I. Bevezeto

Mely gének sziikségesek egy mikroorganizmus tuléléséhez ¢és meddig egyszerlsithetok
laboratorumban a genomok? Meg tudjuk-e josolni tobb gén egyiittes eltavolitdsanak
fenotipusos hatdsat és miért nem tavolithatok el bizonyos génparok egyszerre? Hogyan
zajlik a természetben a genomok egyszeriisddése (pl. endoszimbiodzis soran)? Josolhato-e
rendszerbiologiai modszerekkel az evolucios folyamatok legvaldsziniibb kimenetele?
Vajon  csokken-e a  laboratoriumban  egyszerlisitett  genomok  evolucios
alkalmazkodoképessége? Kutatasaink sordn a rendszerbiologiai modellezés, a
genommérndkség és a funkcionalis genomika eszkoztarat felhaszndlva kerestiik a valaszt
a fenti kérdésekre.

I1. Eredmények szoveges osszefoglalasa

1. Projekt: Egyszeres és tobbszords génkiiitések hatasanak elorejelzése rendszerbiologiai
modellezéssel. Automatizalt tudaskinyerés génkélcsonhatasi adatsorokbol.

1.1. Korabbrol mar ismert volt, hogy a sejt anyagcseréjét leiré un. flux balance analysis
modellek nagy (80-90%) pontossaggal képesek josolni az egyszeres génkiiitések
kvalitativ hatasat mikrobakban (vagyis, hogy a génkiiités letalis-e vagy sem). A genomok
természetben  zajlo  egyszerlisodésének  megértéséhez és a  laboratdriumi
genomegyszerlsités raciondlis kivitelezéséhez azonban nem elegendd az egyszeres
génkititések hatdsait prediktalni. Két vagy tobb gén mutacidja kozott in. génkdlcsonhatas
1éphet 61, azaz fenotipusos hatasuk nem fiiggetlen, erdsitheti vagy gyengitheti egymast.
Az elmult iddszakig a génkdlcsonhatdsokrol kevés informécio 4llt birtokunkban,
kiilonosen igaz volt ez anyagcserehalozati génekre, amelyek viselkedése
rendszerbiologiai modellekkel viszont jol leirhato.

Kollaboratorunk, Charles Boone (Toronto), 2009 elején egyediilalld adatsort
bocsajtott rendelkezésiinkre, amely a S. cerevisiae élesztdgombaban tobb szazezer (>200
000) anyagcseregénpar genetikai kolcsonhatasat irja le. Ezen adatok lehetdveé teszik, hogy
az ¢lesztd anyagcseremodelljét kiterjedten teszteljiik, a tobbszords génkilitések hatasat
becsiiljiik, és modszereket dolgozzunk ki a modell automatikus javitadsara. Ilyen
mennyiségli és mindségli adat nem all rendelkezésre E. coli-ra, igy figyelmiink az 1. évtdl
foleg a S. cerevisiae anyagcseréjének vizsgalatara terelodott. Egyik legfontosabb kutatasi
iranyunk a génkdlcsOnhatasokkal kapcsolatban, hogy egy, az anyagcserét leiro
rendszerbiologiai modell képes-e mechanisztikus magyardzatot kinalni az empirikus
génkolesonhatasi adatsorban latott Osszefiiggésekre. Meg tudjuk-e magyarazni példaul,
hogy miért mutatnak a fontos gének nagyszdmu génkolcsonhatast? Mennyire pontosan
képes az anyagcsere szamitégépes modellje prediktilni a gének kozotti
kolcsonhatasokat? Es hogyan tudjuk automatizaltan javitani a modellt a génkolcsonhatasi
adatsorok alapjan?

Megmutattuk, hogy az anyagcserét leird rendszerbiologiai modell képes
mechanisztikus magyardzatot kinalni a génkolcsonhatasi halozatok bizonyos altalanos
tulajdonsagair6l. Az egyik ilyen altalanos tulajdonsag, hogy a génkolcsdonhatasok szama
erdsen Osszefligg a gén fontossagaval, azaz ha egy gén kiejtése nagy fitneszcsokkenéssel
jar, akkor egy masodik mutaci6é (génkiejtés) nagy valoszinliséggel erdsiti (in. negativ



génkolcsonhatas) vagy éppen mérsékli (pozitiv génkodlcsonhatas) az elsé mutacid hatasat.
Az anyagcseremodell segitségével in silico génkolcsonhatdsokat szamoltunk, majd
megallapitottuk, hogy a génenkénti kdlcsOnhatdsok szama a modellben is erdsen
Osszefligg a génkiejtés fitneszhatasaval. De mit arul el a modell az 6sszefliggés mogott
meghuzddd mechanizmusrol? Azt talaltuk, hogy a nagy fitneszhatast enzimgének egyben
erésen pleiotropak is: az altaluk kédolt biokémiai reakciok tobb kiilonb6zo bioszintetikus
folyamathoz is nélkiilozhetetlenek. Ennek eredményeképpen ezek mutédcioja tobbféle
anyagcserefolyamatot érint €s igy tobb gén képes modositani a mutacid hatasat.

