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1. Bevezetés

A baktériumok a természet legelterjedtebb sejtes élélényet,
melyek megtalalhatok a Fold szinte Osszes él6helyén, ideértve a
tengerfenék oriasi baktériumszOnyegeit és az allati vagy emberi
szervezetekkel egyiittéld mikroflorakat. Uj keletii a felismerés, hogy
a baktériumok nem maganyos, hanem tarsas lények, melyek oriasi,
sokszor tobb vagy akar tobbtizezer fajt tartalmazd kozosségekben
¢lnek. Mig a maganyosan €16 sejtek elvben csak versengeni tudnak
egymassal pl. a helyért vagy a tdpanyagokeért, a kozosségi életforma
ezen felill megkoveteli az egyiittmiikodést, a sejtek viselkedésének
koordinacigjat, szinkronizacidjat is. Kutatocsoportunk alaphipotézise
szerint ez az egyiittmiikodés az, amelyik képessé teszi a kozosségeket
olyan, latszolag meglepé feladatok megoldasara, amelyre egyetlen
sejt onmagaban képtelen lenne. Agens-alapii modelleket hasznalunk,
amelyekben az egységek (sejtek) egyszerii, valaszkiiszoboktdl fiiggd
modon adnak at informaciot (pl. géneket vagy kémiai jelanyagokat)
szomszédjaiknak.

A dolgozatomban vizsgalt elsé jelenség az antimikrobialis
anyagok (AM) elleni rezisztencia terjedése egy kozosségen beliil. Itt
azt talaltam, hogy egy k6zosség tagjai idovel képesek hozzaszokni a
k6zOsség tobbi tagja altal termelt faktorokhoz, és az ilyen kozosség —
meglepd mdédon — stabilis a kiviilrél érkez6 baktériumok tdmadasaval
szemben is.

A dolgozatomban vizsgalt masik kérdés az a kozismert jelenség,

hogy a sejtek kiilonb6zé mértékben érzékenyek hasonld kémiai
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anyagokra. Ez a jelenséget az un. quorum sensing (QS) mechanizmus
vizsgalatanal irtak le eldszor, amelynél a sejtek diffundalé anyagok
segitségével képesek szinkronizalni egy populacio viselkedését.
Modellkisérleteim itt azt mutattdk, hogy a sejtek differencialt
jelérzékenysége lehet6vé teszi, hogy kevésbé fit, de életképes
sejtvonalak is életben maradhassanak a kozosségekben, azaz a sejtek
ezen ,0nmegtartoztatasanak” jelensége egyszerll, fizikokémiai

kapcsolok mitkodésével magyarazhato.



2. Modszerek

A horizontalis géntranszfer (HGT) valamint a quorum sensing
(QS) kiiszobértékek  vizsgalatara agens-alapi  szamitogépes
modelleket hasznaltam. Az agensek belsé viselkedési szabalyokkal
rendelkezd és a kornyezettel kdlcsonhatod onallé dontéshozasra képes
egységek, ezek irtak le a baktérium sejteket.

A HGT modellt Kertész-Farkas Attilaval (ICGEB, Trieszt)
kozosen fejlesztettem (2.1. dbra). A modellben az dgensek kezdetben
adott szamu véletlenszertien kivalasztott AM és rezisztencia génparral
rendelkeznek. A szimuldcié soran az agensek véletlen mozgast
végeznek, osztodnak €s minden 1épésben megvizsgaljak adott sugara
kornyezetiiket. Ha egy agens kornyezetében egy adott mennyiséget
meghalad a szdmara ismeretlen AM-et — vagyis amelyre nem
rendelkezik rezisztenciaval — termeld sejtek szama, akkor az agens
elpusztul. A talélék viszont a kdrnyezetiikbdl véletlenszeriien
atvesznek egy rezisztencia gént (HGT-rel). A szimuldcidé addig
folytatodik, mig nem torténik tobb AM okozta sejthalal, tehat mig a

kozosség Ossze nem érik.
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2.1. ébra: Az agensek életciklusa a HGT modellben.

