A bakterialis kommunikaci6 és kooperacié
génjeinek elhelyezkedése ismert genomokban.
Az AHL szabalyzérendszer génjei.
Doktori disszertacié tézisei
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1. Bevezetés

A szekvenaladsi moédszerek kozelmutltban tdrtént hatalmas
fejlodésének hatdsara a megismert DNS szekvencidk szima nagyon
nagymértékben megnétt: a tiz évvel ezeldtt rendelkezésre alld
szekvenicdk kozel szdzszorosa a ma elérhetok szdma, é€s az 1j
moédszerek 1ényegesen alacsonyabb kéltsége miatt ez a ndvekedés
valdszintileg folytatédni fog. A DNS szekvenaldsin kiviil azonban
lényeges még a szekvenciarészek pontos bioldgiai funkcidjanak a
feltérképezése is. Ennek a folyamatnak egy fontos része
szdmitégépes feladat: ezekkel az eszkozokkel tudjuk a
genomszekvenciat Osszevetni az ismert adatbazisokkal, és a csak
részben automatizalhaté annotélasi folyamatok soran lépésenként
felderiteni a genomban kédolt funkcidkat.

A humén genommal kapcsolatos kutatdsok mellett a mai
kutatds talan legfontosabb teriilete a baktériumok genomjanak
megismerése. Kideriilt ugyanis, hogy a baktériumok nagyon
bonyolult kézdsségeket alkotnak, - amelyek az emberi egészség
fenntartasdban, vagy éppen a fertézések létrehozasaban, sét a talaj és
a tengeri bioszféra egyensulydban is szerepet jatszanak - ehhez
kommunikéciéra és kooperaciora van sziikség, amelynek molekularis
mechanizmusai nagy gyakorlati jelentdséggel birnak.

A ma talan legjobban ismert kommunikdciés mechanizmus az
ugy nevezett quorum sensing, amelynek soran a baktériumok kiilsé

kémiai jelanyagokkal érintkeznek egymadssal. Munkdm soran az
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egyik legjobban ismert quorum sensing mechanizmus (az N-acil
homoserin laktén jelanyagot hasznél6 figy nevezett AHL rendszer)
génjeit vizsgaltam, melyrdl éppen munkam soran dertilt ki, hogy sok
sz4z faj hasznélja és igen nagy véltozatossigot mutat. Ennek a
jelzérendszernek a mitkodése két fehérje csaladon alapul: a LuxI
csalad tagjai szintetizaljdk a jelanyagot, ami egy kritikus
koncentracid érték felett kapcsolatba 1ép a LuxR csaladba tartozo
fehérjével: ez legtobb esetben egy olyan komplexet eredményez, ami
egy specidlis DNS szakaszhoz kétédik a célgén promoter régiojaban.
Szabalyozis szempontjabol két fehérje kozott pozitiv visszacsatolds
van. Vannak baktériumok, amelyekben a LuxR és Lux] fehérjéken
kiviil egy harmadik, szorosan mellettiik elhelyezkedd negativ
szabdlyzé fehérje is megjelenik. Ezek koziil két fontosat érdemes
megemliteni: az Rsal és az RsaM.

Munkam célja az volt, hogy az AHL rendszer génjeit
megvizsgaljam a ma rendelkezésre all6 sszes bakterialis genomban,

ezekhez megfelelé szamitogépes programot tervezzek, €s

rendszerezzem a kapott adatokat.

Alacsony sejtpopulaclé Magas sejtpopulacio
A quorum sensing mechanizmusa
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2. Moédszerek

Munkdm soran jél ismert bioinformatikai alapalgoritmusokat
hasznaltam, melyeket program szkriptek segitségével kotottem
Ossze: az algoritmus kimenetéb8l a sziikséges informacidkat
kinyertem, és a kovetkezd algoritmus bementi formatumara hoztam.
Ezzel a modszerrel egy kismértékii felhasznaldi beavatkozast igénylé
munkafolyamatot hoztam létre.