A fenti biztatd eredményekkel szemben az egyedi génparok kozotti
génkolcsonhatasok predikcidjaban kevésbé bizonyult sikeresnek a modell. Kimutattuk,
hogy habar az anyagcseremodell altal josolt génkdlcsonhatdsok nagy valdsziniiséggel
helyesek, de a kisérletesen megallapitott génkolcsonhatasok tobbségét egyszeriien nem
talalja meg (azaz nagyon alacsony a modell szenzitivitasa). Mindez arra utal, hogy az
anyagcserehalozat szerkezetére tdmaszkodd modell a génkolesonhatasok 4ltalanos
eloszlasi mintazatait ugyan jol visszaadja, de az egyedi génkdlcsonhatdsok megbizhato
predikcidjdhoz nem tartalmaz elég informaciot. Eldzetes vizsgalataink szerint ez a
konkluziéo akkor sem valtozik, ha a génszabalyozasrol rendelkezésre allo (egyeldre
igencsak toredékes) ismereteinket 6tvozni probaljuk az anyagcseremodellel.

Az a tény, hogy szdmos olyan kettds génkilités is letalis in vivo amely az
anyagcseremodell alapjan életképes két kovetkezményt is felvet. Az egyik, hogy az
eredeti OTKA palydazatomban megfogalmazott terv miszerint a modell segitségével
racionalisan lehet minimalizalni az anyagcsere bizonyos egységeit sokkal problémasabb
mint kordbban varhato volt. Ez alapjan a 2008-as péalyazatban vazolt 2. Projekt médosult
¢s a genomegyszeriisddés mas aspektusait kezdtem el vizsgalni (lasd aldbb). A masik,
bioldgiai szempontbol 1ényegesebb kdvetkezmény, hogy a modell és a kisérleti adatok
eltérését elvben fel lehetne haszndlni a modell javitasara (feltételezve, hogy a modellezési
keret fogyatékossagai ellenére is haszndlhatd és a modell biologiai tartalma javithatd). A
tudomanyos felfedezés automatizalasa (pl. biokémiai modellek automatikus fejlesztése)
alapvetd cél a rendszerbiologiaban és funkciondlis genomikéban, és a rendelkezésiinkre
allo génkolcsonhatéasi adatok kivalo lehetdséget biztositanak erre. Ezért kidolgoztunk egy
gépi tanulasi eljarast amely a ~200 000 génkolcsonhatasi adatpont alapjan modositasokat
(hipotéziseket) javasol az anyagcserehdlozati modellben. Maodszeriink olyan
valtoztatasokat javasol (pl. biokémiai reakcid torlése, reakcid reverzibilitdsdnak
megvaltoztatasa), amely javitja a génkolcsonhatdsok predikciojanak sikerét. A modszer
segitségével tobb javitast is javasoltunk az anyagcseremodell NAD bioszintézis
utvonalaiban. A valtoztatdsok sikerességét egyrészt keresztvalidalassal becsiiltiik,
masrészt az egyik NAD tutvonalon végzett Uj genetikai kisérletekkel is ellendriztiik.

A fenti eredményeket nemrég a Nature Genetics folyodiratban kozoltiik
kollaboratorainkkal (Szappanos et al., 2011 Nat Genet 43: 656), és cikkiinket azota a
Faculty of 1000 1s méltatta (,,Must Read” besorolassal).

1.2. A fenti projekthez kapcsolédoan tovabbi vizsgalatokat végeztiink a
génkolesonhatasok természetének felderitése érdekében (a Boone, Andrews és Myers
csoportokkal egylittmitkddve):
e Duplikalt gének evolucidja: Kimutattuk, hogy a duplikalt génparok mas génekkel
mutatott génkolcsonhatdsi  profiljainak Gsszevetése felfedheti a  génpar



funkcionalis kiilonbségeit. Azt talaltuk, hogy a génparok kolcsonhatasi profiljai
aszimmetrikusan kiilonboznek: a par egyik tagja gyakran nagy szdmu
génkolesonhatassal rendelkezik, mig a testvérpéldany joval kevesebbel, rdadasul
ez evoluciés aszimmetridjukban is tiikrozédik. Eredményeinket 2010-ben
kozoltik a Molecular Systems Biology folyo6iratban.

