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Kivonat

A baktériumok mikrométeres méretii é161ények, Foldiink legelterjedtebb sejtes 1étformai.
Sikeriik egyik titka, hogy leggyakrabban csoportokat alkotnak, amelyek tagjai amellett, hogy
versengenek az er6forrasokért egylittmiikddésre is képesek. Ekkor a kozOsség tagjai
koordinaljak bizonyos tulajdonsagaikat, funkcidikat és kozosen hatékonyabb mikddésre
képesek, mint az egyes egyedek onalléan. A koordinacio tobb szinten valosulhat meg. Példaul
genomi szintli koordinacionak tekinthet6, ha horizontalis géntranszfer segitségével egy
mikrobiom tagjai O0sszehangolhatjak rezisztenciagén készletiiket, és ez képessé teszi Oket
egymas toleralasara és mdas sejtek elleni hatékony fellépésre. Metabolizmus szintii
koordinaciordl beszélhetiink quorum sensing esetén, amikor a sejtek a kornyezd sejtstirliség
fiiggvényében Osszehangoltan mddositjak mitkodésiiket.

A fent emlitett koordindcioés folyamatok elterjedtek a mikrobidlis kozosségekben,
hatasaik illetve az 6ket iranyit6 faktorok viszont még nem teljesen ismertek. Munkam célja volt
agens-alapti szamitogépes modellezés segitségével vizsgalni egyrészt a horizontalis
géntranszfer kialakuldsdban fontos szerepet jatsz6 néhany paramétert, ¢s az igy létrejott
természetes, diverz mikrobiomok viselkedését kiilso és belsé kihivasokkal szemben. Masrészt
tanulmanyoztam a quorum sensing vezérelte rajzas soran megfigyelhetd kiilonb6z6 valasz
kiiszobok szerepét vad tipusu, csokkent kommunikacidos és kooperacios képességii és
antibiotikum termel6 sejtek egyiittélésében.

In  silico eredményeim alatdmasztottdk a rezisztencia gének horizontalis
géntranszferének fontossagat stabil dsszetételll, sok fajt tartalmazé kozosségek kialakulasaban,
¢s megmutattak, hogy egy igy 6sszeszokott mikrobiom, mint példaul a bélflora, ellenall a kiilsé
patogénekkel szemben, és képes az antibiotikum multirezisztens csokkent diverzitasa
kozosségek (pl. Clostridium difficile fert6zés) kiszoritasara is. Szimulacios eredményeim a
quorum sensing modellben ramutattak, hogy az eltéré érzékelési kiiszobok lehetévé teszik a
kiilonbozo életképességli fajok egyiittélését, valamint munkamegosztas kialakulasat az
¢lettérben részlegesen szeparalt kozosségek kozott. Ez a jelenség értelmezhetdé a mikrobak
egyfajta onmérsékleteként és lehetdvé teszi a kevésbé életképes (ugyanakkor hasznos) fajok
megmaradasat a kozosségben. Ilyen onmérséklet esetén a csokkent kommunikacios és
kooperacios képességii sejtek is képesek tartosan egyiittélni vad tipusu tarsaikkal, ami egybevag
a természetben megfigyelhet viselkedésiikkel. Tovabba egymassal kompatibilis quorum
sensing rendszerti fajokat modellezve az antibiotikum termelés bevezetése sem zarta ki a
kiilonb6zo csoportok egytittélését, ha az antibiotikum termeld faj bizonyos kortiilmények kozott

kevésbé volt ¢életképes a masiknal.
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Szimuléciés eredményeim tehat ramutattak néhany egyszeri mechanizmus potencialisan
fontos szerepére az egészségligy és a biotechnoldgiai ipar szamara is fontos komplex

jelenségekben
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Abstract

Bacteria are organisms of micrometre size, and they are the most widespread cellular life forms
on Earth. One key aspect of their success is their ability of forming groups and not only compete
for the resources, but also cooperate with each other. In this case the members of the community
coordinate some of their properties and functions and become capable of more efficient work
than the individual cells alone. The coordination has multiple levels. For example, synchronising
the resistance gene pool of a microbiome via horizontal gene transfer, in order to tolerate each
other and defend the community against others, can be called genomic coordination. While
quorum sensing, when cells synchronise their functions based on the local cell density, is

coordination at the metabolic level.

The coordination processes mentioned above are widespread in microbial communities, but
their effects and governing factors are not perfectly known. The first aim of my work was using
agent-based modelling to study the factors that are important in the emergence of horizontal
gene transfer, and explore the behaviour of the resulting diverse communities against external
and internal threats. My second goal was studying the role of different response thresholds in
quorum sensing mediated swarming of wild type cells and cells with decreased communication,

cooperation capabilities or with antibiotics production.

My in silico results confirmed the importance of resistance gene horizontal gene transfer in the
formation of stable, diverse communities, and demonstrated that these accustomed
microbiomes, like the human gut flora can handle external pathogens, and capable of
superseding antibiotics multiresistant communities with lower diversity (e.g.: Clostridium
difficile infection). My simulation results in the quorum sensing model showed that different
response thresholds enables the coexistence of species with different fitness, and the division of
labour between partially separated communities. This phenomenon can be interpreted as a form
of microbial “self-restraint” and allows the preservation of less fit (but useful) microbes in the
colony. In case of this self-restraint bacteria with decreased communication and cooperation
properties can also share a habitat with wild type cells which fits with the their behaviour
observed in nature. Furthermore modelling species with compatible quorum sensing systems
introduction of antibiotics production did not exclude the coexistence between the groups, if the
members of the antibiotics producing species were less fit under some circumstances than the

other.

To conclude: my simulation results highlighted the potential roles of some simple mechanisms

in medically and biotechnologically important complex processes.
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1. Attekintés és célkitiizések

Dolgozatom targya a mikrobialis kozdsségek agens-alapu modellezése. Ez a téma tobb
tudomanyteriilet eredményeire tamaszkodik, ezért nehéz koherens modon attekinteni.
Kozosségeket a biologiaban is tobb teriileten tanulmanyoznak, a rovarok [1], eml6s csoportok,
madarrajok [2], [3], mikrobialis kolonidk viselkedését sokféle modellezési technikaval
kisérelték meg leirni, kezdve a térben, idében folytonos differencidlegyenletes modellekkel [4]
egészen az individualis viselkedést tanulmanyozo agens-alapi modellekig [5]. De
tanulmanyoznak sokasagokat, populaciokat a fizika és a kémia teriiletén is, a molekulak
dinamikdja, a molekula- és részecske-populaciok modellezése sok modszertani hasonlosagot
mutat a mikrobialis kozosségekkel végzett munkaval [6].

A szimuléciok célja szinte minden esetben az ugynevezett emergens, ,,rendszergyokerii”
tulajdonsagok feltarasa, vagyis azoké a jelenségeké, amelyek nincsenek ,belekddolva a
modellbe” hanem annak futtatdsa soran nyilvanulnak meg. Ilyen emergens tulajdonsag példaul
a populaciok mozgasa ¢és alakja, amely foleg a korai modellezési munkalatokban volt jellemzd
elérendd cél [4], [7]. Az agens-alapu modellezésen a mai szakirodalom egy olyan szimulacios
stilust ért, amelyekben autonom egységek viselkedésének és kdlcsonhatasainak befolyasat lehet
tanulméanyozni a rendszer egészére vonatkozoan [8]. Agenseken altalaban szamitasi egységeket,
programokat értiink [9], de van olyan értelmezés is, amely a fizikailag 1étez6, konstrualt robotok
sokasaganak vizsgalatat is agens-alapu modellezésnek tekinti [10]. Ilyen széles horizontot
tekintve a téma targyalasa kezdddhetne akar Neumann Janos jatékelméletével [11], vagy John
Conway ,,artificial life” megkozelitéseivel is [12].

Dolgozatomban a baktériumokat helyiiket valtoztato és egymassal valamint a
kornyezetiikkel kdlcsonhato agensekkel szimulaltam. Ezt a megkdzelitést vissza lehet vezetni a
Craig Reynolds altal kifejlesztett boids (bird) modellekre [7], melyekben az egységek egyszerii
intuitiv szabalyok szerint hatnak kdlcson, a populaciok mégis meglepden életszertien tiikrozik
a madar- vagy repiilogéprajok mozgasat. Itt tehat az emergens tulajdonsdg a populacid
mozgasanak egyfajta ,,vizualis valoszertisége” volt. Ennek a megkozelitésnek a célja tehat nem
a tudomanyos felfedezés, hanem az alkalmazott miiszaki fejlesztés volt, megjelenése ota széles
korben alkalmazzak a jatékfilmek készitésénél [13]. A tudoményos célu alkalmazasok kozott
fontos 1épés volt az izraeli Ben-Jacob és a magyar Vicsek Tamas csoportjai altal kifejlesztett
baktérium-modellek csoportja, melyekben a baktériumok két dimenzidban mozgd pontok
voltak, amelyek jelekkel hatottak kdlcson és a tapanyagot valamint a jelanyagokat diffundalo
anyagokként dbrazoltak [14]. Az emergens tulajdonsag ebben az esetben a koloniak fraktalszeri

alakja volt.
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Kutatécsoportunk megkozelitése abban kiilonbozott az eldbbiektdl, hogy egy konkrét
bakterialis jelzdmechanizmus, a quorum sensing elemeit épitettiik be az agensekbe, emergens
tulajdonsagként pedig nem a mozgast vagy az alakot, hanem a populécié stabilitasat,
Osszeomlasat illetve rétegzodését vizsgaltuk. A quorum sensing maga egy biologiai részleteiben
jol jellemzett jelz6-mechanizmus, melynek segitségével a baktériumpopulaciok viselkedése
koordinalodik és igy emergens tulajdonsagként képessé valnak olyan feladatok megoldasara,
melyekre egy baktérium képtelen lenne [15]. Csoportunk els6é munkaiban a jelzések
baktériumok rajzasara gyakorolt hatasat vizsgalta, beleértve a kiillonb6z6 kémiai jelek szerepét
a baktériumok egyiittélésében [16]-[18].

A modellezésnek 1j aktualitdst kolcsonzott a mikrobiom-kutatds fellendiilése. A
természet ugyanis tele van akéar sok-tizezer baktériumfajt tartalmaz6 mikrobakdzosségekkel,
melyek hozzajarulnak a kdrnyezet, a klima stabilitdsdhoz [19], de az emberi testben jelenlévo
bélfléra kialakuldsanak, fennmaradasanak megértése példaul egészségiigyi problémak
megoldasat is eldsegitheti [20]-[23]. Ezek a sok fajbol alloé kozosségek nagyon komplex
rendszerek, melyek laboratériumban nem tanulmanyozhatok, vizsgalatuk jelenleg tobbnyire
leird jellegii, az 6ket alkotd fajok meghatarozasaban mertil ki [24].

Dolgozatomban két mikrobiomokkal kapcsolatos kérdést igyekeztem megvalaszolni
agens-alapl modellezéssel. Az els6 kérdé€s arra iranyult, hogy milyen kdvetkezményei lehetnek
a baktériumkozosség tagjai kozt 1étrejovo géncserének, a horizontalis géntranszfernek, a genom
szintli koordinacionak. Antimikrobialis faktorokkal (antibiotikumokkal) szembeni rezisztenciat
biztositd gének megosztasat vizsgaltam agens alaki modellekkel, és azt talaltam, hogy a
kozosség stabilizalodik (tagjai tartdsan megélnek egymas mellett), ha ezek a tagok egymas
antibiotikumaival szemben rezisztensek lesznek, és hogy az ilyen kozosség, érdekes modon,
onvédelemre képes, tehat hatékonyan ki tudja zarni a kiils6 tamadokat. Szemben az ezt
megel6z6 modellezési kisérletekkel, itt evolucids idoskalan lejatszodo hossza tavua valtozasokat
szimulaltam, tehat az agens-alapu megkozelitést egy eddig nem vizsgalt teriileten alkalmaztam.
A masodik kérdésem az volt, hogy a mikrobiomok tudjak-e biztositani a tobbinél kevésbé fit
(lassabban novekvo) fajok tulélését, tudjak-e ennek érdekében koordinalni az anyagcseréjiiket.
Egy komplex kozosségnek ugyanis idonként sziiksége lehet specialis anyagok termelésére képes
fajokra, de nem vilagos, hogy ezek képesek-e tulélni ,békeidokben” is, tehat a naluk
¢letképesebb fajok vajon miért nem szoritjak ki Oket. Azt taldltam, hogy a quorum sensing
mechanizmus bizonyos paraméterkombinacioi esetén az életképesebb fajok ,,0nmérsékletet
gyakorolnak”, tehat stabilan képesek egyiittélni naluk kevésbé életképes fajokkal is, vagyis az
¢lelemért és helyért torténd versengés nem okvetleniil vezet a kozosség funkcionalis
repertoarjanak csokkenéséhez.

Disszertaciom felépitése a kovetkezd. A 2. fejezet els6 részében roviden bemutatom a

vizsgalt jelenségek, a horizontalis géntranszfer és a quorum sensing bioldgiai hatterét, és néhany

8
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potencialis hatasat, majd attekintem a mikrobialis k6zosségek viselkedését leird szamitogépes
modellek altalanos felépitését, osztalyozasi lehetOségeit, €s ez alapjan bemutatok néhany
konkrét modellt. A 3. fejezetben irok a modellezéshez hasznalt szamitdgépes eszkdzokrol. A 4.
fejezet a horizontalis géntranszfer modell leirdsat és a modellel elért Gj eredményeimet
tartalmazza, kiilonos tekintettel a rezisztencia gének transzferére és az érett kozosségek
viselkedésére vonatkozo eredményeimre a modellel. Az 5. fejezet a quorum sensing
modellezésével kapcsolatos 1) eredményeimrdl szol. Itt bemutatom réviden a modellt és
modositasaimat benne, majd részletesebben irok harom témarodl: eldszor a kiilonbdz6 quorum
sensing kiiszobértékek hatisairol tobb faj egyiittélésére, azutdn a mérsékelt parazitak
viselkedésér6l a modellben, végiil pedig az antibiotikum termelés, mint negativ interakcio
implementalasdnak kovetkezményeirdl. A 6. fejezet az 0j tudomanyos eredmények rovid
Osszefoglalasat és lehetséges alkalmazasi teriileteiket irja le. A dolgozat végén talalhatd sajat

publikacidim listaja, majd a felhasznalt irodalmak jegyzéke és a fliggelékek.
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2. Bevezetés/Irodalmi attekintés

2.1. Bioldgiai hattér

A baktériumok egyszeri felépitésii, mikrométeres méretli ¢él6lények, Foldiink
legelterjedtebb sejtes 1étformajat képviselik. Minden lehetséges €lohelyet képesek benépesiteni,
beleértve az extrém hideg, meleg, sos, savas, ligos kozegeket és a radioaktiv vagy erés UV
sugérzasnak kitett teriileteket is [25]. Megtalalhatoak az emberi test kiils6 és bels6 felszinein is
[20], [21]. Egy egészséges felnott sajat eukariota sejtjeinél nagyobb szamu bakterialis
»albérlovel” rendelkezik, bar az elterjedt egy nagysagrend kiilonbség a legujabb becslések
fényében mar nem allja meg a helyét [26]. Ezen baktériumok tilnyomo tobbsége nem karos az
emberi egészségre, st tobbiik elengedhetetlen a szervezet normalis mitkodéséhez. A béltraktus
baktériumai részt vesznek a tapanyagok lebontdsdban, aminosavakat, vitaminokat termelnek, az
elsé védelmi vonalat jelentik a korokozok ellen és az immunrendszer miikodésére is jotékony
hatassal vannak [22], [23], hidnyuk vagy Osszetételiik megvaltozasa pedig sulyos betegségekkel
van kapcsolatban (pl. elhizas, gyulladasos bélbetegségek, cukorbetegség) [21], [27].

A baktériumok evolucids sikerének kulcsa viszonylag egyszeri felépitésiik, sporaképzo
képességiik, gyors reprodukciojuk és valtozékonysaguk mellett, hogy legtobbszor nem
maganyosan élnek, hanem tobb fajt magukba foglald csoportokat alkotnak. Mikrobiomnak
nevezziik az egy él6helyen tartdsan fellelhetd egysejtli életformak 0sszességét. A mikrobiom
ellenallobb a kiilsé hatasokkal szemben és tobbféle funkcid ellatasara képes, mint alkotd
egyedeinek barmelyike. Ezt mar Erwin Frink Smith 1905-0s bakterialis eredetii névényi
betegségekkel foglalkozé munkajaban is valoszinUsitette [28]. A csoportok tagjai pedig
folyamatosan érzékelik kornyezetiik €16 és élettelen komponenseit és reagalnak is ezekre.
Amellett, hogy versengenek az er6forrasokért (példaul a helyért vagy a tapanyagokért), képesek
az egyiittmiikddésre is [29], [30] a soksejtii eukariota allatok kdzosségeihez pl. hangya, termesz,
darazs, méh csaladokhoz [1], madar vagy hal rajokhoz hasonldan [2]. Osszehangoljak példaul
anyagcseréjiiket, hogy birtokba vegyenek egy 1) életteret vagy hozzdjussanak olyan
tapanyagforrasokhoz, amikhez magukban képtelenek lennének [31], [32]. De a mikrobak
koordinalhatjak genetikai alloményukat is, tobbek kozott példaul azért, hogy csak bizonyos
mikrobakat tekintsenek idegennek ¢és tamadjanak meg, mig masokra ne jelentsenek veszélyt
[33], [34].

A sejtkoordinacioé problémajanak rendszeres felméréséhez a bioldgia szinte egészét at
kellene tekinteniink. Megemlithetjiik, hogy az egysejtli szervezetek kémiai anyagokkal, gének

felvételével (pl. plazmidok segitségével) érnek el szupraindividualis koordinaciot [35], [36]. A
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telepekbe szervezodott egysejtiieknél - bakterialis biofilmeknél - az anyagok cseréje a sejtek
kozotti kotéanyag-matrix csatornain keresztiil zajlik [37], de legujabb felfedezések szerint egyes
baktériumok bizonyos, helyhezkotott allapotokban nanocsoves csatornakon at kozvetleniil is
kommunikalnak, citoplazmikus komponenseket cserélnek [38]-[40]. Az ellenkezd végletet
tekintve, a tobbsejtli allatok sejtjei viszont szervekbe, szovetekbe rendezddnek, és idegpalyakon
keresztiil kommunikalnak.

Mindezek szisztematikus attekintése természetesen nem lehet a dolgozat célja, de
megjegyezhetjiik, hogy ezek a nagyon kiilonb6z6 mechanizmusok csoportosithaték bizonyos
szempontok szerint. Példaul, hogy

i) a sejtek milyen funkcidikat koordinaljak (pl. metabolizmus, mozgas, védekezési
funkciok)

il) mi a koordinaci6 mechanizmusa, kézege (kémiai anyagok pl. kis zsiroldékony
molekuldk vagy polipeptidek difftizidja a kdrnyezeti kdzegben, vagy genetikai anyagok cseréje
sejtkozotti csatornakon vagy a kdrnyezeti kozegen keresztiil)

iii) milyen evolucids eldnnyel jar a koordinacié (pl. 6koldgiai alkalmazkodas a jelenlegi
kornyezeti feltételekhez, 0j é16hely meghoditasa, evollcios alkalmazkodas versenytarsakhoz,
stb.).

A kemotaxis, a sejtek (pl. baktériumok [41], vagy eukariotak az immunrendszerben [42]
vagy az egyedfejlédés korai szakaszaiban [43]) koordinalt mozgasa valamilyen kémiai
koncentracid gradiens mentén régdta ismert és kutatott folyamat [44]. Munkam soran nem erre,
hanem a baktériumok két kevésbé ismert, de jellemzO koordinaciés mechanizmusara
koncentraltam. E16sz0r a rezisztencia gének cseréjével megvaldosuld horizontalis géntranszfert,
ami a genom szintli 0sszehangolodast eredményez, majd a kémiai anyagok diffuzidja altal
1étrejovo, a sejtek metabolizmusat koordinald ugynevezett quorum sensing mechanizmust

vizsgaltam. Az alabbi bevezeto e két jelenséget tekinti at az i)-iii) szempontok alapjan.

2.1.1 Horizontalis géntranszfer (genomszintii koordinacio)

Szemben a generaciok kozott lezajlo egyiranyd un. vertikalis géntranszferrel, a
horizontalis (mas szdval lateralis) géntranszfer (HGT, LGT) azt a folyamatot jeloli, mikor az
orokitéanyag egymassal sziil6-utoéd kapcsolatban nem allo, sokszor mas fajhoz tartozd sejtek
kozott adodik at [45]. A jelenséget az 50-es évek Ota ismerjiik. Ekkor fedezték fel, hogy a diftéria
baktérium egy viralis gén atvétele révén artalmatlan egyiittél6bol halalos patogénné valhat [46]
illetve hogy nem-rokon baktériumok ko6zo6tt is mozoghat a genetikai anyag [47]. HGT tobb
mechanizmus révén is létrejohet. A legismertebbeket a 2.1-es abra foglalja Ossze.

Transzformaciorol akkor beszélhetiink, ha egy erre alkalmas sejt szabad DNS darabot vesz fel
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a kornyezetb6l. Konjugacio esetén korkorés DNS darab, plazmid keriil 4t a donor sejtbol a
fogado sejtbe, mig a transzdukcid baktériumokat fert6z6 virusok, bakteriofagok kozvetitésével
valésul meg. A baktériumoknal ma ismert f6bb HGT mechanizmusokrol részletesebben a

kovetkezékben irok.

2.1. ébra: A horizontalis
géntranszfer f6bb mechanizmusai a
baktériumokban. (Forras:
http://science.kennesaw.edu/~jdirn
ber/Bio2108/Lecture/LecBiodivers
ity/BioDivProkaryotes.html)

Transzformacié soran az extracellularis térb6l DNS keriil a sejtbe, integralodik a
genomba és fejezddik ki az anyagcesere révén [48] (2.2. dbra). Hatékony transzformaciora csak
az ugynevezett kompetens sejtek képesek. Nem minden baktériumfaj tud kompetenssé valni,
viszont sok patogénre jellemzd ez a viselkedési stratégia, jelezve a nukleinsav felvétel
fontossagat informacidszerzés vagy csak nyersanyag utanpotlas céljabol. A kompetenciat
jellemzden a kornyezeti feltételek hirtelen megvaltozasa valtja ki (ami a gyors alkalmazkodast
kivan), példaul a tapanyagszint csokkenése vagy a tapanyagok dsszetételének megvaltozasa, de
a quorum sensing szignalok is jelezhetik a DNS felvétel lehetové tételét.

DNS molekuldk mindig talalhatdéak a sejtek kornyezetében, példaul a Pseudomonas
aeruginosa biofilmekben [49], de az emberi véraramban is [50]. Ezek szarmazhatnak elhalt
sejtekbol, de é16 mikroorganizmusokbdl is. A sejten kiviili 1ét és a DNS bontd enzimek
természetesen veszélyeztetik szerkezetiiket, de a megfelelden hosszu szakaszok képesek elég
id6t a sejtek kdzelében tolteni, hogy azok felvehessék Oket. A szabad DNS felvétel rendszerint
a fogadod sejt kiils6 membranjaban talalkatd kot6helyekhez kapcsolddassal kezdédik. Innen a
sejt idegen nukleinsav elleni restrikcios enzimeinek elkeriilése miatt tobbnyire 1 szali DNS jut
a citoplazmaba. Plazmidokon kiviil ott sem lehet tartdsan jelen szabad 6rokité anyag, igy a
felvett DNS-nek a kromoszomaba kell épiilnie. Ez leggyakrabban homoldg rekombinéacioval
valosul meg. Ehhez sziikségesek a beépitendd szakasz végein és a kromoszoma adott régidiban
is bizonyos erdsen ismétlodo szakaszok, amelyek kapcsolodni képesek, €s igy a kromoszomalis
DNS egyik szdla az adott régioban kicserélédik a hozza hasonld, de idegen eredetli DNS
darabra, és a sejtosztodas soran az egyik utddsejt mar az 0 valtozatot tartalmazza [49]. A

transzformacid viszonylagos egyszeriisége ¢s (megfeleld rekombindcids helyek mellett)
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hatékonysaga miatt napjainkban kozkedvelt biotechnologiai eljaras is példaul fehérje
expresszios rendszerek eldallitasara.

A rekombinacios helyek altalaban nem a haztartasi (housekeeping) gének kozelében,
hanem transzkripcidsan kevésbé aktiv régiokban vannak, mivel itt kisebb eséllyel zavarja meg
a beépiilés a normalis sejtfunkciokat. Ez szelekcios hatranyt jelentene a transzformalt sejt
szamara, ami pusztulasahoz vezetne. Hasonléan hatranyos, ha az Ujonnan szerzett fehérje
termelése sok extra energiat igényel a sejttol, de cserébe nem biztosit szekcids eldnyt, példaul
antibiotikum rezisztenciat vagy hatékonyabb tapanyag felhasznalast [49]. Ebbdl kovetkezik,

hogy a sikeresen transzformal6dé gének altalaban ilyen funkcidkkal kapcsolatosak.

Konjugacié soran két

Rl of DMA by growing or decaying cels fizikai kontaktusba keriilt sejt
L {" 'O 4 = kozt  torténik  horizontalis
4 [ X ’ £ ;

’*_—m_. R~ T géntranszfer plazmid 4tadas

(,.e & A el segitségével. A plazmidok a

\ & £ . e
e citoplazmaban talalhato, 6nallo

l reprodukciora képes kis kor
ENpoELE fa , . L1, 1 711,

paciera alaku kettds szalu DNS-b61 allo

StablEation Inacivation EE;'&:E'O'
v et SR 5y sejtalkotok [48] (2.3. 4bra). A
lr S & ormoek | ‘-"b e
oy J e "(%) 8w sejtek fizikai kontaktusa csak

rovid ideig all fent, ezért a
kisméret, gyorsan
tovabbithato plazmidok
idedlisak a baktériumok kozti

célzott informaci6 atadashoz. A

plazmidokon taldlhatéak a
konjugacioért felelds enzimek
génjei. A Gram-negativ

baktériumok kozt terjed6 F-

plazmidot  hordozé  sejtek
példaul a plazmid segitségével
nyulvanyokat, pilusokat
képeznek, ezekbol alakul ki a

=
|

Megatve | | Mewral || Postie
konjugacios cs0, ami
2.2. dbra: A természetes transzformacié folyamatanak 1épései kapcsolodik egy masik sejthez
vézlatosan. [49] (ha  membranfehérjéik  és

membran poliliposzacharidjaik
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kompatibilisek). Ezen keresztiil a plazmid egyik szala atjut a fogado sejtbe, ujra kdrkorossé zarul

¢s mellészintetizalodik a masik DNS szal is, szintén a donor sejtbdl szarmazod fehérjék

segitségével [49].
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2.3. abra: A konjugacié folyamata. Donor sejt: a:
plazmid beépiilése a kromoszémaba inzercids
szekvenciak irdnyitotta rekombinécio segitségével; b:
genetikai elem, példaul rezisztencia gén kivagodasa a
kromoszémabol és plazmidba épiilése; c: egyszala
DNS atflizodése a fogadd sejtbe; Fogadd sejt: d:
recirkularizacio és uj DNS szal szintézis; e: restrikcios
endonukledzok a citoplazmaban; f: plazmid replikacio;
g: plazmid beépiil a kromoszomaba illegitim
rekombinacidval; h: az atjuttatott genetikai elem (gén)

beépiilése a kromoszémaba rekombinacidval. [49]

A plazmidok szabadon maradhatnak a
sejtplazmaban, és 6nalldan is megkettézodhetnek, de
a megfeleld inszercids elemek segitségével a
bakterialis kromoszomaba is beépiilhetnek (illegitim
rekombinacid), hogy a sejttel egyiitt osztddjanak és
csak a konjugaciokor vagodjanak ki onnan. Ez a
beépiilés és kivagddas inzercidés szekvenciak
segitségével torténik, és ezek a szekvencidk teszik
lehetévé idegen géneknek a kromoszomarol a
plazmidba integralodasat is [49]. Az antibiotikum
rezisztencia gének is plazmidokon jutnak at
leggyakrabban egyik sejtb6l a masikba, ezért ezt a
géntranszfer mechanizmus szerepel a szamitogépes

modellben is.

Végiil a transzdukciés mechanizmus soran baktériumokat fert6z6 virusok, bakteriofdgok

(fagok) révén keriil az egyik baktériumsejt genetikai anyaga a masikba [48] (2.4. abra). A

bakteriofagok a kapszid nevli fehérjeburokbdl (fejrész), a hozza kapcsoldodo farokrészbdl és a

fejbe csomagolt DNS-b6l allnak. A farok részét képezik azok a ,,labak”, amikkel a fag a

baktérium felszinéhez kapcsolddik, bontd enzimek segitségével megbontja a sejtfalat és a

fagfejb6l a gazdasejtbe juttatja a tarolt DNS-t [48].