A munkam soran kifejlesztett genomannotalasi algoritmus az
alrendszerek azonositdsdn alapszik: nem egy genom vizsgalatat
végezzik el, hanem egy meghatdrozott alrendszert vizsgalunk meg
sok genomban. Az alrendszer egy génekbdl illetve azok
kapcsolataibol 4ll6 szabalysorozat, amelyet kisérleti vizsgalatok
alapjan ismeriink meg, majd ezeket a géneket €s kapcsolatokat
keressiik az eddig ismert genomok szekvenciaiban. Munkdm soran
ezt az alrendszert a quorum semsing kommunikacioért felelds
fehérjecsaladok génjei alkottak.

A keresés alapja az ugynevezett rejtett Markov modell,
amelyet a bioinformatikaban tébbek kdzott az egy csaladhoz tartozd
fehérjék tobbszoros illesztésének leirasahoz hasznaljuk. Az igy
létrejott gy nevezett profilok alkalmasak arra, hogy a vizsgalt
szekvencia-adatbazis minden egyes elemérdl kvantitativ hasonlésagi
mérszamot nyerjiink, és igy kivalaszthatjuk azokat az eddig nem
annotalt géneket, amelyek szignifikins egyez6séget mutatnak, és

eleget tesznek az elézetesen felallitott szabalyoknak is.
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3. Uj tudom4nyos eredmények

I. Tézis: Kidolgoztam egy szamitégéppel automatizalhato
algoritmust, amely alkalmas egymassal szomszédos gének és
alrendszerek topolégidjanak elemzésére és képes a genomiilis

adatbizisok még nem annotilt génjeinek felismerésére is.

Az algoritmus eldfeltétele a fehérjecsalaidok vagy az
alrendszer génjeinek HMM profilja és a validacios tulajdonsagok
listdja (példaul: maximélis génhossz, maximalis géntdvolsag ... stb.).
A program soran eldszér a profilok alapjan egy keresés torténik az
NCBI (National Center for Biotechnology Information)
génadatbazisan. Ez a keresés viszonylag engedékeny, igy a talalatok
egy validdlason mennek keresztiil. Az ehhez szikséges adatok az
NCBI kiilonbéz6 adatbazisabol toltédnek le. Az ellenérzés tobb
modszerrel zajlik:

1) Kordbbi eredmények alapjdn: példaul ha az adatbazis mar
tartalmazza az adott gén funkcidjat, és ez a funkcid
hasonlésagot mutat az ltalunk keresettel.

2) Mds keresési algoritmusok segitségével: példaul a talalatok
kornyezetében futatott BLAST algoritmus Osszehasonlitasa a
HMM keresés eredményeivel.

3) Géntulajdonsdgok: példaul ha ismerjitk a keresett gén étlagos
hosszat, akkor az ettdl nagymértékben eltér6 taldlatokat

elvethetjiik.



A validdldas utdan a program az Aaltalam kifejlesztett algoritmus
segitségével meghatirozza a talalt gének pontos topolégidjat. Ezutan
egy jelentést készit az Gjonnan taldlt génekr6l és felismert topologia

tipusokrdl, mely egy webes kérnyezetben kdnnyen attekinthetd.

II. Tézis: Megmutattam, hogy a jelenleg elérhetd
proteobaktérium genomok 12%-aban talalhatéak AHL quorum
sensing gének és ez 6sszhangban van az erre vonatkozé bioldgiai
becslésekkel, masrészt tobb tucat olyan feltételezhet6 AHL

géncsoportot észleltem, melyek eddig nem voltak ismertek.

