan késziiltek el. WT egyiitt-rajzasa Alasl (1), Arhll
(2) és dupla Alasl/rhll (SN, 3) mutansokkal tipikus rajzé kolonidkat eredményezett. A vad tipusu P. aeruginosa
ArhIR (5) mutanssal csdkkent mértékii rajzast produkalt, és dupla AlasR/rhIR (SB, 6) mutanssal gyakorlatilag
nem képezet rajzo telepeket. WT + AlasR koldonidk esetében viszont tapasztaltunk rajzé kolonidkat, viszont a
rajzas lassabb volt, mint a WT esetében.

A jelenséget tehat két kategoridba soroltuk: a) stabil rajzas, mely soran a kevert
kolonia folyamatosan fenntartja rajzé allapotat, ill. b) datmeneti (tranziens) rajzas, mely
esetében vagy a csaldo mutans, vagy a kooperalo partner tiinik el a rajz6 koloniabol. Az utdbbi
esetben beszéliink quorum 6sszeomlasrol, mely altal a kolonia stagnalé allapotba keriil.

Az agar-médiumos kisérletek esetében homogén kevert kultirakat oltottunk a taptalaj
kozepére, de a felszinen szabadon ndvekvd kultirak iddvel elvesztik a homogenitasukat és
csak nagyon kis teriileti egységeken tekinthetjiikk kevertnek a koloniat. Felmeriil a kérdés,
hogy az Osszeomléds a teljes populaciodt érinti, vagy csak a lokdlis kornyezetiikre vannak
hatéssal a csalo sejtek. A kérdés megvalaszolasdhoz SB mutansokat injektaltunk a rajz6 WT
kolonia ndvekvo dendritjeinek végére (30. abra). A kezelt dendritek ndvekedése megallt, mig
a tobbi, kezeletlen dendrit normalis {itemben ndvekedett tovabb. Néhany ritka esetben a rajzo
kolonia sikeresen tiilhaladt az SB kolonian és folytatta a ndvekedést. Mindkét esetben a csalod
sejtek lokalizalva maradtak, vagy az Osszeomlas altal, vagy azért, mert az SB sejtek nem
csatlakoztak a rajz6 WT kolonidhoz. Feltételezheté tehat, hogy a rajzas a lokalis

kommunikécidn, ill. kooperacion alapul, mely altal lehetdség van a QS csaldk izolalasara. Ez
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kozvetett magyarazatot adhat arra, miért limitaltak a csald sejtek lehetdségei a mozgd
kolonidban, ugyanis barmelyik dgban jelennek meg a mutansok, az adott dendrit 6sszeomlésa

nem lesz hatassal a tobbi 4g novekedésére.

A. SB injektalas el6tt B. 16 draval SB injektalasa utan

T —— . =SB injektalds helyei
C. SB koldniat kikeriil6 WT dendrit

30. abra: A) Rajzé vad tipust P. aeruginosa kolonia novekvd dendritjeinek végére SB mutans sejteket oltottunk
(kb. 10® CFU mennyiségben), a voros korokkel jelolt agakra. B) A kezelt dendritek novekedése megallt, mig a
tobbi ag normalis iitemben novekedett. C) Néhany esetben a rajzo kolonia "kiszabadult" az SB koléniabol (fehér
nyil). Az igy ndvekvé dendrit vagy egyaltalan nem tartalmazott SB sejteket, vagy csak elenyészé mennyiségben
(<1%). A B és C abrak 16 oraval az SB mutans leoltasa utan késziiltek.

4.2.5. Populaciodinamika in silico modellezése

A szamitogépes szimuldciok sok esetben Otleteket nyujthatnak arrdl, hogyan fiigg
Ossze a génregulacid a kisérletbdl szdrmazd populacidodinamikai eredményekkel. Ezért
megprobaltuk értelmezni a fenti QS delécios mutansokkal végzett laboratoriumi kisérleteket
az altalunk készitett hibrid dgens modellel. A szimulaciok soran WT, SN és SB mutans
agenseket hasznaltunk, mivel a modelliinkben csak 1 db QS rendszer van értelmezve.

Az egyszerlsitett modelliink esetében a kevert kolonidk hasonld viselkedési
mintazatokat produkaltdk, mint a Petri csészés kisérleteknél (31. abra). Vad tipusu
monokultira esetében kialakult a stabil, rajzé kolonia. WT+SN kevert kolonidban az SN
agensek ardnya bedllt egy konstans értékre, mely mellett tovabbra is megmaradt a rajzas,
viszont kisebb sebességgel, mint a vad tipusu koldnia esetében. A harmadik esetben, WT+SB
agensekbdl 4allo kolonianal a rajzds meginduldsa utan a populdcid rovid idon beliil

Osszeomlott, a ndvekedés megallt. Az dbran lathato, hogy az utdbbi esetben a WT agensek
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aranya radikalisan lecsokkent a populacidban és a tobbségben maradt SB agensek nem voltak

képesek fenntartani a rajzast, mivel nem képesek faktort termelni.
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31. abra: A rajzas in silico vizsgalatdhoz tiszta WT (zold gorbe), ill. kevert populaciokat (WT+SN, kék gorbe;
WT+SB, piros gorbe) hoztunk létre. Ez utdbbiak esetében a kiindulasi populacié 1:1 aranyban tartalmazta a vad
tipustt és a mutans torzset. A rajzo populaciok ndvekedése telitési gobével irhatod le, melyre a kezdeti gyors
ndvekedés utan egy tranziens szakasz jellemz6, mely utan a populacidé egyensulyba keriil. Ebben a stacioner
allapotban a kolonia sebessége és nagysaga konstans. Lathato, hogy a WT+SN esetben kialakul egy stacioner
populécid, mely allapot elérése lassabban kovetkezik be, mint a csak WT-b6l allé populacié esetében. A WT+SB
nem képes kdzos rajzasra, a populacié ebben az esetben sszeomlik.