Bizonyos fagok csak bizonyos

baktériumokat képesek megfertozni, sejtfelszini marker molekulaik alapjan felismerve azokat,

ezt nevezzilk fag-specificitasnak. Ezen alapul a fag-terapia is, aminek a lényege, hogy egy

patogént antibiotikum helyett a kizardlag ra specifikus faggal pusztitanak el [51].
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A sejtbe keriilt fag DNS el6tt, ha elkeriilte a plazma restrikcios endonukleazait két ut all.
Vagy beépiil a gazdasejt kromoszomajaba és észrevétleniil vele egyiitt replikalodik, ekkor
temperalt fagnak nevezziik, vagy azonnal litikus ciklusaba 1ép és a DNS-¢érdl szintetizalt
fehérjék segitségével atprogramozza a sejtet, onellatas helyett fag sokszorositasra (fag DNS,
fehérje termelésre, és a bakteriofag Gsszeszerelésre), ami természetesen a sejt pusztulasahoz
vezet [52]. Az inaktiv, ugynevezett lizogén ciklusban 1évo fagok is kivagodhatnak a genombol
¢s aktivalddhatnak, altaldban valamilyen stresszhelyzet, példaul éhezés, hirtelen hdmérséklet,
PH valtozas hatasara [53].

Transzdukcid esetén nem csak a fag genom, hanem a fagot el6allité baktérium DNS-ének
egy része is atkeriil a fogado sejtbe. Ez vagy azért kovetkezik be olykor, mert a temperalt fag
nem tokéletesen vagddik ki a baktérium kromoszomabol, és annak egy részét is magaval viszi
a fag fejbe csomagolva, vagy pedig mert a fag fejbe nem a fdg DNS, hanem a szétes6 baktérium
kromoszoma egy hasonlé méretii darabja csomagolddik be. Mindkét esetben a bakteridlis DNS-
t (is) tartalmazo fag be tudja juttatni tartalmat egy erre alkalmas sejtbe, ha egy normal szerkezetii
faggal egyszerre tAimadja meg azt. A bakterialis eredeti DNS aztan a citoplazmaba jutva a

korabbiakban emlitett rekombinacios mechanizmusokkal a fogado sejt részévé valhat [52], [54].
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(< ?’ I 5 /3 34
~ 4 \
MW wirls e Maw
Bactanum Wiral DA particles BN

2.4. abra: A transzdukci6 folyamatanak vazlata. (Forras:
http://www.cas.miamioh.edu/~wilsonkg/old/gene2005/manipulation/geneengneering/code/bacteria/

bacteria files/)

A fenti, klasszikusan ismert mechanizmusok mellett tobb specialis mechanizmus is
1étezik, kozottik talan a legujabb nanocsovek révén torténd kozvetlen sejtkdzotti kapesolat,
amely egymas melletti sejtek citoplazmaja kozott jon 1étre [38]-[40]. Ennek révén nemcsak
genetikai anyag, de enzimek, metabolitok is atjuthatnak a szomszédos sejtekbe (2.5. abra).
Végiil idetartoznak a néhanyszor tiz nanométertdl néhanyszaz nanométer atmérdji
lipidmembran-veszikulumok altal medialt mechanizmusok is, melyek baktériumoknal is

fontos szerepet jatszanak [55]-[57].
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2.5. abra: Kiilonboz6 bakterialis sejtek felszinén kialakuld nanocsdvek melyek lehetdvé teszik a

citoplazma anyagainak cseréjét. [39]

Tipikus példa a HGT-re az atibiotikum-rezisztencia gének atadasa baktérium sejtek
kozott [S8]. A véletlen pontmutaciokon alapulod természetes szelekciohoz képest ez a folyamat
nagyon gyors. Hatasa szinte azonnal megnyilvanulhat, példaul az antibiotikum rezisztencia gént
szerzett sejt rogton ellenalld lesz a szerre, nem kell a rezisztenciat fokozatosan, nemzedékrol
nemzedékre kialakitania. A sejtekre karos anyagok azonban nem csak a gyogyaszatban hasznalt
antibiotikumok lehetnek, hanem a baktériumok miikddése soran keletkezd és a kornyezetbe
iiritett anyagcsere melléktermékek is, ezeket Osszefoglalé néven antimikrobialis faktoroknak
nevezziik. A tartdsan egyiittéld kiillonbozo sejteknek tolerdlniuk kell ezeket is, és ezt a
képességet szintén géntranszfer utjan szervezhetik meg leggyorsabban.

A génatadas hatékonysagat sok tényezd befolyasolja. A HGT mechanizmus, a
kolesonhato sejtek tavolsaga €s a fogado sejt idegen DNS-t eliminal6 rendszerei mellett a DNS-
ek hasonldsaga, stabilitasa, kodon hasznalata, és génhalozatok kompatibilitasa is szerepet jatszik
abban, hogy kapott genetikai anyag funkcionalni tud-e majd a fogado sejtben [59].

A HGT mechanizmusok egyik tovabbi, nemrég felfedezett tulajdonsaga, hogy sokkal
gyorsabban lejatszodhatnak, mint az sokaig gondoltdk. fgy pl. az antibiotikum rezisztencia
génjei néhany ora alatt elterjedhetnek egy tengeri baktérium-kultiraban [60]. A folyamat
gyakorisagat vizsgalva kiilonb6z6 baktériumok kozt [61], [62] kimutattak, hogy az a k6zos vagy
természetes modom kapcsolodo mikrobiomot alkoto fajok kozt a leggyakoribb, kiilondsen olyan

stirli kozosségekben, mint az emberi tapcsatorna. A bélflora tagjai példaul sokkal kénnyebben
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adnak at géneket egymasnak vagy a tapanyagban fellelhet6 baktériumoknak, mint a tengerekben
vagy a talajban €16 fajoknak (2.6. abra). Tehat a rendszertani vagy foldrajzi kdzelségnél
fontosabb a HGT szempontjabol, hogy a partnerek egy gazdaszervezetben éljenck, vagy

kapcsolodo mikrobiomot alkossanak.
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2.6. abra: A horizontalis géntranszfer gyakorisaga kiilonboz6 él6helyek mikrobai kozott. A (felsé
haromszog): az géntranszferek szdzalékos aranya az dsszehasonlitott genomokban. Latszik, hogy az
emberi szervezeten belill a leggyakoribb a géntranszfer. B: Azonos ¢l6helyek kozt (fekete kor)
gyakoribb a transzfer, mint a kiilonb6zoek kozt (fehér kor). C (alsd haromszog): a géntranszfereken
beliil az antimikrobialis faktorok atvételének szazalékos aranya magasabb hasonl6 vagy természetes
kapcsolatban 1év0 életterek, tehat itt az emberi szervezet, a taplalék és a haziallataink baktériumai
kozt. D: a kiillonb6zo élohelyek kozti horizontalis géntranszferekben (fehér kor) nagyobb
antimikrobialis faktorok szazalékos aranya, mint az azonos ¢l6helyek kozti transzferek esetén (fekete

kor). [61]
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A HGT ezen tulajdonsagainak koszonhetdéen kulcsszerepet jatszik a komplex
mikrobiomok, példaul az emberi bélfora [63], a szajban €16 mikroba kozosség [64] vagy a
tengerekben sz szerves tormeléket beboritd biofilm kialakulasaban [65], mivel a kozosség
tagjai HGT segitségével hamar rezisztenssé valnak egymas karos anyagaira és képesek lesznek
egyiittmiikodni. A rezisztencia gének atvétele ugyanakkor sulyos egészségiigyi kockazatot is
rejt magaban, ez all ugyanis a sok antibiotikumnak ellenalld, ugynevezett multirezisztens
baktériumtorzsek kialakuldsdnak és terjedésének hatterében. A fejlett vilag korhazaira
jellemzd intenziv antibiotikum hasznalat példdul szelekcios nyomast fejt ki a mikrobakra, ami
a rezisztenciagének lehetd leggyorsabb terjedésének kedvez. Példa erre a Clostridium difficile
okozta sulyos korhazi fert6zések nagy szama is [60], [66]. Egy jelentés szerint 2016-ban
mintegy 700000 ember halt meg antibiotikum rezisztens fertézésekkel Osszefiiggésben
vilagszerte, és ha a mai tendencidk folytatddnak, akkor ez a szam 2050-re a 10 milliot is elérheti
[67], és ebben a rendkiviil gyors terjedésben a HGT-nek is jelentds szerepe lehet. Kutatasok
ezekkel Osszhangban valoban kimutattak idegen eredeti DNS részeket szamos bakterialis

genomban (2.7. 4bra) [68]. Osszegzésiil tehat kijelenthetd, hogy a horizontalis géntranszfer a

mikrobialis evolucid egyik f6 mozgatorugoja [69]-{71].
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2.7. ébra: Az idegen DNS becsiilt aranya bizonyos bakterialis phylumokban. A HGT-index a HGT-
vel nyert génszam és a teljes teljes genomidlis génszam hanyadosa. A szagatott vonal jelzi az értékek
medianjat, a boxplotok alatt zarojelben az egyes csoportokhoz tartozd vizsgalt genomok szadma

lathat6. A felmérés alapjan 10-35% ko6zé becsiilik a HGT-b61 szarmazo6 gének aranyéat a fehérje kodold

szekvenciak kozt. [68]
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A fent leirtak alapjan a kooperacios mechanizmusok csoportositisi szempontjai
szerint a rezisztencia gének szétterjedése egy mikrobiomban horizontalis géntranszfer
segitségével i) a kozosség védelmi funkcidinak Osszehangolasat jelenti. ii) A koordinacio
mechanizmusa az antimikrobialis faktor rezisztencia gének, tehat genetikai anyag atadasa
jellemzéen plazmidok segitségével a sejtek kozotti porusokon at. iii) A koordinacio célja az
pedig a mikrobiomot alkoto fajok egyiittélésének lehetové tétele (a fajok ,,0sszeszokésa”), és

egyuttmiikodésiik lehetdve tétele.

2.1.2. Quorum sensing (metabolikus koordinacié)

A quorum sensing (lokalis sejtstirliség érzékelés) az tigynevezett autokrin jelzési
mechanizmusok egyik valfajat jelenti. Autokrin jelzésrél akkor beszEliink, ha egy sejt olyan
anyagot termel, amellyel sajat miikodését is befolyasolja [72]. Ezt a jelenséget baktériumoknal
eloszor egy magyar kutatd, Tomasz Sandor mutatta ki a 60-as években a Rockefeller
Egyetemen, Streptococcus pneumoniae sejteknél [73]. A quorum sensing legelsd, kidolgozott
példaja a V. fischeri baktérium sejtlumineszcencia jelensége joval késobbi keletli. Ez vilagitott
ra arra a ma mar jolismert tényre, hogy egy géneken alapulé jelenség populacidszintl viselkedés
szinkronizalasara képes [74]. Majd a kilencvenes években sziiletett meg a ma is hasznalatos
quorum sensing elnevezés, ami kifejezi, hogy a sejtek szamanak (pontosabban a sejtstirliségnek)
fiiggvényében a populacio viselkedése megvaltozik, a kdzosség képesse valik olyan feladatokra,
amelyet maganyos sejtek nem tudnanak megoldani [15].

Mai felfogasunk szerint a quorum sensing (QS) mechanizmus alapja egy ugynevezett
onindukcios kor, amelyben egy jelmolekula pozitivan befolyasolja sajat termelését. Egy ilyen
ongerjesztd folyamat intenzitasa korlat nélkiil novekedne, ezért sziikség van egy leszabalyozo
mechanizmusra is, amely a rendszert stabilizalja [75]. Az ilyen szabalyzokort egészében
inkoherens feed forward loopnak szokas nevezni. Kérdés, hogy miképpen teszi ez lehetdve,
hogy egy sejt reagaljon a kornyezetére. Ez az ugynevezett kérnyezeti csatolas révén valosul
meg, amelyet legegyszerlibb formajaban ugy képzelhetiink el, hogy a jelanyag koncentracidja a
sejtfalon, mint egy féligatereszté hartyan keresztiil egyensulyban van a kiilsé kornyezettel (2.8.
abra), de a tobbi komponens ezen nem tud athatolni. Ha a kdrnyezetben a jelmolekulakat
elsodorja a kdzeg mozgasa, a koncentracié nem fog kell6 szintre emelkedni. Viszont ha sok sejt

van egyiitt, a koncentracié megemelkedik, és a szabalyzokor mikoddésbe 1ép.
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2.8. abra: A quorum sensing mechanizmus altalanos vazlata.

Ennek az egyszerli sémanak szamos valtozata ismert, ezek f6 kozos 1épéseit az 2.9. dbra
foglalja 0ssze. Valamilyen negativ visszacsatolassal szabalyozott, de Ongerjesztdé modon
szigndl, jel molekula (S) képzddik. Ez kijut a sejtbol diffuzioval vagy aktiv transzporttal. A
citoplazméban vagy a kijuttatas soran modosulhat is, hogy elnyerje aktiv formajat. Az immar
aktiv szignal szintje a sejten kiviili térben a sejtek mennyiségével aranyosan valtozik. A jel
természetétol fliggéen diffiizioval vagy aktiv transzporttal bejut a sejtbe, vagy csak kot a
megfeleld transzmembran receptorhoz, és egy adott jelszint felett olyan szignaltranszdukcids
lancot indit el, ami a génexpresszié megvaltozasat eredményezi [76]. Az intenzivebb jeltermelés
mellett termelni kezd a sejt azokat az anyagokat, ugynevezett kozos javakat, faktorokat (F),
amelyekbdl jelentds energiaigényilk miatt egy sejt nem, sok baktérium 0Gsszehangolt,
szinkronizalt miikodéssel viszont mar el6 tud allitani hatasos mennyiséget.

Ezek a kozos javak lehetnek tobbek kozt
példaul  virulencia faktorok, toxinok, az

extracellularis kozeget bontd vagy atjarhatova

tevd enzimek, biofilm képzé  anyagok,

Intracellularis
transzport/

érzékelés ™~ fehérjék, feliiletaktiv anyagok vagy kompetenciat

lumineszcencia  faktorok, rajzast eldsegitd

(transzformacios képességet) befolyasolo

Jelatvitel, A " : se o s ;
génexpresszié tényez6k (ez is csak nagy sejtsiirliség esetén
st el s hatékony) [77]. A sok baktériumfajt tartalmazé

=

C Negativ

sejtkoncentraciot jelzo rendszerek miikodésének:

/_7 koloniak  kiilonosen  érdekes példai a

bizonyos jelekre valaszul a kolonia szdmszeri

visszacsatolas Osszetétele modosul, egyes fajok elszaporodnak,
2.9. dbra: A quorum sensing altalanos masok visszaszorulnak [78], [79].
1épései. [153] alapjan. Megallapithatjuk tehat, hogy a QS bizonyos gének
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aktivitdsanak  megvaltoztatdsa révén segiti a baktériumok milkodésének gyors
szinkronizalodasat és ezaltal a kozosség sikeres alkalmazkodasat a valtozé kornyezeti
feltételekhez.

A legismertebb és legjobban jellemzett quorum sensing rendszerek az AHL rendszerek.
génhalozatokat LuxIR homologoknak is nevezik. Ezek regulator (R) és szintézis (I) géneket
tartalmaznak. A szintézis gének alap aktivitdssal mindig miikodnek, és az AHL (acil-
homoszerin lakton) molekuldk termelését segitik. Ezek kisméretli molekuldk, amik egy
homoszerin-lakton gylirtibdl és egy valamilyen acil-csoportbol allnak és diffuzioval szabadon
kozlekednek az intracelluldris és az extracellularis tér kozott [80]. Az acil-csoportok
valtozatossaga miatt lehetséges, hogy a hasonld rendszerek egy fajon beliil vagy kiilonb6zo, de

egyiitt €10 fajok esetén egymastodl elkiiloniilten tudnak miikddni.

. J6 példa az ilyen quorum

. ' Solitary / Planktonic sensingre a Pseudomonas
state (low signal

production) aeruginosa  rajzasa. A P

L aeruginosa egy opportunista patogén
Activated state & gy opp p g

(production of secreted

. \ baktérium, tehat az egészséges
Dl + factors, increased signal ’ & &
production) szervezetben is megtalalhat6, de

"
"A A

S "ll Increased metabolism and csak a legyengiiltet betegiti meg.
N -"1E'$~srn~.-nt

Legismertebb fertdzési eseteit a

Swarming, spontaneous  Cisztas fibrozisban szenvedd betegek
community formation

tiildejében illetve a nagy feliileti
égési  sériilések esetén képzodo

2.10. abra: A Pseudomonas aeruginosa quorum sensing biofilmek okozzék. A P. aeruginosa

altal szabalyozott rajzasanak vazlata [16]. killénosen veszélyes, mivel a
legtobb torzse antibiotikum rezisztens [52]. Nedves kornyezetben él, és ha a sejtek kozt
diffuzidval terjedd jel molekulak koncentracidja meghalad egy adott szintet, a baktérium telep
sejtjei alapallapotbol aktivalt allapotba lépnek, amelyben biofilm képzéshez sziikséges
anyagokat kezdenek kivalasztani (2.10. 4bra). A biofilm egyrészt az a kozeg, amiben a
baktériumok flagellumaik segitségével gyors, Osszehangolt, tgynevezett rajz0 mozgasra
(swarming) képesek, masrészt ez a réteg csokkenti példaul a légzésre alkalmas feliiletet a
tiidoben, és igy mas fertdzések melegagya is lehet. A biofilm kialakitésa és a gyors rajzé mozgas
nagy energia felhasznalast kovetel, igy csak akkor kifizetddd, ha a sejtek egyszerre és elegen
kezdenek neki, és ezzel élhelyiik 0j, tapanyagban gazdag részeit vehetik birtokba [81].

A P. aeruginosa tobb quorum sensing rendszerrel is rendelkezik, melyek egymassal
kolcsonhatva szabalyozzak a rajzast €s egyéb virulenciaval dsszefiiggd folyamatokat [82] (2.11.

abra). A LaslR és az RhlIR rendszerek LuxIR homoldgok, az elébbi all a hierarchikus
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szabalyozas csucsan (master regulator), serkenti az elasztdz emésztGenzim termelést, és az
Osszes tobbi QS kor mikddését, mig az utdbbi a rhamnolipid feliiletaktiv anyag eléallitasat és
sok virulencia faktor termelését szabalyozza (6 a fo effektor a haldzatban) [82]—[84]. A
harmadik LuxR tipust elem a QscR, ennek nincs sajat szintaza, hanem a Lasl jelére reagal és
gatolja a LasIR és az RhlIR rendszereket, biztositva ezzel a sziikséges negativ visszacsatolast,
ami a stabil miikodéshez sziikséges [85]. A PQS (Pseudomonas quinolone signalling) rendszer
nem AHL tipusu. Miikddése serkenti tobbek kozt a pyocianin toxin termelését ezaltal noveli a
virulenciat és kozvetleniil aktivdlja a Rhl rendszert, ami viszont negativ visszacsatolasként
gatolja 6t [82] [86], [87]. Végiil az IQS (integrated QS) rendszer felel azért, hogy a koérnyezeti
stressz hatasokat is figyelembe vegyék a sejtek a QS soran, és példaul foszfathianyos kézegben
at is képes venni a Las szerepét [88].

A késobbiekben bemutatott szamitogépes modell ezt a folyamatot, a Pseudomonas
aeruginosa quorum sensing vezérelte rajzasat irja le egyszerUsitett formaban egy LuxIR
homolog QS kor felhasznalasaval. Az egyszertibb séma alkalmazésa azért praktikus, mivel igy
a modell altalanosabb érvényii és a folyamatokat vezérld alapvetd tényezoket sem kenddzik el

a finom szabalyozasbol adodo hatasok.
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2.11. abra: A Pseudomonas aeruginosa quorum sensing szabalyozasanak vazlata Lee és
munkatarsai szerint [82]. A nyilak jelzik a serkent6 a kerek végii vonalak a gatlo kdlcsonhatasokat.

(Az abra a QscR-t nem tartalmazza.)

A fent bemutatotton kiviil igen sokféle quorum sensing rendszer Iétezik és tobb szempont
alapjan is csoportosithatjuk Oket. Napjainkban a leggyakrabban a jeltermelés és a

hatasmechanizmus szerint szokas 4 f6 tipust elkiiloniteni [89], [90]. Ezen csoportok fobb
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jellemzo6i az 2.1. tablazatban, néhany példa rajuk pedig az 2.2. tablazatban talalhat6. Az egyes
tipusok altalaban jellemzoéek bizonyos baktériumcsoportokra (Gram-pozitiv, Gram-negativ) és
hasonl6 kémiai szerkezetli jelmolekulakra épiilnek (pl. kis hidrofob molekulak, cirkularis vagy
valamilyen modositott aminosavval rendelkez6 révid peptidlancok).

A rendszerek négyes csoportositasanak egyik szempontja, hogy Gram-pozitiv vagy
Gram-negativ sejtekr6l van-e sz6. A Gram-pozitiv baktériumokban, melyek vastag
peptidoglikan réteget tartalmazo sejtfala a Gram-festéssel lilara szinezddik, a termelt
jelmolekulékat éppen a sejtfal szerkezete miatt, valamilyen aktiv transzport mechanizmussal
kell kijuttatni a sejtbdl. Ezzel szemben a Gram-negativ baktériumokban, melyek sejtfala
kevésbé massziv (ezért Gram-festéssel nem szinezhetd) és atjarhatobb kismolekuladk részére, a
jelek szabadon kidiffundalhatnak. A masik csoportositasi szempont, hogy a jelmolekula képes-
e bejutni a sejtbe, vagy az extracelluldris térben transzmembran receptorhoz kotodik. Az elébbi
esetben Gram-negativ rendszereknél ez egyszert diffuziot jelent, mig Gram-pozitivoknal aktiv
transzportot. Az utobbi esetben a jelmolekula nem jut be a sejtbe, hanem a felszinére kdtve
(altalaban kétkomponensii rendszer, two-component system segitségével) beindit egy
foszforilacios jelatviteli lancot, ami valamilyen DNS-koté fehérje aktvalodasahoz vagy
gatlasahoz vezet. A transzkripcids faktorokként hathatnak, vagy az eldbbiek aktivitasat
befolyasolhatjak.

Maguk a jelek Gram-negativ esetben altalaban kisméretli, sokszor részben hidrofob
molekulak, ezeket szerkezetiik alapjan szokas csoportositani. Vannak példaul acil-homoszerin
laktonok (AHL), kinolinok, kiilonb6z6 zsirsavak (DSF) vagy furanosyl-borat diészterek (Al-2).
A Gram-pozitiv jelek rendszerint révid peptidlancok, melyeket feromonoknak is neveznek.
Szintézisiik utan még nem aktivak, a citoplazmaban, az extracellularis transzport soran, de néha
a sejten kiviili térben is valtozasokon kell keresztiil menniiik, hogy jelként érzékelhesse dket a
tobbi sejt. Ezek a valtozasok lehetnek hasitasok (pl. SHP-k, az RNPP csalad tagjai, Gly-Gly
motivumot tartalmazé peptidek), peptidlanc cirkularizacid (pl. Agr-tipust ciklikus feromonok
(AIP)) vagy aminosav modositasok (pl. ComX, lantibiotikumok) is.

A fenti csoportositas a QS rendszerek nagy részére egyértelmiien alkalmazhat6, vannak
azonban nehezen besorolhaté rendszerek is. A gamma-butyrolaktonokat példaul Gram-
pozitiv baktériumok haszndljak, de szabadon kozlekednek az intracellularis és az extracellularis
tér kozott [91], [92]. Az AI-2 (autoinducer-2) megtalalhaté Gram-pozitiv €s Gram-negativ
baktériumokban is, bizonyos fajokban transzmembran receptoron at hat [93], masokban viszont
membrankomplexek segitségével jut be a sejtbe [94]. Az Al-2 a normal anyagcsere egy
mellékterméke, ezért rendkiviil elterjedt molekula, és tobben a fajok kozti univerzalisan értett
jelzésként értelmezik [95]-[97], bar jelenléte Gnmagaban nem garantal miikodé quorum sensing
mechanizmust [98], [99], van, hogy egyszeriien csak egy tényez6 a sejtre hatd szamos

kornyezeti faktor koziil.
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2.1. tdblazat: A bakterialis quorum sensing rendszerek egy lehetséges csoportositasa és

alkotoelemeik. [153] alapjan, a képek forrasa: [89]

I. II. I11. IV.
pe”p‘g::n a —— PE”p‘i: p'?mp—’l:rocess AlF' i /AIP . N
’ i o - T¢ pon g —
Tlpus — -:’regﬁm <— = os Pro- AIP AH'—‘ Pr :AIP
B @ |6 s
Jellemz§ Gram-negativ Gram-negativ Gram-pozitiv Gram-pozitiv
baktériumcsoport £ £ p p
Jel (autoinducer, Masodlagos Masodlagos S Sy
Al) szintézis metabolit szintézis | metabolit szintézis Peptid szintézis Peptid szintézis
Szintetizalt jel Kiilonféle Kiilonféle Prepentid Prepentid
alakja kismolekulak kismolekulak pep pep
Jel modositas
Extracellularis Jel modositds cirlglllell:gzzlzsi’lés
Diffuzio Diffuzio (hasitas) . ’
transzport , aminosav
Aktiv transzport 1 riz
modositas)
Aktiv transzport
Sejte.n leUh.’ aktiv Kismolekula Kismolekula Rovid peptidlanc Peptidlanc
jel alakja
Intracelluldris Kapcsolodas Kapcsolodas
Jel diffuzio transzmembran Aktiv transzport transzmembran
transzport
receptorhoz receptorhoz
Intracellularis jel Kismolekula FOSZfQHI?ClOS Ro&vid peptidlanc FOSZfQHI?CIOS
szignal szignal
Hatssmechanizmus DNS kot6 fehérje DNS kéto fehérje DNS kot6 fehérje DNS kéto fehérje
aktivalasa/ gatlasa | aktivalasa/ gatlasa aktivalasa/ gatlasa | aktivalasa/ gatlasa
Negativ Represszor fehérjék,| Represszor fehérjék, | Represszor fehérjék, [Represszor fehérjék,
G tol4 szabalyozo RNS szabalyozo RNS szabalyozé RNS szabalyozo RNS
visszacsatolas molekuldk, ... molekulak, ... molekulak, ... molekulak, ...
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2.2. tablazat: Példak a quorum sensing rendszerek egyes tipusaira. A képek forrasa: [89]

. . Jellemz6 faj a .
Tipus Rendszer neve jelmolekula ren dszerrgl Forras
Elterjedt rendszer, pl.: Vibrio
AHL (N-AHL, AI-1) acyl-homoserine lactones fischeri, Pseudomonas [15], [100]-[102]
aeruginosa,
quinolines (AQS, HHQ, .
Quinoline signalling PQS, Pseﬁfgzgg‘l‘iﬁg ‘;ﬁg‘"sa’ [103]-[107]
I HMAQs) )
. 2-(2-hydroxyphenyl)- .
S _ ‘Om 1QS thiazole-4-carbaldehyde Pseudomonas aeruginosa [82], [88], [108]
== phc QS 3-OH-PAME, 3-OH-MAME Ralstonia solanacearum 109]-[111
N\
" Photopyrone QS .
— =, (PPYs) alpha-pyrones Photorhabdus luminescens [112]
Dialkylresorcinols
(DARs), Dialkylresorcinols (DARs), i
cyclohexanediones cyclohexanediones (CHDs) Photorhabdus asymbiotica (113]
(CHDs)
GBLs (gamma-
Streptomyces (S.
butyrolactones, A- CHB chattanoogensis) Gram-pozitiv ! (761, (911, 192]
factor)
hyd alpl]l(a- CAL-1 ((Z)-3;1am1noundec-2- Vibrionaceae (Vibrio harveyi), 931, 11141116
IL ydroxyketones en-4-one) Legionella pneumophila (93], [114}-{116]
" o (AHK) QS LAI-2
Y e D HAI-1 QS N-(3-hydroxybutyryl)-HSL Vibrio harveyi [93]
e " Diffusible signal Burkholderia spp., Xantomonas
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Egy masik érdekes szempont a QS jelzorendszerek csoportositasara génjeik jellegzetes
elhelyezkedése a kromoszéman, amely mar a legegyszerlibb QS rendszereknél is igen
valtozatos lehet [139]-[141]. Az egyik legismertebb példa erre a V. fischeri és a P. aeruginosa
fajokon mar régota tanulmanyozott mar emlitett N-acil-homoszerin-lakton (AHL)
jelzorendszer, melynek onindukcios kore két elembdl, az 1 szintdz génbdl és az R szenzor-
regulator génbdl all. A stabilizalo kdr mar ez esetben is nagyon sokféle lehet, és sokszor nem is
pontosan ismert. A 2.12. abran j6l lathatd, hogy a két gén szinte 6sszes lehetséges elhelyezkedési
korben” szerepet jatszd negativ regulatorok (az dbrdban az L és M gének ilyenek), idonként

pedig a QS altal szabalyozott funkcidhoz, példaul plazmid mobilizdcidhoz van koziik [139],

[140].
i Pattern Gene topology -
TR TR 2.12. abra: Az AHL rendszer lehetséges topologiai. Az elsé
R1 Ri (£ > > B oszlopban a topolégia kodja, a masodikban és a harmadikban
" P E:{ lel pedig szenzor-regulator (R), a szintaz (I) és az egyéb gének
5 R “/ME g sorrendje és elhelyezkedése lathatd. A jobbra mutatd nyil
R4 I3 > ?L jelenti, hogy a forward, a balra mutato, hogy a reverse szalon
- Rii van az adott gén. [139]
M RMT
" - A géntopologidk ismerete azért fontos, mert a
. Proy hasonld génelrendezddésti rendszereknek valoszintileg
X2 Rxi volt kdzos Osiik (nagyon kicsi az esélye, hogy tobb génbol
X3 RXi allo rendszerek egymastol filiggetleniil ugyanolyanna
X4 RXT fejlodjenek pusztan véletlen mutaciok altal). A topologia
* = vizsgalat ezért betekintést enged az egyes rendszerek
M i generaciok soran bekdvetkezd és  tovabborokldds
X f(?; valtozasokat, és HGT révén lezajlokat is, amikor egy
X3 (>7)

élettéren o0sztozoé kiilonbozo faja baktériumok kozt adodik
at jellemzOen plazmid segitségével egy kommunikacios rendszer és valik képessé a
példaul az egymassal atfedé gének nem irodhatnak at egyszerre.

