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A XX. szazad elején a evoluciobiolégiat a mendeli genetikaval 6tvoz6 modern
evoluciés szintézis szamos bioldgiai jelenség megértését tette lehetdvé. Egyesitett
ezen kivil olyan korabban elhatarolt tudomanyterileteket, mint a biogeogréfia,
taxondmia, okologia és populacidgenetika. Hatalmas sikere ellenére azonban
bizonyos kulcsfontossagu kérdések tovabbra is megvalaszolatlanok maradtak. Ezek
tisztazasahoz Uj megkozelitést jelent a rendszerbioldgia’. E tudomanyteriilet célja az
evolucidbiolégia kozponti problémainak felllvizsgalasa, amelynek érdekében a
molekularis halézatok részletes vizsgalatat, valamint sejtes alrendszerek
szamitégépes modellezését 6tvozi a populaciogenetika mddszereivel és a kisérleti
evoluciéval'.

A rendszerbiol6gia és az evolucié kozotti elvi és modszertani kapcsolatokat a
tovabbiakban négy f6 témakdrre koncentralva mutatom be. Az elsé a génkiltés
paradoxonhoz kapcsolédik. Miért tlinik nélkilézhetének a legtdbb gén? Ezen kérdés
kifejtése vezet a masodik témakdrhdz, a kompenzacids evolucié problémajahoz. Ezt
kovetéen bemutatom a bakterialis genommérndkséeg legujabb fejlesztéseit, és azt,
hogy ezek hogyan haszndlhaték fel a bakteridlis genomok evolucidjanak
laboratoriumi  vizsgalatara. Végezetul, rdviden 0&sszefoglalom a mikrobakban
megfigyelhetd antibiotikum-rezisztencia és kollateralis szenzitivitas témakdrében

végzett kutatasainkat.
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I. A génvesztés evolucidja

A legtébb organizmus szamara egyetlen gén elvesztése nincs hatassal a talélésre?.
Az éleszt6ben (Saccharomyces cerevisiae) az egyszeres géndelécidk hatasa
alapjan, a gének mindéssze 20%-a tlinik esszencialis, de hasonlé megfigyelésekrél
szamolnak be a fonalféreg, Caenorhabditis elegans, a Bacillus subtilis, és szamos

mas faj esetén is (1. talazat).

hériekodold e‘sszencmh.s
organizmus f«z:zéﬁggzj g_en =k L_\:c's'.ﬂt
= = %6-0s erteke

M. genitalium 482 79
H. pylori 1590 17
H. influenzae Rd 1850 38
S. aureus N315 2594 25
M. tuberculosis H37Rv 4402 15
B. subtilis 4099 6.6
E.coliKI12 4296 7.1
S. yphimurium LT2 4597 11
C. glutamicum R 3052 226
F.novicida U112 1719 23
S. cerevisiae 5794 19
C.elegans 19 099 7

1. tablazat Esszencialis gének eloszlasa kilonb6z6 modellorganizmusok kozott. A

tablazat forrasa: 2.

Ezek a megfigyelések szdmos kérdést vetnek fel: A gének nagy része valdban
nélkulézheté az organizmus szamara? Hogyan képes fenntartani a névekedését egy

géndeléciés torzs?

Ezekre a kérdésekre kerestik a valaszt 2004-ben® az élesztd
(Saccharomyces cerevisiae) genomszintli metabolikus hal6zatdanak modellezése
segitségével. Korabbi biokémiai tanulmanyok alapjan rekonstrualtuk a 809
anyagcsereterméket és 851 ezeket 0sszekotd biokémiai reakciot tartalmazo
halézatot®. Ezt kévetéen oly médon optimalizaltuk az anyagcsere-halézatot, hogy a

282 elére meghatarozott, Okoldgiailag relevans tapkozegben elballitsa a
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novekedéshez szikséges anyagcseretermékeket. A modell alapjan a legtobb gén
esetén elmondhato, hogy annak elvesztése a 282 vizsgalt korulmény csak igen kis
hanyadaban (10%) jar sulyos koltséggel. Ebbdl tehat az kdvetkezik, hogy a legtdbb
gén megléte csak bizonyos kdrnyezetben nélkiilozhetetlen®.