Az stacioner populaciok szazalékos Osszetételét és sebességét az 4. tdblazatban
foglaltam 0Ossze. A relativ szaporodasi ratakon ('relative division rate', rDR) - melyet tgy
képziink, hogy a mutans agensek osztddasi ratdjat elosztjuk a vad tipust dgensek osztddasi
ratajaval - jol latszik, hogy az SN mutdns agensek kismértékli szaporoddsi eldnnyel
rendelkeznek a vad tipusu agensekhez képest.

Ennek megfeleléen az stacioner populacioban a WT-k ardnya kisebb, mint ha a WT
agensek egyediil lennének a rendszerben, tovabba a populacidé nagysaga €s sebessége is

kisebb. Az SB mutansok viszont jelentds szaporodési eldnnyel rendelkeznek, igy hamar
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tulnovik a WT 4agenseket. Ennek hatdsara a populéciobdl eltiinnek a kooperalo sejtek, mely
altal megsziinik a rajzashoz nélkiilozhetetlen kozjavak termelése, vagyis a populdcio

O0sszeomlik.

4. tablazat: A kiilonbozo kevert populaciokkal inditott szimulaciok legfontosabb jellemzéi. A WT+SN
szimulacioknal az SN sejtek némi eldnnyel rendelkeztek a WT-hez képest (rDR), igy nagyobb aranyban voltak
jelen a stacioner kolonidban. Az SN sejtek kooperalnak, viszont nem kommunikalnak, igy szaporodasi elényiik
miatt kisebb méretli és lassabb sebességli populaciokat képeztek. A WT+SB szimulécidk esetén az SB sejtek
egyrészt nem kooperalnak, mastrészrol jelentSs szaporodasi elénnyel rendelkeznek a WT-hez képest. Igy rovid
id6n beliil kiszoritottak a kooperald partnert a populaciobol, mely altal megsziint a rajzashoz sziikséges faktorok
termelése és a kolonia 6sszeomlott.

Torzsek (rDR)  Populacio nagysaga WT agensek Sebesség  Rajzo agensek

WT-re nézve (%) aranya (%) aranya (%)
WT (1.00) 100 100 100 100
WT+SN (1.03) 77 24.0 75 99
WT+SB (1.79) 1 0.1 0 0

Megvizsgaltuk, hogyan valtozik a fenti kevert populaciok esetében a jel és a faktor

koncentrécioja a rendszerben (32. abra).
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Osszeomlds utén a faktor koncentracidja drasztikusan csokken, és a jelkoncentracio is jelentésen alacsony. Az
SB agensek ugyanis nem képesek faktorokat termelni, és a WT agensek kiszoritasaval irreverzibilis moédon
szlintetik meg a kolonia rajzasat.
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Lathatd, hogy WT+SN kevert populacio6 esetében a faktorok mennyisége kozel azonos,
mint a WT populacid esetében. Azonban a jel mennyisége alcsonyabb, vagyis feltételezhetd,
hogy a WT+SN konzorcium esetében a jelmolekula a limital6 tényez6. WT+SB konzorcium
esetében a jel koncentracio csokkenése mellett a faktor koncentracioja szinte nullara csokken
a rendszerben. Ez egy irreverzibilis valtozasnak tekinthetd, mivel kiils6 jel hozzdadasaval mar
nem allithat6 vissza az egyensuly.

A rajzo kevert koloniak dsszetétele nem fiigg a kiinduldsi aranyoktol, ugyanis pl. ha az
SB csal6 mutans csak elenyész6 mennyiségben van jelen a koldnidban, idével akkor is tal

fogja ndni a kooperald partnert és bekovetkezik az 6sszeomlas (33. dbra).
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33. abra: A rajz6 WT koldnia (kb. 25.000 agens) talalkozasa 10 db SB mutanssal (nyillal jelolve). A mutans
agensek rovid idon belill talnovik a WT sejteket, ami a kolonia sszeomlasahoz vezet.
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4.3. A kooperacio és kommunikacio in silico vizsgalata két fajbol allo
kozosségekben

A tobb fajbol allo koloniak figyelemreméltdan stabil kozosségeket képesek kialakitani
annak ellenére, hogy a kozosséget alkoto fajok gyakorlatilag kompeticioban allnak egymassal
a kozos eroforrasokért. Mindemellett, ezek a konzorciumok rendkiviil ellenalloak lehetnek a
kornyezeti valtozasokkal szemben. A komplementer metabolikus kapcsolat mellett gyakran a
QS rendszerek kozott is 1étezik atfedés (lasd 1.5. fejezet). Az dgens modelliink segitségével
megvizsgaltuk, milyen hatdssal van a kozOsség stabilitdsdra, valamint az egyes fajok

fitneszére, ha a fajok kozott a jel, a faktor és taplalék kiilonb6zé mértékben megosztott.

4.3.1. A szimulacios rendszer bemutatasa

A kompeticiés szimulaciok soran két kiillonbozo fajbol egyenld szamua (1000-1000 db)
egyedet helyeztiink a 2D szimulacids tér elejére. A felszinen kétféle tdpanyag volt elérhetd a
két faj szamara ¢és alapértelmezésként mindegyik faj csak a sajat taplalékan tudott ndvekedni.
Ebben a modellben olyan szimulacios kornyezetet alkalmaztunk, melyben az adott faj
egyedeinek kommunikalniuk és kooperalniuk kellett ahhoz, hogy rajzo allapotba keriiljenek,
jelentdsen megnovelve igy talélési esélyeiket. Az életképes fajok ebben az esetben egy olyan
allando sebességgel mozgd ¢és kozel allandd nagysagh koloniat alakitottak ki, mely egyenesen
haladt elére a taptalajon a tdpanyagban gazdag teriilet felé. Egy ilyen koloniat akkor
tekintettlink stabilnak, ha a populacié mérete legalabb 500 generacion keresztiil allando volt.
A nem ¢életképes populaciok megrekedtek az alapallapotban és nem tudtak tovabb haladni, igy
a tapanyag felélése utan elpusztultak. Ezaltal viszonylag konnyen meg lehetett kiilonboztetni
az ¢letképes €s a nem ¢életképes kolonidkat.