Az N-AHL alapt quorum sensing gének topoldgiai
elrendez6désének elemzése a Pseudomonasok rendjébe tartozo
baktériumok  vizsgalatdval indult, melynek keresési terét
kiterjesztettem az Osszes elérheté teljes baktérium genomra. (A
bakterialis genomok forrdsa az NCBI GenBank adatbazisa volt.) A
folyamat soran a [ux/ és a [uxR gént is tartalmazé baktériumok
mindegyike a proteobaktériumok tdrzsébe tartozott. Mivel létezik
mind a lux/, mind a luxR gének altal kodolt fehérjéhez nagyon
hasonlo, mas funkcioval rendelkezé fehérjecsaldd, ezért a nem
teljesen egyértelmi talalati eredmények manualis ellenérzését hossz
é¢s  szekvencia-lefedettség  ellendrzésével végeztem. Az
ellenérzésekhez szigorii paramétereket allitottam be, hogy minél
megbizhatobb eredményhalmazt kapjak. A nem annotalt gének koziil
csak azok keriilhettek be az eredmények kozé, amelyek egy ismert

elrendez6dés részei voltak.

Felvetédik a kérdés, hogy a talalt esetek tiikrozik-e a quorum
sensing gének természetben valé megjelenésének frekvencidjat. Ugy
gondolom, hogy ez nem teljesen van igy. Ezt a kovetkeztetést t5bb
indokkal is ald tudom tdmasztani. El8szor is a vizsgalatunkat
lesziikitettiik azokra az esetekre, ahol a lux/ és [uxR gének egymaés
kozelében helyezkednek el. Masodszor a keresés az ismert Lux/ €s
LuxR fehérjékhez valé hasonlésdgon alapszik. Tehat kimaradtak
azok a luxR gének, amelyek magényosan 4llnak vagy valészinl egy
maés tipusi jeltermelést szabalyoznak. Harmadszor a vizsgélatot a
teljes genomokon végeztem el, ami egy ,.elfogult” adathalmaz, €s
nem reprezentativ a természetben megtaldlhat6 osszes baktériumra
nézve. Ezekkel a megkotésekkel élve a proteobaktériumok 12%-aban
taldltam quorum semsing gént, ami Osszhangban van a
proteobaktériumokban 1évé AHL pozitiv strainek frekvenciajaval
(6-12%).

QS gént tartalmazo QS topolégiat tartalmazé
baktérium baktérium
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III. Tézis: Kidolgoztam egy jelolésrendszert, amely alkalmas a
quorum sensing rendszerek és mas kisméretii alrendszerek

topologidjanak felirasara és szemléltetésére.

Az elrendez6déseket két szempont alapjan vizsgaltam: a gének
mennyire fedik 4t egymast illetve milyen az orientacidjuk. (Ez az
iranyultsag a gén kifejezédésének irdnyaval van 6sszefliggésben, ami
attol fiigg, hogy melyik DNS szalon talalhato.)

Munkdm kezdetén érdemesnek lattam meghatarozni egy
egyszerlisitett, formalis felirast, amivel jelélni tudtam az adott
elrendez6dést. A  kovetkezé jelolést haszndltam a topologidk
leirasara: felsorolom a géneket a DNS-en valé pozicié sorrendjébe,
majd utdna a gének f61é rajzolt nyillal jelzem az iranyultsdgot. Ez a
jelolés egyszerli és reprezentativ, viszont egyszerli szOveges
fajlokban torténd leirdsra nem hasznalhaté. Ilyen esetekben az
orientéltsagot nem nyilakkal jelsltem, hanem a géneket jelold betiik
utan a megfelelé sorrendben felsoroltam a szalak jelét. Példék a

nyillal és a DNS-en valé dbrazolassal a kovetkez6 képen lathatoak.

DNS Nyilakkal Feliras | Cleartext

e e |§'I> A AB+

| BX<E<E | ABC | ABCH
| A3 | ABC | BC+

IV. Tézis: Megmutattam, hogy az egymais szomszédsagiban allé
luxI-luxR parok illetve a hozzdjuk csatlakozé szabalyozégének
(rsaM és rsal) jellemzé topolégiai elrendezéseket mutatnak.
Ezenkiviill meghatiroztam az egyes topolégiai tipusok
gyakorisigit a ma ismert teljesen annotilt baktérium

genomokban.