A hasonlo szerkezetl jeleket egymas receptorai is érzékelhetik bizonyos mértékben, ez
lehetové teszi az egyes rendszerek kozti ,,athallasokat” €s, hogy a baktériumok ,,megértség a
sajatjukéhoz hasonldé nyelvjarasokat” [136], [142], [143]. Egy sejt ezen kiviil tébb QS
rendszert is tartalmazhat, amelyek miikodhetnek egymassal parhuzamosan (pl. a Vibrio
harveyi Al-2, CAI-1, HAI-1 rendszerei), hierarchikus szerkezetben (pl. a Pseudomonas
aeruginosa 2 AHL rendszere koziil a LasIR szabalyozza, gatolja a LhlIR miikodését) vagy

26



DOI:10.15774/PPKE.ITK.2019.002

egymassal versengve (pl. a Streptococcus pyrogenes Rgg3 receptora natagonistaja az Rgg?2
receptornak), lehetdvé téve ezzel a sejtmiikddés tobb kornyezetei hatast is figyelembe vevo
finomabb szabalyozasat [90]. A szintetikus biologia is érdeklodése is novekszik a quorum
sensing, mint a sejtek kozti hatékony kommunikaciés mechanizmus irant. Tobb fajt is
tartalmazo mesterséges kozosségek tervezésénél pedig a jelek specificitasa és a kiillonbozo
rendszerek kozti athallasok pontos ismerete kiilonosen fontos [144].

A fent leirtak alapjan a kooperaciés mechanizmusok csoportositasi szempontjai
szerint a quorum sensing i) a sejtek szamos funkcidjat koordinalhatja, példdul befolyasolhatja
a virulenciat, toxintermelést, kompetencidt, sejtmozgist, de ezek mindegyike a sejtek
metabolizmusanak megvaltozasat vonja maga utan (tobbek kozott a kdzos javak termelésének
novekedését). A Pseudomonas aeruginosa QS vezérelte rajzasa soran is a sejtek 6sszehangoltan
Iépnek egy metabolikusan aktivabb allapotba, melyben tobb tidpanyagot fogyasztanak, és
példaul az uj teriilet birtokba vételéhez sziikséges anyagokat termelnek. ii) A kooperacio
valamilyen jelmolekula kornyezetbe juttatdsaval és annak érzékelésével valosul meg. Ez a
molekula lehet kis zsiroldékony a sejtbdl ki és a sejtekbe be szabadon diffundalo vegyiilet, mint
pl. a P. aeruginosa AHL-je, de aktiv extracellularis transzportot igénylé és a célsejt
membranreceptoraihoz kétddo peptidlanc is, mint pl. a Bacillus subtilis ComX jele. iii) A
koordinacio célja pedig a valamilyen kollektiv elényhdz jutas, P aeruginosa rajzéasa estén ez az
Uj élettér birtokba vétele, a telep hatarainak kiterjesztése.

A quorum sensing kutatas egyik f6 mozgatorugéja 1) stratégiak kifejlesztése a
patogének elleni kiizdelemben. Mint lattuk, szamos bakterialis korokozé hasznal quorum alapt
koordinaciot a hatékony fertézés érdekében. fgy mar régen megfogalmazodott az otlet, hogy
ennek a koordinacionak a megzavarasaval csokkenhet a fert6zOképesség és ez az
antibiotikumok egy alternativaja vagy az antibiotikum rezisztens patogének esetén hatékony
ellenszere lehet [145]. A quorum sensing gatlasara tobb lehetdség is van: gatolhatjuk a jel
termelddését, receptorhoz kotddését vagy erre alkalmas enzimekkel eldsegithetjiik a bomlasat
(ez az ugynevezett quorum quenching) [146]-[151]. Ilyen beavatkozdsok nem 0lik meg a
sejteket, csak a kommunikaciojukat és ezzel egyiitt a virulencidjukat blokkoljak, igy kisebb
szelekcios nyomast jelentenek, és ezzel a rezisztencia kialakulasa is lassabb lehet. A
ndvényvédelemben [146] és az ipari biotechnologidban mar vannak példak a quorum quenching
sikeres alkalmazasara, példaul a viztisztitd berendezések sziirdit eltdmitd biofilm képzddését is
gatoljak igy [152]. Orvosi szempontbol az egyik potencialis célpont, ami ellen egy QS alapu
kezelés hatékony lehetne, pont a cisztas fibrozisban szenvedd betegek tiidejének kronikus,
antibiotikum rezisztens P. aeruginosa fertbzése. Es bar léteznek sejtkultarakban és
allatmodellekben bizonyitottan hatékony AHL gatlo molekulak [148], [149], ezek bevezetése a
human gyogyaszatba még varat magara, a gyogyszerkutatas altalanos nehézségein tal azért,

mert még mindig til sok a megvalaszolando kérdés magat a quorum sensing mechanizmust és

27



DOI:10.15774/PPKE.ITK.2019.002

alkotoelemeinek tulajdonsagait, és specificitasat illetden [99]. Ezért is fontos és iddszerli a
jelenség kutatdsa. Ha ezek megoldodnak, akkor valoszinilleg taldlkozhatunk majd az
antibiotikumos kezelések hatékony kiegészitéseként ilyen hatdsmechanizmuson alapuld

gyogymodokkal is.

2.1.3. Osszefoglalas

Az ismertetett mechanizmusok jol példazzak, hogy a hatékony egyiittmiikodéshez a
résztvevoknek koordinalniuk kell viselkedésiiket és ehhez kommunikaciora van sziikség. A
mikrobak vilagaban a kommunikacié leggyakrabban a kornyezetbe leadott és onnan felvett
anyagok utjan valésul meg. Ezen kommunikacios és kooperacidos mechanizmusok (a
baktériumok ,,nyelve”) feltérképezésével kozelebb jutunk a komplex kdzosségek miikodésének
megértéséhez, ami 01j tavlatokat nyithat mind az egészségiigyben, mind a biotechnologiaban. A
mikrobialis kommunikacioba és kooperacidba finoman és célzottan beavatkozva példaul az
antibiotikumoknal specifikusabban, kevesebb mellékhatassal igy biztonsagosabban kiizdhetiink
egyes patogének ellen vagy kornyezetvédelmi, élelmiszeripari feladatok ellatasara alkalmas
komplex mikrobialis kdzosségek fejleszthetok ki mérnoki pontossaggal.

Munkdm soran szamitogépes modellezés segitségével vizsgaltam a fent ismertetet
folyamatok egyes részleteit. Célom volt, hogy biologiai megfigyelésekbdl kiindulva
szimulacioim segitségével olyan paramétereket, jelenségeket azonositsak, melyek potencidlisan
fontosak lehetnek egy-egy viselkedés tipus kialakuldsiban, segitve ezzel tovabbi in vitro

vizsgalatok és alkalmazasok tervezését.
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2.2. Baktérium modellek

Mikrobialis kdzosségek, mint minden egyéb rendszer modelljének megalkotdsakor is
tobb szempontot kell figyelembe venniink. Tudnunk kell, tobbek kozott, hogy milyen alaposan
ismerjilk a kozOsséget, milyen adatok, megfigyelések alapjan készithetjiik el modellt. A
szamitasi kapacitds szintén tisztazando, mert példaul egy laptopon vagy egy szamitogép
klaszteren mas részletességli szimulaciok futtathatok. A legfontosabb azonban tisztaban
lenniink azzal, hogy a vizsgalt rendszer mely részére vagyunk kivancsiak. A modellben ugyanis
ezt a részt, az erre hato folyamatokat kell a kivant részletességgel kidolgozni, a tobbi folyamatot
viszont lehetdség szerint le kell egyszeriisiteni, el kell hanyagolni. gy jutunk ugyanis olyan
leirashoz, ami a kivant jelenséget valosaghiien mutatja be, ugyanakkor a kapott eredmény
hatterében all6 folyamatok is azonosithatoak, és a modell nem kezelhetetleniil komplex, nem
fedik el felesleges részetek érdeklodésiink targyat. Példaul egy a sejtmozgast leiré modellben
nincs sziikség a sejtosztddas vagy teljes intracellularis metabolikus halozat implementalasara,
mert ezek egyrészt elfedhetik a vizsgalt viselkedést, masrészt felesleges szamitasi igényt
jelentenek. Ellenben ha bizonyos tapanyagok sejten beliili hasznosulasaval foglalkozunk, akkor
a kapcsolodo metabolikus halozatok minél pontosabb leirdsa a cél.

Maguk a mikrobialis kozosségek is igen sokfélék, sokféle szempontbol kdzelitenek
hozzajuk, igy minden modell mashova helyezi a hangsulyait, mas kérdések megvalaszolasara
alkalmas. Ezeknek mind megvan a maguk elonye, hatranya €s nem mindig kdnnyti kivalasztani,
mikor melyiket érdemes hasznalni. Maga a mikrobiom modellezés is szamos tudomanyteriilet
eszkozkészleteib6l merit, mint példaul molekuladinamika szamitasok, 6kologiai populacio
dinamika rendszerek, statisztikus fizika, a robotika vagy a mesterséges intelligencia.

A kutatocsoportunk altal alkalmazott rendszer a modellek csoportositasara,
kategorizalasara kiillon-kiilon kezeli kiillonboz6 részeiket [153]. Csoportositunk a baktériumok,
a tér, a sejteket koriilvevo kozeg, a médium és a baktériumok viselkedése alapjan. Ez utdbbi
kategoria jelenti a modell tartalmat, a fizikai, biologiai jelenséget, amit vizsgalunk. Az
alabbiakban bemutatom az osztalyozd rendszert néhany példaval, majd ennek segitségével
néhany napjainkban is hasznalt modellt. Az altalam fejlesztett és hasznalt modelleket is ebbe

sémaba helyezve targyalom majd.
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2.2.1. A baktériumok reprezentacioja

A mikrobialis modellek talan leglényegesebb tulajdonsaga az, hogy a baktériumokat
milyen matematikai eszkdzokkel irjuk le. A lehetséges leirasok f0 tipusait az 2.13. dbra foglalja
Ossze. Ha az egész kozosséget egy egészként kivanjuk vagy tudjuk csak szemlélni, tehat
makroszkopikus leirasban gondolkodunk, akkor a sejtek 0sszességét egy masszaként, biokémiai
reaktorként kezelhetjiik. A populaci6 viselkedését ekkor differencidlegyenletekkel irhatjuk le.
Példaul a metabolikus ttvonalakra alkalmazhatéak reakcio-diffuziés egyenletek, a
telepnovekedésre szigmoid Osszefiiggések, kiilonbozd fajok versengésére pedig a Lotka-
Volterra egyenletek. A K. Kawasaki és munkatarsai altal 1997-ben a Bacillus subtilis telepeinek
novekedésére alkotott modell ennek a megkdzelitésnek egy klasszikus példaja [4].

Ha részletesebb, mikroszintiibb leirds indokolt vagy lehetséges, akkor az egyes
baktériumokat egyesével kell kezelnilink. Ez az ugynevezett agens-alapu modellezés. Az alkoto
egységek ezekben a modellekben az agensek. Ezekre nincs altalanosan elfogadott definicié a
szakirodalomban, annyit azonban mondhatunk roluk, hogy virtualis egységek, amelyeket adott
szabalyok alapjan hozott dontések sorozata miikodtet. Minden agens érzékeli a kdrnyezetét és
belsé allapotat, feldolgozza a nyert informaciot és belsd szabalyai alapjan dont, ezzel
visszahatva a kornyezetére is. Ezt ismétli ciklikusan minden szimulacios 1épésben [7]. A dontési
mechanizmus és a szabalyok a problématol fiiggden tetszdleges bonyolultsaguak lehetnek, az
egységek rendelkezhetnek memoriaval és az elore tervezés képességével is (ami a mesterséges
intelligenciaban is alkalmazott koncepcid). A baktérium agenseknek jellemzden van pozicidjuk
(néha térbeli kiterjedésiik is) és a modell természetétdl fiiggden lehetnek a mozgassal (pl. irany,
sebesség) vagy az anyagcserével (pl. energiahaztartas, anyagok felvétele, leadasa, hasznositasa)
Osszefiiggd paramétereik is. A kornyezetbe leadott anyagok hathatnak mas agensekre is, igy
lehetové valik az egyedek kozti kommunikacié modellezése.

Az agensek kozti interakcidkat leirhatjuk potencialfiiggvények (,,Newton modszer”)
vagy viselkedési szabalyok (,Reynolds moddszer”, sejtautomatak) segitségével. A
potencialfiiggvények alkalmazasanak otlete a molekuladinamikabdl szarmazik [6]. Eszerint
kiszamoljuk az agens parok kozt fellépo ,,erOket”, ezeket Osszegezzik, és az ereddjiik fogja
megadni az agens viselkedését a kovetkezd szimulacios 1épésben. A sejtek egymashoz
viszonyitott helyzete példaul leirhaté az atomok kozt hatdo Van der Waals er6khéz hasonldan
olyan potencialfiiggvényekkel, mint példaul a Lennard-Jones vagy a Weeks-Chandler-
Anderson potencial [6]. Ezekben egymastol kis tavolsagra er6s taszitdo hatas érvénysiil az
egyedek kozt (pl. a sejtek nem nének egymasra), mig az egymastol tavoliak vonzzak egymast
(pl. kemotaktikus jelekkel). A két régio kozt van az optimalis tavolsag az egyedek kozt. A sejtek
mellet mas ¢él6lénycsoportok, példaul a madarrajok is rendezddése is leirhatd ilyen

fiiggvényekkel [3].
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A potencialfiiggvények paronkénti kiszdmitasa erdforrasigényes feladat, és nem is
mindig sziikséges. Az agensek viselkedését egyszeri szabalyokkal is leirhatjuk, mint azt
példaul Craig Reynolds is tette 1978-ben [7]. Munkajaban a madarrajok alakjat és mozgasat
sikeresen definialta harom egyszer(i szabaly segitségével. Eloszor az agenseknek el kellett
keriilniiik az litk6zést egymassal és mas tereptargyakkal, majd ssze kellett hangolniuk haladasi
iranyukat €s sebességiiket, végiil torekedniiik kellett rd, hogy minél kodzelebb maradjanak
egymashoz (ne szakadjon szét a raj). Ez a szabaly alapt, de térben folytonos mozgast lehetévé
tevé megkozelités igen népszert. Ezt alkalmazzak példaul kutatdcsoportunk késébb bemutatott
modelljei is az dgensek leirasara.

Sejtautomatakrol akkor beszélhetiink, ha a szabalyok iddben és térben is diszkréten, egy
racs struktiran valosulnak meg. Az 4gensek ilyenkor az egyes racspontokon vagy cellakban
helyezkednek el és a megadott szabalyok szerint frissitik 1épésenként az 4llapotukat. Ez fiigghet
a sejt el6z0 allapotaitol (memoria) és a kornyezo sejtektdl is. JO példa erre a Conway életjatéka
[12], amelyben egy iires cellan akkor sziiletik sejt, ha pontosan harom szomszédjan van sejt, és
akkor hal meg, ha ketténél kevesebb vagy haromnal tobb szomszédos sejtet érzékel (tehat
»elszigetelodés™ és ,tulnépesedés” esetén). Amennyiben a sejtautomatak racsstruktiraja nem
szabalyos, halozatos modellekrél beszélhetiink. Itt a csomopontok az agensek, az élek pedig a
kapcsolatok koztiik. Jarvanyok terjedésének vizsgalatanal példaul gyakran hasznalnak halozatos

modelleket (pl. SIR modellek).

Baktériumok
reprezentacioja
v v
Folytonos Egyed vagy agens-
modellek ;
o alapu modellek
(,,euleri™)

(,,Jagrange-i”)

Szabaly-alapu
(,,reynoldsi”,
sejtautomata)

Potencial-alapti
(,,newtoni”)

2.13. abra: A baktériumok reprezentacioja.
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2.2.2. A tér reprezentacioja

A tér reprezentacidja hatdrozza meg azt a fizikai kdzeget, amiben a sejteket modellezziik
(2.14. abra). A vizsgalandd kérdés jellegétdl fliggden nem sziikséges a fizikai teret mindig
figyelembe venni. Az ipari biotechnologia, élelmiszeripar vagy szennyvizipar folyamatai
sokszor nagyméretii, jol kevert fermentorokban zajlanak, ahol feltételezhetd, hogy minden sejt
azonos paraméterekkel (pl. tapanyagszinttel) rendelkezd kozegben helyezkedik el. Ekkor
felesleges explicit médon megadni a sejtek helyzetét, elég a mennyiségiikkel tisztadban lenni.
Egyéb esetekben, szilard taptalajon példaul, ahol a kialakul6 telep alakja vagy a szomszédos
agensek kozti interakcio a kérdés, vagy ahol a kozeg inhomogén vagy strukturalt (pl. a béltraktus
belso felszine), fontos a sejtek két vagy harom dimenzios térbeli pozicioja, a teret explicit meg
kell adni.

A tér mindkét esetben lehet nyilt és zart is. A zart tér mindig véges eréforraskészletet
jelez, mig a nyilt a (szimulacié ideje alatt) korlatlan terjedés lehet6ségét. Ha a tér nem definialt,
akkor egy zart modellben az eréforras (pl. tapanyag) elfogy egy id6 utan, mig nyilt esetén
allando szinten marad, mintha a szimulacids téren kiviilrél diffundalna befelé folyamatosan,
vagy mintha folyamatosan potolnak a fermentorba.

Explicit tér reprezentacié esetén a nyilt tér végtelen benépesithetd kornyezetet feltételez.
Szimulécidk esetén ez természetesen csak ugy oldhatdé meg, hogy a tér akkora méretii, hogy a
szamitas ideje alatt a ndvekvo telep nem érheti el a szélét. Egyébként a peremét kezelniink kell
valamilyen mddon és ekkor mar zart térrdl beszéliink. A peremfeltétel is sokféle lehet. Petri
csésze esetén a peremet egy szilard falként célszerti felfogni, amin tul egyszerlien nem lehet
novekedni. Potencialfiiggvényeket alkalmazé modellekben a perem lehet egy erds taszitod erd
vagy differencial egyenletek esetén egy sav, ahol semmilyen aramlas, anyagterjedés sincs (zero
flux). Ha azonban nem akarunk ilyen korlatozasokkal éIni, a szimulalt tér mégsem akkora, hogy
lehetové tegye a korlatlan ndvekedést, akkor hasznalhatunk periodikus hatarfeltételt is. Ez azt
jelenti, mintha a fizikai tér peremeit dsszekotnénk és az egyik oldalon kilépd agens azonnal
megjelenne az ellentétes oldalon. Egy dimenzios esetben ez egy szakasz korré zarasanak felel
meg. Két dimenzioban pedig egy toroid feliletnek (gytirivé zart cs6). Ebben az elrendezésben
nem kell a hatarok hatasaival szamolnunk, mint a t6bbi peremfeltétel esetén, ugyanakkor mégis
zart a tér, mert az egyik oldalon kilépd és a masikor belépd agensek és anyagok nem 1j,
¢érintetlen helyre érkeznek, hanem olyanra, aminek mar ,torténete van”, ami mar

megvaltozhatott a kiindulasi allapothoz képest.
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Tér reprezentacidja

\ 4 v
Nincs explicit Van explicit
reprezentacio reprezentacio
A 4 A 4 A 4 A 4
Zart Nyilt Zart
Nyilt (végtelen térben (periodikus vagy fix

(keverd tartaly) novekedés) hatar)

2.14. abra: A tér reprezentacidja.

2.2.3. A médium reprezentacidja

A médium itt a modell baktériumokon kiviili részének Osszefoglalé neve, szintén
tobbféleképpen irhatd le (2.15. abra). Ez akar teljesen el is hanyagolhatd, vakuumnak is
tekinthetd (mint sok molekuladinamikai szamitas esetén), ha a vizsgalt probléma szempontjabdl
nem fontos a sejtek kornyezete, hogy milyen kézegben vannak. A korabban emlitett Reynolds
modell sem adja meg explicit moédon a kdzeget csak a madarakra hato erdket irja le, az
elkeriilend6 targyakat példaul taszité potencialokkal [7].

Ha konkrétan sziikséges megadni a kdzeg egyes elemeit, akkor ezek lehetnek példaul
tomeggel, pozicioval, kiilonbozé kémiai tulajdonsagokkal rendelkezé részecskék vagy
folytonosan aramlo, diffundalé differencialegyenletekkel leirhaté anyagok, mint a tapanyag,
vagy a quorum sensing jelek. A részecskék esetén akar atomszintii leiras is lehetséges, példaul
sejtfelszini kotddést vagy szignaltranszdukcids haldzatokat részleteikben vizsgalé modellek
esetén. Ez azonban rendkiviil szamitasigényessé teszi a szimuldcidkat nagyszamu agens esetén,
ezért a soksejtes, populacio léptékii folyamatok leirdsénal a kozeg anyagait legtobbszor
folytonos (a szamitogépes szimulaciok soran ezt természetesen diszkretizalni kell)
gradiensekként kezelik.

Hibrid modelleknek azokat a modelleket nevezziik, ahol tobbféle megkozelitést
alkalmaznak a rendszer kiilonb6z6 részeinek leirasara. Jellemzoen a sejteket agensekkel a
tapanyagokat ¢és a sejtek altal termelt egyéb komponenseket, a médiumot reakcio-diffuzios
egyenletekkel kezelik. [lyen példaul Philip Gerlee modellje [154], amiben a sejtek racspontokon
helyezkednek el, osztodhatnak, elpusztulhatnak és fogyasztjak a koztiik diffundaléd tapanyagot.
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A modell a tisztan reakcio-diffuzios egyenleten alapulé Kawasaki modellhez hasonlé fraktal-
vagy hopehelyszerii mintazatokat produkal. Az Eshel Ben-Jacob alkotta a ,,communicating
walkers” modell [155] szintén Petri csészében ndvekvo baktériumtelepeket ir le diszkrét mozgd
sejtekkel és a koztik diffundald tapanyaggal, de itt mar kommunikacios jelek is vannak az

agensek kozt. Ehhez hasonlit csoportunk quorum sensing modellje is.

Médium
reprezentacioja
v v
Nincs explicit Van explicit médium
médium reprezentacio
A 4 \ 4 A 4 A 4

Részecske szintli

, C e Folytonos koze részletes va
Vakuum Fizikai er6tér , Y e g ( - &y
(aramlas, diffuzio) egyszerisitett

modell)

2.15. abra: A médium reprezentacioija.

2.2.4. A baktériumok viselkedésének reprezentacioja

Ez a modell tényleges tartalma, ez adja meg, hogyan viselkednek a sejtek a rendszerben.
A jelen csoportositas szerint az alabbi szinteken hathatnak egymasra direkt kdlcsonhatasaik €s
a kornyezetiik alakitasa segitségével (2.16. abra). A ko6zOsség tagjai a koordinacié soran
Osszehangoljak egyéni viselkedésiiket hatékony populécioszintii viselkedésmintak elérése
érdekében az €16 és az élettelen kornyezetiikbol szerzett informaciok segitségével [29]. A
kollektiv viselkedésformakat leird modellekben hagyomanyosan az dgensek térbeli pozicidjukat
¢s mozgasuk iranyat illesztik, a koz0sségszintli viselkedés itt tehat az egylittmozgéssal, egy
iranyba terjedéssel kapcsolatos [7], [29]. Ismert példak erre a madar és hal rajok mozgasa, a
zebracsorda vonulasa, de az embercsoportok menekiilése is vészhelyzet esetén [156], [157]. A
koordinacio fogalma viszont kiterjeszthetd az egyedek belsd allapotara, metabolizmusara, és a
genetikai dllomanyara is.

Csoportunk quorum sensing modelljében példaul a sejtek érzékelik a tobbi sejt altal
termelt jelanyagokat és ezek mennyiségének fliggvényében modositjak viselkedésiiket. Az
egymashoz kozeli sejtek hasonld kémiai kornyezetben vannak, igy koriilbeliil egyszerre

valtanak allapotot (pl. kezdenek bizonyos anyagok termelésébe, fogyasztanak tobb tapanyagot,
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mozognak gyorsabban), hangoljak Ossze az anyagcser¢jiiket. Genetikai szintli, tehat a

metabolikus allapottal szemben 6roklodo szinkronizacid gének felvétele vagy elvesztése utjan

valésulhat meg. A gének aramlasa megadhato diffuzids folyamatként a kdzosségben, ezt a

modszert alkalmazzak példaul gének terjedésére novénypopulaciokban, vagy agens alapon,

amikor a sejtek csak a szomszédjaikkal allnak kapcsolatban. Horizontalis géntranszfer

modelliink is genomszintli koordinacioét ir le, antimikrobialis faktor rezisztencia gének

elterjedését egy mikrobiomon beliil.

Baktériumok
viselkedésének
reprezentacioja
\ 4 v v v
Mozgas Térbeli pozicid Bels6 allapot Genomok
koordinalasa koordinalasa koordinalasa koordinalasa

2.16. abra: A baktériumok viselkedésének reprezentacioja.
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A 2.3. tablazatban az el6zéekben emlitett klasszikus modellek utdn néhany korszert,

napjainkban is hasznalt, baktéridlis kozosségek agens-alapu leirasara alkalmas szimulacios

rendszert is jellemzek a fent targyalt szempontok alapjan.

2.3. tdblazat: Néhany mikrobialis kdzosségek agens-alapt modellezésére szolgalod programcsomag rovid

jellemzése.
Modell Baktérium Tér Médium Viselkedés Forras
Agens- A sejtek f e s
alapu: Explicit: zart, | geometridja a Poziclo es
a1 .~ | belso allapot [158],
Chaste potencialok, kiilonb6z6 | meghatarozo, iy
! .. . ) koordinalasa [159]
viselkedési geometridk | de lehetséges s lehetséoes
szabalyok diffuzio &
Agens- S, Explicit: Moz’gg’s ’
. Explicit: nyilt pozicio,
alapu: e folytonos . [160]-
Gro . - vagy zart tér ~ belsd allapot
viselkedési | . \ kozeg, o it [162]
. is megadhato o koordinalasa
szabalyok diffazio . .
is lehetséges
Agens- Explicit: Pozicié
Delft biofilm . alapu:’ . ExpllC}t: felig folytonos belsé allapot | [5], [163]
modell viselkedési zart kozeg, koordinalsa
szabalyok diffazio
Agens- Explicit: Pozicié
BacSim, alapt: Explicit: félig folytonos belsd élla’o t [164],
iDynoMiCS | viselkedési zart kozeg, avab [165]
i o koordinalasa
szabalyok diffuzid
Agens- Explicit: 3D- Explicit:
. alapti: s, nyilt vagy | folytonos és | Belsé allapot
BSim viselkedési zart tér is részecske koordinalasa [166]
szabalyok megadhatd | alapu is lehet
e Bl | Bt g, |
Cellmodeller | . ¥2P% gy zart te vt belsé allapot )
viselkedési kiilonb6z6 kozeg, Koordindlasa [168]
szabalyok | geometridkkal diffuziod
I:ier:'ls'_ Explicit: zdrt, f]i)liptl:r:ll(zs Belso allapot
QSmodell | 2" | 2D toroid y atap [16]
viselkedési feliilet kozeg, koordinalasa
szabalyok diffuzio
I:ier;s.— Explicit: zért, eljnllif:si ¢ Gemom
HGT modell | . *%P" | 2D Petri puctt szintii 1]
viselkedési s megadva: s
. csésze . koordinacio
szabalyok vakuum
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A Chaste (Cancer, Heart and Soft Tissue Envionment) rendszert a University of Oxford
Computational Biology csoportja készitette. A sziv és a tumor szdvetek modellezése mellett
alkalmas sejtk6zosségek viselkedésének szimulalasara is. Nagyrészt C++ nyelven irddott,
modularis felépitésli programcsomag, mely a sejtek geometridjara helyezi a hangsulyt,
ugyanakkor diffuzié és kiilonbozo sejt allapotok, igy a quorum sensing is megvalosithatd benne.

A Gro egy foként szintetikus biologusok szdmara kifejlesztett egyszeriien hasznalhato
programozasi kornyezet (Klavins Lab, University of Washington). E.coli és élesztd sejtek
talalhatdak benne és kifejezetten sejt-sejt kommunikacié valamint kolonia formalodas
modellezésére szolgal.