A szimmetrikus és aszimmetrikus megosztas implementalasdhoz definialtunk egy
koefficienst mindegyik fajra, mely ha 0 volt, akkor nem volt megosztds a fajok kozott, 1
esetében viszont teljes volt a megosztas (lasd Modszerek 3.4.5. fejezet). A fenti koefficienst
bevezettiik a szignal (‘a’), a faktor (') és a tdpanyag megosztasra (‘c’) is. E harom valtozoval
a teljes ,.kompeticids teret” lefedhetjiik, vagyis pl. @ = b = ¢ = 0 a versengd fajok teljes
fiiggetlenséget reprezentdlja, mig a = b = ¢ = 1.0 a teljes megosztast jelenti. Ahhoz, hogy
feltérképezziikk a kompeticios teret, kiilonb6zd szimuldciokat futtattunk, melyben a fenti
harom koefficienst 0 és 1.0 kozott valtoztattuk 0.1 1épéskozzel (¢ esetében 0.2 1épéskodzzel).
fgy osszesen 11 x 11 x 5 = 726 db szimulaciot kellett lefuttatni. A szimulaciok

végeredményeként a versengd populaciok kiilonbdzo poziciokban voltak egymashoz képest a

59



szimulacids térben. A modellezés sordn eldforduld lehetséges kimenetelek leirasdhoz elézetes
szimulacidkat futtattunk le. A kapott eredményeket a kdvetkezOképpen osztalyoztuk:

a. Ko-lokalizacio ("co-swarming"): Ebben az esetben a két faj homogén, kevert
kozosséget alkotott (34. A abra), mely legalabb 500 generacion keresztiil fennmarad. A
szegregécids koefficines ebben az esetben kozel 0, a relativ fitnesz meghaladhatja az 1-et,
vagyis mindkét faj gyorsabban ndvekedik, mintha egyediil lenne.

b. Nyerés, kompetitiv kizards: csak az egyik faj alkot stabil populaciot, mig a masik
populdcié a fennmarado taplalék fliggvényében vagy kihal, vagy egy kisméretii, stagnalod
populéciét alkot (34. B dbra). A szimuldciokat elemezve azt taldltuk, hogy kétféle nyerd
szituacio 1étezik: Az egyik esetben barmelyik faj lehet gydztes, nagyjabol egyenld eséllyel.
Ezt az esetet ,,sztochasztikus kizarasnak™ nevezziikk. A masik esetben mindig ugyanaz a faj
nyert, melyet ,.kompetitiv kizardsnak™ neveztiink el. A kizaras nagyjabol ugyanugy zajlik le
mindkét esetben: a vesztes faj hatramarad a szimulacids térben a gydztes fajhoz képest (lasd
34. B dbra), mikdzben a tavolsag egyre nott az id6 eldrehaladtaval. A vesztes populéacio vagy
nagyon kis mérettel, de fennmaradt a szimulaci6é sordn, vagy fokozatosan eltlint. A nyertes
relativ fitnesze 1.0 volt minden esetben.

c. Szegregacio: a két populacid egymastol fiiggetleniil haladt elére oly modon, hogy az
egyik haladt elol, mig a masik faj lemaradva haladt kozvetleniil a masik mogott (34. C1 abra).
Ezeknél az eseteknél is két kimenetelt allapithattunk meg: az egyik esetben mindig ugyanaz a
faj (a jobb kompetitor) keriilt a taplalékhoz kozelebb. Ez "kompetitiv szegregacionak"
neveztiik. A masik esetben barmelyik faj lehetett gydztes, vagyis keriilhetett elére, melyet
"sztochasztikus szegregacionak"” hivunk. Mindkét esetben az eldl halado faj relativ fitnesze
1.0 volt, mig a lemarad6 fajé kisebb, mint 1.0, ami extrém esetben 0-hoz konvergalt. A
szimulacidk ismétlése esetén kialakultak un. ,keresztezett”, sakktabla-szerli szegregaciok is,
melynél az egyik faj volt az elsé pozicidoban a szimulacids tér egy bizonyos felében, mig
mashol ugyanez a faj volt lemaradva (34. C2 abra). Azon a részen, ahol az adott faj vezetett,
a relativ fitnesz 1.0-hoz kozeli volt, mig a masik esetben a relativ fitnesz 1.0-nal alacsonyabb

volt.
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34. abra: A kompeticié kiilonbozd kimenetelei a szimulacios rendszerben. A piros és kék pontok a két fajt
reprezentaljak a szimulacios térben. A) Stabil, kevert populacio (ko-lokalizacio). Ebben az esetben mindkét faj
rajzo allapotban van. B) Nyerés, mely soran a nyertes faj egy stabil, rajzé koloniat alakit ki (kék pontok), mig a
masik faj vagy egy stagnalo populdciot képez, vagy kihal, a tdpanyag mennyiségétdl fiiggéen. C1) Szegregalod
populéaciok, ahol a piros pontokkal jelzett populacio helyezkedik el a tapanyagban gazdag teriiletekhez kozelebb.
C2) Mozaik-szerii szegregacio: bizonyos teriileteken az egyik, mig mashol a masik faj helyezkedik el a kdzelebb
az er6forrasokhoz. Sim ID: a szimulacié azonositoja

4.3.2. Quorum érzékelés nélkiili kompeticio

Kiinduldsként olyan populdciokkal végeztiink szimulacidkat, melyek nem voltak
képesek quorum érzékelésre. Mivel ezekben az esetekben a fajok nem termelnek jelet és
faktort — mely altal nem képesek allapotot véaltani — a ndvekedés mértékét a tapanyagfelvétel
hatarozza meg.