A géntopologia egy 4ltalanos kifejezés, mely a gének
kromoszoméan valé elhelyezkedését jelenti, figyelembe véve a
replikacios eredetet és mas kromoszomalis elemet. Jelen munkamban
a topoldgiai elhelyezkedést vagy roviden topolégiat a quorum
sensing gének kozeli szomszédsaganak elhelyezkedésére hasznalom.
Az elhelyezkedések illusztraldsdra egy PROSITE-szerii szintakszist
dolgoztam ki. A /uxR, luxI, rsaL és rsaM géneket rendre R, [, L és M
betiikkel roviditem. A génszimb6lumok feletti nyil pedig a
transzkripcid irdnyét jelsli.

Az egyszerii topologidk kozott a két leggyakoribb
elrendezédés az RI (R1) és az RI (R2) topoldgia, melyet Goryachev
A és B tipusuként nevezett el. Viszont ezeken kiviil még mas
topolégidkat is talaltam, igy mind a négy, elméletben lehetséges két
génbdl 4116 elrendez8dés is megjelent az adatokon, bar az Uj tipusiak
csak sokkal kisebb szdmban. A harom génbél 4ll6 topolégiak viszont

sokkal kevésbé valtozatosak: mindkét esetben egy jellemzd

topoldgiat talaltam: RLT és RMI.



A teljesen feltart baktérium-genomok szdma ma mar magas,
mégis eltorpiil az elképzelhetd dsszes baktériumfajhoz képest. Par
4ltalnos statisztikai észrevétel azért mégis megtehetd: az RI
topologia az a-proteobaktériumokban dominans, mig az RI topolégia
a y-proteobaktériumokban fordul el leggyakrabban. Tovabba az
RLT ¢ RMI topolégidk mind B, mind vy osztalyok esetén

eléfordulnak, de o esetén nem.

Megjelenés a proteobaktériumokban
D Minta sl o s T
R1 RI 96 |71 14 | 11 | 0
R2 RI 53 | 2| 2 | 46 | 3
R3 RT 11 1 3 7 0
R4 IR 2 21 0 0 0
L1 RLI 15 | 0| 7 8 0
M1 RMT 30 |0|20] 10| 0

A topolégidk gyakorisdgdt mutato tablazat részlete.
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V. Tézis: Megfigyeltem, hogy a quorum sensing szekvenciak a
topolégidk (és az ezekkel korrelalé kémiai jeltipusok) szerint
klaszterezédnek, nem a genomok rokonsiga szerint. Vagyis egy
bizonyos topolégia luxI génje jobban hasonlit egy mas genom
azonos topolégidban talalhato génjére, mint a sajit genomjiban

talalhaté, de mas topolégiai tipusba tartozé luxI génre.

A LuxI és LixR fehérjeszekvenciaibdl késziilt cladogrammok
elemzése azt mutatta ki, hogy a kiilonboz6 topolégia tipusokban
szereplé  fehérjék  tisztdn  megkiilonboztetheté  csoportokra
szeparalodnak. A szabalyozofehérjék esetében is ez tapasztalhato.
Mivel ezek a fehérjék a quorum sensinggel rendelkez6 baktériumok
csak egy kisebb csoportjdban megfigyelhetéek, ezért konnyebben
atlathato és elemezhetd abrakat kaphatunk.