o Szintetikus doézis letdlis génkolcsonhatdsok: Nemrég szisztematikusan
megvizsgaltuk milyen kolcsonhatasok Iépnek fel egy gén taltermelése €s egy
masik gén kiiitése kozott. Példaul ha egy gén tultermelése 6nmagéban nem kéros,
viszont egy masik gén kititésével mar letalis fenotipust okoz, akkor az a két gén
kozott negativ regulacids kapcsolatra utalhat (an. SDL kdlcsonhatés, lasd 1A
abra). A kanadai labor elkészitett egy nagyléptékli SDL génkolcsonhatési térképet
az ¢leszté kindz génjeire, ahol sok ilyen tipusi regulacidos kapcsolatot
feltételeznek. A kozel 500 000 génpart tartalmazod adatsor bioinformatikai
elemzését mi végeztiik, €s a kovetkezoket taldltuk: 1) az irodalombdl ismert kinaz
— szubsztrat kolcsonhatasok az SDL génkolcsonhatdsoknak csak egy csekély
hanyadat tudjdk megmagyarazni, ami arra utal, hogy legtobb SDL kolcsonhatas
sokkal kozvetettebb és nem kozvetlen kindz — szubsztrat negativ regulaciot jelent;
i1) az SDL kolcsonhatasoknak csak egy része magyardzhatdo kozvetlen fizikai
fehérje kapcsolattal, de ezek szignifikdnsan gyakrabban jelentkeznek tranziens
fehérje-fehérje kolcsonhatasoknal mint stabil fehérjekomplexekben (1B é4bra); iii)
az SDL kolcsonhatasok gyakran kdrnyezetspecifikusak; 1v) az SDL €s mas tipust
génkolesonhatasi  térképek integralasaval U génfunkcidkat lehet josolni.
Eredményeink kozlés alatt dllnak a Genome Research-nél (atdolgozas alatt).
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1. Abra. A) Szintetikus dozis letalis (SDL) génkélcsonhatds egy gén tiltermelése és egy mdsik gén
kititéese kozott: onmagadban sem az egyik gén kititése, sem a mdsik gén tultermelése nem karos, de
a kettd egyiitt mar igen (pl. a tultermelt gén gatlas hijan tulaktivalodik). B) SDL génkélcsonhatasi
kapcsolatok atfedeése fehérje-fehérje kapcsolatokkal. A ,, Yeast two-hybrid” és a ,,Kinase and
Phosphatase AP/MS” kategoriak leginkabb tranziens interakciokat fednek le, mig a ,, Gavin &
Krogan AP/MS” csoport stabil fehérjekomplexeket jelol.



2. Projekt: Egyszeriisodott genomok rendszerbiologidja és evolucioja

Eredeti terviink az volt, hogy egy nagy prediktiv erdvel bird Escherichia coli
anyagcserehaldzati modell segitségével megkisérliink 0j, egyszeriisitet genomu torzseket
raciondlisan tervezni. Ezt a tervet két okbol is modositani kényszeriiltink: 1) az 1.
Projektben kapott eredmények alapjan egy nagyon hasonlo élesztémodell képtelen volt a
kettds letalis fenotipusok tobbségét helyesen prediktalni (enélkiil pedig nehéz ¢€letképes
tobbszords génkiiitéseket tervezni), ii) a mar rendelkezésre allo (a Pdsfai csoport altal
eldallitott) egyszerlsitett genomu E. coli térzsek metabolikus fenotipusat vizsgalva arra
az eldzetes konkllziora jutottunk, hogy a modell egyelére csak részben tudja leirni a
kisérleti tapasztalatokat (lasd alabb). Ezen okok miatt figyelmiinket els6sorban a meglévo
egyszerisitett genomok (MDS42, MDS71) fenotipusos ¢és kisérleti evolucios vizsgalatara,
valamint a természetben lezajlé genomegyszerlisddések szamitdgépes vizsgalatara
forditottuk.