Ezt a felvetést tdbb kisérletes tanulmany is alatamasztja. Elesztében a
biokémiai reakciok fluxusanak kézvetlen mérésével kimutattak, hogy a latszélagosan
nélkiildzhetd gének kb. 50 szazaléka inaktiv laboratériumi koriilmények kozott*®.
Ezenkival egy nemrégiben megjelent nagy ateresztéképességli kemogenomikai
tanulmany szerint az élesztd 5000, latszélag nélkildézheté génjének 97%-a legalabb
egy kornyezetben hozzajarul a tuléléshez®. Jellemzé tovabba, hogy a karos
fenotipusok altalaban a vizsgalt kdrnyezetek kis hanyadara korlatozédnak®.

Az emlitett megfigyelések nem zarjak ki a gének nélkilézhetésége mogotti
egyéb mechanizmusokat’. Egy gén elvesztése kétféle modon kompenzalédhat: a
gén redundans funkcioju valtozata altal, vagy az anyagcserelutvonalak
atrendezésével, alternativ Gtvonalak révén®’. Annak tisztazasara, hogy a két
mechanizmus kozul (génduplikacié vagy alternativ utvonalak) melyik a gyakoribb,
Ujra az élesztd metabolizmusanak vizsgalatahoz fordultunk®. Azokra az esszencialis
enzimatikus reakciokra fékuszaltunk, amelyek delécidja a ndvekedés gatlasahoz
vezet. Ez alapjan ugy becslljuk, hogy a génduplikaciok 15-28%-ban, mig az
alternativ.  metabolikus  dtvonalak csak 4-17%-ban felelnek a gének
nélkulézhetéségéért. Késdébb ugyanebben a fajpban elvégezték a biokémiai reakcidk
fluxusanak mérését, amely azonos eredménnyel szolgalt. A kisérlet alapjan a 207
életképes torzs esetében, amely aktiv reakciokat érint6 mutaciokat hordoz, a
redundans funkciéju duplikalédott gének jelentik a nagyobb (75%), és az alternativ
utvonalak a kisebb (25%) hanyadat a halézatok robusztussaga moégoétti molekularis
mechanizmusoknak. Ezek az eredmények azonban nem zarjak ki, hogy mas sejtes

rendszerekben a metabolikus utvonalak atrendezése a gyakoribb.
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Ezt kovetben feltettik a kérdést, hogy a génduplikacié (vagy alternativ
utvonal) vajon azért terjedt-e el és maradt fent, mert mas mutaciok karos hatasait
kompenzélja3. Korabbi elméleti kutatdsok szerint a természetben megfigyelhet6
mutacios rata és populacioméret mellett, a legtobb organizmusban nem alakulhatnak
ki a mutacidk karos hatasat kivedd valtozasok. Miért fordulnak el mégis duplikaciok
a genomban melyek atfedd biokémiai reakciokat kddolnak (izoenzimek)? Az élesztd
anyagcsere-halozatanak elemzése kimutatta, hogy az izoenzimek nem katalizalnak
gyakrabban esszencialis reakciokat, mint nem esszencialisakat. Ehelyett, jelenlétuk
a metabolikus halézat azon részein jellemz8, amelyeken magasabb fluxusra van
szikség. Ebbél az kdvetkezik, hogy a duplikaciok fennmaradasanak oka, hogy
novelik a fluxust, amellyel szelektiv elényt biztositanak, valamint a fluxus
novekedésének masodlagos kdovetkezményeként kompenzaljak a génvesztést.

A halézatok robusztussaganak kérdését ugy is megkdzelithetjuk, hogy olyan
gének evoluciéjat vizsgaljuk, amelyek szekvencigjuk alapjan nem mutatnak
rokonsagot, de képesek kompenzalni egymas nullmutacioit. Az ilyen genetikai
interakciok minimum 51 szazalékardl elmondhatd, hogy az egymast kompenzald
mindkét gén delécidja csak bizonyos kdrnyezetben letalis®. Ezek az eredmények
egyeznek azzal a modellel, amely szerint az enzimek bizonyos tapanyag jelenléte és

nem a mutaciok hatasanak kivédése miatt esszencialisak.