Dr. Cristian Picioreanu és Dr. Joao B. Xavier (TU Delft) egy Java alapi modellt
készitettek a biofilm képzddésben és novekedésben szerepet jatszod folyamatok megismerésére.
A modell képes egy, két vagy harom dimenziés biofilmek szimulalasara, és tobb fajt is képes
kezelni. A kozosségben diffundald anyagok szerepe is vizsgalhat6, a sejtek mozgasa viszont
korlatozott. A kozdsség jellemzden helyhez kotott sejteket tartalmaz, melyek a szimulacios tér
fix alapjahoz kapcsolodo biofilm részei, igy a telep a sejtek osztodasa révén novekszik.

Kapcsolodnak ehhez a modellhez a Kreft Lab (University of Birmingham) nevéhez
fliz6d6 BacSim és ennek tovabbfejlesztése az iDynoMiCS (individual-based Dynamics of
Microbial Communities Simulator). Ezek Java alapti modellek, kimeneteik analizalhatdéak R-
ben vagy Matlab segitségével. A P.aeruginosa quorum sensing jelensége leirhaté benniik és
mobilis genetikai elemek (pl. plazmidok) kezelésére is képesek.

A University of Bristol nevéhez kdthetd BSim modell szintén Java alapu, és benne a
sejtek egy alakithato 3 dimenzios térben Brown-mozgassal mozognak. Termelhetnek anyagokat
is, melyek terjedése diffuzioval koncentracio gradiensekként ¢és Brown-mozgassal
részecskékként is lehetséges. Az agensek metabolikus allapota valtoztathaté és a harom
dimenzids tér is megszorithatd egy sikra, igy ez a rendszer potencialisan alkalmas quorum
sensing jelenségek modellezésére.

A Cellmodeller (Haselloff Lab, University of Cambridge) egy Python alapu keretrendszer
melyet eredetileg szintetikus biologusok szamara fejlesztettek novényi szovetek fejlodésének
modellezéséhez. A sejtek geometridja €s kiilonb6zo biofizikai megfontolasok fontos szerepet
jatszanak a modellben, de sejt szignalizacid is definidlhaté benne, és a quorum sensing is
megvaldsithatd. A szamitasok gyorsitasa érdekében OpenCL segitségével nagymértékben
tdmaszkodik GPU-s parhuzamositasra, ami viszont nehézkessé teszi a hasznalatat.

A QS modell és a HGT modell kutatocsoportunk fejlesztései, ezekrdl a tovabbi

fejezetekben irok bévebben.
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3. Modszerek

Mikrobialis kdzosségek kiilonbdzé koordinacios stratégiit agens-alapua szamitégépes
modellek segitségével vizsgaltam. Ez a megkozelités azért praktikus, mert igy a vizsgalni kivant
egységek, a baktériumok tulajdonsagai, képességei, mint példaul az osztdodasi gyakorisag, a
HGT hatékonysdga vagy a QS valaszkiiszobok egyedenként definidlhatoak. Ha
differencialegyenletekkel imank le a rendszert, akkor a megalkotott egyenletek paraméterei,
példaul a biomassza valtozasanak iiteme, a csoportok kdzti pozitiv és negativ interakciok
mértéke nehezebben lennének megfeleltethetok az egyedi sejtmiikodésnek. Ha szamba vessziik
a baktériumok vizsgalt jelenség szempontjabdl relevans tulajdonsagait, mitkodési folyamatait,
akkor ezeket viselkedési szabalyokként viszonylag kdzvetlen médon programozhatjuk be az
agensekbe.

Mikrobialis kozosségek modellezésénél jellemzden sok, de ltaldban egyszerli agenssel
van dolgunk, amelyek miikddése legalabb részben parhuzamosithat6. Az altalam hasznalt és
fejlesztett minkét modell implementéicidja Matlab programozasi nyelven irodott. Ez egy a
tudoméanyos szamitdsok €s a modellezés teriiletén széles korben elterjedt eszkdz, szamos
beépitett funkcioval, programcsomaggal, és valtozatos vizualizacidos eszkozokkel, ami
kifejezetten tdmogatja a matrixokkal végzett miiveleteket, a problémak ilyen formaba alakitasat
(az ugynevezett vektorizalasat). Az egyszeri, sok elemre parhuzamosan alkalmazhato
utasitasok jol vektorizalhatéak (rendezhet6k matrixokba), ezért alkalmas a Matlab agens-alapt
baktérium modellek kezelésére. A szamitasok hatékony formaba rendezése és a modellek lehetd
legkisebb komplexitdsa miatt szimulacidim egyszer(i asztali szamitogépen elvégezhetéek
voltak, nem volt sziikség specialis szamitdgépes infrastruktarara. (Munkdm soran a Matlab
R2011a és R2017b verzidival dolgoztam.)

Két kiilonb6z6 biologiai folyamatot leird agens-alapu modellel foglalkoztam. Az els6 a
horizontalis géntranszfer és a sejtek altal termelt antimikrobialis faktorok szerepét vizsgalja
stabil, diverz mikrobialis k6zosségek kialakuldsaban és mitkodésében. A modellt Dr. Kertész-
Farkas Attilaval (ICGEB, Trieszt) kozosen fejlesztettem majd elvégeztem a kdvetkezd
fejezetben bemutatott méréseket és a kiértékelésiikhoz sziikséges Matlab kodokat.

Az eldzdekben ismertetett osztalyozasi rendszer alapjan a HGT meodell a baktériumok
reprezentacioja szerint Lagrange-i, szabaly alapu, a sejteket agensekként abrazoljuk benne. Az
agenseknek pontszeriiek, de vannak koordinataik, tehat maga a tér leirasa explicit. Ez egy Petri
csészének feleltethetd meg, két dimenziods, zart, kor alaku teriilet fix hatarral, amin az 4gensek
nem hatolhatnak at. A médiumot itt nem volt sziikséges explicit megadni, mivel ez egy
minimalis modell, ami nem az 4gensek mozgasara, vagy taplalkozasara helyezi a hangsulyt,

csak a fizikai kozelségiik a mérvado a koztiik 1étrejovo kdlesonhatasok szempontjabol. Ezek a
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kolcsonhatasok pedig a HGT-rel és az antimikrobialis faktorokkal kapcsolatosak, mivel a
vizsgalt viselkedés a bakteridlis genomok koordinacidja. A modellrdl részletesebben a
kovetkezo fejezeten irok.

A masik altalam hasznalt modell (QS modell) a Pseudomonas aeruginosa quorum
sensing vezérelte rajzasat irja le egyszertsitett formaban. Ennek alapja Sergiu Netotea 2009-ben
publikalt Java nyelvii programja, ami kiillonb6z6 tipust sejtek rajzasi képességeit vizsgalta [16],
[17], [169]. Bihary Déra (PPKE ITK, Budapest) és Kerényi Adam (SzBK, Szeged) ezt iiltették
at Matlab nyelvre és tették alkalmassé tobb fajbol allo kozosségek modellezésére [170], [18],
[171]. En ebben végeztem méréseket a QS kiiszobok valtoztatasaval megvalosuld
Lonmérséklet” hatasairdl; definidltam ujfajta, csokkent kommunikacids, €s kooperacios
képességli sejteket és vezettem be az antibiotikum termelés lehet6ségét a modellbe.

A csoportositasi rendszeriink szerint ez a modell is Lagrange-i, a baktériumok benne
agensek a HGT modellhez hasonléan. A szimulaciods tér egyik oldalan fix peremmel zart, a vele
szembeni oldalon végtelenitett, a masik két oldalon pedig periodikus hatarral 6sszekapcsolt, igy
egy iranyban végtelenitett csoként foghato fel. Ez a struktura alkalmas egy baktériumtelep egy
nyulvanyanak leirasara. A modell folytonos kézeget hasznal, ebben diffuzidval terjed és bomlik
a tapanyag, a jelek és a faktorok, amiket az agensek termelnek, bocsatanak ki és vesznek fel a
kozegb6l. A diffundald anyagokat tehat reakcids-diffiizios differencialegyenleteken keresztiil
kezeli a modell, mig a baktériumokat egyedi agensekként. Ez egy elterjedt megkdzelités, ami a
kiilonb6z6 méret- és idéskalan mozgd elemek (pl. molekulak és sejtek) leirasara mas-mas
moddszert hasznal, hogy a modell pontossaganak megoérzése mellet a szamitasok komplexitasa
se novekedjen meg sziikségteleniil. Példaul a jel molekulak egyedi agensekként kezelése nagyon
nagy szamitasigényl lenne, és mivel egységes diffundalo ,,masszaként” is valoszeriien leirhatod
a viselkedésiik, célszerii az utobbi mddszert alkalmazni. A baktériumok egyedi viselkedése,
viselkedési szabalyai viszont fontosak vizsgélataink szempontjabol, ezért Oket sziikséges
egyedenként kezelniink. Az ilyen, tobbféle modellezesi paradigmat, szintet is magaban foglald
rendszereket nevezik hibrid modelleknek is. A QS modellben a sejtek anyagokat termelnek,
juttatnak a médiumba, ahol azok diffundélnak, a sejtek felveszik Oket és mennyiségiik alapjan
alakul az agensek bels6 allapota. Kiilonbdzé metabolikus allapotokba 1éphetnek, ezekben
kiilonb6zo az energia felhasznalasuk, anyagtermelésiik, mozgésuk, osztodasi frekvenciajuk. Az
adott sejt metabolikus allapota nem oOroklodik, hanem az aktudlis kornyezeti viszonyok
fliggvénye. Az egyiittéld (azonos bels6 szabalyokkal rendelkezd) sejtek viszont hasonld
kornyezeti feltételek kozt 1éteznek: azonos mennyiségli és mindségli anyagot vesznek fel,
amelyekre azonosan reagalnak, igy a belsd allapotuk koordinaléodik. A modellrél és a

fejlesztésekrol részletesebben az 5. fejezetben lesz szo.
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4. Eredmények I: Genom szinti koordinacio a horizontalis

géntranszfer modellben

A mikrobiomok, mint példaul a bélflora sok, ugyanazon az élettéren 0sztozo €s részben
ugyanazt a taplalékot fogyasztd baktériumfaj jellegzetes Osszetétell egyiittesei. A mikrobiom
tagjai veszélytelenek egymasra, kiviilr6l érkezé mas sejtek azonban nehezen telepednek meg a
kozosségben. Jellemzo tovabba, hogy a diverz, sok fajt tartalmazo kdzosségek életképesebbek,
ellenallobbak az egy vagy csak néhany fajt tartalmazoaknal, mivel alkalmazkodoképesebbek,
sz¢lesebb a metabolikus repertoarjuk.

A legtdbb sejt természetes koriilmények kdzott szamos, mas sejtekre karos anyagot termel
¢s iirit a kornyezetébe, ezek az ugynevezett antimikrobidlis faktorok (AM). Sajat faktoraira
minden sejt rezisztens €s ezzel a rezisztenciaval a vele tartésan egyiittélni kivané sejteknek is
rendelkezniiik kell. Ilyen rezisztencidk kialakulasa véletlen mutaciok és természetes szelekcid
utjan igen lassu folyamat, a miikodo rezisztencia gének nem-utdd sejteknek torténd atadasa, a
horizontalis géntranszfer (HGT) viszont gyors megoldast kinal erre a problémara. A HGT
elterjedt a bakterialis vilagban, €s a rezisztencia gének gyakran vandorolnak egyik egyedtdl a
masikba plazmidok (cirkularis DNS darabok) kdzvetitésével.

A kovetkezOkben bemutatom a Dr. Kertész-Farkas Attilaval kézosen fejlesztett HGT
modelliinket (4.1.), az ezzel kapott eredményeimet a diverz mikrobialis kozosségek

kialakulasaval (4.2.) és kiilsd, bels6 kihivasokkal szembeni viselkedésiikkel kapcsolatban (4.3.).

4.1. HGT modell

A modellben a baktériumokat leir6 agemsek genomjainak valtozasat kovethetjiik
nyomon. A szimulalt genom harom részre oszlik: 1) a rezisztencia génekre; 2) az AM termeld
génekre; 3) a genom tobbi részére (4.1.B abra). Ez utobbival jelen esetben nem dolgozik a
szimulacios rendszer. A baktériumokat leird agensek kezdetben adott szamu véletlenszeriien
kivalasztott AM és a hozza tartozo rezisztencia génparral rendelkeznek (arra rezisztensek, amit
maguk is termelnek). Ha a komyezetiikben adott kiiszobértéknél tobb a szdmukra ismeretlen
AM (olyan faktor, amire nem rezisztensek), akkor elpusztulnak, egyéb esetben felvesznek egy
rezisztencia gént a kozeliikbdl (4.1.A abra). Ennek eredményeként a genom rezisztenciaért
felelos rész novekszik és egy id6 utan mar nem lesz ismeretlen, szamukra veszélyes faktor a
kozeliikben, nem pusztulnak el emiatt sejtek. Ezt tekintjiik 0sszeszokott allapotnak, amikor a

kozosség tagjai mar nem jelentenek veszélyt egymasra. A modell az AM termelést nem tekinti
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atadhatonak, mivel azt sok esetben tobb gén altal befolydsolt komplex anyagcsere utak
szabalyozzak, és bar az egész gén kaszkad transzfere egy megfelel plazmidon nem lehetetlen,
de a rezisztencidké joval gyakoribb. A rezisztenciaért ugyanis altalaban egy (néhany) gén
felelds, ami példaul a karos anyagot kijuttato efflux pumpat, vagy a faktort sejten beliil lebonto
enzimet kodolja. Ezek a gének sokszor eleve a plazmidokon helyezkednek el, igy kdnnyen

vehetnek részt HGT-ben.
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4.1. abra: A HGT kapcsolat alapt modellje. A: Az ,,a” dgens a A sugéron beliili baktériumokkal all
kapcsolatban (,,b,c,d,e”), az ezen kiviiliek (,,f”) nem befolyasoljak kozvetleniil a mitkodését. Ha a sugaron
beliili sejtek tobbféle AM-t termelnek, mint amekkora a sejt toleranciaja (nem-specifikus rezisztencia),
akkor a sejt elpusztul. Ha életben maradt a baktérium, akkor pedig a kdrnyezetétdl vesz at rezisztencia
gént, majd pedig random iranyba mozog. Ez ismétlédik minden iteracioban. B: Szamos 1épés utan az
agensek felvesznek minden rezisztencia gént, ami jelen van a kozosségben, tehat feldusul genomjuknak
ez a része (z0ld vonalak), mig az AM termelésért (piros vonalak) és az egyéb funkciokért felelds részek

(sziirke régio) valtozatlanok maradnak.

A sejtek ezen kivill képesek még véletlenszerii mozgasra, hogy ne legyen statikus a
rendszer, valamint random osztédasra és halalozasra, amelyek szintén a dinamikat segitik elo,
de ilyen leegyszerisitett formaban még nem vonjak el a hangstlyt a HGT-r6l. Ez ugyanis egy
minimalis modell, amelyben csak a vizsgalt jelenség szempontjabol fontos paraméterek
hangstlyosak. Az agensek pontszeriiek (nincs fizikai kiterjedésiik), anyagcseréjiik sincs, nem
fogyasztanak taplalékot sem.

Az agensek életciklusat a 4.2. abra, a paraméterek alapértelmezett értékeit pedig a 4.1.
tablazat foglalja Gssze (a program feliilete pedig a F.1. abran lathatd). A tovabbiakban vizsgalt
paraméterekrdl és a modell mitkodésérdl részletesebben:

° Kezdetben minden, a baktériumokat reprezentalé adgens kap egy adott, 200 elemet
tartalmazo készletbdl véletlenszeriien kivalasztva bizonyos szamu (NG) antimikrobialis faktort
¢s az ezekhez tartozo rezisztencia géneket, kezdetben csak ezekkel rendelkeznek, igy minden

sejt kiilonbozonek tekinthetd a faktor profilja alapjan.
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. Az agensek ezutan minden lépésben random iranyba tesznek egy adott hosszi (RM)
1épést egy virtudlis, zart, kor alaku teriileten (,,Petri csésze™).

. Majd érzékelik, hogy az adott sugari kdrnyezetiikkben (AR) hanyféle kiilonb6zd faktor
talalhatd, melyekre nem rezisztensek.

. Ha ez magasabb egy értéknél (nem-specifikus rezisztencia: D), az azt jelenti, hogy a
sejt nem képes megbirkozni a komyezetébdl érkezo karos, idegen anyagokkal (pl. kipumpalni
magabol, vagy lebontani), és elpusztul: ez a baktériumok kozti, versengés szimulalasa.

. Ha nem pusztult el, akkor adott sugari kdrnyezetébdl (RR) valaszt egy rezisztencia
gént, és ha még nem rendelkezik vele, atveszi: ez a horizontalis géntranszfer szimulalasa.

. A géntranszfer gyakorisagat (TRN) is moddosithatjuk, megadva hogy 1 1épésben
sejtenként hany transzfer torténjen (pl.: 1, 2, 3) vagy, hogy hany 1épésenként legyen transzfer
(pl.: 1/3 azt jelenti, hogy 3 1épésenként torténik 1 HGT minden sejtben).

. Meghatarozott 1épésenként az agensek bizonyos hanyada osztodik (a két utodsejt
tulajdonsagai azonosak, azonos dontési fa érvényes rajuk), és meg is hal (ezek a sejtek
nyomtalanul eltlinnek, nem szdmitédnak a versengés soran elpusztultakhoz). Az élettér véges
eltartd képességét maximadlis sejtszam megadasaval jelezziik, az aktualisan osztdédd és a
természetes uton elhal6 sejtek szamat ez alapjan egy telitési gorbe szerint hatarozzuk meg.

. A szimulacié akkor fejezddik be, ha a sejtek 0sszeszoktak. Ezt ugy definialjuk, hogy
atlagosan mar rendelkeznek a kolonidban jelenlévé rezisztencia gének 95%-aval (ez az un.
rezisztencia hanyados) vagy mar nem pusztitottak egymast az AM-okkal legalabb 50 1épés ota.
5000 1épésnél mindenképp vége a kisérletnek. Az végsd Osszeszokott kozdsséget nevezziik

»erett” populacionak.
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4.2. abra: Az agensek é¢letciklusa a HGT modellben.
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4.1. tablazat: A HGT modell alapértelmezett paraméterei.

Paraméter

| Jelentése

| Alap értéke

Inicializaciés paraméterek

Baktérium szam A kezdetben random generalt sejtek szama 50 db

AM szam Antimikrobidlis faktorok szdma 200 db

Rezisztencia szdm Rezisztencia gének szdma 200 db

Gén szam/sejt (NG) Kezdetben random a sejteknek kiosztott faktor- 10 db
rezisztencia génparok szama

Csésze sugar A virtudlis Petri csésze sugara 200 egység

Terminalas

Feltétel, amely teljesiilésekor a szimulacio leéll

e a jelenlévd
rezisztencia gének
95%-a szétterjedt;

e nem volt 6lés 50

1épés ota
® 5000 Iépés elérése
HGT és mozgasi paraméterek
Nem-specifikus Az idegen AM szam, amit a sejt még el tud viselni 10 db
rezisztencia (D)
AR Az a sugar, amin belill a sejt érzi a kornyez6 AM-okat | 20 egység
RR Az a sugar, amin beliilrdl a sejt rezisztencia géneket 20 egység
tud atvenni

TRN A HGT-ek szama 1épésenként minden egyedben 1db
RM A random iranyba tett 1épés hossza 5 egység
Populacio méretével osszefiiggd paraméterek
Ninax Maximalis populacié méret (sejtszam) 400 db
Osztddasi rata (p) A populéci6 ekkora hanyada osztodik 0,1 10%
Osztddasi frekvencia | Ennyi 1épésenként torténik osztodas 10 iteracionként
Halalozasi rata (q) A populaci6 ekkora hanyada hal meg. 0,1 10%

Halalozasi frekvencia

Ennyi 1épésenként torténik természetes halalozas

40 iteracionként

4.2. Rezisztencia gének transzfere a HGT modellben

Ebben az alfejezetben bemutatott szimulacidimmal azt vizsgaltam, hogy véletlenszeri

antimikrobialis faktor &sszetételli kozosségek életében milyen szerepe lehet a horizontalis

geéntranszfernek. Illetve, hogy a HGT milyen paraméterei a meghatarozéak a géntranszfer

sikeressége €s a kozosség 0sszeszokasa szempontjabol.

Az érett kozOsségek kvantitativ jellemzésére az alabbi tulajdonsdgaikat hasznaltam:

1) a koloniaban megtalalhato rezisztencia gének szama: megmutatja, milyen hatékonyan

tud védekezni a kozdsség kiilsé tamadokkal (pl. patogénekkel) szemben, és hogy a jelenlévo

gének mennyire elterjedtek (rezisztencia hanyados): ez mutatja az 6sszeszokas mértékét

ii) a kolonidban jelen 1év6 antimikrobialis faktorok szama: jelzi a k6zosség tamado erejét

egy kiils6 betolakoddval szemben

ii1) klonalitas, sejtvonalak szama: megmutatja, hany sejt utodai alkotjak a kozdsséget, ez

a koldnia metabolikus (AM termelésen és rezisztencian tuli) diverzitasara, erejére enged
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kovetkeztetni, mert a kiilonboz6 fajta sejtek, kiilonbozo feladatokat képesek ellatni egy

mikrobiomban.

4.2.1. Random kezdeti populaciokbol kialakulé kozosségek tipusai

A véletlenszerti kiinduldsi AM-rezisztencia génparokkal rendelkezé kozosségek
(melyekben a kiilonb6zé AM profilu sejteket kiilonbozé fajunak tekintettem) fejlédése soran
két kvalitativan markansan elkiiloniilé kimenet tipust figyeltem meg. A szimuldcié végén a
kozosség vagy egy sejt utddaibol allt, tehat monoklonalis lett, vagy tobb sejtvonalat tartalmazott,
poliklonalis maradt. A kimenetek szempontjabol leginkabb meghatarozo jelenségek a
szimulaciok soran a HGT hatékony miikodésének és a sejtek egymassal vald versengésének
(sejthalal AM-ok hatasara) megléte vagy hianya voltak. Ezek alapjan a 4.2. tablazatban
feltiintettem az emlitett harom kvalitativ szempont 0Osszes lehetséges kombinaciojat és
megvizsgaltam, mely esetek megvaldsithatoak a modellel és, hogy az egyes esetekben hogyan
fejlodik a szimulalt mikrobialis kozosség.

A lehetséges relevans (ha torténik valtozas a kezdeti allapothoz képest, vagy nem hal ki
minden sejt) esetek koziil poliklonalis és monoklonalis kimenet is tobbféleképpen valdsulhat
meg. A ,,Monoklonalis I.” esetben a szimulaci6 kezdetén az AM-ok miatt a sejtek elpusztitjak
egymast csak egy sejt marad (véletlenszertlien), és 6 szaporodik el az iires élettéren. Utddai mind
azonosak, tehat nincs koztik versengés, de HGT-vel sem tudnak 0j géneket atvenni. A
»Monoklonalis II.” esetben a szimuldci6o kezdetén lezajlo6 AM indukalta sejtpusztulast tuléld
néhany sejt egymastol tdvol novekedni kezd, telepeket alkot, de ezen telepek tagjai kozt nem
alakul ki HGT, csak versengés, ami az egyik faj (sejttipus) elterjedésével és a tobbi kihalasaval
végzodik. Ez az eset versengo fajok tipikus esete. Az ,,oligoklonalis” k6zdsséget nem egy (mint
a ,,Monoklondlis I.” esetben), hanem néhany igen hasonl6 AM profilu sejt alkotja, amelyek a
kozosség kialakulasanak kezdeti fazisat tuléve képesek egyiitt €lni és HGT segitségével
Osszehangolni a néhany kiillonboz6 rezisztencidjukat. Ez az eset hasonld (rokon) fajok
egyiittélési képességét szemlélteti. Végiil a ,,Normal, diverz” kimenet mutatja azt a poliklonalis
populacidt, aminek a fejlédésében a HGT és az AM-ok révén megvalosuld sejtpusztulas is
szerepet jatszott. Ez a kivant kimenet, ami egy HGT segitségével 0sszeszokott kozosséget mutat.

A tovabbiakban ezzel illetve a monoklonalis esettel foglalkozom részletesebben.
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4.2. tablazat: Az elméletileg lehetséges kolonia tipusok a végsd kozosség klonalitasa, a géntranszfer
lehetdsége és az AM okozta sejthalal szempontjabol. A fehér hatterii esetek nem realisak a modellben, a
pirosak eredményezik a monoklonalis, a kékek pedig a diverz kozosségeket (a lilaval jelzett esetben a

kezdeti kozosség marad meg). A tablazat jobb oldali oszlopaban révid magyarazat talalhatd az egyes

esetekhez.

. AM okozta

i - _ Géntranszfer . ,

Végso kolonia Végso . . .. | sejtpusztulas . .
. a szimulacio . L es Megjegyzés
tipusa metagenom . a szimulécio
folyaman £
folyaman

Ha van transzfer, a végs6

Nem tapasztalt Monoklonalis allapot nem lehet
monoklonalis.
Tobb stabil alpopulaciot
Nem tapasztalt Poliklonalis jelentene, a random

mozgas miatt nem lehet.

Kevésbé diverz,
,»oligoklonalis”

Poliklonalis

Néhany hasonlo sejt
utddai alkotjak a végso
telepet.

Nem tapasztalt

Monoklonalis

Ha van transzfer, a végs6
allapot nem lehet
monoklonalis.

Kezdeti allapot
(4.3. abra bal
oldala)

Poliklonalis

A sejtek nincsenek
hatassal egymasra, marad
a kezdeti allapot.

Monoklonalis I.
(4.3.B. abra)

Monoklonalis

1 sejt marad a szimulacio
kezdete utan, az 6 utodai
alkotnak telepet.

* A kezdeti néhany 1épést leszamitva

A 4.3.A. abra szemlélteti a poliklonalis, sok sejtvonalat tartalmazo, diverz esetet. Ekkor

az agensek homogén, kevert kozosséget alkotnak. Minden egyes faj csak néhany (itt 10 db)

AMT-t termel, de a populacioban jelenlévl Osszes AM-re rezisztens. Ez egybevag az

egészséges, stabil mikrobiomok szerkezetével, ahol k6z6sségi metagenom szinten sok AM és
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ugyanennyi rezisztencia gén talalhato. Egy ilyen kdzdsségben egy kiilsé tdamado nehezen marad
¢letben, mivel a populacié sokféle AM-t termel ellen, és sok faktorara rezisztens lehet.

A 4.3.B. abran lathat6 esetben egy faj elszaporodik, a tobbi kihal, igy monoklonalis
kozosség alakul ki diverz helyett. Ez figyelheté meg laboratoriumi koriilmények kozt is, amikor
véletlenszerlien kivalasztott baktérium fajokat kevernek 0ssze, a faj 6sszetétel nem marad stabil
egy vagy par faj marad meg €s terjed sz¢et, a tobbi kihal [172]. A szimulaciok soran akkor kapjuk
ezt a kimenetet, ha az adott paraméterek nem teszik lehetévé a HGT-t, igy a talél6 faj egyedei
egy készletnyi AM és rezisztencia génnel rendelkeznek csak.
amiben két jol elkiilonithet6 részfolyamat figyelhetd meg (4.4. abra). A kezdeti fazisban a
sejtvonalak (fajok) szdma és az Osszes egyedszam is erdsen lecsdkken. Ekkor a kiillonb6zd
génkészlettel rendelkez0 sejtek még idegenek egymas szamara és AM faktoraik segitségével
megmérgezik a kornyezetiikben 1éviket. Ezt kdveti a novekedési fazis, amikor a sejtszam
gyarapodni kezd és bedll a maximalisan megengedett szintre. A sejtvonalak szdma ekkor mar
koriilbeliil konstans, ha lehetséges volt a géntranszfer a sejtek kozt, akkor ekkorra 6sszeszoktak,
ha nem, akkor pedig mar kipusztitottak egymast és csak egy faj maradt, és szaporodott el
vetélytarsak hianyaban.

Starting community Diverse community Monoclonal community
(A) (B)

200 Il Species
180 | =] AM production genes -
60 | B Resistance genes

140 | |
Az egész populdcicban

Osszesen
Egyedek atlaga

% 120

o

E 100 |
8O |

60 ©

40 |
20 |
. || — [ .

Initial state Diverse final community Maonoclonal final community

4.3. abra: A szimulacios rendszerben el6allé kozdsségek o tipusai. Ha lehetséges a HGT a sejtek
kozt, akkor a kezdeti populacio (balra) diverz kozosséggé fejlodhet (A), amiben szamos faj és
antimikrobialis faktor van jelen és az el6forduld6 AM-ok rezisztencia génjei szétterjedtek a kozdsség
szinte minden tagjaba. Ha a HGT nem hatékony, akkor egy faj klonjait tartalmazd, monoklonalis
populacié alakul ki (B), melyben csak egy fajnak megfeleld0 AM és rezisztencia gén készlet van. Az
oszlopok 100 szimulaci6 atlagat mutatjak szorassal egyiitt. A kék oszlop a fajok szdmat mutatja, a
z061d, hogy hanyféle AM gén van a jelen az egész kozdsségben, a piros pedig, hogy egy agensnek
atlagosan hany rezisztencia génje van.
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4.4. abra: A kozosség fajszdmanak (A) és egyedszamanak (B) alakulasa az idében (az id6 szimulacids
1épésekben értendd). A kék a diverz a piros a monoklonalis kimenetelhez tartoz6 gorbe. Mindkeét esetben
a fajszam és az egyedszam is erdsen lecsokken a szimulaciok elején, ekkor a sejtek még nem rezisztensek
egymasra, de a fajszam csokkenése lassul, majd megall, ha elkezdddik a géntranszfer (kék gorbe). A

populécié mértet pedig a modellben szerepld szigmoid 6sszefiiggés szerint valtozik. Az abran 100 kisérlet

atlaga lathat6 szorassal.