2.1. Az egyik f6 torekvésiink, hogy az Intézetben a Posfai csoport éltal szintetikus
biologiai modszerekkel eldallitott egyszerusitett genomu Escherichia coli torzsek
fenotipusos viselkedését megértsiikk, és a genomegyszeriisodésnek az evolucios
potencialra gyakorolt hatasat felmérjiik. E torzsek egyediilalloak abbol a szempontbdl,
hogy nagy szamu (kozel 700 — 1000) gént kiejtettek beldliik, koztik az Gsszes ugralo
genetikai elemet, de ennek ellenére a torzsek jo novekedést mutatnak standard
labortaptalajon. A 2. évben a Poésfai és Pal csoportokkal kollaboracioban megkezdtiik
ezen redukalt koligenomok fenotipusos viselkedésének kisérletes ¢€s szamitogépes
vizsgalatat. Egyrészt egy 0j tipusu nagy ateresztoképességli eljaras, a Biolog Phenotype
Microarrays segitségével tobb szaz tapanyagkdrnyezetben megmértiik a redukalt genomu
torzsek metabolikus aktivitdsat és azonositottuk azokat a kdrnyezeteket, ahol a vad tipust
sejthez képest az egyszerlsitett torzs gyengébben ndvekszik (lasd 2. abra). Masrészt
széles korli anyagcserehalozati szimulaciokat végeztiink annak felderitésére, hogy az
egyszerisitett genomu térzsnek elméletileg mely szimulalt tapanyagkornyezetben kell
csokkent novekedést mutatnia. A kisérletes adatok és a rendszerbiologiai szimuldciok
Osszevetése feltarta, hogy az in vivo megfigyelt fenotipusok egy szignifikans része
megmagyarazhatd az anyagcsere szerkezetében bekovetkezett valtozasokkal. Emellett
viszont az is kideriilt, hogy a kisérletesen tapasztalt ndvekedési zavaroknak legalabb a
fele nem prediktalhatd a rendszerbiologiai modellel, feltehetéen egyrészt azért, mert
szamos anyagcserén kiviili gén is el lett tdvolitva a genomegyszeriisités soran, masrészt
pedig azért, mert a modell helyteleniil irja le a génkolcsonhatasok szamottevd részét (lasd
1. Projekt).
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2. Abra. Az egyszeriisitett genomii E. coli torzs névekedése a vad tipusii E. coli-hoz képest 960
kisérletesen vizsgalt tapanyagkérnyezetben (kiilonbozo szén, nitrogén, kén és foszfor-forrasok).
Bekeretezett piros szinii ndvekedesi gorbék jelzik azokat a kornyezeteket, ahol a redukalt genomu
torzs alulmaradt a vad tipushoz képest.

De vajon az Gsszes ugralo genetikai elem (un. IS elem) eltavolitasa utan rendelkezik-e a
koligenom azzal a képességgel, hogy 1 kornyezetekhez evolucidosan adaptalodjon? Az
irodalomban gyakran taldlkozni azzal a nézettel, hogy az ugradlé genetikai elemek,
variabilitast ndveld tényezOként, evolucids hajtderejot képviselnek. Ezt a kérdéskort a Pal
¢s Posfai csoportokkal kozosen vizsgaltuk laboratériumi evolucios kisérletekben (Un.
kompeticids kisérletekben), amelyben kiilonb6z6 genetikai hatterli kolibaktériumokat
adaptaltattunk szalicinhez mint 0j szénforrashoz. Eredményeink azt mutattak, hogy az
egyszerisitett genomu, ugrald elemektél mentes torzs nehezebben tudott alkalmazkodni
az 0j szénforrashoz mint egy olyan izogenikus torzs, amelybe egyetlen ugraloelemet (egy
IS1 elemet) visszahelyeztiink. Raadasul az IS1-et tartalmazo adaptalt torzsek atlagos
fitnesze magasabb volt, mint a pusztan pontmutacidkkal adaptalodott torzseké. Mindez
azt mutatja, hogy az ugraldé genetikai elemek egyrészt novelik az adaptiv mutdciok
megjelenési gyakorisagat, masrészt nagyobb fenotipusos hatdsi mutacidkat tudnak
létrehozni. De vajon mi torténik, ha egy masik mutacidés gyakorisagot noveld
mechanizmussal vetjiik Ossze az IS-elemek hatasat? Az Un. mutdtor gének a DNS-
hibajavitasban sériiltek, és igy akar 100-szor magasabb a mutéacids ratajuk. Izogenikus
mutator fenotipusu és IS-t tartalmaz6 torzsek versenyeztetése azt mutatta, hogy a mutator
gének gatoljak az IS-elemek evolucios adaptacidhoz vald hozzajarulésat. Eredményeink
biralat alatt allnak a Molecular Biology and Evolution-ben.