Az elsé kisérletekben a szimmetrikus megosztast vizsgaltuk, vagyis mindkét faj
elsddlegesen a sajat tapanyagat fogyasztotta, valamint a masik faj taplalékabol is képes volt
fogyasztani. Ez utdbbit a taplalék megosztasi koefficiens (c) altal hataroztuk meg, mely
esetben 0 < ¢ < 1.0. Ha ¢ = 1.0, akkor mindkét faj azonos tapanyagforrast fogyaszt, mely
esetében sztochasztikus kizarast tapasztaltunk, vagyis az egyik faj 50%-os valdsziniiséggel
halt ki. Ebben az esetben a koldnia atlagos relativ fitnesze 0.5-re csokkent (az egyik faj relativ
fitnesze 1, a masiké 0 volt). Ha a tapanyag nem volt megosztva (¢ = 0), mindkét faj talélt
sztochasztikus szétvalds mellett. Ebben az esetben vagy az egyik, vagy a masik faj keriilt a

szimulacids térben elérébb, viszont a hatul maradt faj nem keriilt hatranyba, mivel az a sajat
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taplalékat fogyasztotta, ami a masik faj szdmara indifferens volt. A populacié atlagos fitnesze
ebben az esetben 1 koriili volt.

A két szElsoérték kozott folytonos adtmenetet figyeltiink meg, vagyis a sztochasztikus
szétvalas volt a dominans az alacsonyabb taplalék megosztasi koefficiens esetében, ill.

sztochasztikus kizaras valdsult meg a magasabb c értékek esetén (35. abra).
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35. abra: Quorum érzékelés hianyaban a rendszerben nincs értelmezve a jel és faktor érzékelés, igy a
paramétertér egyetlen valtozdja a tdpanyag megosztas. A relativ fitneszt az ugyanilyen feltételek mellett, de
egyediil novekvd fajra vonatkoztattuk. Alacsony taplalék megosztas esetben a két populacio szegregdl és a
relativ fitnesz 1 koriili értékre all be. Magasabb tdpanyag megosztas esetében (c > 0.6) az egyik faj
véletlenszertien elpusztul. Sztochasztkius szegregacio és kihalas esetén mindkét faj egyforma valdszinliséggel
lehet nyertes, ill. vesztes. Szimmetrikus megosztas esetében a két faj egyforman képes felhasznalni a masik faj
taplalékat (also folytonos gorbe), a taplalék megosztas mértékének ndvelésével a fajok relativ fitnesze csokkent.
Aszimmetrikus megosztas esetében csak az egyik faj képes felhasznalni a masik faj taplalékat (felsé szaggatott
gorbe). Megfigyelhetd, hogy a kizsakmanyolt faj hasonld lefutast relativ fitnesz goérbével rendelkezik az
aszimmetrikus szimulaciok esetében, mint a szimmetrikus taplalékmegosztas gorbéje. A feltiintetett értékek 10
parhuzamos szimulacio eredményeinek az atlagat mutatja, a hibasavok a szorast jeldlik.

Masodik menetben megvizsgaltuk az Un. aszimmetrikus megosztdst, mely esetében
mindkét faj a sajat tdpanyagat fogyasztotta, de az egyikiik (az un. kizsdkmanyol6 faj,
‘exploiter') képes volt a masik faj (kizsakmanyolt faj, 'exploited’) taplalékat is felhasznalni a
novekedéshez. Ezeknél a kisérleteknél a kizsdkmanyolo faj relativ fitnesze magasabb volt.
Csak abban az esetben volt egyenld, ha a két faj fiiggetlen volt egymastdl a taplalék
szempontjabol (ami nem tekinthetd kihaszndldsnak). Minden esetben sztochasztikus volt mind
a szegregacio, mind a kizaras.

Fontos megjegyezni, hogy sem a szimmetrikus, sem az aszimmetrikus esetben nem
haladta meg a relativ fitnesz értéke az 1.0-t, vagyis a kompeticié minden esetben csokkentette

a fajok fitneszét dsszehasonlitva az ugyanilyen koriilmények kozott, de egyediil 1étezd fajok
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rajzasaval. Ez az eredmény nem meglepd, mivel az egyetlen interakcié az agensek kozott az
eréforrasokért (jelen esetben a taplalék) és a térért valod versengés, ami exploitiv kompeticio
megvalosulasat eredményezi.

Szintén szem el6tt kell tartani, hogy minden kimenetel sztochasztikus volt, vagyis
barmelyik faj lehetett vesztes, vagy gyoztes. Gause kompetitiv kizardssal kapcsolatos elve
alapjan, ha két faj kiilonbozd novekedési ratdval (vagyis fitnesszel) azonos taplalékért
verseng, akkor minden esetben a "fittebb" faj fog nyerni [119-120]. A mi szimul4cidink soran
mindkét faj fitnesze azonos, ezért abban az esetben tehet szert az egyik eldnyre, ha a véletlen
folytan tobb teriiletet tud elfoglalni, mint a masik faj. Mivel az d4gensek mozgasa véletlenszerti
a szimuldcios térben, a két versengd faj azonos eséllyel lesz gydztes, ill. vesztes. Az altalunk

vizsgalt QS nélkiili modellben pontosan ezt tapasztaltuk.