4.2.2. A kozosségek evolucidjat befolyasolo tényezok

A jellemzé kimenetek azonositasa utdn a modellezett mikrobiomok fejlodését,
értékek mellett futtattam szimuldciokat. Minden sejtstirliség €s interakcio kiterjedtség mellett
szisztematikusan szimulaciokat futtattam a kezdeti génszam (NG), a letdlis dozis (vagy nem
specifikus rezisztencia) (D) és a géntranszfer gyakorisag (TRN) vizsgalt értékeivel, és
abrazoltam a végsd populaciok klonalitdsat (sejtvonalak szamat), védekezd (jelenlévd

rezisztencia gén szam) és tamado (AM szam) erejét.

4.3. tablazat: A HGT modell paraméterterének feltérképezésére hasznalt valtozok és vizsgalt értékeik.
A nagyon loklalis esetben az értékek a lokalis harmadai, a globalis esetben pedig a haromszorosai.
Nagy sejtslirliség esetén ehhez hasonldan a csésze sugara a normal érték harmada, kis sejtstiriiségnél

pedig a haromszorosa.

Valtozé vizsgalt értékei

kezdeti génszam (NG) (db) 2:4:6;...;18;20

letalis dézis (D) (db) 2:4:6;...;18;20
transzfer gyakorisag (TRN) 0; 1/5; Y4; 1/3; %25, 1;2; 3; 4, 5

interakciok kiterjedtsége:
random mozgas hossza (RM);

faktorok hatdsugara (AR);
génatvétel sugara (RR) (egység)

nagyon lokalis interakciok: RM=5/3; AR=20/3; RR=20/3;
lokalis interakciok: RM=5; AR=20; RR=20;
globalis interakciok: RM=15; AR=60; RR=60

nagy sejtstirtiség: 200/3;
normal sejtstirtiség: 200;
kis sejtstiriség: 600

sejtstiriség:
Petri csésze sugar (egység)

48




DOI:10.15774/PPKE.ITK.2019.002

Az elvégzett 9000 szimulacio eredményeit az attekinthetdség érdekében az alabbi moédon
abrazoltam. Harom abrat készitettem a harom vizsgalt kimeneti paraméterhez, amiken szinekkel
jeloltem a kimeneti paraméter értékét az adott szimuldcios valtozok esetén (a szinskala
mellékelve az abrak mellett). Az abrakon az x tengelyen az agensek nem specifikus
rezisztenciaja (mennyi idegen AM-t visel el), az y tengelyen pedig a kezdeti génszam lathato.
Az igy kapott sikokat a géntranszfer gyakorisagat jelzo z tengely mentén egymasra rendeztem,
majd a létrejové hdromdimenzids matrixokat a sejtsiirliség €s az interakcios kiterjedtségek
szerint kétdimenzios tablazatba helyeztem. Az eredmények a fliggelékben az F.2-5. abrakon
lathatoak.

Az ezekrdl leolvashato altalanos megallapitasokat a 4.4. tablazat foglalja 6ssze. Az elso
fontos felismerés, hogy az interakciok tipusa és a sejtsiirliség ugyanazt jelenti. Attol fiiggéen
alakulnak a végs6 populacié tulajdonsdgai, hogy a sejtek, hdny madsik sejttel keriilnek
kapcsolatba. Mindegy, hogy az interakciok sugarat, vagy a rendelkezésre allo életteret
valtoztatjuk, mivel az 4genseknek nincs fizikai kiterjedésiik a modellben. Ezek alapjan az alabbi
esetek kiilonboztethet6k meg: 1) minden sejt elpusztul a szimulécio elején, mert til sok idegen
sejttel (és AM-aikkal) keriilnek kapcsolatba; ii) globalis eset, ahol sok kapcsolat jon 1étre a sejtek
kozt; iii) lokalis eset, ahol kevesebb a sejtek kozti kapcsolat; iv) nagyon lassan evolvalodo,
»extrém lokalis” eset, itt a maximalis 5000 szimulacios 1épés alatt nem szoknak Ossze a sejtek a

kivant mértékben, mert olyan kevés mas sejttel keriilnek kapcsolatba.

4.4. tablazat: Jellemz6 kimenet tipusok a HGT modellben.

Kis sugaru Normal sugari Nagy sugaru
interakciok interakciok interakciok
RM=5/3; RM=5; RM=15;
AR=RR=20/3 AR=RR=20 AR=RR=60
Nagy sejtstiriiség l\e/Ilml;isletlusleit
Csésze sugara: Lokalis eset Globalis eset pusziu’
szimulaciok
200/3 .,
elején

Normal sejtsiirtisé Nem elég 5000
. ! . g 1épés az Lokalis eset Globalis eset
Csésze sugara: 200 . .
Osszeszokashoz
e e g Nem elég 5000 Nem elég 5000
Kis sejtstriiség o " &1
. . 1épés az 1épés az Lokalis eset
Csésze sugara: 600 i . " .
Osszeszokashoz 0sszeszokashoz
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A globalis esetben a szimulacio kezdetén az egymasnak idegen sejtek tobb tarsukkal
keriilnek kapcsolatba, mint a lokalisban, igy a kezdeti versengés nagyobb, tobb sejt pusztul el
az els6 néhany 1épésben. A kevesebb megmaradoé sejt kezdhet el 6sszeszokni a HGT utjan, ezért
itt mind a klonalitas, mind a faktor, mind rezisztencia génszam kisebb a végso, egyensulyi
kozosségben (mivel kevesebb sejt maradt meg tobb gén veszik ki a populaciokbol). Diverz
kozosségek itt csak kevés kezdeti gén és nagy tolerancia esetén képzodnek és ezek értékei is
elmaradnak a hasonl6 paraméterek melletti lokalis eredményekt6l.

A lokalis esetben (4.5. abra) lathatd, hogy a paramétertér NG>D részén (kék teriilet) nem
fejlédik ki poliklonalis populécio, itt a sejtek nem koordinaljdk genetikai allomanyukat (nincs
hatékony HGT), hanem versengenek €s a szimuldcié végén egy baktérium utddai alkotjak a
telepet (vagy mindenki kihal az elsé néhany 1épésben). A paramétertér masik részén viszont
poliklondlis kozdsségek fejlodnek ki. Ezek diverz, HGT ttjan 6sszeszokott tobb sejtvonalat
tartalmaz6 mikrobiomok alkotjak a modell kivant kimenetét, amelyek kolonia szinten sok AM-
t termelnek, €s egyed szinten minden eléforduld faktorra rezisztensek. A paraméterek hatdsat
tekintve elmondhatd, hogy a gyakoribb géntranszfer (nagy TRN) noveli a végsé diverzitast
(4.5.A. abra) és a jelen 1év6 AM-k mennyiségét is (4.5.B. abra). Sejtenként kevesebb faktor
szintén noveli a diverzitast, de a kdzosség tamadderejére (6sszes AM szama) természetesen
nincs jo hatassal. Az idegen AM-okkal szembeni természetes ellenallé képesség mértékének
névekedése pedig ndveli mind a kozdsségben megmarado sejtvonalak, mind az AM-ok szamat.
Ez vagy nagyon ellenallo sejteket, vagy nagyon gyenge AM-eket jelent. A két fogalom a modell
szempontjabdl azonos, mindkettd a letalis dozis (D) tulajdonsagra, tehat arra utal, hogy egy sejt
hany faktort képes specialisan ellene sz6ld rezisztencia nélkiil toleralni (az AM-okat
egységesen, ugyanolyan tulajdonsaginak kezeli a rendszer és a hatésaik, rezisztenciaik kozt
sincs atfedés). A legdiverzebb kozdsségek tehat gyakori HGT és sejtenként kevés, gyenge AM
(vagy nagyon ellenalld sejtek) estén alakulnak ki. A tdmadd szempontbol legerdsebb
kozosségeknek pedig szintén a gyakori HGT, a gyenge AM-ok, de sejtenként sok faktor

jelenléte kedvez.
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4.5. abra: Lokalis eset. A: a kdzosség diverzitasa; B: timadoé ereje. Mindkett6 fiigg a HGT frekvencijatol
és az egyedek tulajdonsagaitdl (a termelt antimikrobialis faktorok szamatol €s a nem-specifikus
rezisztencia mértékétdl). Az intenzivebb HGT noveli a populécio erejét (felso és alsd panelek). A kevés

faktort kifejezo sejtek diverz, de gyengébb kozosségeket alkotnak (példaul a fekete nyillal jelzett eset).

Megfigyelhetd tehat, hogy nem biztos, hogy a legnagyobb klonalitast, legdiverzebb
populaciok a legéletképesebbek, legellenallobbak, legstabilabbak. A 4.5.B. abran lathat6 (a
fekete nyillal jelzett teriilet) , hogy nem az 6 tdmado erejiik a legnagyobb a kiils6 betolakodokkal
szemben (kevesebb féle faktort tartalmaznak). Ilyen esetekben egymasra kezdetben is nagyon
kevéssé veszélyes sejtek alkotjak a kdzosséget (gyengék a faktoraik, vagy nagyon ellenalloak
az idegen anyagokra). Ezek a szimulacid kezdetén sem pusztitjdk egymadst jelentsen a
faktoraikkal, ezért sok kis sejtvonal alakul ki. A kis, csak par sejtet tartalmazo sejtvonalak
kevésbé meghatarozoak a telep ¢lete, karaktere szempontjabol, mint a nagy, sok sejtet
tartalmazok, ezért indokolt lehet egy szignifikancia kiiszobot szabni és csak az ez feletti
sejtvonalakat szamolni. Ez a kiiszob esetiinkben 3, az F.3. abran a legalabb 3 sejtettel rendelkez6
sejtvonalak szamat abrazoljuk. Ekkor leginkabb az F.2. abran a legtobb sejtvonalat mutatod
esetekben csokken a klonalitas, bizonyitva, hogy ezek a telepek sok kis sejtvonalat tartalmaznak.
A globalis eseten ugyanakkor a szignifikancia kiiszob nem valtoztat, mivel ebben a poliklonalis
kozosségek kevés, de nagy 1étszamu sejtvonalbdl épiilnek fel.

Szem el6tt kell tartani azonban, hogy a modell az egyes fajok metabolikus

tulajdonsagaival kozvetleniil nem foglalkozik. Annak becslésére, hogy a kozOsség
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metabolikusan milyen sokszinii, példaul hogy milyen hatékonyan hasznalja fel a kdrnyezete
tapanyagait, az egyes fajok anyagcseréje hogyan segiti egymast, a diverzitas, a fellelhetd fajok
szama lehet az alkalmasabb mér6szam.

A fajok tamado erejének (AM tartalmanak) hatasat a kozosség diverzitasara
(klonalitasara) és egyiittes tamado ercjére a 4.6. abra foglalja 6ssze. Ezen latszik, hogy az
erdsebb sejtek alkotta populacié kevésbé diverz (kék gorbe) annak ellenére, hogy tobb AM-t
tartalmaz. A nagyon erds dgensek ugyanis nem ,,csapatjatékosok™ a modell szabalyai szerint. A
kevés AM-t tartalmazo agensek konnyen alkotnak nagyon véltozatos, sok fajt tartalmazo, de
gyengébb tamado erejii kozosséget (zold gorbe). Osszességében elmondhato, hogy a fentiek
alapjan a HGT modellben idedlis érett kozosség akkor alakul ki, ha sem a diverzitassal jelzett

metabolikus erd, sem az AM termeléssel aranyos tdmadoé erd sincs talsulyban.

100

g 4.6. dbra: A 4.5. abra tomdritett adatai. A
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g 50l diverz kozosség alakul ki.
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4.2.3. Kiilonb6zo kezdeti populaciok versengése osszeszokas soran

A fent leirt tendenciakat kiilonb6z6é populaciok egylittes vizsgalataval is alatamasztottam.
A 4.7. abran példaul két olyan populacid lathatd, amelyek csak a nem-specifikus
rezisztenciajukban (és kezdeti genomukban) kiilonboznek. A kezdetben két azonos szami
egyedet tartalmazé monoklonalis kozosséget keverten helyeztem az élettérre és hagyatam Oket
HGT segitségével dsszeszokni. A pirossal jelzett populacio tobb idegen faktort képes toleralni,
ezért hamarabb szokik hozza mas fajhoz, igy hamarabb és gyorsabban indul novekedésnek és a
veégso kozdsséghez is tobb sejttel jarul hozza, mint a kék, amelyik kevesebb idegen AM-t visel
el a kornyezetében. Amint a sejtek atvették a masik faj rezisztencia génjeit, mar nem jelentenek
fenyegetést egymasra. Igy a kék és a piros egyedek szdma is allandésul a kozdsségben a modell

szerint.
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4.7. abra: Mas antimikrobialis faktor

toleranciaval (nem-specifikus
rezisztenciaval) rendelkez6 fajok
versengése. A kékkel jelzett sejtek 10, a
pirosak 15 idegen faktort képesek elviselni.

A nagyobb tolerancidju faj szaporodik el

Population size

jobban a kozosségben, de a masik is

tartosan jelen marad. A gorbék 25

szimuldcio atlagat mutatjak a szorasokkal.

0 500 1000
Time [simulation steps]

Kezdetben mindkét populécié 25-25 agenst

tartalmazott.

A fenti eredmények Osszefoglalasaként megallapithatd tehat, hogy szimulacids
eredményeim megmutattdk, a horizontalis géntranszfer képes elOsegiteni olyan tobb fajt
tartalmazo baktériumkozosségek kialakulasat, amelyek tagjai antimikrobialis faktorokat
termelnek a tobbi faj ellen. A géntranszfer kovetkeztében a faktorok hatdsat kikiiszobold
rezisztencia gének szétterjednek a fajok kozt és a populacid 6sszeszokik, dsszeérik, tagjai mar
nem lesznek tobbé veszélyesek egymasra.

A paramétertér vizsgalata megmutatta, hogy a kivant, biologiailag relevans, diverz
populaciok akkor alakulhatnak ki, ha az agensek toleranciaja az idegen faktorokkal szemben
magasabb, mint a kdrnyez6 sejtek altal termelt faktorok szama, és ha a géntranszfer nem nagyon
lassu. Ekkor van idejiik a sejteknek 6sszeszokni, még miel6tt faktoraikkal elpusztitandk egymast
¢és végiil csak egy sejt és az utdodai maradnanak. (Ez az eset a gyakorlatban akkor all fenn, ha
idegen kozegekbol szarmazo sejteket elegyitiink.) A szimulacio kimeneteként kapott végso
populacié diverzitasara még hatassal van, hogy a sejtek mennyi masik sejttel vannak
kapcsolatban, ezt a virtualis Petri csésze, vagyis a szimulalt tér méretével, vagy a random
mozgas valamint a gén illetve faktor érzékelés sugaranak valtoztatdsaval allithatjuk. Tobb
kapcsolattal rendelkezo sejtekbol kezdetben tobb pusztul el, igy kevésbé lesz diverz a végsd
baktérium telep.

A modellben implementalt horizontalis géntranszfer az eredmények alapjan tehat fontos
lehet olyan természetes, komplex mikrobidlis kozosségek kialakuldsa szempontjabdl, mint

példaul a bélflora, amely diverzitasa révén képes sokrétli metabolikus funkciok ellatasara.
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4.3. Diverz, érett kozosségek viselkedése

A HGT modellel érett kozosségek kolcsonhatasai is vizsgalhatéak. Ezekhez a
kisérletekhez el6z6ekben leirt mddon allitottam eld és taroltam el populacidkat és ezek egyedeit
vittem fel a kisérletekhez a szimulacids teret jelentd virtudlis Petri csészére. Fontos eltérés
viszont az eddigiekhez képest, hogy ezekben az esetekben nem engedtem meg a horizontalis
géntranszfert a sejteknek. Ugyanis ekkor a két érett kozosség Osszeszokasadnak nem pedig
versengésének lennénk tanui. Ez bioldgiailag nem relevans, mert bar gyorsabb a random
mutaciok révén megvalosulo természetes szelekcional mégis egy evolucios 1éptékii folyamat. A
populaciok versengése pedig Okologiai jelenség és joval rovidebb id6 alatt jatszodik le és
végzodik tartds egymas mellett €léssel, vagy azzal, hogy az egyik kozosség kiszoritja a masikat.
Az alabbiakban kiillonb6z0 Osszetételii érett mikrobiomok versengését mutatom be két
egészségligyileg relevans helyzetet modellezve, az elsé eset a kiils6 tamadd korokozoval
szembeni védekezés, a masik pedig az antibiotikum rezisztens opportunista fert6zés mikrobialis

kezelése.

4.3.1. Az élettér védelme kiilso tamadokkal szemben

Ezekben a kisérletekben 50 agenst tartalmazo poliklonalis kozosséghez adtam 25 egy
fajbol szarmazo kiilsé tamadot. A tdmadok erdssége, tehat az altaluk termelt AM-ok €s
rezisztenciak szama 10 és 150 kozott valtozott. Az egyik esetlen a megtamadott kozosség nem
Osszeszokott naiv populacié volt, amely bar sok fajt és faktort tartalmazott, de a rezisztencia
gének nem terjedtek el benne. Ezekben a kisérletekben megtiltottam a sajat populacié elleni
tamadast, hogy a naiv k6z0sség tagjai ne egymast pusztitsak el HGT hijan, és ne ennek, hanem
a kiils6 tamadoval folytatott interakcioknak a hatdsa mutatkozzon meg. A modell itt tehat csak
a masik kozosség altal termelt idegen faktorokat szamitotta és hasonlitotta dssze a tolerancia
szinttel. A masik esetben az el6zoekkel megegyezd tamadok érett, Osszeszokott, diverz
kozosséget tamadtak meg, melyben bar kevesebb faj és AM volt, a jelenlévd rezisztenciak
viszont szétterjedtek a populacidban (itt nem volt sziikséges a sajat sejtek megtamadasanak
mesterséges kikiiszobolése, mert ezek a nem jelentenek veszélyt egymasra).

Az eredmények alapjan a naiv kozosségeket (piros oszlopok), sokkal gyengébb tamadok
(az egyes naiv sejteknél erdsebb sejtek) is kiszoritjak az élettérbdl, mint az 0sszeszokottakat
(z6ld oszlopok) (4.8. abra). Ezen érett populaciok a tagjaiknal egyenként nagyobb tamado erejl
(AM szamu) sejteket is elpusztitanak, mivel a kdzdsség tagjainak valtozatos AM profilja széles

spektrumt fenyegetést jelent, mig az elterjedt rezisztencia gének megdvjak Oket erds
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tamadokkal szemben is (ezek genomjat ugyanabbol a génkészletbdl sorsoltam, mint a védekezd
kozosség tagjaiét). Csak a multirezisztens ,,szuper korokozok™ képesek szaporodni egy érett
kozosségben (4.8. abra: 75-150 tamado erejii esetek). Ezek az esetek azonban bioldgiailag
kevésbé relevansak, mivel a faktorok altalaban Gsszetett, ,,draga” molekulak, sok 1épésesben
allitja oket eld a sejt, sok nyersanyag ¢és energia aran, igy a tobb faktort termeld sejtek
anyagcseréje joval gazdasagtalanabb, ezért is jo megoldas, ha minden faj csak néhany faktort
allit el6 és egytittmiikodésiik révén alakul ki egy komplex AM mint4zat.

Az eredmények szerint tehat egy rezisztencia gének megosztasaval dsszeszokott, diverz
baktériumkozosség ellenallobb a kiilsé tdmadokkal szemben, nehezebb megzavarni 6sszetételét,
mint egy csupdn sok egymas mellett ¢l fajt tartalmazo telepét. A HGT tutjan megvaldosulo
genom szintli koordinacid segiti tehat a kollektiv teriiletvédelmet, ami a mikrobialis k6zdsség
mellett a gazda szervezetet szamadra is elény0s. Ez egybevag a bioldgiai tapasztalattal, miszerint
a taplalékkal kiviilr6l szervezetiinkbe jutott mikroorganizmusok nagy részét nem az

immunrendszer, hanem a bélflora, mint a szervezet elsd védelmi vonala pusztitja el.
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4.8. 4bra: Osszeszokott (zold) és naiv (nem Osszeszokott) (piros) kdzdsségek vélasza a kiilonbozd
erdsségli monoklonalis tamadokra. A vizszintes tengelyen lathatd a tamado ereje (AM-rezisztencia
génparok szama), a fiiggdleges tengelyen pedig a védekezd kozOsség tagjainak arany a végsd
populécidban. A tamado kozosségek kezdetben 25 azonos sejtet, a védekezd kozosségek kezdetben 50
sejtet tartalmaztak, ezek k6z6l a naiv kozdsségekben ez 50 fajt jelent atlagosan 181 AM-rezisztencia
génparral, az értett kozosségekben pedig atlag 15 fajt, 109 AM és 180 rezisztencia génnel. Az értékek
100 kisérletbdl szamitott atlagok.
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4.3.2. Mikrobialis terapia: patogének Kkiszoritasa egészséges mikrobialis

kozosségek segitségével

Az el6z6 kisérlet forditottja is megvaldsithatd a modellben. Ekkor egy multirezisztens
baktériumfaj él a kozegben, ahonnan egy diverz populéacio képes kiszoritani. Az antibiotikum
rezisztens korokozok elleni kiizdelem napjaink egyik fontos feladata az orvoslasban és a
mezOgazdasagban egyarant. Ez a kisérleti elrendezés jol modellezi példaul a Clostridium
difficile fert6zés esetén alkalmazott mikrobiom transzplantaciot.

A C. difficile antibiotikum rezisztens opportunista patogén baktérium, ami az egészsége
bélfloraban is eléfordulhat kis mennyiségben (mas fajok nem engedik elszaporodni). Erds
antibiotikumos kezelés hatasara (példaul korhazi kornyezetben stlyos fert6zések vagy miitét
miatt) a korokozok mellett a bél normalflorajanak nagy része is elpusztul. A C. difficile viszont
ellenall ezeknek a szereknek, sporakat képezve tulélhet (a megvaltozott koriilmények kozott 6
van fitnesz eldnyben), és a kezelés elmultaval Ujra vegetativ allapotba keriilhet. Ekkor a
konkurencia hianyaban elszaporodik a bélben, és ezzel koros, diszbiotikus bélflorat hoz létre.
Ez a csokkent diverzitasa koros kdzosség stabil, kiils6 beavatkozas nélkiil tobbnyire nem alakul
vissza a természetes normalflorava, de nem latja el a normalbél flora funkcidit sem, nem engedi
megfelelden felszivodni a tapanyagokat, gyulladast, sulyos hasmenést okoz és ez gyakran az
amugy is legyengiilt szervezetii a beteg halaldhoz vezet. Van néhany antibiotikum, melyekre a
C. difficile érzékenyebb (pl. vancomycin, fidxomycin), de ezek alkalmazédsanal egyrészt
szamolni kell a mellékhatasokkal, masrészt nagy az atmeneti javulast kovetd visszaesés
veszélye is a kérokozd maradék sporai és a normalflora hidnya miatt (az antibiotikumok nem
teszik lehetové ennek a visszaalakulasat).

Célravezetobb tehat a patogén kiirtasa helyett a bél normalflorajanak helyreallitasara
torekedni, mivel ennek nincsenek mellékhatasai, és ez az 6sszeszokott mikrobiom lehetvé teszi
a bélrendszer normalis miikodését és tartdsan nem engedi Gjra elszaporodni a C. difficile-t. A
normalflora helyreallitasanak az orvosi gyakorlatban alkalmazott mddja az tigynevezett széklet
transzplantacio (fecal transplantation). Ennek soran egy egészséges (tobbnyire rokon) donor
széklet mintajabol kinyerik a benne talalhatd, a bélbdl szarmazo baktériumkozosséget és ezt
juttatjak be a beteg bélrendszerébe. Ez a HGT altal 6sszeszokott normalflora megtelepedve
tartosan kiszoritja a jorészt Clostridiumot tartalmazé diszbidzisosat és a fertdzés igy megsziinik
[173]-[175].

Az eljaras szimulalasahoz kiillonb6z6é szamu (20-150) rezisztencia génnel rendelkez6
patogéneket készitettem és az ezek alkotta populaciot timadtam meg egy érett, diverz kdzosség
tagjaival (a kezdeti populaciok aranya itt 50-50% volt). A transzplantalt sejtek egyesével
kevesebb AM gént tartalmaztak a patogénnél, de a populacio egyiitt sokféle faktort termelt és
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sokra volt rezisztens. fgy AM és rezisztencia komplexitisa miatt életképesebbnek bizonyul a
monoklonalis korokozonal, amelyet a nagyon nagy rezisztenciaval rendelkezd eseteken kiviil
teljesen ki tudott szoritani az élettérbdl (4.9. abra). A hatas hasonlit a tobb kiilonb6z6 célpontra
hat6 gyogyszer koktélokéra [176], azzal a fontos kiillonbséggel, hogy ez a kezelés helyreallitja
a normalflorat, amivel a bélrendszer egészségesen mitkodhet. Megmutattam tehat, hogy vazolt

kisérleti elrendezéssel in silico szimulalhatd a mikrobiom transzplantacio jelensége.
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4.9. abra: Osszeszokott kozdsség és monoklonalis multirezisztens patogén kolcsonhatasa. A vizszintes
tengelyen talalhaté a monoklonalis kdzosség tagjainak védekezo ereje (az altaluk termelt faktorok szama
20), a fiiggbleges tengelyen pedig aranyuk (%) a végsoé kozosségben. A tdmado diverz, érett kozosség
atlagosan 10 fajt tartalmazott 81 AM-mel és 180 rezisztenciaval. A szimulaciok kezdetén 25-25 agens

volt mindkét kozdsségben. Az értékek 100 kisérletbdl szamitott atlagok.

Szimulédcidés eredményeim tehat felhivjdk a figyelmet arra, hogy a horizontalis
géntranszfer és a sejtek altal termelt antimikrobialis faktorok segitségével magyarazhato a
mikrobidlis kozdsségek kiilsé korokozok elleni védekezoképessége, valamint hogy ezek a
kozossegeket erds, akar antibiotikum rezisztens monoklonalis patogének tartos kiszoritasara, €s
a diverz mikrobiom helyredllitasara is képesek. Ezek alapjan a HGT szerepének kisérleti
vizsgalata indokolt lehet a sok fajt tartalmazo mikrobiomok kialakulasa, stabilitasa és ellenallo
képessége szempontjabol. Az eredmények pedig fontos alapot szolgaltathatnak olyan
mikrobidlis kozosségek mémoki tervezéséhez, melyek a jovOben probiotikumként vagy a

jelenleg hatékonyan nem kezelhetd fert6zések elleni kiizdelemben lesznek alkalmazhatoak.
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5. Eredmények I1: Onmérséklet a metabolikus koordinaciét

megvalosito QS modellben

Az alabbi fejezetben a csoportunk altal fejlesztett P. aeruginosa quorum sensing vezérelte
rajzasat leir6 metabolikus koordinacid6 modellel végzett kisérleteimet és eredményeimet
mutatom be. Munkam fokuszaban kiilonb6z0, 6nmagukban is életképes (esetiinkben ndvekedni
¢s rajzani tudo) fajok egyiittélését lehetéve tevo tényezok vizsgalata allt. Vizsgalataim alapjan
a tartos egyiittélés kulcsa, hogy az azonos erdforrasokat fogyaszté fajok ne hasznaljak ki
maximalisan ezeket az eréforrasokat, ,,gyakoroljanak valamiféle onmérsékletet” mas fajoknak
is hagyva életteret. Az dnmérséklet egy lehetséges megnyilvanulasaként ebben a modellben a
kiilonb6z6 QS kiiszobok szerepére Osszpontositottam. Az 5.1.-es alfejezetben bemutatom a
modellt, jellemzd viselkedését valamint fejlesztéseimet benne. Majd a tovabbi alfejezetekben
sorra veszem a QS kiiszobok hatasat az egyiittélésre kiillonbozo fitneszi sejtek esetén (5.2.), az
eddigieknél valoszeriibb sejttipusokat vezetek be a rendszerbe (5.3.) és végiil az antibiotikum

termelés jelenlétében is vizsgdlom az emlitett folyamatokat (5.4.).

5.1. A QS modell felépitése

Csoportunk egy hibrid in silico modellt alkotott a Pseudomonas aeruginosa quorum
sensing vezérelte rajzasanak leirasara, ebben a baktériumokat agensekkel, a tapanyagokat,
szignalokat és faktorokat pedig reakcio-diffiizidos egyenletekkel irtak le. A modellben az
agensek random iranyba mozognak, tapanyagot vesznek fel a kdrnyezetiikbol, az ebbdl nyert
energiat hasznaljak aztan mikdodésiik fenntartasara (metabolikus energiasziikséglet), jel és
faktor termelésre, és adott energiaszint felett osztodnak két utddsejtre. Ha pedig energiaszintjiik
egy adott érték ald csdkken, akkor elpusztulnak. A kornyezet szignal (S) és faktor (F)
koncentraciojat is érzékelik, és ha ezek atlépnek egy kiiszobértéket (ezek hatasat vizsgalom az
5.2. alfejezetben), akkor 10j allapotba keriilnek. Az agensek életciklusat az 5.1. abra, a
legfontosabb paraméterek alapértelmezett értékeit pedig az 5.1. tdblazat foglalja dssze (a teljes

hasznalt paraméterkészletet a fliggelék megfeleld tablazatai tartalmazzak).
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5.1. tablazat: A QS modell legfontosabb paraméterei és eredeti alapértelmezett értékeik (1 vad tipusu fajt

és 1 QS rendszert tartalmazd AB termelés nélkiili esetben). A leglényegesebb, szimulaciok soran

modositott paraméterek kiemelve latszanak.