Az rsaM génszekvencidk kladogramjat megvizsgilva azt
tapasztalhatjuk, hogy mind a topologia tipusa - amiben a
szabalyzégén szerepel - mind a baktérium fajok rokonsiga szamitott
a fa 4ltal kapott csoportok kialakuldsiban. Az aldbbi dbran latszik a
topolégidk kiilonvéalasa a faban. Két csoport van; M1 és M3/M’.
Léthato, hogy a kiilénbdz8 topolégiakbol szarmazé gének nem
keverednek egymassal: az M3/M’ tipusi gének a piros (B-vel jelzett)
csoportban talalhatéak, mig az M1 tipusi gének a maradék
haromban. Az dbran az is latszik, hogy a baktérium osztlyhoz valé
tartozds is befolydsolta - ugyancsak masodlagosan - a faban valo

elhelyezkedést. A y-proteobaktériumok a C jeli, a
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B-proteobaktériumok az A és D jelti csoportokban jelentek meg.
Roviden tehat a topologidk szerinti csoportok génjei ortologként

viselkednek, a koztiik 1év6 viszony pedig paralogidra emlékeztet.

B.cenocepacia AU 1054 [bela) M1 {107025996]
B.cenocepacia HI2424 [beta] M1 {116692819}
B.cenocepacia MCO 3 [beta] M1 (170737930}
B.cenocepacia J2315 [beta] M1 {206563717}
B.383 [beta] M1 {78061901) A
B.ambifaria AMMD [beta] M1 {115358866}
B.ambifaria MC40 6 [beta] M1 {172083603}
B vietnamiensis G4 [beta] M1 {134293936}
L B.mulivorans ATCC 17616 [beta] M1 (161520518)
B.mullivorans ATCC 17616 [beta] M1 (189353292
[ B.ambifaria AMMD [beta] M’ {115360795}
B.ambifaria MC40 6 [beta) M'{172065106}
8 pseudomallei 668 [beta] M3 (126445004}
B pseudomallei 1106a [beta] M3 {126456722)
] B pseudomallei 96243 [beta] M3 {53722207)
B.pseudomallei 1710b [beta] M3 (76819132}
B.thailandensis E264 [beta] M3 {837180

== Abaumannii AB0057 [gamma] M1 {213155521}

Abaumannii AB307 0294 [gamma] M1 (215485039}

Abaumannii ACICU [gamma] M1 {184156457}

B — A.baumannii AYE [gamma] M1 {169797685} C

- L ADR1 [gamma] M1 {299771985}

H.neapolitanus c2 [gamma) M1 {261855566}
[Ad.ferrooxidans ATCC 53993 {gamma] M1 {198283773}
Ad ferrooxidans ATCC 23270 [gamma] M1 ]213655351]

B.glumae BGR1 [beta] Mi {238024810}

B.thailandensis E264 [beta] M1 (83718133}

{Es,pseudomallei 1108a [beta] M1 {126456981)

B pseudomale; K96243 [beta] M1 (53721910}
B.pseudomallei 1710b [beta] M1 (76819431}
B pseudomalil 668 [beta] M1 {126443088) D
B.mallei ATCC 23344 [beta] M1 53717161}
||L B matei SAVP [oeta] Mt (121597121}
\_[B.rnalei NCTG 10229 [beta] M1 {124381852)
B.malli NCTC 10247 [bela] M1 {126447404)

Az rsaM gének 4 csoportja kladogramon dbrdzolva
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4. Az eredmények alkalmazasi teriiletei

A program tervezésekor elsddleges szempont volt a minél
altalanosabb megvalésitas, ezért az elkésziilt szoftver nem csak
quorum sensing rendszerek vizsgalatara alkalmas, hanem lényegében
barmely kisméretli alrendszer esetén alkalmazhat6 abban az esetben,
ha az azt alkoté gének fehérjetermékei elég nagyszdmban ismertek
ahhoz, hogy beldliik megfelelé mindségli HMM felismeréket
lehessen épiteni.

Az altalanos megfogalmazason kiviil cél volt a program minél
teljesebb automatizildsa is, igy a kezdéshez sziikséges adatok
dsszedllitdsa utdn a keresés 6nalléan végrehajtodik, és a futds végén
az eredmény elemzésre alkalmas formaban jelenik meg. T&bb
keresés is futtathaté parhuzamosan, ami ellenstilyozza az algoritmus
viszonylag hosszi futdsi idejét.