4.3.3. Szimmetrikus atfedés: ""'megosztas"

Szimmetrikus dtfedés (szimmetrikus megosztas) esetében — funkcionalis QS rendszer
jelenléte mellett — mindkét versengd faj képes a masik faj altal termelt jel- és
faktorérzékelésre, valamint a masik faj altal felhasznalt taplalék fogyasztasra. A szimulaciok
eredményei alapjan a paraméterteret két zonara lehet felosztani: az egyikben a két faj stabil,
kevert koloniat hoz 1étre ('ko-lokalizacio', 36. dbra). Ez a jelenség magas faktormegosztas
esetén figyelhetd meg, jellemzden a jel és faktor hétérképek bal felsé zondjaban. Fontos
megemliteni, hogy a miikddé QS rendszerrel nem rendelkezd fajokra futtatott szimulaciok
(lasd 4.3.2. fejezet) esetében ez a kimenetel nem fordult eld. A szimmetrikus atfedés soran a
stabil, kevert kolonidkban az egyes fajok relativ fitnesze magasabb volt, mint 1.0 abban az
esetben, ha legalabb részlegesen kiilonbozd taplalékot fogyasztottak (36. abra). Ez logikus
kovetkezmény, hiszen a két faj abban az esetben tudja novelni egymds hatékonysagat, ha
kiilonbozo erdforrasokat haszndlnak fel a k6zdsen hasznalt molekularis jel és faktor rendszer

mukodtetéséhez.
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36. abra: A és B fajok kompeticidja, melyek kiillonbdz6 mértékben képesek értelmezni és felhasznalni egymas
jelét, faktorjat és taplalékat. A) Ko-lokalizalo kozosségek régioi a paramétertérben. A kevert kozosségek magas

crer

részében sztochaszitikus kizaras, ill. szegregaciot tapasztaltunk a taplalék megosztasatdl fiiggéen. B) A kevert
kozosség relativ fitnesze a taplalék megosztas fiiggvényében (fels6 gorbe). Az RF > 1 azt jeloli, hogy a kolonia
tagjai gyorsabban ndvekednek, mintha egyediil lennének a rendszerben. Az als6 gorbén a nem ko-lokalizalo
koloniak relativ fitnesze. A feltiintetett értékek 10 parhuzamos szimulacié eredményeinek az atlagat mutatja, a
hibasavok a szdrast jelolik.

A paramétertér maradék részében a rendszer atmenetet mutatott a sztochasztikus
szegregacid (alacsony taplalék megosztds) és a sztochasztikus kizards (magas taplalék
megosztds) kozott. Ez a viselkedés azonos a QS rendszer nélkiili szimuldcioknal
tapasztaltakkal. Megallapithatjuk tehat, hogy a QS jelek és kdzjavak szimmetrikus megosztasa
stabil, kevert populaciok kialakuldsdhoz vezet, ha a kozjavak megosztottak. Ezt a jelenséget a
paraméter tér jelentds részében tapasztaltuk magas faktormegosztds esetén, ezért

feltételezhetjiik, hogy ilyen kevert kozosségek viszonylag konnyedén kialakulnak.

64



4.3.4. Aszimmetrikus atfedés: "lehallgatas/kizsakmanyolas"

Az aszimmetrikus kolcsénhatdson alapuld szimulaciok soran a két faj kozil csak az
egyik (B faj) képes a masik faj altal termelt jel és faktor értelmezésére a sajat QS rendszere
mellett. Vagyis, B faj gyakorlatilag kizsdkmanyolja A faj QS rendszerét. Ebben a rendszerben
a kozosség viselkedése jelentdsen eltér az eldzdéekben bemutatott, szimmetrikus rendszereknél
tapasztaltaktol: szegregacid esetén minden esetben a kizsdkmanyold faj nyert, ha viszont
stabil populaciok alakultak ki, akkor minden esetben a kizsdkméanyoldo faj volt az
eréforrasokhoz kozel (37. abra). Ezek alapjan megéllapithatjuk, hogy a masik faj

jelrendszerének a lehallgatésa, illetve a kdzjavak felhasznalasa eldnyds a csald fél szamara.
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37. ébra: A B faj kizsakmanyolja A faj QS rendszerét (jel és faktor), valamint a taplalékat. Ez fitnesz elényhoz
juttatja a kizsakmanyolo B fajt a teljes paramétertérben. A) A paramétertér kiilonbozo régidiban vagy kompetitiv
kizarast, vagy kompetitiv szegregaciot tapasztatunk a B faj javara. B) A két faj relativ fitnesze a taplalék
megosztas fliggvényében. A felsé gorbe (RF=1) azt mutatja, hogy a B faj novekedési ratajara nincs hatassal a
kompeticio. A feltiintetett értékek 10 parhuzamos szimulacié eredményeinek az atlagat mutatja, a hibasavok a
szorast jelolik.

Az aszimmetrikus szimulaciok soran megfigyeltiik tovabba, hogy jelentds kiillonbség

alakult ki a két faj relativ fitnesze kozott. Csak abban az esetben figyeltiink meg azonos relativ
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fitneszt, ha a két faj teljesen fliggetlen volt a jel és faktorérzékelés, valamint a taplalék
felhasznalas szempontjabol (ebben az esetben viszont nem beszélhetiink kizsakmanyolasrol).
Ennek a rendszernek a viselkedése nagy hasonlosagot mutatott a QS rendszerrel nem
rendelkezd rendszerekhez a teljes paraméter tér tekintetében (37. abra). A {6 kiilonbség az
volt, hogy ebben az esetben a kizsdkményold faj minden esetben szaporodasi eldnnyel

rendelkezett, még abban az esetben is, ha a taplalék szempontjabol nem volt kizsakmanyolo.
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5. Osszefoglalas