Paraméter

Jelentése

Alap értéke

Maximalis [épésszam

5000 iteracid

Kozeg paraméterek

Kozegx A kozeg szélessége (periodikus hatar). 250 tér egység

Kozegy A kozeg egyszerre megjelenitett hossza (egy 2000 tér egység
irdnyban végtelenitett ,,sav”).

Cellax Diffuzios cellak szama soronként. 50 db

Cellay Diffuzios cellak szama oszloponként. 400 db

Max. sejtszam Maximalis sejtszam diffuzios cellanként. 10 db

Kezdeti tdpanyag Kezdeti tdpanyag mennyiség diffuzios cellanként. | 500 egység

Diffazios paraméterek

Dr A diffzi6 idébeli 1épéskoze. 40

Dy A tapanyag diffuziés egylitthatoja. 0,03

Ds A jel diffuzios egyiitthatdja. 0,02

Dr A faktor diffiizios egyiitthatoja. 0,05

Decs A jel bomlasi egyiitthatdja. 0,001

Decr A faktor bomlasi egyiitthatdja. 0,0001

Sejt paraméterek

Allapotszam A sejtek lehetséges metabolikus allapotainak 4 db (AB jelenlétében 8 db)

szama.

Kezdeti sejtszam

Ennyi sejttel indul a szimulacio.

2000 db (10-10 sejt a kozeg
els6 4 soranak minden
cellajaban)

Kezdeti energia

A sejtek energidja a szimulaci6 kezdetén.

0-12 E egység (random
érték)

Osztodas utani energia Az utddsejtek kezdeti energiaja osztodas utan. 0,2 E egység

Metabolikus energia Ennyi energiat (tdpanyagot) hasznal el a sejt 0,1 E egység
minden iteracidban.

Osztodasi energia kiiszob | Ekkora energia (tapanyag) szint elérése utan 12 E egység

(To)

osztodik a sejt

Tapanyag felvétel Iteracionként ennyi tdpanyagot vesz fel a sejt Nem rajzo sejt: 0,3 E
(ennyivel n6 az energidja). egység
Rajzo sejt: 0,5 E egység
Sebesség Iteracionként ennyit tesz meg a sejt random Nem rajzo sejt: 1,5 tér

iranyba.

egység
Rajzo sejt: 5 tér egység

Hatar atlépési kiiszob

Ennyi aktiv sejt altali probalkozas (oda kivan
1épni) utan valik egy diffuzios cella a telep
részeve.

1 db

Jel kiiszob (Ts) A jel érzékelés kiiszobértéke. 10 jel egység
Faktor kiiszob (Tr) A faktor érzékelés kiiszobértéke. 10 faktor egység
Jeltermelés A termelt jel mennyisége iteracionként. Alapszinti: 0,1 jel egység

Emeltszintii: 0,5 jel egység

Jeltermelési energia

A jeltermeléshez sziikséges energia iteracionként.

Alapszintii: 0,005 E egység
Emeltszinti: 0,025 E
egyseg

Faktortermelés

A termelt faktor mennyisége itercionként.

0,07 faktor egység

Faktortermelési energia

A faktortermeléshez sziikséges energia
iteracionként.

0,105 E egység

59




DOI:10.15774/PPKE.ITK.2019.002

termelds:

Y

h

allapaot frissités

Y

meatabalizmius

hal=d
energiaaint
(E}

0<E<12 E<l

'FZJJ.E

oerbidas

h

pazicd wikds

Y

nem

=imuladd
wiga?

5.1. abra: Az agensek életciklusa a QS modellben [153].

Egy szignal és egy faktor esetén 4 allapotot kiilonbdztetiink meg. Ezek feltételei és
jellemzoi:

1) alapallapot: kiiszob alatti S és F szint: alapszintli S termelés

ii) kiiszob feletti S, kiiszob alatti F szint: erésebb S termelés, F termelés

ii1) kiiszob alatti S, kiiszob feletti F szint: erdsebb S termelés

iv) aktiv, rajzo6 allapot: kiiszob feletti S és F szint: er6sebb S termelés, F termelés, nagyobb
sebesség, nagyobb tapanyag felvétel.

Alapallapotban a tehat a sejtek csak ,jelzik, hogy jelen vannak”. Ha megfeleld
mennyiségli jel gyilt 6ssze a kdrnyezetben, fokozodik a jeltermelés (pozitiv visszacsatolas), és
megindul a faktortermelés. Ha elég faktor (public good, példaul a rajzashoz sziikséges kozeget

kialakito anyag) gytlt 6ssze, akkor pedig elkezdodik a rajzas, ami élénkebb mozgassal, és ennck
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energiaigényét fedezendo nagyobb tapanyag felvétellel is jar. A sejtek csak ebben a rajzo
allapotukban képesek 1 teriiletet kolonizalni.

A szimulaciés tér egy novekvo P. aeruginosa telep egy nyulvanyat jelenti, az agensek
jellemzden az egyik végébol indulnak, ez fix hatarral lezart, a tér két oldala periodikus hatarral
van Osszekapcsolva a negyedik viszont végtelenitett. A tér cellakra osztott egy cellan beliil
meghatarozott szamu sejt tartozkodhat csak (ez és a tapanyag szabalyozzak a populacio
1étszdmat). Az dgensek az aktualis cellajuk szignal, faktor koncentracioit érzékelik, és onnan
vesznek fel tdpanyagot és oda valasztjadk ki a QS anyagaikat is. Az anyagok adott sebességgel
bomlanak és cellak kozt az anyagok (explicit Euler mddszerrel megoldott) reakcio-diffuziods
differenciadlegyenleteknek megfeleléen aramlanak. A modell alapértelmezett paramétereit a
F.1.-F.3. tablazatok foglaljak ssze.

A sejtek miikddésiik sordn felélik a cellaban rendelkezésre 4ll6 tapanyagot, ami
difftizioval aztan potlodik, de ez rendszerint csak kevés sejtnek elég. A rajzo allapotban 1évo
sejtek mozgasuk segitségével tudnak 1) celldkat ,,meghoditani”, 10j, érintetlen teriiletet
kolonizalni. Fontos kiemelni, hogy ez a mozgas random, a modell nem tartalmaz kemotaxist, ha
a sejt olyan helyre 1ép, ahonnan mar nincs tapanyag, akkor éhen hal. Maga a rajzas, tehat nincs
explicit az agensekbe kodolva, a tapanyag folyamatos felélése miatt kialakulo, a szabalyokbol
attételesen kovetkezo igynevezett emergens tulajdonsag. Egy nagy 1étszamu stabil kozosségnek
ezek alapjan jellemzden tilnyomorészt rajzo allapotu sejtekbol kell allnia, melyek egy mozgo
savban, mindig az élelemben gazdag teriilet sz€lén helyezkednek el, ez az ugynevezett aktiv
vagy rajzasi zona (5.2. abra).

t=0

Aktiv zona

Megtett tavolsag
5.2. dbra: Az agensek jellemzd eloszlasa és a kolonia haladasa a taptalajon. [18] alapjan

Az baktériumok korabban targyalt viselkedése az alapértelmezett, QS jel révén
kommunikal6é és a faktorral kooperald ugynevezett vad tipusa (WT) sejtekre jellemzo.

Ugyanakkor léteznek mer6ben eltéré miikodésti (mutans) baktériumtorzsek is [177]. Az
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ugynevezett signal negative (SN) sejtekben példaul nem miikddnek a jeltermelésért felelds
gének, igy azok nem képesek QS alapti kommunikaciora. A receptoraik viszont aktivak, igy a
kiviilrol érkezoé, masok altal termelt jeleket fel tudjak fogni, €s reagalnak is rajuk a faktorok
(kozos javak) termelésével (kooperalnak). Ez azt eredményezi, hogy mig 6nalloan nem képesek
rajzani, addig kiilsé jel jelenlétében, példaul WT sejtekkel egyiitt mar igen (mintegy
»dolgozokként” miikodnek a WT jelének iranyitasa alatt) [17]. Ezzel ellentétben a signal blind
(SB) sejtek nem rendelkeznek se miikodo jeltermeléssel, se miikddo jel érzekeléssel, igy mind
a kommunikaciobol, mind a kooperaciobol ki vannak zarva, de a kozds javak jelenlétében Ok is
képesek aktiv, rajzo allapotba 1épni. ,,Csalo” sejteknek is nevezhetdk, mert nem jarulnak hozza
az egyliittmiikodéshez, ugyanakkor élvezik az elonyeit. Ez azt eredményezi, hogy a SN sejtekhez
hasonléan az SB baktériumok sem alkotnak 6nalldan életképes rajzo koldnidkat, és WT
jelenlétében is elszaporodnak, és kiszoritjak a WT-kat. A kozos javak igy elfogynak ezért a SB-
k sem képesek tovabb rajzani, felélik az elérhetd tapanyagot és 6sszeomlik a kozosség. A mutans
sejtek azért szaporodnak el a WT-k rovésara, mert rovidtava szelekcids elonyt jelent szamukra,
hogy nem kell QS anyagok termelése energidt forditaniuk, és igy hamarabb, gyakrabban

osztodhatnak. Az 5.3. alfejezetben ennek a kisérleti elrendezésnek a finomitasat mutatom be.

5.1.1. Jellemzo kimenetek

Csoportunk a modellel kordbban szamos kisérletet végzett, melyek eredményei tobb
jellemzd kategoridba sorolhatok a kialakuld kozosségek viselkedése alapjan [17],[170],[18].
Munkam elsd 1épéseként az altalam hasznalt kisérleti elrendezéssel reprodukaltam ezeket, a
kiilonb6zo sejttipusok versengésével kialakulo, jol elkiilonithetd jellemzé kimeneteket (5.3.
abra). Az ,,A” esetben a kdzosség nem képes ndvekedni az adott koriilmények kdzott, altalaban
azért, mert a sejtek nem tudjak megtermelni a rajzashoz sziikséges kozos javakat (faktorokat),
mert példaul nem képesek quorum sensingre. Ekkor nem indul meg a rajzas, a baktériumok
felélik a helyben rendelkezésiikre allo tapanyagokat, és azutan a nagy résziik éhen hal. Egy
kevés sejt marad meg csak a kolonizalt élettér peremén, amelyek a diffuzidval odajutd
tapanyagon vegetalnak. A ,,B” eset mutatja be azt az altalaban kivanatos eredményt, amikor a
kiilonbozo sejtek stabilan egyiitt tudnak élni egy Gsszetett kozosséget alkotva. Ebben az esetben
a két sejttipus homogén elegye népesiti be a rajzasi savot, de az egyittélés a fajok teljes vagy
részleges szeparacidja Utjan is megvalosulhat. A ,,C” abréan lathatd az ugynevezett kompetitiv
kizaras [178], ahol egy gyorsabban oszt6do, fittebb, életképesebb sejttipus gyorsabb
novekedésének hala kiszoritja az adott koriilmények kozt kevésbé életképes masikat. Ezt az

esetet latjuk akkor is, ha az egyik baktériumfaj kevesebb energiat hasznal anyagcseréje
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fenntartasara, szignal vagy faktor termelésre (tehat kommunikéciora és kooperaciora) a
masiknal. Végiil a,,D” abran figyelhetd meg az az eset, amikor a kezdetben fittebb sejtek (piros)
kiszoritjak a tobbit, ugyanakkor 6k magukban nem képesek rajzast fenntartani, mert példaul
nem termelnek elég szignalt vagy faktort (pl. WT+SB esete). Ekkor a kozdsség egy kezdeti,
rovid rajz6 fazis utan, amit a lassabban névo, de kommunikal6 és kooperalo sejtek QS anyagai
biztositanak, megall és Osszeomlik (az ,,A” esetben ismertetett okok miatt). Késobbi

eredményeim ezen esetek valamelyikébe lesznek besorolhatok.

J0 T T T T T T T T Jom T T T T T
A - -m o B E J'I
oo Nincs ndvekedés 6o gyensuly
oo |
2 s}
=1 o =
L | |
[=]
0
|
100K
|:| 1 1 1 - "'L
0 S0 000 1500 A0 2500 00 3500 4000 4500 5000
(L) T Jo00 T
C ... D . .
eano Kizaras om0} Osszeomlas
&0 | &0
B
2 4n00 + 4000 + E
B
= o0 3000} 1
8
am T 2000
1000 \ 1000 -
D[' CEO0 1000 1500 AO00 2500 OO0 3500 4000 4500 5000 03 EEI:' 000 1500 2000 2S00 3000 3500 4000 4500 S000
Time [simulation steps) Tirme (simutation steps)

5.3. abra: A QS modell jellemz0 kimeneteikét faj versengése esetén. A: nincs novekedés, pl. a sejtek nem
képesek QS-re (paraméterek: F.4. tablazat); B: stabil egyiittélés a kiilonbozé sejttipusok kozt
(paraméterek: F.3. tablazat); C: a fittebb sejttipus kiszoritja a kevésbé életképeset (paraméterek: F.3.
tablazat); D: 0sszeomlik a k6zdsség (paraméterek: F.3., F.6. tablazatok). A kék és piros gorbék jelzik az
egyes sejtszamokat az id6 fiiggvényében (szimulacios 1€pésenként). A kisebb betét képek a kdzosség
jellemz6 képét mutatjak a nyilak altal jelzett épésekkor (a kék és piros pontok jelzik a kiilonb6z6 tipusu

sejteket).

5.1.2. Fejlesztések a modellben

Munkam kiilonb6z6 fazisaiban kiilonb6zé modositasokat hajtottam végre a modellben.

Valtoztattam a szignal és faktor kiiszoboket, a sejtek ,,onmérsékletének™ kifejezésére. A

63



DOI:10.15774/PPKE.ITK.2019.002

baktériumok fitneszét az 5.2. alfejezetben az osztddasi energiakiiszob modositasaval
befolyasoltam. Fitnesz, ¢letképesség alatt a dolgozatban a populacié novekedési képességét
értem, ami az osztodasok gyakorisagaval aranyos, igy az osztddasi energiakiiszob paraméterrel
befolyasolhaté kozvetleniil, kozvetetten pedig az Osszes energiahaztartast befolyasolo
paraméter hat ra. Az 5.3. alfejezetben leirt eredményeknél finomitottam a modszert és az
energetikai elényt csokkentett jel és faktor termeléssel biztositottam (lasd PM sejtek az 5.3.
alfejezetben). Ezekben a kisérletekben a cél, olyan sejtek definialasa volt, melyek képesek
rajzani onmagukban, de WT sejtekkel is stabilan egyiitt tudnak €lni.

A modell korabban hasznalt alapértelmezett paramétereivel nem tudtam elérni a fent
vazoltakat, igy az 5.2. tdblazatban lathatd modon valtoztattam meg a jeltermelés alap és
maximalis értékét és ezek energia sziikségleteit. Az alapszintli jeltermelés emelése tette
lehetové, hogy a sejtek hamarabb érjék el a kivant jelszintet, igy hamarabb kezdhessenek
rajzasba. A maximalis jeltermelés csokkentével pedig energiat takaritottak meg, igy
tapanyagszegény kdrnyezetben is tovabb életben maradhattak (szélesedett az aktiv z6na). Ezek
utdn tudtam hatékonyan vizsgalni a késobbi alfejezetekben bemutatott rendszereket és
paradigmakat. A hasznalt sejtek jellemz6 paramétereit a F.3., F.6., F.7. tablazatok foglaljak

0ssze.

5.2. tablazat: Mddositott paraméterek részleges mutansok vizsgalatahoz. (Az értékek egységben

értendok.)
Eredeti érték | Uj érték | Uj érték (PM)
Alapszintii jeltermelési rata 0,1 0,2 0,2
Alapszintii jeltermelés energiasziikséglete 0,005 0,01 0,01
Maximalis jeltermelési rata 0,5 0,34 0,4
Maximalis jeltermelés energiasziikséglete 0,025 0,017 0,02

Ezek utan bevezettem az antibiotikum (AB) termelést is a QS modellbe. Ehhez sziikség
volt néhany moédositasra. Az antibiotikum a tapanyaghoz, a jelhez és a faktorhoz hasonldan
diffundal a kozegben, tehat egy 11j diffuzids réteget definidltam a szamara. Az AB termel§ sejtek
eléallitjak a sajat jeliik (S1), faktoruk (F1) és az antibiotikumot (AB) (ennek energiaigénye
megegyezik a jelével jelen esetben) ¢és érzékelik a sajat jeliik, faktoruk és a masik faj jelét (S2).
Az AB érzékeny sejtek termelik a sajat jeliikk (S2), faktoruk (F2) és érzékelik a sajat jeliik,
faktoruk és a masik faj antibiotikumat (lasd 5.4. abra). Ez azt vonja maga utan, hogy az agensek
allapotainak szadma duplazodik négyrdl nyolcra (minden allapothoz tartozik AB-os eset is). Az
uj elrendezés lehetséges allapotait és azok fobb tulajdonsagait az 5.3. tablazat foglalja ossze.
Tovabbi valtozés, hogy most mar két rajzo allapot is van, tehat a rajzo sejtek szamat (ami az j
¢lettér kolonizalasahoz sziikséges) az alapjan definialtam ujra, hogy mennyi agens mozog

maximalis, rajzo sebességgel (szemben azzal, hogy mennyi van 4-es allapotban). Ez a
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valtoztatas rugalmasabba tette a modellt, konnyebb kiilonféle viselkedésti sejteket definialni
benne. Az antibiotikum hatasa is tobbféle lehet. Munkam soran két esetet vizsgaltam. Az
egyikben az AB érzékeny sejt AB jelenlétében extra energia befektetésével képes életben
maradni (baktericid hatas), tehat energetikai hatranyba kertil a termeldvel szemben. A masik
esetben az AB hatasara az érzékeny sejt visszalép alapallapotba, és nem képes tovabb rajzani
(bakteriosztatikus hatas), ez felfoghatdo ugy, hogy az antibiotikum blokkolja a QS-t. Az
antibiotikum termeld és az arra érzékeny sejtek jellemzd paramétereit a F.8.-F.11 tablazatok

foglaljak 6ssze. Kapcsolodo eredményeim az 5.4. alfejezetben olvashatok.

m
S, AB érzékeny
o §

5.4. abra: Az antibiotikum termelés és érzékelés vazlatos szemléltetése.

AB termel6

5.3. tdblazat: AB termeld és AB érzékeny sejtek lehetséges allapotai.

Allapot AB termel6 AB érzékeny
P Termel Erzékel Viselkedés Termel Erzékel Viselkedés
1 alap S1 - nyugalmi allapot alap S2 - nyugalmi allapot
2 S1+F1 S1 nyugalmi allapot S2+F2 S2 nyugalmi allapot
3 S1 F1 nyugalmi allapot S2 F2 nyugalmi allapot
4 S1+F1 S1+F1 rajzas S2+F2 S2+F2 Rajzés
., nyugalmi allapot
5 alap SI+AB S2 nyugalmi allapot alap S2 AB &s AB valasz
., nyugalmi allapot
6 S1+F1+AB S1+S2 nyugalmi allapot S2+F2 S2+AB és AB valasy
., nyugalmi allapot
7 S1+AB F1+S2 nyugalmi allapot S2 F2+AB és AB valasy
8 SI4+FI+AB | SI+F1+S2 rajzés S2+F2 | S2+F2+AB | Raizds ésvagy
AB vilasz

5.2. QS kiiszobértékek szerepe kiilonb6z6 baktériumpopulaciok

egyiittélésében

A természetes baktériumkozosségek rendszerint sok fajt tartalmaznak, melyek tartosan
képesek egyiittélni és egyiittmiikddni, biztositva ezzel az adott mikrobiom faji és funkcionalis
sokféleségét, alkalmazkodoképességét. Ezek a fajok sziikségszerlien nem azonos fitnesziiek,
némelyek gyorsabban, masok lassabban nének. A gyorsabban, gyakrabban osztdodok mégsem

szoritjak ki a tobbieket [179], mint azt az egyszerl fajok kozti versengés esetén varnank, akkor
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sem, ha hasonloak az igényeik, pl. ugyanazt a taplalékot fogyasztjak. Ezek a legéletképesebb
baktériumok tehat nem viselkednek teljesen moho moddon, képesek valamilyen szintl
onmérsékletre, az egyéni és a kolonia szintli érdekek kozotti egyensuly kialakitdsara. Munkam
soran a QS modell segitségével ennck a jelenségnek kulcs mechanizmusait, paramétereit
igyekeztem azonositani. Csoportunk korabban mar megmutatta, hogy a QS anyagok és a
kiilonbozé tapanyagforrasok megosztasa hozzajarul a kooperacio kialakuldsahoz [18]. En
vizsgalataim sordn egy masik jelenség hasonld hatasaival foglalkoztam.

Ismert, hogy egy QS receptor tobb QS jelre is érzékeny lehet [180], lehetdvé téve ezzel a
fajok kozti kommunikéaciot (a baktériumok ,értik egymas nyelvét”), vagy mas fajok
»lehallgatasat” [17]. Sok baktériumhoz hasonldan [139], [181] a P. aeruginosa is tobb AHL
tipusi quorum sensing rendszerrel rendelkezik [82]. Ezen rendszerek jelei hasonlo
alapszerkezetlieck, de a homoszerin lakton gylrith6z minden esetben mas acil csoport
kapcsolodik. A receptor AHL-k6t6 zseb része a sajat jelmolekuldjara optimalizalt, de kisebb
hatékonysaggal, nagyobb jel koncentracio esetén a sajatjahoz hasonlo6 jeleket is képes kotni [90].
Ez azt jelenti, hogy kiilonb6z6 fajok mas-maés kiiszobértékekkel reagalnak ugyanarra a jelre. Ez
az egyszeri és elterjedt jelenség vajon allhat a bakterialis onmérséklet hatterében, elGsegitheti
diverz kozosségek kialakulasat? Ezekre a kérdésekre kerestem a valaszt a QS modell

segitségével.

5.2.1. Magasabb QS valasz kiiszob, mint 6nmérséklet

Tegyiik fel, hogy két azonos tdpanyagért versengd faj (species 1 és species 2) minden
paramétere azonos, kivéve példaul azt a QS jel kiiszobot, ami elérése utan a sejtek alapallapotbol
aktiv allapotba Iépnek és rajzasba kezdenek, ami a telep gyorsabb ndvekedését teszi lehetdveé
(tapanyagban gazdag régioba léphetnek, ahol gyorsabban osztodnak). Ekkor, azonos QS jelet és
faktort hasznalo sejtek esetén, a telep novekedésével novekszik a jelszint, ami eldszor atlépi az
els6 faj (species 1) alacsonyabb, majd a masodik magasabb jel kiiszobét (species 2) is. A
kiisz6bok alatt mindkét faj alapallapotban van, felettiik lehetnek aktivak, gyorsabban ndvekedok
(ha a faktor mennyisége is megfeleld). A két kiiszob kozott viszont az elsé faj elonybe keriil a
masikkal szemben, mert ebben az intervallumban csak 6 lehet aktiv. Természetesen hasonldoak
a korlilmények a faktor kiiszobértékének emelésekor is.

A valasz kiiszob emelés tehat azt jelenti, hogy az adott faj nem él maximalisan a
lehetéségeivel, késobb, sziikebb koncentracié tartomanyban aktivalja a QS rendszereit és kezd
el rajzani, ez egyfajta onmérsékletként foghatd fel. Fontos megjegyezni, hogy a valasz kiisz6bok

csokkentése viszont nem jelenthet feltétleniil fitnesz ndvekedést. A QS tal korai aktivalasa,
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amikor még nem érték el a sejtek a hatékony koncentracidjukat, kifejezetten hatranyos. Az

onmérséklet tehat pontosabban az idealis kiiszobértéktol valo eltérésként fogalmazhatdé meg.

5.2.2. QS valasz kiiszob kiilonbségek hatasa a stabil egyiittélésre

Az 5.5. abran lathat6, hogy mig azonos fajok képesek egyiittélni (5.5.A) addig a
magasabb valasz kiiszob a jel (5.5.B), a faktor (5.5.C), vagy mindkettd (5.5.D) esetén hatranyt
jelent és a moderalt faj kiszorulasat eredményezi a kozosségbdl. A kisérlet paramétereit az 5.4.

tablazat foglalja ossze.

700 T T v v T T T T v L
A species 1 = species 2 B T; species 1 < T; species 2
5000 ] 000 |
5000 ] S0t
E‘W-’ sooar Species 1 (WT)
:::im Species 1 (WT) ] a0t
&
2000 200
1000 4 1000
Species 2 (WT) . Species 2 (Tz.)
%0 50 o0 150 2000 200 300 300 4000 4500 5000 %0 50 o0 10 000 %00 00 00 00 800 5000
L) 0 i ! ! i ! ! i i
c Tespecies 1 < T species 2 D  T;species1 < T;species 2
B e Tespecies 1 < T species 2
o0 5000
3 e - g
@ . 4000 .
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! -
g
a0 a1
1000 1000 -
; | Species 2 (T, T
) Species 2 (Tg) , pecies 2 (Ts, Tr.)
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Tima {simwlation steps) Time (simulation steps)

5.5. abra: WT, species 1 (kék) és modositott QS valasz kiiszobii species 2 (piros) fajok versengése. A:
azonos fajok képesek egyiittélni; B: WT és magasabb jelkiiszobli (Ts+) faj versengése soran az utobbi
kipusztul; C: WT és magasabb faktorkiiszobi (Tr+) faj versengése soran az utdbbi kipusztul; D: WT és
magasabb jel- és faktorkiiszobii (Ts+, Tr+) faj versengése soran az utdbbi kipusztul. Az abrak az egyes
kozosségek egyedszamat mutatjadk a szimuldcios 1épések fiiggvényében. A szimulacidk 5000 1épésig

futottak és a kiindulasi populacié 1000-1000 sejt volt mindkét sejttipusbol.

Mas eredményt kaptam viszont, amikor olyan fajok egyiittélését vizsgaltam, amelyek
fitnesze nem volt egyforma. Mivel dolgozatomban a fajok fitnesze szaporodasi sebességiikkel

aranyos, ezért a fitnesz elény legegyszeriibben az osztédasi energia kiiszob (Tp) csokkentésével
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volt elérhetd, igy ugyanis a sejtek hamarabb elérik a sziikséges energiat, gyakrabban osztodnak,
gyorsabban gyarapodik a szamuk. Egyébként azonos paraméterekkel rendelkez6 sejtek estén a
fittebb kiszoritja a lassabban 0sztodot (5.6.A abra). Az el6z6 kisérlet agenseit hasznalva az eleve
elénydsebb helyzetben 1évé (WT) faj osztodasi kiiszobét csokkentve értelemszeriien az
5.5.B,C,D abrakon lathatoakhoz hasonlé eredményeket kaptam. A QS valasz kiiszobok miatt
hatranyban 1év6 fajnak fitnesz elényt biztositva viszont kialakult mind az emelt jel (5.6.B abra),
emelt faktor (5.6.C abra) és emelt jel és faktor kiiszob esetén is (5.6.D dbra) a stabil egyiittélés
a két sejt populacio kozott. Ezekben az egyensulyi kozosségekben kisebb fluktuacioktol
eltekintve stabilan a kiiszobértékekre jellemz6 volt a fajok ardnya. A kisérlet paramétereit az

5.4. tdblazat foglalja 6ssze.
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5.6. abra: WT, species 1 (kék) és modositott QS valasz kiiszobii fittebb species 2 (piros) fajok versengése.
A:a WT és a fittebb (alacsonyabb osztodasi kiiszobii) faj (Tp.) versengése soran a WT kipusztul; B: WT
és magasabb jelkiiszobt, de fittebb (Ts:, Tp.) faj képes stabilan egyiittélni; C: WT és magasabb
faktorkiiszobli, de fittebb (Tr+, Tp.) faj képes stabilan egyiittélni; D: WT és magasabb jel- és , de fittebb
(Ts+, Tr+, Tp-) faj képes stabilan egyiittélni. Az abrak az egyes kozdsségek egyedszamat mutatjak a
szimulacids 1épések fiiggvényében. A szimulaciok 5000 1épésig futottak €s a kiindulési populacié 1000-

1000 sejt volt mindkét sejttipusbol.
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5.4. tdblazat: Modositott szignal, faktor és osztodasi kiiszobok a bakterialis onmérséklet vizsgalatahoz.