Il. Kompenzal6 evollcié

Az emberi populaciékban meglepéen nagy szamban fordulnak elé genetikai eredeti
megbetegedések®. Gyakori azonban, hogy ugyanaz a karos mutacié kiilénb6zd
egyénekben mas-mas tunetekkel jar, vagy egyaltalan nincs hatasa. Jellemzd
tovabba, hogy az emberben karos hatassal rendelkezé mutaciok konzervaltak mas,

10,11

kdzeli rokon fajokban™ . Mi lehet ennek az oka? Egyik lehetéség az, hogy az

evoluciés alkalmazkodassal egyitt jar olyan mutaciok felhalmozédasa, amelyek
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karos pleiotrép hatassal rendelkeznek. gy tehat az evolicid soran az
organizmusokban bekovetkez6 jelentds valtozasok nem csak az uj kornyezethez
torténé alkalmazkodast, hanem az adaptiv mutaciok karos hatasanak kivédését is
szolgaljak. Az 1920-as évek elején Ronald Fisher leirta azt az elméletet, miszerint az
adaptacid hasznos mutaciok fokozatos felhalmozasa révén torténik'?. Ezzel
szemben, Sewall Wright azt a nézetet vallotta, hogy a bizonyos feltételek mellett
karos mutaciok mérfoldkdként szolgalnak az adaptacié soran, mivel olyan evoluciés
Utvonalak elérését teszik lehetévé, amelyek mas esetben nem elérhetéek'. Az
elmult évtizedekben tOmegével szulettek elméleti munkak a témaban, azonban
kisérletes adatok — kuléndsen genom szinten — nehezen fellelhetdk.

Munkank soran™ ennek a problémanak egy kevéssé kutatott aspektusara
fokuszaltunk. Feltettik a kérdést, hogy a karos kdévetkezménnyel jar6 génvesztés
el6segiti-e az adaptaciot, illetve mik lehetnek ennek a folyamatnak a karos mellék
kdvetkezményei'. Célunk elérése érdekében tébbféle mddszertani megkdzelitést
alkalmaztunk: laboratériumi evolucids kisérletet és genomikai analizist kombinaltunk

14
[

bioinformatikai modszerekkel és részletes molekularis elemzéssel ™. A vizsgéalatok

soran szamos ujszerl kovetkeztetésre jutottunk:

A génvesztést kovetd kompenzalé evolucié altalanos. A karos, de
életképességet nem befolyasold deléciok legalabb 68%-a a genom mas részein
bekdvetkez6 adaptiv mutaciok révén kompenzalhato.

Az elveszett molekularis funkcié teljes helyreallitdsa ritka. A teljeskord
genomikai és fenotipusos analizis sordn kimutattuk, hogy az evolvalédott vonalak
eltérnek egymastol és Uj adaptiv csucsokat értek el. A vad tipus fiziolégias allapota

tehat altalaban nem all helyre, valamint gyakoriak a karos pleiotrép hatasok.
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Eredményeink alapjan ugy véljuk, hogy a fajok kozti génkészletbeli kildnbségek a
részben a kompenzalé evollucié hatadsai és nem feltétlenll a kdrnyezethez valo

alkalmazkodast tukrozik.

lll. Evoluciés genommérnokség
A teljes genomra kiterjedé genetikai mérndkség lehetéséget ad specifikus genomi
régidk iranyitott és kombinatorikus szerkesztésére'®. Az e teriileten elért legfrissebb
Ujitasok példatlan lehetéséget nyujtanak elére meghatarozott funkcidval rendelkezé,
komplex molekularis Utvonalak tervezéséhez'®. Az ebben a témaban sziiletett eddigi
tanulmanyok egy része olyan uj utvonalak tervezésére helyezte a hangsulyt,
amelyeken keresztll gyogyaszati és ipari célbdl hasznosithatd molekulak allithatok
el6, mig masok tovabbi tervezésre alkalmas genomi konstrukciokat hoztak Iétre.
Azonban a genommérndkség az evolucidé valds ideji tanulmanyozasahoz is
lehetbséget biztosit, kikiszobolve a jelenleg hasznalt evolucids vizsgalati modszerek
t18

limitacioit . A modszer alkalmas tobbek kozo6tt a) kiterjedt genomi régiok, vagy teljes

kromoszémak gyors szerkesztésére és iranyitott evolucidjara, b) rdovid DNS
szegmensek (promoéterek, kodold régiok) vagy teljes genomok szintézisére és

kombinatorikus dsszeillesztésére, c) kiterjedt régiok vagy akar teljes genomok kémiai

szintézisére és Uj gazdaszervezetbe illesztésére’’.