A mikrobiologia egyik 1) és izgalmas teriilete a baktériumok kozotti kémiai
kommunikécio vizsgalata, melynek soran a sejtek diffuzibilis molekulak révén keriilnek
egymassal kapcsolatba. E jelenségek molekularis hatterét egyre nagyobb részletességgel
ismerjiik meg, mely altal egyre tobb kérdésre kapunk vélaszt a mikrobidlis kozosségek
mitkddésével kapcsolatban. A bakteridlis kommunikacié egyik példaja a quorum-érzékelés,
amely populaciostiriséggel korreldld inger-valasz rendszert jelent. A folyamat altal a
populécié képes monitorozni a sejtsiirliségét, mely ha elér a kritikus szintet, akkor a koldnia
génexpresszios mintazata megvaltozik. Munkank koézéppontjaban a P. aeruginosa vad tipusu
¢és kiilonbozé mutans torzsek quorum érzékelésének in silico és in vitro vizsgalata all. A
vizsgalatok elvégzéséhez megalkottunk egy hibrid agens modellt, melyben az egyes sejtek
onallé dontések meghozasara képes agensekként vannak reprezentalva, mig a a kdrnyezetben
[Netotea, 2009].

A 10 kiilonbség a szakirodalmi attekintésben bemutatott modellek és a mi szimulacios
rendszeriink kozott, hogy mig a kordbbi modellekkel a kiilonb6z6 koldnia morfoldgia
mintdzatokat quorum-érzékelés nélkil vizsgaltdk, addig a hibrid 4agens modelliink
segitségével bepillantdst nyerhetiink a QS folyamatok szabalyzasaba, melyet a termelt
az agens kétfajta anyagot, egy jelanyagot és egy un. ,.kooperacios faktort” termelnek. A P.
aeruginosa esetében eldbbi pl. az N-acil-homoszerin-lakton molekulanak, utdbbi pl. a rajzast
lehetévé tevd ramnolipid molekulanak vagy a taplalékok feltardsat végzd elasztaz enzimnek
felel meg, melyeket az irodalom ,kozjavak”-ként szokott aposztrofalni. Ezzel az
egyszersitett modellel hatékonyan szimulalhattuk a rajzas jelenségét, és hasonl6 eredmények
sziilettek, mint az in vitro kisérletek esetében [Netotea, 2009]. Modelliink egyéni agensek
valtanak allapotot, azaz kapcsoljdk be a jel és a kooperacidos faktor termelését illetve
gyorsitjak fel a tapanyagfelvételt és a mozgast. A sejt-modellek (agensek) random mozgést
végeznek ¢és nem rendelkeznek a kemotaxis képességével. Ennek ellenére kiilsé jel
érzékelésére képes agensek koldnidja képes kovetni novekedésével egy kiilsdleg hozzaadott
jelmolekulakbdl all6 nyomvonalat. A sejt-modellekre az is jellemzd, hogy csak a sejten kiviili
jel-koncentraciéo egy szintje folott képesek rajzé kolonidk létrehozasara, ami a modell-

rendszerben csak bizonyos populdcidszint felett lehetséges. Mas szavakkal kifejezve, a
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modellek tehat rendelkeznek a quorum-érzékelés alaptulajdonsagéaval, vagyis a kolonidk olyan
dolgokra képesek, melyeket az egyes sejtek, vagy nagyon kis kolonidk nem képesek
végrehajtani.

Megvizsgaltuk, hogy milyen hatdssal van a populdcidéra, ha kiilonb6zé QS
tevékenységre képtelen Gn. csald mutansok is jelen vannak a koldnidban. Ilyen mutansokat in
silico 0gy hozhatunk létre, hogy az agens modellekben kikapcsoljuk a jel és/vagy a
faktortermelést. Laboratoriumi koriilmények kozott ez a megfeleld gének kiiktatasaval
torténik. A laboratoriumi kisérletek és a szimulaciok egyarant azt mutattak, hogy azok a csald
mutansok, melyek nem jarulnak hozzd a populacid kozjavainak — pontosabban a nagy
metabolikus raforditast igényld kooperacios faktoroknak — termeléséhez, lokalis 6sszeomlast
okoznak [Venturi, 2010]. Vagyis a quorum-érzékelés egyszerli mechanizmusa elegendd
ahhoz, hogy a sejtkozdsség védett legyen a csald6 mutansok ellen, mivel azok nem képesek
elterjedni a teljes koloniaban. A szamitogépes szimulacidk arra utalnak, hogy a rajz6 mozgas
¢s a metabolizmus QS altali szabalyozas segitségével a kolonia képes lokalizalni a csald
mutansokat, meggatolva azok elterjedését. Ez a megfigyelés a karos baktériumok elleni harc
Uj Utjaira mutat rd, mivel a delécidos mutansokkal lehetdség nyilhat a QS kooperacion alapuld
bakterialis populaciok kontrollalasara. Ezen feliil megallapitottuk, hogy a kevert populaciok
jellemzd aranyai a kezdeti aranyoktdl fiiggetleniil allnak be a karakterisztikus értékre. A
szimulaciokbol eredményeibdl lathattuk, hogy extrém esetben akar néhany darab csaldo mutans
agens is képes egy rajz6 koloniat megéllitani és 6sszeomlasztani.