Osztodasi Szignal Faktor
Sejt modell kiiszob kiiszob kiiszob
(Tp) (Ts) (Tr)
Alap modell, WT (5.5. és 5.6. dbrak)
WT | 12 | 10 | 10
Modellek emelt QS valaszkiiszobokkel (5.5. dbra)
Tre 12 45 10
Ts+ 12 10 20
Tr: Ts+ 12 45 20
Modellek emelt QS valaszkiiszobokkel €s/vagy novelt fitnesszel
(5.6. abra)
Tp. 6 10 10
Te: Th. 6 45 10
Ts:+Tp- 6 10 20
T+ Ts+ Tp. 6 45 20

Az egyiittélés kulcsa mindharom esetben, hogy mig a magasabb ¢s az alacsonyabb QS
valasz kiiszob kozti koncentracio tartomanyban a lassabban novo faj (WT) tud csak rajzani, van
tehat elonyben, addig a rajzasi sav egyéb régioiban, ahol mindketten aktiv allapotban vannak, a
gyorsabban novo a dominans. Ahogy az 5.7. abra is mutatja a sejtek altal termelt diffundalo QS
anyagok alapjan a két sejttipus mas-mas zonaban aktiv. A WT sejtek hamarabb kezdenek
rajzani, az aktiv sav elején csak 6k vannak még aktiv allapotban, ez az 6 régiojuk. A sav tobbi
részében viszont, ahol a gyorsabban osztddo sejtek is rajzo allapotban vannak, mar ezek
kerekednek feliil a versengés soran. (A sav vége, ahol mar nincs tapanyag, most kevésbé fontos.)
A tapanyag fogyasaval a rajzasi 0v folyamatosan halad eldre a jel és faktor koncentracid
gradiensekkel egyiitt, igy a WT sejtek szamara is folyamatosan biztositott a tapanyagban gazdag
rajzasi ,,frontvonal”, ahol nem kell a masik, gyorsabban 0szt6d6 fajjal versengenitik.

A megemelt QS szignal és faktor kiiszobok értékeit a kisérletekhez tigy valasztottam meg,
hogy a sejtek még onmagukban is rajzasra képesek maradjanak, de a WT dominalta sav is
kell6en széles legyen ahhoz, hogy ott egy magat stabilan megtjitani tudd, kelléen nagyszamu
kozosség johessen létre. Ez itt 2-4-szeres kiiszob emeléseket jelent, a természetben ezek a
kiilonbségek joval nagyobbak is lehetnek [179]. A kiilonbozo kiiszobértékeket a szignal és a
faktor kiilonb6zd gradiensei indokoljak (lasd 5.7. &bra), amik a modellben az eltéré anyag

termelési, lebomlasi és diffiizios paraméterek miatt alakulnak ki.
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5.7. abra: Jellemz6 koncentracid viszonyok az 5.6. abran Osszegzett stabil egyiittélést eredményezd
szimulaciok soran. B: magasabb jel, alacsonyabb osztodasi kiiszob; C: magasabb faktor alacsonyabb
osztodasi kiiszob; D: magasabb jel, faktor és alacsonyabb osztodasi kiiszob. A folytonos vonalak jelzik a
szimulacids racs soraiban, a szaggatott vonalak pedig a kiiszobértékeket. Kék vonal a WT, piros vonal a
modositott (fittebb, de moderalt viselkedésii) sejtek mennyiségének atlagos eloszlasa a szimulacios
racson. A kék és piros vizszintes vonalak jelzik a régiot, ahol az egyes fajok aktivak. Mindharom abran
lathat6, hogy a WT hamarabb kezd rajzani igy az aktiv zona elején van egy teriilet (R1 és 2 kdzt), ahol

csak 6 aktiv, és van eldnyben.
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Szamitogépes szimulacioés eredményeim tehat megmutattak, hogy a QS modellben
kiilonbo6zo fitneszl fajok tartos, stabil egylittélését eldsegitheti, ha a fittebb faj nem hasznalja ki
maradéktalanul a teljes életterét, ,,onmérsékletet tanusit”, amely onmérséklet pedig elérhetd a
QS valaszkiiszobok emelésével. Ez felhivja a figyelmet ennek a természetben is igen elterjedt
egyszerl jelenségnek a szerepére az életterck felosztasaban és ezaltal a komplex mikrobialis
kozosségek fenntartasaban. A kevésbé életképes, lassabban n6vo fajokra is sziikség van ugyanis
egy kozosségben, mivel ezek eldallithatnak példaul a tobbi faj szamara fontos anyagokat vagy
el6készithetik az életteret mas sejtek megtelepedéséhez. A komplex, kiilonb6zo fitneszii fajokat
tartalmazo rendszerek egy masik elénye, hogy hatékonyabban képesek alkalmazkodni a valtozo
kornyezethez. Mig egy monokultura esetén ehhez mutacidkkal végbemend evolucios valtozasok
sziikségesek, addig egy diverz kdzosségben nagyobb eséllyel lesz az uj koriilményeket jobban
elvisel6 faj, ami elszaporodva valamelyest megvaltoztatja fajosszetételt, ami lényegesen
gyorsabb, Okologiai léptékli adaptalodast jelent. Eredményeim alapjdn quorum sensinget
hasznalé baktériumok kozott a kiillonbozé valasz kiiszoboknek fontos szerepe lehet ezen

folyamatok megvaldsitasaban.

5.3. Mérsékelt parazitak vizsgalata

Az el6zé fejezetben a fitnesz elényt egyszerlien az osztodasi energiakiiszob (Tp)
csokkentése jelentette. Ilyen elony viszont elérheté mas modon is, példaul az 5.1. alfejezetben
targyalt SB ¢és SN mutans sejtek is gyorsabban szaporodnak a WT-nél, mivel nem kell
kommunikacids (jel) és/vagy kooperacids (faktor) anyagok termelésére forditaniuk energiat.
Ezek a mutansok viszont dnmagukban nem életképesek, nem tudnak hatékonyan terjeszkedo,
rajzé kozosséget 1étrehozni. Természetes korlilmények kozott az egylittéld fajok (sokszor a
parazitak is) képesek oOnallo életre [182], nincsenek teljes mértékben raszorulva az
egyiittmiikodo partneriikre (a gazdara), annak jelenléte ,,csupan” segitség szamukra. Azonban
invazivak, ha a gazda kozelébe keriilnek, képesek elszaporodni a kedvezd kozegben,
ugyanakkor nem szoritjak ki onnan, a nekik eldnyt biztositd sejteket sem (mint ahogy a SB
sejtek teszik). Tehat csak annyira hasznaljak ki a gazdat, hogy tartosan ,,hasznot hiizhassanak
bel6le”, de annak ez ne legyen elviselhetetleniil hatranyos. Ezt a jelenséget nevezhetjiik
fenntarthatd parazitizmusnak, ami az eddig hasznalt interakcios sémaknal [17] valosaghlibb,
realisabb megkdozelités.

A fenntarthato parazitizmus modellezéséhez a WT és az SB sejtek kozti tigynevezett

részleges mutans (partial mutant, PM) sejteket definialtam, amelyek szignal és faktor termelése,
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tehat QS képessége a WT-hez képest csokkent, de nem 0, mint az SB esetén (nem knock out
mutacioval van dolgunk tehat). llyen mutansok a természetben is kialakulhatnak. Példaul, ha a
LuxR receptor fehérje DNS-kot6 képessége csokken egy genetikai valtozas miatt, akkor
kevésbé hatékonyan serkenti a k6zos javak és QS jelek termelését és igy a sejt kommunikacios
¢s kooperacios képessége is csokken. A tartos egyiittélés érdekében ezt az energiatakarékosabb
mitkodést sziikséges kompenzalni, amit az el6z06 fejezetben ismertetett modon, a szignalkiiszob

emelésével oldottam meg (ez pl. a LuxR csokkent AHL-k6t6 képességnek feleltethetdé meg).

5.3.1. Onalloan rajzé, WT-vel stabil egyiittélésre képes mérsékelt parazitak

definialasa

crer

[153]. Egyaltalan nem kooperalo (SB-hez hasonld) parazitakat hasznalt és megmutatta, hogy az
onmérséklet kiilonboz6 formai segitik a tartoés egyiittélés kialakitasat a WT sejtekkel. Az
onmérsékletet négyféleképpen fogalmazta meg, az eldzd fejezetben emlitett magasabb jel és
faktor kiiszobon tl vizsgalta annak hatasat is, ha a parazita sajat jelét érzékelve kertili el a
tulszaporodasat, illetve ha csak bizonyos rendelkezésre allo tapanyagszint felett marad aktiv
allapotban. Ezek a parazitak viszont nem voltak képesek 6nalldan, a WT sejtek nélkiil rajzani.

Ennek elérése érdekében vezettem be a részleges mutansokat (PM). Az agensek eredeti
paraméteri mellett viszont igy sem tudtam Onalléan rajzé és a WT-vel is stabil egyiittélést
kialakito sejteket definialni, igy koradbban rajzo és szélesebb aktiv sdvot alkotd agenseket
definialtam az 5.1.2. alfejezetben leirt modon. fgy mar elérheté volt a kivant viselkedések
Osszessége az 5.8. abran a sargaval jelolt terlilethez tartozd paraméterek (a WT-40% és WT-
65% kozti mutaciok valamint 40-45-6s jel kiiszob) esetén (A kisérlet paramétereit az F.1. F.2.,
F.6., F.7. tablazatok foglaljak Ossze.). Az abra vizszintes tengelyén jeloltem a mutaciok
sulyossagat. A WT-60% jelolés példaul azt jelenti, hogy a WT-hez képest 60%-kal kisebb az
aktiv allapotba Iépéskor a jel és a faktor termelés novekedése, igy ezek a sejtek csak a WT ,,40%-
nyit” kommunikalnak és kooperalnak. A fiiggéleges tengelyen a jel valaszkiiszob lathatd. Az
onmérsékletnek azért ezt a modjat valasztottam, mert ezt tartottam a legkdnnyebben
interpretalhatonak €s a biologiai analogiak terén is a legkézenfekvobbnek.

A paramétertér feltérképezése (15000 1épéses szimulaciok) megmutatta, hogy alacsony
jel kiiszobok esetén a PM sejtek kiszoritjak a WT-t a kozdsségbdl (5.8. abra piros vonal alatt),
tul magas kiiszobnél viszont nem képesek rajzani, igy a WT marad csak meg (5.8. abra zold
vonal felett). Stilyosabb mutaciok és magasabb jel kiiszobok esetén alakulhat ki tartos egyiittélés

a kiilonbozo sejtek kozt (szétvald zold és piros vonal kozt), ugyanakkor a stlyosabb QS
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mutaciok csokkentik a PM kozdsség onallo életképességet, csak alacsonyabb jel kiiszobbel

tudjak elinditani a rajzast (5.8. abra kék vonal alatt).

WT-PM interakcidk

== PM Gn&llG rajzas felsd korldt

el kiiszéh

== P dominancia felsd korlat

20 stabil egylittélés + . _ i )
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5.8. abra: A fenntarthatdo parazitizmus paraméterinek meghatarozasa (a jel és faktor termelés
csokkenésének hatdsa a QS jel valasz kiiszob fliggvényében). A kék vonal alatt a sejtek nem képesek
onalldan rajzani. Kevert kezdeti telep esetén a piros vonal alatt a PM sejtek kiszoritjak a WT-kat a z6ld
felett pedig a WT sejtek a PM-kat. A sargaval jelolt részen taldlhatdéak a WT-vel stabil kozosséget

kialakitani képes és onalloan is rajzo és részleges mutansok paraméterei. A szimulaciok 15000 iteracio

hosszuak voltak.

5.3.2. Az életképes és stabil mérsékelt parazitak tulajdonsagai

A tartés egyiittélés koriilményeinek vizsgalatara a WT-65%-0s 40-es jelkiiszobl
mérsékelt parazitat (PM) valasztottam, mivel ez volt a legkevésbé kommunikalo és kooperald
agens tipus, ami még 6nalldan is képes volt rajzani, tehat itt volt varhato a legnagyobb kiilonbség
a PM (5.9.A abra) és a WT (5.9.B abra) viselkedés kozt. Minkét sejttipus stabilan rajzo
kozosséget alakit ki, de a PM-ek rajzasa késobb kezdddik, mivel a csokkent QS és a magasabb
jel kiiszob miatt lassabban tudjak elérni az ehhez sziikséges koncentracid viszonyokat. A
keskenyebb rajzasi sav miatt (5.2.2. alfejezet) a stabil PM populacié 1étszama is kisebb a WT-
nél. Az 5.9.C abran lathato, hogy a kétféle sejt képes egyiittélni, ha 50-50%-ban vannak jelen
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kezdetben, de a PM invaziv is (5.9.D abra), tehat kis kezdeti mennyiségbdl indulva, példaul
szennyezésként a kozosségbe keriilve is elterjed a WT kozt, de nem szoritja ki azt teljesen. A
PM/WT arany mindkét esetben ugyanazon jellemz6 érték koriil mozog, ami a QS csdkkenés

(finesz elény) és az onmérseklet (jel kiiszob) mértékétol fligg.
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5.9. ébra: 40-es szignal kiiszobti WT-65%-0s mérsékelt parazita életképessége egyediil, invazivitasa,
valamint tartds egyiittélése WT sejtekkel. A: PM sejtek egyediil; B: WT sejtek egyediil; C: 50-50% PM
és WT sejtbdl allo kezdeti populacio fejlédése; D: 4 db PM és 1996 db WT sejtbdl allo kezdeti kdzosség
fejlodése (invazivitas). Piros vonal a PM, kék a WT sejtszama a szimulacio soran. A szimulaciok 2000

db agenssel indultak és 15000 iteracion at futottak.

Az 5.10. abra az el6z6 4 kisérletbdl (PM egyediil, WT egyediil, 50-50% PM-WT, PM
invazivitas) mutat pillanatképeket a telepekrél kiilonbozé idépillanatokban. A jobb oldali
panelen latszik, hogyan kolonizalja a kezdetben kisszamti PM a WT dominalta telepet. Masrészt
lathatd, hogy a tisztan PM telep lassabban, kevésbé hatékonyan rajzik, mint a tisztan WT, a
kevert telepek viszont szintén a WT sebességével haladnak. Ennek hatterében az all, hogy amint
arrol az 5.2. alfejezetben irtam, a rajzasi sav eleje csak a WT sejteké, a nagyobb QS
valaszkiiszobiik miatt masok ott nem lehetnek jelen aktivan. Ugyanakkor ez a rajzasi front
hatarozza meg az egész kdzosség sebességét (amely teriileteket az itteni sejtek birtokba vesznek,

a telep részévé tesznek, oda a tobbiek is beléphetnek mar). A megfelelé koncentracidoviszonyok

74



DOI:10.15774/PPKE.ITK.2019.002

A
A 700
o lépés
[
~@
=
%]
~@
..N
m
o

B

M 1400

i leépés

[
-
T
-0
Lt‘hl

m
o

W e S, iyt O e s mices]
TR P
¢ ;I” m

A S000  reweososams ! "
o lepes

[
e
T
-0

N
| | Eerer———
o

WT+PM WT+PM
50-50% invazio
5.10. abra: 40-es szignal kiiszobi WT-65%-0s mérsékelt
parazita (PM); WT; 50-50%-o0s kezdeti elegylik és kezdetben

PM WT

4 db PM 4genst tartalmazd populaciok rajzdsa. A
pillanatfelvételek a szimulacios teret mutatjak A: 700; B:
1400; C: 5000 lépés utan. A pontok az agensek, a két
jobboldali panelen kékek a WT, pirosak a PM agensek. A
szimulaciok 2000 db agenssel indultak és 15000 iteracion at

futottak.
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kozt fittebb, gyorsabban novo

PM elol tehat ,,elore
menekiilnek” a WT sejtek és
ezzel ,utat tornek” az egész
ko6zOsség szamara.

Az invazivitas
szimulédcidja soran vizsgaltam a
szepardcié mértékét és az egyes
sejttipusok  szdmara  elérhetd
atlagos tdpanyagmennyiségeket
is. A szeparacid Dbecsléséhez
kihasznaltam, hogy a modellben
a tér diffundalé anyagok (pl. a
tapanyag) miatt celldkra osztott.
Cellanként meghataroztam az
egyes sejttipusok aranyat, és ez
alapjan osztottam a cellakat
tisztan WT, tisztan PM és kevert
csoportra, majd Osszegeztem az
egyes csoportokban az agensek
szamat [18]. A csoportositashoz
80%-0s

alkalmaztam, tehat példaul 10

tisztasagi  kiiszobot”
sejt esetén az adott cellaban
maximum 2 lehetett mas tipust,
mint a tobbi, ahhoz, hogy a cellat
még tisztanak tekintsem.
Jellemzden 6-7 sejtet tartalmazott
1-1 cella, igy legfeljebb 1 sejt
lehetett eltérd. Az 5.11.A abra
alapjan  ezzel a  szigoru
kiiszobértékkel a sejtek nagy
része kevert (zold vonal) vagy
tisztan PM (piros vonal) régioban
talalhato, és csak kevés sejt van

tiszta WT teriileten (kék vonal),
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ez a rajzas ,,frontvonala”. (A kiiszob csokkentésével né a WT régios sejtek szama a kevertek
rovasara.)

Az 5.11.B abran lathato az egyes régiokban él10 sejtek atlagos tapanyag ellatottsaga. Ezt
ugy szamoltam, hogy megszoroztam a régié minden cellajaban a sejtszamot az ott 1évo tapanyag
mennyiséggel, majd normaltam a sejtek szamaval. Ez megadja, hogy a régio egy sejtje atlagosan
mennyi tapanyaghoz férhet hozza, milyen gazdag élelemben a kozeg, ahol €él. Az eredmények
azt mutatjdk, hogy a WT régidban (ez a rajzasi front) a legtobb a tapanyag (kék vonal), a PM
dominalta részen pedig a legkevesebb (piros vonal) (ez az aktiv zona tdpanyagszegény vége).
Itt a PM sejtek gazdasagosabb miikodésiik (csokkentett QS) miatt tudnak tovabb életben
maradni, mint a WT-k. A kevert régio atlagos tdpanyagtartalma (z6ld vonal) a két tiszta rész
koz¢ esik. Hasonlo eredményeket kapunk akkor is, ha nem osztjuk régiokra az életteret, hanem
minden WT vagy PM sejtre dsszegezziik a celldja tapanyagmennyiségét és ezt normaljuk az
adott tipusu sejtek szdmaval. Ekkor is a WT sejtek élnek atlagosan tdpanyagban gazdagabb
kozegben (ciankék vonal), mint a PM-ek (lila vonal).

A
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5.11. abra: 40-es szignal kiiszobi WT-65%-0s invaziv PM és WT sejtek szeparacidja és tapanyag
hozzaférése. A: az egyes régiok (WT régio: kék, PM régid: piros, kevert régio: zold) sejtszamanak
alakulasa a szimulacid sordn; B: a régiok sejtjeinek (WT régiod: kék, PM régio: piros, kevert régio: zold)
¢és az egyes sejteknek (WT: ciankék, PM: lila) az atlagos tapanyag hozzaférése a szimulacié soran. A

szimulacio 2000 db agenssel indult és 15000 iteracion at futott.

A tartés egyiittélés kulcsa tehat itt is az, hogy a kiilonbozé sejttipusok legalabb
részlegesen felosztjak egymas kozott az életteret, ez esetben a rajzasi savot. A WT sejtek a
dominansak a sav elején, mivel itt csak 6k lehetnek aktiv allapotban, a PM sejtek pedig a tobbi
részen, ahol gyorsabban osztddhatnak, mivel energidjuk kisebb részét forditjak QS anyagok

termelésére. A sav elején tobb a tapanyag, itt a nagyobb energia sziikségleti, ,,tobbet dolgozd”
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WT ,uttorok” vannak tobbségben, mig hatul a tapanyagban szegény részeken az
energiatakarékosabb PM sejtek képesek tovabb életben maradni. A kevert kolonidk egyedszama
igy nagyobb lesz, mint az egy féle sejtet tartalmazoké, ami az egy kdzosségen beliili eltérd QS
jel érzékenyég és kooperacios faktor termelés kozosségi szintli elonyeire utal. Ez a jelenség
egyfajta emergens, az egyszerii viselkedési szabalyokbdl eléalldo munkamegosztasként is
értelmezhetd. A WT sejtek vezetik a rajzast, a PM sejtek pedig felhasznaljak a maradék
tapanyagot is. A feladatok és a preferdlt poziciok felosztas bar nem l1étsziikséglet, de kifejezetten
elényds a mérsékelt parazita szamara, mert 1étszamat tekintve 6 a dominans a kozdsségben és a
WT segitségével gyorsabban, hatékonyabban rajzik, mint egymaga. A WT szamara az
egylittélés a sejtszamok tekintetében hatranyos, de nem elviselhetetlen (nem szorul ki a
kozosségbdl), a rajzas sebessége szempontjabol viszont semleges (a kevert kozosségek is olyan
sebességgel rajzanak, mint a tiszta WT telepek). Ezzel a kisérleti elrendezéssel egy a
mikrobiomok természetes dinamikajahoz hasonlobb in silico rendszert sikeriilt alkotnom, ahol
egy Onmagaban is életképes sejttipus (faj) képes megtelepedni egy 1) élettérben, tartdsan
kihasznalni annak eredeti tagjait, és ahol a kiilonb6z6 fajok koordinaljak miikodésiiket valamint

elhelyezkedésiiket a telepen.

5.4. Az antibiotikum termelés hatasa kiilonb6z6 baktériumpopulaciok

egyiittélésére

A fent leirtak ellenére a természetes mikrobialis kozosségekben az er6forrasokért torténd
versengés szerepe sem hanyagolhatd el. A pozitiv kooperacios faktorok mellett a sejtek
negativan is képesek hatni egymasra. Ezen a ,.kémiai harctéren” a legismertebb ,,fegyver” az
antibiotikum (AB) termelés. A Chromobacterium violaceum (Cv) példaul képes érzékelni a
Burkholderia thailandiensis (Bt) baktérium QS jelét és AB termeléssel valaszolni erre. A Cv
tehat ,,lehallgatja” a Bt kémiai kommunikacidjat és a QS aktivacios kiiszob elérése el6tt elkezd
AB-t termelni ellene. A Bt igy nem képes megtelepedni Cv altal lakott élettérben [183]. Az
ehhez hasonldé mechanizmusok, ahol egy sejt gy védekezik a versenytarsaval szemben, hogy
annak kémiai jelét érzékelve antimikrobidlis anyagokat termel ellene, igen elterjedtek az
¢lovilagban [184], [185]. Ezért meriil fel a kérdés, hogy ilyen koriilmények kozt is kialakulhat-
e stabil, tartos egyiittélés a sejtek kozt, illetve hogy a QS valasz kiiszébok moduldldsa milyen
hatassal van erre. Az alabbiakban ezekre a kérdésekre keresem a valaszt az AB termeléssel és

érzékeléssel bovitett QS modell segitségével.
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5.4.1. Szignalizacios stratégiak

Az antibiotikum termelést két fajt tartalmazd kozdsségekben vizsgaltam, ahol az AB
termeld (ABP) faj képes érzékelni, ,,lehallgatni” az AB-ra érzékeny (ABS) masik faj QS jelét,
¢s ha ez atlép egy hatart, akkor antibiotikum termelésbe kezdeni ellene. Ez egy igen egyszeri
kisérleti elrendezés, ugyanakkor mar itt is tobb lehetOséget kell megvizsgalni. A két faj QS
rendszerei lehetnek példdul azonosak, teljesen vagy csak részben kiilonbozoek, és az AB
jelenléte vagy hianya mellett ezek az elrendezések is befolyasoljak az egyiittélés lehetdségét.
Csoportunk kordbban vizsgalta az egyes quorum sensing rendszerek kozti athallast, mas fajok
jelének és/vagy faktoranak hasznositasat és ennek hatasat az egyiittélésre [18]. AB termelés
nélkiil végzett kontroll kisérleteim eredményei egyeznek ezekkel a korabbi megfigyelésekkel.

Azonos QS rendszerek esetén nem értelmezhetd az antibiotikum termelés fent bemutatott
sémaja. Itt a fittebb (példaul alacsonyabb osztodasi kiiszobli vagy kisebb metabolikus energia
igényll) faj kiszoritja a masikat, de ez a fitnesz elény kompenzalhato a ,,0nmérséklettel”, QS
kiiszobok modositasaval, amint azt a korabbi alfejezetekben lathato volt. A kiilonb6z6 szignalt
¢s faktort (de azonos tapanyagot) hasznald sejtek nem képesek tartosan egyiittélni [18], a
gyorsabban novekvé faj kiszoritja a masikat. Ezen az antibiotikum termelés sem valtoztat.
Ekkor, amennyiben az AB termelés nem igényel olyan nagy energiat a sejtektol, hogy emiatt
komoly hatranyba keriiljenek, 6k keriilnek ki gydztesen a versengésbol és népesitik be az
¢letteret. Ezen ABP sejtek elonye csokkenthetd példdul magasabb metabolikus energia,
osztodasi energia kiiszob alkalmazasaval, az AB termelés koltségének emelésével vagy az ABS
sejtek tolerancidjanak novelésével. Igy a két faj életképessége egyensilyba hozhato és idészakos
egylittélés 1étre is johet kozottiik, amit viszont a korabbi megfigyelésekkel 6sszhangban [18]
véletlenszerlien az egyik faj elterjedése és masik kihatasa kovet (sztochasztikus kizaras). A
részben kiilonbozé QS rendszerek koziil a vazolt AB termelési séma mellett csak a kiilonb6z6
jel, azonos faktor eset értelmezhetd. Itt kialakulhat a tartds egyiittélés azonos fitnesz vagy
onmérséklet esetén, ami AB jelenlétében is fenntarthatd, amennyiben az AB termel6 sejteknek
van valamilyen fitneszt csokkentd ,,hatranyos” tulajdonsaguk. A tovabbiakban ezzel az utobbi
esettel foglalkozom részletesebben. A kiilonb6zé QS rendszerekkel végzett szimuldcioim

eredményeit pedig az 5.5. tdblazat foglalja 6ssze.
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5.5. tablazat: A kiilonb6z0 szignalizacios stratégiak és a moderalt viselkedés hatasainak 9sszefoglalasa.

Az eredményeket szolgaltatd szimulaciok 5000 iteracié hosszuak voltak és 1000-1000 kezdeti sejttel

mindkét fajbol.
Nincs ,,6nmérséklet” ,, Onmérséklet”
. nincs AB a ﬁtt,ebb fa.! k,l S,ZOHU a a masikat, lehet tartos
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esetén
. a fittebb faj kiszoritja a masikat,
nincs AB . .
termelés véletlen kizaras azonos fitnesz o fittebb fai kiszoritia
Kiilonbozé QS rendszer esetén Y. L
a masikat
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masikat
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Részben kiilonbdz6 QS termelés esetén lehet tartds
rendszer (azonos faktor) egylittélés
: AB 16 kiszoritj
AB termelés az termf: 9 1szoritja a
masikat

5.4.2. Az antibiotikum termelés hatasa és tipusai

A vizsgalt rendszerben mindkét faj ugyanazt a QS faktort (F) termeli és érzékeli, tehat a
sejtek képesek kooperalni, de kdzvetleniil kommunikalni nem, mivel a szignaljaik kiilonbdznek
(S1, S2). Az AB termeld faj egyedei viszont érzékelik, ,,lehallgatjdk” a masik szignaljat, és ha
ez meghalad egy bizonyos koncentraciot, elkezdenek AB-t termelni ellene (5.12. abra). Az AB
pedig bizonyos koncentracid (természetes tolerancia) felett valamilyen hatranyt okoz a ra
érzékeny fajnak. (Az AB termelés energiasziikséglete a bemutatott szimulaciokban a jeltermelés
energiasziikségletével egyenld, tehat nem jelent komoly metabolikus terhet.) Kétféle hatranyt,
AB hatasmechanizmust implementaltam a modellben. Az egyikben az ABS sejt AB jelenlétében
csak extra energia befektetésével képes életben maradni, tehat energetikai hatranyba keriil a
termeldvel szemben. Ez a hatrany a bemutatott szimulaciokban jelentds, tehat az ABS sejtek
gyors halalahoz vezet (baktericid hatas). A masik esetben az AB hatasara az ABS sejt visszalép
alapallapotba, és nem képes tovabb rajzani (bakteriosztatikus hatas), ez felfoghat6 gy, hogy az
antibiotikum blokkolja a QS-t. A hasznalt sejttipusok paramétereit az F.8-F11. tablazatok

foglaljak Ossze.
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AB termeld AB érzekeny

5.12. abra: Kiilonb6z6 szignalokat (S1, S2), azonos faktort (F) és antibiotikum (AB) termelést magaban

foglal6 rendszer szabalyozasanak vazlata.