A genommeérnokseg jelenleg harom f6 limitacidval rendelkezik: i) csak néhany
laboratériumi modellszervezetben alkalmazhaté (mint pl. az Escherichia coli), ii) a
gazda genomjanak jelentés mértékil, el6zetes moddositasat igényli, valamint iii)
szamos nem kivant (,off-target”) moddositas felhalmozasahoz vezethet, amelyek
szama gyakran felilmulja a kivant mutacidk szamat. Az emlitett problémak nagy

mértékben megnehezitik a technika széleskori biotechnologiai alkalmazasat.
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Legfrissebb kutatasaink soran ezekre kivantunk megoldast talalni'®®°. A multiplex
automatizalt genommérndkség (MAGE) korabbi fejlesztéseit alapul véve?',
kifejlesztettink egy egyszeri és kompakt megoldast. Ehhez elsé lepésként
jellemeztink egy olyan dominans mutaciét, amely a baktériumokban talalhato
metilacié kdzvetitett mismatch hibajavitéas (methyl-directed mismatch repair=MMR)
egyik kulcsfehérjéjét érinti. Ennek segitségével revezibilisen inaktivalhaté a
hibajavitas a célsejtekben®. Ezt kihasznalva kifejlesztettiink egy j genommérnéki
eljarast, amelyet pPORTMAGE-nek neveztiink el. A modszerrél bebizonyitottuk, hogy
alkalmas nagy ateresztOképességli genomszerkesztésre, egyszerre tobb |okusz
hatékony médositasa révén.

A pORTMAGE eljarassal médositott toérzsekben a teljes genomszekvenalas
soran nem kivant, off-target mutaciét nem azonositottunk®. Ez komoly elényt jelent a
korabbi modszerekhez képest. Ezenkivul rendszerinkkel megoldottuk a
hordozhatésag problémajat is. Mivel az MMR rendszer konzervalt, a dominans
mutacid atviheté kilonbdzd baktériumfajokba. igy, a telies genomszerkesztést
szolgald szintetikus operont egy széles gazdaspecificitdsu vektoba helyezve, a
modszer szamos fajban hasznalhatéva valt.

Munkank soran a pORTMAGE redszert sikeresen alkalmaztuk
biotechnoldgiailag és klinikaliag jelentds enterobaktériumokban®. A vizsgalatban
antibiotikumokkal szemben rezisztenciat okozé mutacidk hatasat tanulmanyoztuk
Salmonella entericaban és Escherichia coliban. Kimutattuk, hogy annak ellenére,
hogy a két faj kb. 100 milli6 évvel ezelbtt valt el egymastdl, a mutaciok hatdsa
altalanos konzervaciot mutat. Ez az eredmény jovébeli szisztematikus tanulmanyok
alapjat képezi®.

Osszefoglalva, a rendszerink alkalmas arra, hogy minddssze egyetlen
transzformacioval enterobaktérium fajok széles skalajat tegye alkalmassa a

genomszerkesztésre, kikiszdébdlve a nem kivant mutaciok felhalmozasat.
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Fejlesztéslink széleskorlen alkalmazhato, tobbek kozott bioszintetikus
utvonalak gyors optimalizalasara, és ezen keresztul hasznos molekulak eldallitasara
szamos baktériumfajpan. Segitségével kikerilhetévé valik a faradsagos
laboratoriumi optimalizélas folyamata. Ezen felll, kisérleteink alapjan ugy véljuk,
hogy munkank 0j utat nyithat meg kilonféle kutatési terlleteken, mint példaul a
funkcionalis genomika és az evoluciébioldgia. Mddszerlink, a pPORTMAGE, elséként
alkalmas a mutaciok hatasanak szisztematikus 6sszehasonlitasara és az episztazis

vizsgalatara kulonb6zd baktériumfajokban.

10
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IV. Antibiotikum-rezisztencia és kollateralis szenzitivitas

Az alap és alkalmazott kutatas szamara egyarant kiemelkedd jelent6séggel bir
annak megértése, hogy a mikrobak rezisztenciajanak kialakulasa egy adott
antibiotikummal szemben hogyan noveli (keresztrezisztencia) vagy csokkenti
(kollateralis szenzitivitas) az életképességet mas szerekkel szemben®. Nyilvanvalo
klinikai jelent6sége ellenére, nagyléptéki tanulmanyok hianyaban, csak korlatozott
ismeretanyaggal rendelkezunk errél a kérdésrol.