Az utolso fejezetben arra a kérdésre kerestiik a valaszt, hogy a QS jelek és kooperacios
kozjavak megosztasa hogyan befolyasolja a kozos élettérben versengd fajokat [Kerenyi,
2013]. Ehhez olyan szimulédciokat futtattunk, melyekben a versengd agens-populaciok
kiilonb6z6 mértékben osztottdk meg a jelmolekulaikat, a kozjavaikat és a taplalékot. Azt
talaltuk, a jelek és kozjavak kolcsonds megosztasaval stabilisnak tiind (sokszdz generacion
kersztiil fennald) kevert populdciok alakulhatnak ki a kiilonb6z6 megosztasi aranyokat
abrazold paraméter-tér jelentds részében. Ezt a jelenséget a QS-re nem képes rendszerben
egyaltalan nem tapasztaltuk. Az emlitett vegyes populaciokban a két versengd agens-
populacié teljesen Osszekeveredett, vagyis ko-lokalizalt volt, nem alakult ki foltszerii
elkiiloniilés. A ko-lokalizalt populdcidk ugyanakkor bizonyos esetekben gyorsabban is
novekedtek, mint egyediil, azaz a masik faj tdvollétében. Ezt a jelenséget akkor lehetett
megfigyelni, ha a két populacié legalabbis részlegesen, de kiillonbozd tapanyagokat
fogyasztott. A kiilonb6z6  tapanyagok  felhasznéaldsat  tekinthetjik  metabolikus

komplementaritdsnak, melyet mar szdmos egyiitt ¢l6 mikrobidlis konzorcium esetében
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megfigyeltek [121-122]. Modelljeink ennek ellentétét is kimutattak, azaz ha a a két populacio
azonos tapanyagot fogyasztott, akkor a szimuléaci6 az egyik populacio kizarasdhoz vezetett. A
szimuldciok azt sugalljak, hogy a kozjavak megosztdsa, valamint a kiilonboz6 taplalék
fogyasztasa kulcsfontossaghh a ko-lokalizdldo populaciok kialakitdsdhoz, mig a jel
megosztasanak inkabb az egyéb fajok odavonzasiban lehet szerepe, amint erre fentebb is
utaltunk [123]. Egy stabil, kevert kdzosség természetesen mas okokbdl is eldnyhoz juttathatja
a résztvevd fajokat. Laboratoriumi kisérletek és szamitdégépes szimuldciok soran példaul
megfigyeltiik, hogy egyiitt rajz6 fajok kolcsondsen segithetik egymast, ha csak az egyikiik
rezisztens egy adott antibiotikumra [123].

Abban az esetben, ha az egyik faj felhasznalja a madsik faj 4ltal termelt jelet és
kozjavakat, szaporodasi eldnyre tehet szert a masik fajjal szemben, amelyik nem teheti meg
ugyanazt. Ezt aszimmetrikus kizsakmanyolasnak nevezzik. A szimuldcidk szerint a
kizsakmanyol6 fajnak a teljes paramétertérben elénye van, vagyis az idegen faj jelének
,lehallgatdsa”, ill. a annak kozjavainak kiakndzasa minden koriilmények kozott elényds a
kizsakmanyol6 faj szamara. Ez a szimulacids eredmény azt sugallja, hogy az a sejt, amelynek
LuxR receptora tobbféle jel érzékelésére képes, szaporodasi elénnyel rendelkezik, mivel
képes valaszolni a vele kompeticidban allo sejtek jeleire is. Mindez magyarazatot adhat a
természetben gyakran megfigyelt aspecifikus, tobb jelet is érzékelni képes LuxR receptorok

eredetére.
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6. Summary

A novel and exciting field in microbiology is the investigation of chemical
communication between bacteria, which is based on diffusible molecules. The molecular
background of this phenomenon is getting known in greater and greater details, which
provides new insights into the working mechanism of microbial communities. One example of
bacterial communication is quorum sensing, which is a stimulus-response system correlated
with population density. This mechanism enables the population to monitor its cell density. If
the density of the population reaches a critical level, the gene expression pattern of the whole
colony is altered.

The main goal of our work was to investigate the quorum sensing of different strains
of P. aeruginosa in silico and in vitro. Therefore, an agent based hybrid model was
constructed in which bacterial cells were represented as agents, endowed with individual
decision-making capacities. In addition, the concentration changes of chemical materials in
the environment were described with reaction-diffusion equations [Netotea, 2009].

The main difference between our simulation system and the models described in the
literature was that previous models examined colony morphology without qourum sensing.
Our model, on the other hand, allows us to study the regulation of quorum sensing processes
using an explicit representation of the concentration and diffusion of the materials in the
environment. The agents of our model produce two chemicals, signal molecules and the so
called "cooperation factor". In the case of P. aeruginosa the signal molecule is an N-acylated
homoserine lacton, while the factor corresponds to the rhamnolipid, necessary for swarming
or the elastase enzyme, which are often called “public goods”. This simplified model allowed
us to qualitatively model the swarming phenomenon and the results of the simulations were in
good agreement with the in vitro experiments [Netoea, 2009]. Our model is based on the
individual decisions of the agents that change their states based on the signal and factor
concentration of their environment. By changing their state they switch on signal and factor
production as well as their food intake and speed. The agents move randomly on the surface
and they are not able to perform chemotaxis, nevertheless, the growth of the colony tracks an
artificial path created by an exogenous signal. It is an important property of the cell-models
that they can form a swarming colony only when the external concentration of signal is above
a given threshold. In the model system this is possible only when the density of the population

is above a certain level. In other words the model possesses the fundamentals of quorum
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sensing i.e. the colony can reach goals (e.g. swarming, signal tracking) that are not achievable
for single cells or for small colonies.

We examined the effect of cheater mutants, that are not able to participate in quorum
sensing activities, on the colony. These mutants can be created in silico by switching off the
signal or factor production of the agents. In wet laboratory experiments such mutants are
constructed by deleting specific genes. The laboratory experiments and the simulations both
showed that cheater mutants, which do not participate in the production of public goods (i.e.
the cooperation factors with high metabolic cost) will cause the collapse of the community,
but the collapse is local i.e. it does not spread to other parts of a dendritic colony [Venturi,
2010]. Hence, the simple mechanism of quorum sensing is sufficient for the colony to be
protected against cheater mutants because they cannot spread in the population. The
computational simulation implied that the colony was able to localize cheater mutants and
prevent their invasion via the regulation of swarming motility and metabolism. This
observation points toward novel strategies in the fight against pathogenic bacteria because QS
deletion mutants may combat bacterial populations that use QS cooperation. Furthermore, it
was established that the mutant to WT ratios in mixed populations shows characteristic values
that are reached regardless of the initial ratios. It was shown by simulations that, in extreme
cases, even a few cheater mutant cells were able to collapse a whole swarming community.