Csoportunk (Bihary Déra, ITK, Kerényi Adam SZBK)
kifejlesztett egy in silico modellt a QS leirasara is (2.2. abra). Ez egy
ugynevezett hibrid modell, melyben a baktériumok agensekkel, a
tapanyag, a szignalok, és faktorok pedig reakcio-diffuzios
egyenletekkel reprezentaltak. A modellben az agensek érzékelik a
szignal illetve faktor koncentracidkat és adott kiiszobértékek felett
reagalnak ezekre, gy hogy uj allapotba 1épnek. Ha mind a szignal,
mind a faktor elegendé mennyiségben van jelen, a sejtek egy aktiv,
rajzo allapotba keriilnek, ami gyorsabb mozgassal és megnovekedett

tapanyag felvétellel jar. A modell baktérium egy kolonia egyik aganak

4



Bels6
energia szint
(E)

O<E<T,

2.2. abra: Az agensek életciklusa a QS
modellben.
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modellben vizsgaltam a kiillonb6zé QS kiiszobértékek hatésait,

valamint bevezettem csokkent szignal és faktor termelési részleges

parazitakat (PM) valamint antibiotikum termelés révén megvalosuld

negativ interakciokat is a modellbe.

Mindkét szamitogépes modell Matlab programozasi nyelven

késziilt.



3. Eredmények

Tézis 1.: Agens-alapi szimitégépes modellt fejlesztettem,
mellyel megmutattam, hogy a baktériumkozosségekben
megfigyelheté horizontilis géntranszfer révén stabil
osszetételii, sok fajt tartalmazé, kiilsé hatasokkal szemben
ellenallo kozosségek alakulhatnak ki, melyek antibiotikum-
rezisztens opportunista patogéneket is képesek Kiszoritani.

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

Ugy talaltam, hogy egy nem osszeszokott (naiv) kozosség tagjait
nagyszamu, naluk erésebb monoklonalis tadmado-csoport képes
kiszoritani, mig egy 0sszeszokott diverz mikrobiom meg tudja védeni
magat még az egyes tagjainal joval er6sebb kiilsé betolakoddkkal
szemben is (3.1.A abra). Ennek hatterében az all, hogy a betolakodo
nem lehet rezisztens a kozOsségben jelen 1év6 Gsszes AM-ra, ha a
kozosségen kiviilrél érkezett. Ez egybevag a bioldgiai tapasztalattal,
miszerint a  taplalékkal  kiviiltél  szervezetiinkbe  jutott
mikroorganizmusok nagy részét nem az immunrendszer, hanem a
bélflora, mint a szervezet elsd védelmi vonala pusztitja el.

Az egészségligyi intézményekben komoly problémat jelentd
Clostridium difficile fert6zést nem lehet antibiotikumokkal sikeresen
€s tartdosan megszintetni, egészséges donorbol szarmazod bélflora
visszajuttatdsaval (széklet transzplanticid) viszont jo eredménnyel

gyogyitjadk. Az egészséges, diverz, teljes metabolikus kapacitassal



rendelkezd, sok AM-t termel6é mikrobiom ugyanis képes kiszoritani
az egyes fajoknal ellendllobb, de a teljes kdzosségnél kevésbé erds
patogént. Szimulacios eredményeim is alatamasztjak ezt, mutatva a
HGT utjan kialakult 6sszeszokott kdzosség erejét mind kiilsé, mind

bels6 tamadokkal szemben (3.1.B abra).
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3.1. abra: A: Osszeszokott és naiv (nem Osszeszokott) kdzdsségek
valasza a kiilonboz6 erdsségli monoklonalis tdmadokra. B:
Osszeszokott kozosség és monoklonalis multirezisztens patogén
kolcsonhatasa.



Tézis 2a.: Agens-alapi modellel kimutattam, hogy a
bakterialis jelek és kooperacios faktorok iranti eltéro
érzékenység lehetdvé teszi a Kiillonbozé életképességii fajok
egyiittélését, valamint munkamegosztas kialakulasat az
élettérben részlegesen szeparalt kozosségek kozott. Ez a
jelenség értelmezheto a mikrobak egyfajta
Honmérsékleteként” mivel lehetdvé teszi a kevésbé életképes
fajok megmaradasat a kozosségben.

Kapcsolodé publikacio: [J2]

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 rendelkez6, elébb reagald faj szoritotta ki
masikat. Ha viszont az elébb reagalo faj altalanos fitnesze kisebb volt
a késobb reagaloénal, példaul ritkabban (nagyobb energiaszintnél)
osztodott, akkor lehetséges volt a tartds egyiittélés a fajok kozt (3.2.
abra). Ennek oka, hogy mig az els6 esetben az alacsonyabb kiiszob
értékek egyértelmilen szelekcios eldnyt jelentettek, addig a masik
esetben ez az elény csak részleges volt. Ezzel megmutattam, hogy a
kiilonbozo fajokban megfigyelhetd kiilonb6z6 QS valasz kiiszobok

eldsegithetik a fajok tartos egyiittélését egy mikrobiomban.
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3.2. abra: Versengés vad tipust (WT, kék) és magasabb szignal (Ts)
(AD), faktor (Te) (B,E), vagy szignal és faktor (C,F) kiiszobbel
rendelkez6 (piros) sejttipusok kozt, azonos (A,B,C) és eltérd (D,E,F)

osztddasi kiiszob (Tp) esetén.