Kutatasunk soran Escherichia coliban feltérképeztik a kilonb6zé
antibiotikumok kozotti keresztrezisztencia és kollateralis szenzitivitds kapcsolatokat,
és felderitettik az ezek mogott meghuzodd molekularis mechanizmusokat. A munka
soran laboratériumi evolucios kisérletet kombinaltunk genomszekvenalassal és
funkcionalis analizissel. Az evollcios kisérlet soran az E. coli K12 térzs populacioit
parhuzamosan adaptaltattuk egy-egy (6sszesen 12-féle) klinikailag relevans
Ennek eredményeképpen a vad tipushoz képest maximalisan 300-szoros
ndvekedést értlink el a minimalis gatlé koncentraciéban (MIC). Az elért rezisztencia
mértéke minden esetben elérte vagy meghaladta az EUCAST altal meghatarozott
klinikai hatarértékeket, valamint az evolvalt térzsek 52%-a egyszerre t6bb
antibiotikummal szemben is rezisztenciat mutatott. Kovetkez6 lépésként teszteltuk az
evolvalt populacidk érzékenységét a tobbi 11 antibiotikummal szemben, amelynek
eredményeként feltértképeztik az antibiotikumok kozo6tti  keresztrezisztencia-
kblcsdnhatasokat. A tovabbiakban, az ezek mogott meghuzédd molekularis
mechanizmusok  felderitése  érdekében az evolvalt vonalakon teljes
genomszekvenalast és biokémiai teszteket végeztink.

A vizsgalatokbol az alabbi kovetkeztetéseket vontuk le:
A) A keresztrezisztencia-halézat s(irli, amely arra utal, hogy egy antibiotikumhoz valé
alkalmazkodas gyakran okoz multirezisztenciat.

B) A halézatban gyakoriak az aszimmetrikus kapcsolatok: az ,A” stresszforrassal

11
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szembeni védelem ,B” stresszforrassal szemben is véd, de ugyanez forditva nem
igaz.
C) A keresztrezisztencia-halézat az antibiotikumok tulajdonsagai alapjan nagy

mértékben elbre jelezhetd.

Valtozatos Viltozatos
Folsavszintézs mechanzmusok Fobavszintézs mechanizmusok

|
-i ik ,/’

Keresztrezisztencia-hélézat Kollateralisszenzitivitas-hal 6zat

1. abra A laboratériumban evolvalt baktériumok antibiotikumokkal szembeni
eérzékenységének meghatarozasa alapjan két halézat rajzolhaté fel. Az ,A”
antibiotikumtdl a ,B"-be mutato nyil jelzi, hogy az ,A” elleni rezisztencia
novelte (kollateralis szenzitivitas) vagy csokkentette (keresztrezisztencia) a

.B -vel szembeni érzékenységet. Forras: Pal és kollégai 2015.

Kisérleteink felfedték a molekularis szinten zajlé parhuzamos evollcié nyomait. A
kilonb6zd antibiotikumokhoz alkalmazkodott térzsekben parhuzamosan azonos
mutaciok jelentek meg, amelyek tébb szerrel szemben is rezisztenciat biztositottak?.
A keresztrezisztenciaért felelés mutacidk sokféle molekularis mechanizmust
érintettek. Az érintett gének kozott talaltunk multidrog efflux pumpat kédold és

metabolikus géneket, valamint a) oxidativ, b) tApanyag- és c) membranstressz elleni

12
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védekezésben szerepet jatszd géneket is. Ezen felll arra is fény derilt, hogy a
keresztrezisztencia-mintazat kialakitasahoz nagy mértékben hozzajarulnak a globalis
transzkripciot szabalyozo gének, amelyek a transzkripciés mintazat genomszintl
atrendezéséért feleldsek.

Eredményeink kozdl talan a leginkabb figyelemre mélté az a felismerés, hogy a
keresztrezisztenciaért  felelés mutaciok széleskori pleiotrép hatassal
rendelkeznek®?. A kiilonféle faktorokkal szembeni egyidejii védettség tehat
altalanos lehet®®. igy a természetben eléforduld egyéb stresszfaktorokhoz torténd
alkalmazkodas melléktermékeként novekedhet az antibiotikumokkal szembeni

tolerancia is.