In the last chapter we tried to answer the question how sharing QS signals and public
goods affect the competition of species living in the same environment [Kerenyi, 2013]. To
this purpose, we conducted simulations in which the competing agent populations shared their
signals, public goods and nutrients to varying extents. It was found that sharing the signals
and public goods lead to the formation of mixed and apparently stable two-species
communities that persisted for several hundred generations. This phenomenon occurred in
substantial parts of the parameter space. On the other hand, the phenomenon was never
observed in systems without QS. In the two-species colonies the competing agent populations
were fully mixed i.e. co-localised, without patch formation. In some cases, the co-localised
populations were growing faster alone i.e. in the absence of the other species. This
phenomenon was observed when the competing populations were using partially different
food sources. Using different nutrients can be considered as metabolic complementary that
was observed in several natural microbial consortia [131-132]. The opposite case was also
observed during the simulations: if the competing populations were using the same nutrient
then the simulations ended up with the exclusion one of the competing species. We concluded

that sharing the public goods and utilizing different nutrients are essential for the formation of
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co-localised populations while signals could have key roles in recruiting species as mentioned
earlier [Netotea, 2009]. A stable, mixed community can offer other benefits for the
participants. For instance, our laboratory experiments and simulations demonstrated that co-
swarming species can help each other if either of the species is resistant to a specific antibiotic
[Venturi, 2010].

A species can have reproductive advantage if it can use the signals and public goods of
the other species while the other one cannot do the same. This phenomenon is referred to as
asymmetric exploitation that is beneficial for the exploiter in the entire parameter space. This
simulation result made us conclude that a cell that can detect multiple signals with its LuxR
receptor can have reproductive advantage, because it can exploit the signals of competing
species. This can explain why aspecific LuxR receptors that can interact with several signal

molecules are frequently observed in nature.
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Fiiggelék

1. tablazat. A rajzo kolonidk vizsgalatdhoz hasznal "M8" agar médium pontos kémiai dsszetétele. A médiumot
két komponens, az agar oldat és a sooldat 1:1 aranyu elegyébdl allitjuk eld. A tablazatban 1 liter médium
elallitasahoz sziikséges mennyiségek vannak felsorolva, ami kb. 50 db Petri csésze elkészitéséhez elegendd.

Agar oldat (500 ml)

Séoldat (500 ml)

BACTO Agar por 5 g | Na,HPO4-12H,0 1512 ¢
Viz 500 ml | KH,PO4 3 g
NaCl 05¢g
Glutaminsav 05¢g
Viz 480 ml
CaCl, (1M torzsoldat) 100 ml
Gliiko6z 2g
MgSO, (1M torzsoldat) 2 ml
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2. tablazat: A szimulaciok soran hasznalt legfontosabb paraméterek és képletek dsszefoglalasa

Szimb6lum  Leiras Erték(ek) Egyenlet
Nmax Szimulacids 1épések max. szdma 40000 -
Cmax Sejtek max. szama cellanként 10 -
Ly Szimuldcids tér mérete 250 -
(x dimenzid)
L, Szimulacids tér mérete 2000 -
(y dimenzid)
L, Cellak szama a szimulacios téren 50 -
(x dimenzid)
L’ Cellak szdma a szimulécids téren 200 -
(y dimenzid)
Cn Kezdeti tdpanyagkoncentracio 500 -
cellanként
Nitart Kezdeti sejtszam (S4, S;) 1000, 1000 -
\4 Agensek sebssége 1.5/1.5/5.0 -
(alap/ aktiv/ rajzo dllapot)
Ex Taplalékkal felvett energia 0.3/0.3/0.5 -
Es Jeltermelésre forditott energia 0.005/0.025/0.025 -
Er Faktortermelésre forditott energia  0.0/0.15/0.15 -
Em Vegetativ funkcidkra forditott 0.1 -
energia
E; Teljes raktarozott energia ¢+/ - Eq1y=E(+ Ex+ Es+ Ert+ Eun
idépontban
Ps Termelt jel mennyisége 0.1/0.5/0.5 -
Pr Termelt faktor mennyisége 0.0/0.1/0.1 -
Ts Jel kiiszobkoncentracidja 10
Tg Faktor kiiszobkoncentracioja 10
) Osztddasi kiiszobenergia 12
k "Border Advancement" allandéja  0.5/0.1 k=0.05/Pg
BAT "Border Advancement" |
kiiszobértéke
BC "Border Advancement" BCi1y= BCi+ (kFi ) + (kF»y)
szamlalojanak képlete
Dy Tapanyag diffuzids allandoja 0.03 -
Dg Jel diffuzids allandoja 0.02 -



Szimb6lum  Leiras Erték(ek) Egyenlet
Dy Faktor diffuzios 4llanddja 0.05 -
Rs Jel bomlési allandoja 0.001 -
Rp Faktor bomlési allandoja 0.0001 -
F Fitnesz képlete - FeLiog, New
At PN,
F,o Relativ fitnesz képlete - £, = logz( N, ) / logz( N end o J
N start N start,wt
SG Szegregacios index képlete - <G - E:I;ax(n,)
SGN Normalizalt szegregécios index -

képlete

SGN =

SG - ! / 1- !
N species N species
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