2.2. A masik {6 iranyvonal a természetben lezajlott genomcsdkkenések megértése
komparativ genomikai és rendszerbioldgiai eszk6zok integralasaval. Néhany évvel
ezeldtt kimutattuk, hogy a Buchnera aphidicola endoszimbionta baktérium
genomegyszertisodesét (a gének 70 — 75%-a elveszett viszonylag révid evolicios 1d6
alatt) meglepden nagy pontossaggal lehet prediktalni a mai E. coli anyagcserehaldzati
modelljébdl kiindulva (a Buchnera és az E. coli viszonylag kozeli rokonok). Azaz az 6si
anyagcserehaldzat szerkezete meghatarozza, hogy mely géneket lehet elveszteni, és
melyeknek kell megmaradni ahhoz, hogy az endoszimbionta sajat biomasszajat meg tudja
termelni és bizonyos vitaminokkal és aminosavakkal l4ssa el a gazdasejtet. Munkéank
akkor a ma megfigyelheté Buchnera genom 0sszetételének predikcidjara iranyult és
elészor bizonyitotta, hogy a természetben lezajld hosszu tavo evolucios folyamat
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szamitogépes rendszerbiologiai modszerekkel elérejelezhetd. Az elmult évben Eytan
Ruppin (Tel Aviv) csoportjaval egyiittmiikodésben azt vizsgaltuk, hogy vajon
megjosolhato-e a gének elvesztésének sorrendje is? Azaz, ha ismerjiik az si
anyagcserehalozatot (feltételezziik, hogy ez nagyon hasonl6 a mai E. coli hal6zathoz), a
felvehetd tdpanyagokat és a megtermelendé biomassza-Osszetevoket, akkor egy evolicios
szimulacioval meg tudjuk-e josolni, hogy mely gének vesznek el hamarabb és melyek
késobb? A joslatok ellendrzésére a rendelkezésre allo Buchnera genomok alapjan
rekonstrualt torzsfat és az 0si endoszimbionta genomok filogenetikai rekonstrukciojat
hasznaltuk. Eredményeink varakozasainkat feliilmtloan pozitivak voltak: az evoltcios
rendszerbiologiai szimulacio szignifikdnsan prediktalja a torzsfa alapjan rekonstrualt
génvesztések sorrendjét, azaz a valosagban lezajlott evolucids utvonal részben
eldrejelezhetd rendszerbiologiai ismereteink alapjan. Eredményeinket nemrég kozoltiik a
Molecular Systems Biology folyoiratban.

3. Osszefoglalé kézlemények

Az elmult 3 évben az aldbbi, az OTKA palyazathoz kapcsolddod témakban irtam
Osszefoglalé munkakat:

3.1. Anyagcserehalozatok adaptiv bélyegei és evoluciojuk (HFSP Journal 2009)

3.2. Genomevolucié joslasa rendszerbiologiai eszkozokkel (Nature Reviews Genetics
2011)

3.3. Anyagcserehaldzati modellezés az evollcios rendszerbioldgidban (Methods Mol Biol
2011)

3.4. Génkdlcsonhatési haldzatok ,,csomopontjai” és a pleiotropia kapcsolata (Cell Cycle
2011)

4. Egyeb kozlések és teljesitmények

A palyazat 3 éve alatt 15 nemzetkdzi konferencian ill. nyari iskolan mutattam be
eredményeinket, koztik 11 meghivott eldéadds volt ¢és 1 konferencian
szimpoziumszervezOként vettem részt (ESEB 2009). Jelenleg 5 doktorandusz hallgato
témavezetését végzem, koziilikk ketten varhatéan egy éven beliil védeni fognak.

I11. Koltségtervtol torténé jelentosebb eltérések indoklasa

A kutatdsok sordn a kordbban tervezettnél tobb és koltségesebb kisérleti munkakat
végeztiink el: 1) Az 1. projektben a szamitogépes joslasok ellendrzésére genetikai
kisérleteket végeztiink. 11) A 2.1. projektben az egyszeriisitett genomok novekedését tobb
szaz kornyezeti koriilmény kozott vizsgaltuk. Ezt szolgéltatdsként a Biolog cégtdl
rendeltiik, majd laborunkban kisebb 1éptékii ellendrzd kisérleteket végeztiink. iii) A 2.1
projekt részeként evolicios kisérleteket végeztiink. A fenti kisérletes munkak olyan
tudoményos eredményekkel szolgaltak, amelyek tisztdn szamitdégépes modszerekkel
elérhetetlenek lettek volna, igy kulcsfontossaguak voltak a projektek tovabbhaladasahoz.
Mindez azonban 3 év alatt kb. 2 milli6 forinttal novelte a dologi és készletbeszerzésre
forditott kiaddsokat. Ezt a konferencia és kollaborativ utazasokra szant keret
csokkentésével tudtam athidalni (az utazdsok egy részét mas forrasokbol sikeriilt
fedezni).