Tézis 2b.: Agens-alapii modellel vizsgiltam csokkent
kooperacios és kommunikacios képességiik révén fittebb
sejtek hatasat a rajzo baktériumkozosség szerkezetére.
Kimutattam, hogy ezek az oOnalléan is életképes (rajzo)
sejtek akkor tudnak tartos egyiittélést kialakitani erésebben
kommunikalé és kooperalé sejtekkel, ha moderaltan
viselkednek, példaul magasabb jelszint esetén aktivalodnak.
Ezzel a korabbi Kkisérleti elrendezésnél realisabb, a
természetes kozosségekben megfigyeltekre jobban hasonlito
egyiittmiikodési format irtam le.

Kapcsolodé publikaciok: [J2], [C1]

A 3.3. abran PM és WT (vad tipust) sejtek interakcidja lathatd. A
mutans magaban is képes rajzani, bar 1ényegesen lassabban és kissé
késobb indulva, mint a WT, valamint kis mennyiségben k6zé keriilve
el is terjed benne jellemzé WT/PM aranyt alakitva ki. Az egyiittélés
kulcsa, hogy a PM-sal szemben kevésbé életképes vad tipusu sejtek
korabban kezdenek rajzani, igy 6k keriilnek az aktiv zéna elejére.

Az igy kialakult részleges fizikai szeparacio feladatmegosztast is
jelent két sejttipus kozott. Az egyiittesen rajzo koldnia sebességét az
elol halado kisebb szamtt WT hatarozza meg, és ez a sebesség egyenld
azzal, mint amikor csak egyediil halad. A nagyszamu parazita, azaz
részleges mutans pedig koveti az ,,attdréket”, gyorsabban osztédva,
mint amire magaban képes lenne, és hatékonyabban hasznositva a

rendelkezésére allo tapanyagot, mint a WT. A kevert kolonidk
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egyedszama igy nagyobb lesz, mint az egy féle sejtet tartalmazoké. A
fenti megfigyelések az egy kdzosségen beliili eltérd QS jel érzékenyég
és kooperacios faktor termelés kozosségi szintli elényeire utalnak.

7000 == 7000

[

parast | [—wr
o 6000
o b PM w00 WT
s | o
L &0 c 0
8 =
2 0 3 2w
G, a
o0 M
1000 000
000 1000 15000 % o o T
Timse (simudaton steps) Tims (simutanon steps)
7000 - v — = 7000 —
it | wi
parnias —
o W
w0 WT+PM o WT+PM

2
5 S
] 8
3 300 2 0w
a a

invazio

%000 0000 00 o 5000 10000 1500
Tine {simuation steps) Time (simutaton steps)

3.3. abra: 40-es szignal kiisz6bli WT-65%-o0s részleges mutans (piros)
¢letképessége egyediil, invazivitasa, valamint tartos egyiittélése WT
(kék) sejtekkel.
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Tézis _2c.: Agens-alapi modellel kimutattam, hogy
antibiotikum termeld és arra érzékeny fajok egyiittélése is
lehetséges, ha a két faj kooperacios rendszerei
kompatibilisek, és az antibiotikum termeldé faj bizonyos
koriilmények kozott kevésbé életképes a masiknal.

Kapcsolodé publikaciék: [J2], [C2]

A vizsgalathoz egyiittélésre képes faj-parokat alkalmaztam. Ha a
rendszerhez hozzaadtam az antibiotikum révén megvalosuld negativ
interakciot (pl. az egyik faj AB termelése gatolja a masik fajt), akkor
az AB termel6 faj rendszerint kiszoritotta az AB-re érzékenyt. Az AB
termelés beinduldsanak kiiszobértékét emelve viszont ismét 1étrejott a
stabilis egylittmiikodés (3.4. abra). Ez itt az AB termeld faj
onmérsékletének”, moderacidjanak tekinthetd, mivel AB-re
érzékeny faj is elérhetett egy rajzashoz sziikséges koncentraciot
miel6tt a kezd6d6 AB termelés visszaszoritotta. Vagyis
megallapithato, hogy antibiotikumok (negativ, gatldé kdlcsonhatasok)
jelenlétében is lehetséges tartos egyiittélés, feltéve, ha vannak olyan

koriilmények, ahol az AB-ra érzékeny faj is novekedhet.