Kollateralis szenzitivtas és multirezisztencia a baktériumokban

Korabbi tanulmanyok kimutattak, hogy az egy antibiotikummal szemben kialakuld
rezisztencia gyakran jar egyutt szamos mas szerrel szembeni ndvekedett
ellenalléképességgel. Keveset tudunk azonban a kollaterdlis szenzitivitas
el6fordulasanak gyakorisagardél. Kollateralis szenzitivitasrél akkor beszéllink, ha a
rezisztencia kialakulasa egy masik szerrel szembeni ndvekedett érzékenységgel
parosul. Kutatasaink kimutattak, hogy ez a jelenség igen gyakori**. Az e mogott
meghuzodd mechanizmusok megértése azonban tovabbi kutatast igényel. Egy
lehetséges magyarazat lehet a sejtek membranpotencialjanak megvaltozasa, amely
bizonyos antibiotikumokkal szemben rezisztenciat, mig masokkal szemben
tulérzékenységet okoz. Ezt laboratériumi és klinikai tanulmanyok egyarant leirtak®.
Ezek alapjan ellentétes mechanizmusok létét feltételezhetjik, amelyek az

révén modosithatjak.

13
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2. abra Kollateralis szenzitivitast okozé6 mechanizmus. A membranpotencial belsé
membranon keresztlli megvaltozasa kettds hatassal rendelkezik: csokkenti szamos
aminoglikozid-tipusu antibiotikum felvételét, valamint mérsékli a PMF-figgd efflux

pumpak aktivitasat. Forras: Lazar és kollégai 2013.

Klinikai jelentéség

A keresztrezisztencia/kollateralis szenzitivitas haldzat térképe forrasként szolgalhat a
gyogyaszat szamara és el6segitheti a megfelel6 terapia kivalasztasat. Az optimalis
antibiotikum-kombinacié kivalasztasa példaul nagyban fligghet a szerek kozotti
fizioldgids kolcsdnhatastdl és azoktdl a mutacioktdl, amelyek mindkét szerrel
szemben ellenalléképességet biztositanak. Kimutattak, hogy két antibiotikum kozotti
keresztrezisztencia csak nagyon kis mértékben filigg attél, hogy kombinacidban

alkalmazva fennall-e kozottik szinergizmus?®. Az  antibiotikumok  kozti
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keresztrezisztenciarol és szinergizmusrol gydijtott minél nagyobb mennyiségi tovabbi
informacié kiléndsen hasznos lehet a jovében a multirezisztens koérokozék elleni
terdpidk kialakitdsdban. Sokat vitatott kérdés, hogy egy adott antibiotikum
lecserélése, majd Ujra felhasznaldsa okozhatja-e a rezisztencia megjelenését®’.
Munkank eredményei azt jelzik, hogy ennek a stratégianak a sikere a megfeleld
antibiotikumok kivalasztasaban rejlik: ha egy adott antibiotikumot annak kereszt-
szenzitiv partnerével valtunk fel, a kezelés sikeres lehet. Egy alternativ megkdzelités
lehet tovabba két olyan szer egyideji alkalmazasa, amelyek kozott kollateralis
szenzitivds kapcsolat all fent. llyen médon géatolhaté a vad tipus és a rezisztens

alpopulacié ndvekedése és megelézhetd a rezisztencia kialakulasa®?.
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Integration of Mendelian genetics into evolutionary biology in the early 20th century
has allowed understanding a broad range of biological phenomena, and unified
several previously isolated fields including biogeography, taxonomy, ecology and
population genetics. In spite of the enormous success of the Modern Synthesis,
certain key issues have remained unanswered. Systems biology offers a new angle
to study these problems in a consistent manner'. In a nutshell, it aims to integrate
detailed molecular network analyses and computational models of cellular
subsystems with population genetics and experimental evolution, to re-investigate
central issues of evolutionary biology’.

Here | will focus on four main topics, all of which illustrate the conceptual and
methodological links between evolution and systems biology. The first relates to the
gene knock-out paradox. Why is it that most genes appear to be dispensable?
Second, these considerations will lead to the problem of compensatory evolution
Third, | describe recent advances in bacterial genome engineering, and how genome
engineering can be used to study the evolution of bacterial genomic streamlining in
the laboratory. Finally, | briefly summarize our work on antibiotic resistance and

collateral sensitivity in microbes.
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I. Evolution of gene dispensability

In most organisms, inactivation of a single gene generally has no major effect on
survival®. Only 20% of the single knock-outs in yeast (Saccharomyces cerevisiae) are
essential for growth, and similarly low figures have been observed in the worm

Caenorhabditis elegans, Bacillus subtilis, and many other organisms (Table 1).

no. of protein est % of
organism coding genes essential genes
M. genitalium 482 79
H. pylori 1590 17
H.influenzae Rd 1850 38
S. aureus N315 2594 25
M. tuberculosis H3TRv 4402 15
B. subtilis 4099 6.6
E.coliK12 4296 7.1
S. ryphimurium LT2 4597 11
C. glutamicum R 3052 226
F.novicida U112 1719 23
S. cerevisiae 5794 19
C.elegans 19 099 7

Table 1. Distribution of essential genes in model organisms. Adapted from ref 2

Details and references therein.