Mivel a genomokban nagyon sok a még ismeretlen funkci6ja
gén, az ilyen jellegli vizsgalatoknak nagyon tdg a tere. Dolgozatom
befejezése Ota csoportunk tovabbi 10 kommunkéciés rendszer
analizisét fejezte be, ezekb6l egy keriilt publikdlsra, a szik
keresztmetszetet az emberi feldolgozas jelenti. A kommunikéacios
gének topoldgia szerinti csoportosithatésagat eddig tobb gén/fehérje
csaladnal sikeriilt megerésiteni, igy ezen csalddok ortologiai

felosztésa a jovoben finomithatd lesz.

13



Koszonetnyilvanitas

Elsésorban szeretnék koszonetet mondani témavezetdmnek,
Dr. Pongor Sandor professzornak, aki segitette és iranyitotta a
tanulmanyaimat. Nélkiille ez a munka nem johetett volna létre.
Tovibba szeretném megkdszénni a bioldgiai €s informatikai
Kkérdésekben valo segitségnyljtast és tandcsadast Kumari Sonal
Choudharynak és Sanjarbek Hudaiberdievnek. Kdszonettel tartozom
Dr. Vittorio Venturi professzornak és csoportjanak, akik nem csak
ellattak a munkdmhoz szitkséges adattokkal, hanem az altalam
kinyert informéciok ellendrzéseben is segitettek.

Szeretném megktszoénni a szakmai segitségnyujtds a PPKE
ITK doktoranduszainak, kivaltképp Bihary Doranak és Ligeti
Balazsnak. Tovabba koszonom a Galbats Borisz €s Erdei Aron
segitségét is, akik szakdolgozattukkal segitették a munkam
elérehaladasat.

Halas vagyok a PPKE ITK doktori iskolajanak és vezetdinek,
Dr. Roska Tamas és Dr. Szolgay Péter professzoroknak, hogy
lehetdségek  biztositottak a munkam zavartalan elvégzéséhez,
valamint a trieszti ICGEB kutatéintézetének, hogy részvehettem a
kurzusain, melyek elmélyitették tudasomat a bioinmformatika

szakteriiletein.

14

A szerzo publikacioi:

Zsolt Gelencsér, Borisz Galbdts, Juan F. Gonzalez, K. Sonal
Choudhary, Sanjarbek Hudaiberdiev, Vittorio Venturi, and Séndor
Pongor “Chromosomal Arrangement of AHL-Driven Quorum
Sensing Circuits in Pseudomonas” ISRN Microbiology, vol. 2012,
Article ID 484176, 6 pages, 2012.

Déra Bihary, Adam Kerényi, Zsolt Gelencsér, Sergiu Netotea, Attila
Kertész-Farkas, Vittorio Venturi, Sandor Pongor "Simulation of
communication and cooperation in multispecies bacterial
communities with an agent based model" Scalable Computing:
Practice and Experience Volume 13, Number 1, pp. 21-28.

Zsolt Gelencsér, Kumari Sonal Choudhary, Bruna Goncalves
Coutinho, Sanjarbek Hudaiberdiev, Borisz Galbats, Vittorio Venturi,
and Séandor Pongor "Classifying the Topology of AHL-Driven
Quorum Sensing Circuits in Proteobacterial Genomes" Sensors, vol.
12(5), pp. 5432-5444,2012.

Kumari Sonal Choudhary, Sanjarbek Hudaiberdiev, Zsolt
Gelencsér, Bruna Gongalves-Coutinho, Vittorio Venturi, and Sandor
Pongor "The Organization of the Quorum Sensing luxI/R Family
Genes in Burkholderia," Int J Mol Sci, vol. 14, pp. 13727-13747,
2013.

Sanjarbek Hudaiberdiev, K. Sonal Choudhary, Roberto Vera, Zsolt
Gelencsér, Doriano Lamba and Séndor Pongor.”Census of solo IuxR
genes in becteria” 2014 (elékésziiletben)

15