12



7000 7000
Ty ABP = T, ABS T, ABP > T, ABS

0w AB R 500 AB R

5000 5000
8 v .
gnum ABP 4000
g o am ABP
3

2000 2000

ABS
1000 1000
ABS
UD S00 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500 5000 uIJ 500 IU‘JJ 1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500 5000

Time (simulation staps) Time (simulabon steps)

3.4. abra: AB érzékeny (ABS, kék) és AB termelé (ABP, piros)
populéciok kolesonhatasa. A: Az AB termelés azonnal megkezdddik,
ahogy az ABS populacié aktivalodik (Tag ABP=Tr ABS). B: Az AB
termelés magasabb jelmennyiségnél indul el (Tag ABP>Tr ABS).
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4. Az eredmények hasznositési lehetdségei

Munkdm soran 4agens-alapu szamitégépes szimuldciokkal
vizsgaltam mikrobialis kozosségek tagjai kozt megfigyelhetd
koordinacids és kooperacids jelenségeket.

Ez az elméleti munka a baktériumok kolcsonhatasait befolyasolo
faktorok ¢és alapelvek azonositasaval segitheti a laboratoriumi
kisérletes kutatdsokat. Tamogathatja, validalhatja eredményeiket,
kijelolhet G1j célpontokat, amelyeket az in silico eredmények alapjan
in vitro/in vivo is érdemes lehet vizsgalni. Ez altal kozelebb
kertilhetiink a mikrobialis interakciok és szabalyozasi mechanizmusok
megértéséhez, amely tudas az ipar és az egészségiigy szamos teriiletén
alkalmazhat6 lesz.

Aktudlis probléma az egészségiigyben a thlzott antibiotikum
hasznalat és az ennek hatasara kialakulé tobb antibiotikumra is
rezisztens patogén torzsek megjelenése. Ezek gyakran korhazakban
fordulnak eld, ahol sulyos veszélyt jelentenek az ott kezelt legyengiilt
immunrendszerii betegekre. Tartos kiszoritdsuk antibiotikumokkal
nem lehetséges ezért Uj eszkdzok is sziikségesek az elleniik folytatott
kiizdelemben. A  korokozok quorum sensing rendszerének
megzavarasa a QS jelanyag lebontasaval, hatasanak blokkolasaval
vagy a QS id6 eldtti elinditdsdval igéretes alternativai vagy
kiegészitései lehetnek némely antibiotikumos kezelésnek (pl.: cisztas
fibrozisos betegek Pseudomonas aeruginosa fert6zése esetén). Ezek a
modszerek egyrészt csdkkenthetik az antibiotikum hasznalatot, igy

lassithatjak a rezisztens torzsek terjedését, masrészt specifikusabbak,
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mert csak a korokozora hatnak. Emellett kevesebb mellékhatassal is
jarnak, mert nem pusztitjdk el az adott mikrobiom jétékony, az
egészséges mikodéshez elengedhetetlen tagjait. Ez kiilondsen fontos
a bélflora esetén, aminek szamos tagja érzékeny antibiotikumokra, és
aminek megzavart egyensulya, emésztési problémakhoz és AB
rezisztens  opportunista  patogének  (Clostridium  difficile)
elterjedéséhez vezethet. Szimulacids eredményeim alatamasztottak az
ilyen esetekben sikeresen alkalmazott széklet transzplantacio
hatékonysagat.

A Dbiotechnolégia ipar is hasznot huzhat a sejtek kozti
kommunikacié és kooperacié részleteinek megismerésébol. Ha
ugyanis részletesen ismernénk, hogy az egyes sejtek, fajok hogyan
hatnak egymasra, milyen koriilmények (molekuldris kozeg) kozt
végeznek bizonyos miikddéseket, akkor lehetségessé valna
bioinformatikai és biotechnologiai eszkdzokkel cél specifikus
mesterséges kozosségek tervezése. Ezek a kozosségek a jelenleg
hasznalt genetikailag modositott sejteknél ¢letképesebbek lennének,
és komplexebb feladatokat tudnanak ellatni. Potencialis hasznositasi
teriiletiik lehet tobbek kozott az egészségligy (pl.: mesterséges
bélflora), az élelmiszeripar (pl.: egyes haszonnovények talajflorajanak
precizids beallitasa) vagy a kornyezetvédelem (pl.: szennyviz tisztitd
mikrobialis kozosségek kifejlesztése, szennyezéseket lebontd ¢és
feldolgoz6  baktérium  csoportok eldallitasa). Eredményeim
reményeim szerint hozzajarulnak ezen tudomanyos teriiletek
kibontakozasahoz és széles korben hasznosithatdé biotechnologiai

alkalmazasok megvalosulasahoz.
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