Az 5.13. abran lathato kisérletekben az ABS sejtek kis fitnesz eldnyben voltak az AB-t
termeldkkel szemben (alacsonyabb volt az osztddasi kiiszobiik). Ekkor, mint varhat6 volt AB
termelés nélkiil ki is szoritottdk a masik fajt (5.13.A és D abrak). Az azonban AB termeléssel
képes volt védekezni ez ellen, gatolni tudta a masik faj terjedését és igy mas folyamatok
jatszodhattak le. Amennyiben az AB termelés beinditasanak kiiszobértéke (Tap) megegyezett
az ABS faj rajzasi kiiszobével (Tr) (az ABS szignaljat érzékeli az ABP), akkor az ABS faj
egyaltalan nem tudott aktiv allapotba 1épni és hamarosan kipusztult (5.13.B és E abrak).
Azonban, ha az AB termelés csak magasabb S2 jelszintnél indult be, akkor mindkét sejt tartosan
fennmaradhatott a kozosségben, mivel az ABP ,,6nmérséklete”, moderalt viselkedése révén
engedte rajzani az ABS-t is (alacsonyabb szignalszintek mellett) (5.13.C és F abrak). A

kisérletek paramétereit az 5.6. tablazat foglalja Gssze.
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5.13. abra: ABS (kék) és ABP (piros) fajok versengése. A,B,C: baktericid antibiotikum hatas; D,E,F:

bakteriosztatikus antibiotikum hatas. A,D: nincs AB termelés, a fittebb (alacsonyabb osztédasi kiiszobii)
ABS kiszoritja a WT-t; B,D: az ABP AB termelése olyan koncentracional kezdédik, amikor az ABS
rajzasa (TRABS=TasABP), az ABS kipusztul; C,F: az ABS magasabb koncentracional kezd AB-t

termelni, mint, ahogy az ABP rajzani kezd (TRABS<TasABP), a két faj képes stabilan egyiittélni. Az

abrak az egyes kozosségek egyedszamat mutatjak a szimuldcios 1épések fiiggvényében. A szimulaciok

5000 lépésig futottak és a kiindulasi populacié 1000-1000 sejt volt mindkeét sejttipusbol.
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5.6. tablazat: Antibiotikum termelési és osztodasi kiiszobok az antibiotikum hatasanak vizsgalatahoz.

Osztodasi AB termelési Valasz
Sejt modell kiiszob kiiszdb kiiszob
(To) (Tan) (Tr)
Alap modell, WT (piros 12 ) i
5.13.A,D abrak)

Antibiotikum érzékeny modell (kék 5.13. abra)

ABS | 11 | - | 10
Baktericid antibiotikum termel6 modell, ABP (piros 5.13.B,C abrak)
Tasg=Tr 12 10 -
Tasg>Tr 12 30 -
Bakteriosztatikus antibiotikum termelé modell, ABP (piros 5.13.E,F 4brak)
Tapg=Tr 12 10 -
Tag>Tr 12 30 -

A kétféle antibiotikum hatdsmechanizmus alkalmazasakor azonban masként szoritja ki
az ABP az ABS fajt és masként alakul ki az egyiittélés is koztiik. Baktericid esetben 6nmérséklet
nélkiil (5.13.B abra) az AB termelé azonnal elpusztitja az AB érzékeny fajt, moderalt AB
termeléskor pedig stabil arany alakul ki a két sejttipus kdzott (5.13.C abra). Ha azt vizsgaljuk,
hogy az egyes fajok egyedei milyen metabolikus allapotban vannak a szimulacié soran (5.14.C
abra), akkor latszik, hogy a sejtek tobbsége mindkét fajban rajzo allapota és mindig csak kevés
sejt érintett az AB termelésben (kevés az AB termeld, és a hatast elszenved¢ is). Ezt tAmasztjak
ala a kialakulo koncentracié gradiensek is (F.6.C abra). Ennek hatterében az all, hogy az AB
hatasat csak nagyon rovid ideig képesek toleralni az ABS sejtek, igy koncentracidjuk (ami
kiiszobértéket, gyorsan visszaesik a kiiszob ald, kisebb mennyiségli AB hatéséra is. Az ABS
koncentracio csokkenésével pedig ledll az AB termelés is. Ez okozza az ABS sejtszdm finom,
gyorsan, finoman (kis AB termeléssel célzottan az ABS feldisulasok helyén), és hatékonyan
képes az ABS fajt egy adott szinten tartani.

A bakteriosztatikus hatas az el6z6vel szemben csak az ABS sejtek rajzasat blokkolja,
visszaveti Oket alapallapotba, ahol lassabban mozognak, nem vesznek részt a QS-ben, de ezért
kevesebb energiat is fogyasztanak, igy tadpanyagszegény kornyezetben tovabb életben
maradhatnak, kell§ tadpanyagforras esetén pedig gyorsabban is osztddhatnak rajzo tarsaiknal
novelve ezzel koncentracidjukat. Az 5.13.E abran is lathato, hogy amig van tapanyag, életben
maradnak AB hatasa alatt is. Stabil egylittélés esetén pedig a kozosségben tartosan jelen van az
antibiotikum (F.6.F abra) és az ennek kitett sejtek mennyisége is szamottevd (5.14.F abra). Az
AB itt tehat egy ,,puhabb”, kevésbé drasztikus, de folyamatos hatast fejt ki, ami mellett az ABS

populacid egy része tartoés gatlasban, de esetleges hasznos metabolikus funkcidit a kdzosség
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javara ellatva él. Nem tudja azonban kiszoritani az ABP-t, mert amikor el6l elszaporodik, az ott
beinduld AB termelés lelassitja és igy hattérbe kényszertil a rajzasi frontrol.

Baktericid AB Tg ABS < Tog ABP
Tp ABS < T, ABP

——baseling 52
S2+F 1 (5anse 52)
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5.14. abra: Az 5.13.C és F abrak sejtszamai sejt allapotonként a szimulaciok soran. C: baktericid AB
hatas; F: bakteriosztatikus hatas. A fenti abrak az ABS; lentiek az ABP sejtek allapot szerinti eloszlasat
mutatjak; a ciankék vonalak az AB termelésben és a ra adott valaszban nem érintett sejteket; a sotétkék
szaggatott vonalak pedig az AB-t termeld és az AB altal befolyasolt sejteket jelolik (a tobbi allapot
mennyisége nem jelentds). A szimulaciok 5000 1épésig futottak és a kiindulasi populacio 1000-1000 sejt
volt mindkét sejttipusbol.

Kétféle antibiotikum hatdsmechanizmussal is megmutattam tehat, hogy modelliinkben a
valaszkiiszobok révén megvalosuld onmérséklet képes kompenzalni az AB termelés jelentette

elényt olyan azonos tapanyagforrason versengd, de kozos faktort hasznald (kooperalasra is
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képes) fajok esetén. Ezen eredmények alapjan megallapithato tehat, hogy a QS modellben
antibiotikumok (negativ, gatld kdlcsonhatasok) jelenlétében, amint az a természetes mikrobialis
kozosségekben is megfigyelhetd, lehetséges tartos egylittélés kiilonbozo sejttipusok kdzott, ha

kialakulhatnak olyan koriilmények, ahol novekedhet az AB érzékeny sejt is.
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6. Osszefoglalas

6.1. Uj tudomanyos eredmények

Tézis 1.: Agens-alapu szamitogépes modellt fejlesztettem, mellyel megmutattam, hogy a
baktériumkozosségekben megfigyelhet6 horizontalis géntranszfer révén stabil dsszetételii,
sok fajt tartalmazo, kiilsé hatiasokkal szemben ellenillé kozosségek alakulhatnak ki,
melyek antibiotikum-rezisztens opportunista patogéneket is képesek Kiszoritani.

Kapesolodé publikaciok: [J1], [C3], [C4]

Ugy talaltam, hogy egy 6sszeszokott diverz mikrobiom meg tudja védeni magat még az
egyes tagjainal joval erésebb kiilsé betolakoddkkal szemben is, mig egy nem 0sszeszokott (naiv)
kozosség tagjait nagyszamu, naluk erésebb monoklonalis tamado-csoport képes kiszoritani,
(4.8. abra). Ennek hatterében az all, hogy gyakorlatilag kizart, hogy egy a kdzdsségen kiviilrol
érkezett betolakodo ab ovo rezisztens legyen a kozosségben jelen 1évo Osszes AM-ra. Ez
egyébként egybevag a biologiai tapasztalattal, miszerint a taplalékkal kiviilrol szervezetiinkbe
jutott mikroorganizmusok nagy részét nem az immunrendszer, hanem a bélfloéra, mint a
szervezet els6 védelmi vonala pusztitja el.

Az egészségiligyi intézményekben komoly problémat jelentd Clostridium difficile
fertdzést nem lehet antibiotikumokkal sikeresen és tartosan megsziintetni, egészséges donorbol
szarmaz6 bélflora visszajuttatasaval (széklet transzplantacid) viszont jo eredménnyel
gyogyitjak. Az egészséges, diverz, teljes metabolikus kapacitassal rendelkezd, sok AM-t
termeld mikrobiom ugyanis képes kiszoritani az egyes fajokndl ellenallobb, de a teljes
kozosségnél keveésbé erds patogént. Szimulacios eredményeim is alatdmasztjak ezt, mutatva a
HGT utjan kialakult 6sszeszokott k6zosség erejét mind kiilsd, mind belsd tdmadodkkal szemben

(4.9. abra).

Tézis 2a.: Agens-alapi modellel kimutattam, hogy a bakterialis jelek és kooperacios
faktorok iranti eltéré érzékenység lehet6vé teszi a Kkiilonbozo életképességii fajok
egyiittélését, valamint munkamegosztas kialakulasat az élettérben részlegesen szeparalt
kozosségek kozott. Ez a jelenség értelmezheté a mikrobak egyfajta ,,0nmérsékleteként”
mivel lehetové teszi a kevésbé életképes fajok megmaradasat a kozosségben.

Kapcsolodé publikacio: [J2]
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Kisérleteket végeztem két sejttipussal, amelyek vagy csak a szignal, vagy csak a faktor,
vagy mindkettd érzékelési kiiszobértékeiben eltértek egymastol. Ekkor minden esetben az
alacsonyabb kiiszobbel rendelkezd, elobb reagald faj szoritotta ki masikat. Ha viszont az eldbb
reagalo faj altalanos fitnesze kisebb volt a késébb reagaldénal, példaul ritkabban (nagyobb
energiaszintnél) osztodott, akkor lehetséges volt a tartds egyiittélés a fajok kozt (5.5. és 5.6.
abrak). Ennek oka, hogy mig az els esetben az alacsonyabb kiiszob értékek egyértelmiien
szelekcids elonyt jelentettek, addig a mdasik esetben ez az elény csak részleges volt. Ezzel
megmutattam, hogy a kiillonb6zé fajokban megfigyelhetd kiilonb6zé QS valasz kiiszobok
eldsegithetik a fajok tartds egyiittélését egy mikrobiomban.

Tézis 2b.: Agens-alapi modellel vizsgaltam csokkent kooperaciés és kommunikacios
képességiik révén fittebb sejtek hatisat a rajzé baktériumkozosség szerkezetére.
Kimutattam, hogy ezek az onalléan is életképes (rajzé) sejtek akkor tudnak tartds
egyiittélést kialakitani erésebben kommunikalé és kooperalo sejtekkel, ha moderaltan
viselkednek, példaul magasabb jelszint esetén aktivalodnak. Ezzel a korabbi Kkisérleti
elrendezésnél realisabb, a természetes kozosségekben megfigyeltekre jobban hasonlité
egylittmiikodési format irtam le.

Kapcsolodé publikaciok: [J2], [C1]

Ebben az elrendezésben a mutans magaban is képes rajzani, bar 1ényegesen lassabban és
kissé késobb indulva, mint a WT, valamint kis mennyiségben kdzé keriilve el is terjed benne
jellemzé WT/PM aranyt alakitva ki (5.9. abra). Az egyiittélés kulcsa, hogy a PM-sal szemben
kevésbé életképes vad tipusu sejtek korabban kezdenek rajzani, igy 6k keriilnek az aktiv zona
elejére. Az igy kialakult részleges fizikai szeparacio feladatmegosztést is jelent két sejttipus
kozott. Az egylittesen rajzo kolonia sebességét az elol halado kisebb szamtt WT hatdrozza meg,
¢s ez a sebesség egyenld azzal, mint amikor csak egyediil halad. A nagyszamu parazita, azaz
részleges mutans pedig koveti az ,,uttéréket”, gyorsabban osztodva, mint amire magaban képes
lenne, és hatékonyabban hasznositva a rendelkezésére allo tapanyagot, mint a WT. A kevert
kolonidk egyedszama igy nagyobb lesz, mint az egy féle sejtet tartalmazoké. A fenti
megfigyelések az egy kozosségen beliili eltérd QS jel érzékenyég és kooperacios faktor termelés

kozbsségi szintli elonyeire utalnak.
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Tézis 2c.: Agens-alapii modellel kimutattam, hogy antibiotikum termelé és arra érzékeny
fajok egyiittélése is lehetséges, ha a két faj kooperacios rendszerei kompatibilisek, és az
antibiotikum termeld faj bizonyos korillmények kozott kevésbé életképes a masiknal.

Kapcsolodé publikaciok: [J2], [C2]

A vizsgalathoz egyiittélésre képes faj-parokat alkalmaztam. Ha a rendszerhez hozzaadtam
az antibiotikum révén megvaldsulo negativ interakcidt (pl. az egyik faj AB termelése gatolja a
masik fajt), akkor az AB termeld faj rendszerint kiszoritotta az AB-re érzékenyt. Az AB termelés
beindulasanak kiiszobértékét emelve viszont ismét 1étrejott a stabilis egyiittmiikodés (5.13.
érzékeny faj is elérhetett egy rajzashoz sziikséges koncentraciot miel6tt a kezd6dé AB termelés
visszaszoritotta. Vagyis megallapithatd, hogy antibiotikumok (negativ, gatldé kolcsonhatasok)
jelenlétében is lehetséges tartds egylittélés, feltéve, ha vannak olyan koriilmények, ahol az AB-

ra érzékeny faj is novekedhet.
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6.2. Az eredmények alkalmazasi lehetoségei

Munkam soran agens-alapi szamitogépes szimulaciokkal vizsgaltam mikrobialis
kozosségek tagjai kozt megfigyelhetd koordinacios és kooperacids jelenségeket. Ez az elméleti
munka a baktériumok kolcsonhatdsait befolyasold faktorok és alapelvek azonositasaval
segitheti a laboratoriumi kisérletes kutatdsokat. Tamogathatja, validalhatja eredményeiket,
kijelolhet uj célpontokat, amelyeket az in silico eredmények alapjan in vitro/ in vivo is érdemes
lehet vizsgalni. Ez altal kdzelebb keriilhetiink a mikrobialis interakciok és szabdlyozasi
mechanizmusok megértéséhez, amely tudas az ipar és az egészségiigy szdmos teriiletén
alkalmazhato lesz.

Aktudlis probléma az egészségligyben a tulzott antibiotikum haszndlat és az ennek
hatasara kialakulo6 tobb antibiotikumra is rezisztens patogén torzsek megjelenése. Ezek gyakran
koérhdzakban fordulnak eld, ahol stlyos veszélyt jelentenek az ott kezelt legyengiilt
immunrendszerii betegekre. Tartds kiszoritasuk antibiotikumokkal nem lehetséges ezért uj
eszk6zok is sziikségesek az elleniik folytatott kiizdelemben. A koérokozok quorum sensing
rendszerének megzavarasa a QS jelanyag lebontasaval, hatasanak blokkolasaval vagy a QS id6
elotti elinditasaval igéretes alternativai vagy kiegészitései lehetnek némely antibiotikumos
kezelésnek (pl.: cisztas fibrozisos betegek Pseudomonas aeruginosa fertézése esetén). Ezek a
modszerek egyrészt csokkenthetik az antibiotikum hasznalatot, igy lassithatjak a rezisztens
torzsek terjedését, masrészt specifikusabbak, mert csak a korokozora hatnak. Emellett kevesebb
mellékhatassal is jarnak, mert nem pusztitjak el az adott mikrobiom jotékony, az egészséges
mikddéshez elengedhetetlen tagjait. Ez kiillondsen fontos a bélflora esetén, aminek szamos tagja
érzékeny antibiotikumokra, és aminek megzavart egyensulya, emésztési problémakhoz és AB
rezisztens opportunista patogének (Clostridium difficile) elterjedéséhez vezethet. Szimulacios
eredményeim alatdmasztottak az ilyen esetekben sikeresen alkalmazott széklet transzplantacio
hatékonysagat.

A biotechnologia ipar is hasznot huzhat a sejtek kdzti kommunikacié és kooperacio
részleteinek megismerésébdl. Ha ugyanis részletesen ismernénk, hogy az egyes sejtek, fajok
hogyan hatnak egymasra, milyen koriilmények (molekuléris kdzeg) kozt végeznek bizonyos
mikddéseket, akkor lehetségessé valna bioinformatikai €s biotechnologiai eszkozokkel
célspecifikus mesterséges kozosségek tervezése. Ezek a kozosségek a jelenleg hasznalt
genetikailag modositott sejteknél életképesebbek lennének, és komplexebb feladatokat
tudnanak ellatni. Potencialis hasznositasi teriiletiik lehet tobbek kozott az egészségiigy (pl.:
mesterséges bélflora), az élelmiszeripar (pl.: egyes haszonnovények talajflorajanak precizios
beallitasa) vagy a kornyezetvédelem (pl.: szennyviz tisztitd mikrobidlis kozosségek

kifejlesztése, szennyezéseket lebontd ¢és feldolgozd baktérium csoportok eldallitasa).
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Eredményeim reményeim szerint hozzajarulnak ezen tudomanyos teriiletek kibontakozasdhoz

¢s széles korben hasznosithato biotechnoldgiai alkalmazasok megvaldsulasahoz.
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F.1. abra: A HGT program feliilete. Fent két versengd kozosség egyedei lathatok kék és piros szinnel a
szimulacids térben. A lenti oszlopdiagramok mutatjak az AM (fent) és a rezisztencia gének (lent) aranyat

a kozosségek metagenomjaiban.
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Sejtvonal szam:

nagyvon lokalis

lokilis

clobalis

Kiiszib=1 EM=5/3, AR=RR=20/3 EM=5, AR=RE=20 Ehi=15, AR=RE=60
Csésze sugara: )
200/3 : i i
h minden sejt meghal az elején
normal : :
CEEsZE SUgara
200 A
nem elég 5000 1épés az :
dsszeszokishoz
_ hig . nem elég 5000 lépés az nem elég 5000 lépés az
csésze sugara: . 2 £ : 5
600 osszeszokashoz bsszeszokashoz i

F.2. dbra: A sejtvonalak szamanak (klonalitas) alakulasa a vizsgat paraméterek fiiggvényében.
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Sejtvonal szam: nagyvon lokilis lokalis olobalis
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F.3. abra: A sejtvonalak szamanak (klonalitas) alakuldsa a vizsgat paraméterek fliggvényében, ha csak a

legalabb 3 sejtet tartalmazd sejtvonalakat abrazoljuk.
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Antimikrobialis

fak R nagyon lokilis lokalis globalis
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F.4. abra: Az antimikrobialis faktorok szamanak alakulasa a vizsgat paraméterek fiiggvényében.
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szlsztencla nagvon lokailis lokalis globalis
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F.5. abra: A rezisztenciagének szamanak alakulasa a vizsgat paraméterek fiiggvényében.
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A quorum sensing szimulaciék paraméterei

F.1. tablazat: A QS modell 6 paraméterei (konfiguracios fajl)

Simulation parameters:

Maximum number of simulation steps 5000
Snapshot time 1
Graphical output yes
Medium parameters:

Max number of bacterium in cells 10
Medium size (x) 250
Medium size (y) 2000
Lattice size (x) 50
Lattice size (y) 400

Produced materials:

Initial concentration of materials in cells 0 0 0
Initial food concentration in cells 500

Population:

Number of species 2

Number of states 4 (8 for AB)
Initial number of bacteria (of species) 5 5

Energy after division 0.2

Mutation rate -1

Mutant number 1

Border advancement:
Border advancement threshold 1

Diffusion parameters:

Diffusion coefficients of food 0.03

Diffusion coefficients of materials 0.02 0.05
Decay constants of materials 0.001 0.0001
Time step 40

Simulation type: single

105




DOI:10.15774/PPKE.ITK.2019.002

F.2. tablazat: QS kiiszob mintazat: 2 faj azonos QS rendszerrel (5.1., 5.2.,5.3. alfejezetek)

(konfiguracios fajl)
Produced materials Index (decimal | State identifiers of
(binary) +1) species
P6 |P5 | P4 | P3| P2|Pl S1 | S2 |S3 |54
0 00O JO0]O0]O 1 1 11010
0 0J]0OJO0[O0]1 2 2 121010
0] 0J]0JO]1]0 3 3 31010
0 0JOJO[1]1 4 4 141010

F.3. tablazat: Az 5.1, 5.2., 5.4. alfejezetek WT agensek paraméterei (konfiguracios fajl)

Threshold concentration of materials:
P1 P2 P3 P4 P5 P6
10 10 | 10000 | 10000 | 10000 | 10000

Division threshold | 12
Metabolic energy | 0.1

Amount of produced Energy spent on producing
materials materials
State | Speed | Food| P1 | P2 | P3| P4 |P5|P6| PI P2 | P3| P4 |P5|P6
1 1.5 103102 0 ]0]0]0]O0]o0.01 0 0]0]07]O0
2 1.5 103 1034007, 0] 0] 0] 000170105/ 0 ] 0]0]0
3 1.5 1031034 0 |O]O0O]0]0]0.017] O 0]0]07]O0
4 5 0.5 10.3410.07] 0 | 0 | 0] 0 ]0.017]0.105{ 0 | 0| 0| O

F.4. tablazat: Csak alapszinti jeltermelésii agensek paraméterei (5.3.A. abra) (konfiguracios fajl)

Threshold concentration of materials:
P1 P2 P3 P4 P5 P6
10 10 | 10000 | 10000 | 10000 | 10000

Division threshold | 12
Metabolic energy | 0.1

Amount of produced Energy spent on producing
materials materials
State | Speed | Food | P1 | P2 | P3 | P4 | P5 | P6| PI P2 | P3| P4 |P5|P6
1 1.5 {03 (02{0 0|0 |0] 0] 0.01 0 ]0J0]0]O
2 1.5 103 (020 |0]0]0] 0] 001 0 J]0O]0]0]|O
3 1.5 {03 (02000 |0] 0] 0.01 0 J]0O]0]0]|O
4 5 051020000/ 0] 0.01 0 ]0|0]|0]O
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F.5. tablazat: Csokkent jel és faktor termelésii 4gensek paraméterei (5.3.D. abra species2)
(konfiguracios fajl)

Threshold concentration of materials:
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F.6. tablazat: 5.9. abra WT agenseinek paraméterei (konfiguracios fajl)

Threshold concentration of materials:
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F.7. tablazat: WT-65%-al csokkent jel és faktor termelésii agensek paraméterei (5.9. abra PM)

(konfiguracios fajl)
Threshold concentration of materials:
Pl | P2 P3 P4 P5 P6
40 | 10 | 10000 | 10000 | 10000 | 10000
Division threshold | 12
Metabolic energy | 0.1
Energy spent on producing
Amount of produced materials materials
State | Speed | Food| P1 | P2 |P3|P4|P5|P6| PI P2 |P3|P4|P5|P6
1 1.5 {03 ]02]| O 0]0]0] 0] 0.01 0 0]0]0]0
2 1.5 1 03 ]0.27/0.035] 0 | 0 | 0] 0 [0.0135]/0.0525] 0 |0 ] 0| O
3 1.5 | 03 1027 O 0]0]01] 0100135, 0 0]0]0]0
4 5 0.5 10.27]0.035{ 0 | 0 | 0 | 0 |0.0135]0.0525/ 0 | 0O | 0] O

F.8. tablazat: QS kiiszob mintazat: 2 faj azonos faktorral, kiilonbozo jellel és S2 AB termeléssel az
Sl1jelanyaga ellen (5.4. alfejezet) (konfiguracios fajl)
Produced materials

Index (decimal

State identifiers of

(binary) +1) species
P6 | P5 | P4 | P3| P2 |Pl S1 | S2|S3|S4
0/0]0]0]0]O0 1 1 1 |0]0
0[0]0]0]0]1 2 01]21]01|0
0[0|]0]0]1]0 3 3 3101]0
00|00 1]1 4 014100
000 1]0]0 5 2 571010
0001 ]0]1 6 0161010
00|01 ]1]0 7 4 | 71010
0Olo0JO 1T ]1]1 8 0181010
00| 1]0]0]0 9 01]0]0|O0
00| 1]0]0]1 10 0]0]0|O0
0[O0 |1 ]0]1]0 11 01]0]0|O0
0[O0 |1 ]0]|1]1 12 0]0]0|O0
00| 1]1]0]0 13 0]0]01|O
00| 1| 1]0]1 14 0]0]0|O0
0[O0 |1 |1 ]1]0 15 0]0]0|O0
O[O0 |1 |1 ]|1]1 16 010 ]0|O0
0[1]1]0]0]0]0 17 510 10]0
0[1]0]0]0]1 18 0]0]01|O
0]1]0]0|1]0 19 7101010
0Ol1]0]0]1]1 20 0]0]01|O
0110 1]0]0 21 6 10 ]0|O0
O|1]0|1]0]1 22 0]0]0|O0
O|1]0|1|1]0 23 8 10 ]0]0
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F.9. tablazat: Az 5.4. alfejezet AB termel6 agenseinek paraméterei (konfiguracios fajl)

Threshold concentration of materials:
P1 P2 P3 P4 P5 P6
10 10 30 |10000 (10000 |10000

Division threshold | 12
Metabolic energy | 0.1
Energy spent on producing
Amount of produced materials materials

State | Speed | Food| P1 | P2 | P3| P4| P5 |P6| PI P2 |P3|P4| P5 |P6
1 1.5 103102 0 |0]0] 0 |0]O0.01 0 010 0 0
2 1.5 1 03 ]0.34[0.07/ 0 | 0] 0 | 0]0.017]0.105/ 0 | O 0 0
3 1.5 1031034 0 |]O|JO] O |0]0017] O 010 0 0
4 5 0.5 10.34{0.07, 0 | 0| 0 | 0 ]0.017]0.105| 0 | O 0 0
5 1.5 103102 0 |0]0]034]0] 0.1 0 0]01]0.017] 0
6 1.5 1 03 ]0.34[0.07| 0 | 0 [0.34| 0 | 0.017 |0.105| 0 | 0 |0.017] O
7 1.5 1031034 0 | 0] 010340 ]0017] O 0] 01]0.017] 0
8 5 0.5 10.34{0.07) 0 | 0 |0.34] 0 | 0.017 {0.105] 0 | 0 |0.017] O

F.10. tablazat: Az 5.4. alfejezet baktericid AB érzékeny dgenseinek paraméterei (konfiguracios fajl)

Threshold concentration of materials:
P1 P2 P3 P4 P5 P6
10000| 10 10 |10000| 10 |[10000

Division threshold | 11
Metabolic energy | 0.1

Amount of produced Energy spent on producing
materials materials
State | Speed | Food | P1 | P2 | P3 |P4 | P5|P6| PI P2 | P3 |P4|P5|P6
1 1.5 103 [0] 0 |]02]0]0]0 0 0 J]00O1J]0]J0O0]O
2 1.5 103 1]01]0.07/034] 0[]0 0 0 [0.105{0.017] 0 | 0 | O
3 1.5 {03 (0] 0 |034/0 0|0 0 0 |0.017/ 000
4 5 051 01]0.07[034/ 0010 0 ]0.105[0.017{ 0 [0 | O
5 1.5 103]0]0]02]0[0]0O0 0 0 100101040
6 1.5 [ 03 [0]007/034/ 000 0 ]0.105[0.017] 0 [04] O
7 1.5 103 ]0] 0 |034]0]0]O0 0 0 10.017) 0 ]04] 0
8 5 0.5]101]0.07[034] 0010 0 ]0.105[0.017] 0 [04] O

109



DOI:10.15774/PPKE.ITK.2019.002

F.11. tablazat: Az 5.4. alfejezet bakterisztatikus AB érzékeny agenseinek paraméterei (konfiguracios
fajl)
Threshold concentration of materials:
P1 P2 P3 P4 P5 P6

10000 10 10 10000 10 [10000

Division threshold | 11
Metabolic energy | 0.1

Amount of produced Energy spent on producing
materials materials
State | Speed | Food | P1 | P2 | P3 | P4 |P5|P6| PI1 P2 P3 | P4 |P5|P6
1 1.5 103]0] 0 |[02]0]0]0 0 0 1001 0]0]0O0
2 1.5 103 1]01]0.07/034]0]01]0 0 ]0.105/0.017, 010 ] O
3 1.5 103 ]0] 0 [034]0]0]0 0 0 10017, 0] 010
4 5 0.51]101]0.07(034)0]01]0 0 ]0.105/0.017, 0 1] 0] O
5 1.5 1]03]0] 0 [02]0]0]0 0 0 1001, 0]0]0
6 1.5 103]0] 0 [02]0]0]0 0 0 1001 0]0]0O0
7 1.5 1]03]0] 0 [02]0]01]0 0 0 1001, 0]0]0
8 1.5 1]03]0] 0 [02]0]0]0 0 0 1001 0]0]0
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F.6. abra: Jellemz6 koncentracio viszonyok 5000 Iépés utan az 5.13.C és F abrakon Gsszegzett stabil
egyiittélést eredményezd szimulaciok soran. C: baktericid AB hatas; F: bakteriosztatikus hatas. A
folytonos vonalak jelzik a tapanyag (fekete), a két jel (ABP: ciankék, ABS: narancssarga), a faktor (z61d)
szaggatott és pontozott vonalak pedig a kiiszobértékeket. Kék vonal az ABS, piros vonal az ABP sejtek
mennyiségének atlagos eloszlasa a szimulacios racson. C: kevés AB termelés, a signal2 koncentracié nem
1épi tul az ABP érzékelési kiiszobét; F: tobb AB termelés. A térbeli szeparacio a sorok szerinti atlagolasok

miatt kevésbé latvanyos, mint az 5.7. abran.
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