These patterns tempt many issues: Is large fraction of the genes truly dispensable to

the organism? Why is it that a knockout strain can grow well?

Back in 2004°, we addressed this issue using the genome scale metabolic
network model of baker's yeast (Saccharomyces cerevisiae). The network was
reconstructed from a large set of prior biochemical studies, and includes 809
metabolites connected by 851 different biochemical reactions®. Using this network,
we defined a solution where fluxes of all metabolic reactions in the network satisfy
the relevant constraints, given the nutrients available in the environment. Next, we
calculated the optimal use of the metabolic network to produce major biosynthetic
components for growth under a set of 282 predefined and ecologically relevant

nutrient conditions. The model indicates that most genes have severe fitness defects
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only under a small fraction (10%) of the 282 different growth conditions investigated.
Thus, most genes appear to be important in specific environments only3.

Several empirical studies supported this claim. First, direct measurement of
enzymatic fluxes in yeast demonstrated that about 50 percent of apparently
dispensable genes are inactive under laboratory conditions*®. Even more
importantly, a recent high-throughput chemogenomic study indicates that as high as
97% of the 5000 apparently nonessential genes in yeast make contribution to fitness
under at least one condition®. Moreover, deleterious phenotypes are generally
restricted to a small fraction of the tested environments®.

The above figures do not exclude the possibility for other mechanisms of
gene dispensability’. Gene deletions may be compensated for by a gene duplicate
with a redundant function, and reorganization of metabolic fluxes across alternative
pathways may buffer gene loss®’. To approach which of the two mechanisms — gene
duplicates with redundant functions versus alternative pathways — are more
important, we again turned to yeast metabolism®. We focused on essential enzymatic
reactions, i.e. the ones predicted to stop growth when deleted. Overall, we estimate
that duplicates account for between 15-28 percent of incidences of gene
dispensability, while alternative metabolic pathways can only explain 4 to 17 percent
of it. These figures were later confirmed by experimental enzymatic flux
measurement in the same species. These experiments suggest that, for 207 viable
mutants of active reactions, network redundancy through duplicate genes is the
major (75%), and alternative pathways the minor (25%) molecular mechanism of
genetic network robustness. These results do not exclude the possibility that
distributed robustness via alternative pathways is more common in other cellular
systems.

Next we asked whether the spread and retention of a duplicate (or alternative
pathway) was selected because it provided backup against mutations®. Prior

theoretical works demonstrated that, under realistic mutation rates and population
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size settings, most organisms are unlikely to evolve backup against mutations. So,
why are duplicates in the genome? Flux balance analysis of the yeast metabolic
network has shown that essential reactions are not more likely than nonessential
reactions to be catalyzed by isoenzymes. Instead, isozymes appear at positions in
the network where a high flux is needed. This suggests that duplicates were retained
to permit a selectively advantageous increase in flux rates, a secondary
consequence of which can be buffering.

Another way to ask about the evolution of distributed robustness in networks
is to ask about the evolution of gene pairs that are not sequence related, but can
compensate null mutations in each other. At least 51 percent of such synthetic lethal
interactions are restricted to particular environmental conditions®. These results are
compatible with a side effect model, where the enzymes are essential under nutrient

specialist conditions, not because they provide backup.

ll. Compensatory evolution

Genetic disorders in human populations are surprisingly frequent’. However,
individuals carrying the same deleterious mutations often have different or no
symptoms at all. Moreover, mutations deleterious in human are frequently fixed in
other closely related species'®''. Why is it so? | argue that evolutionary adaptation is
inherently linked to the incorporation of mutations with pleiotropic side
consequences. Therefore, organisms undergo major changes during evolution not
simply to adapt to novel environments but also to compensate for the deleterious
side-effects of adaptive mutations. Indeed, in the early 1920s Ronald Fisher
pioneered the view that adaptation is by and large a hill climbing process'?: it
proceeds through progressive accumulation of beneficial mutations. By contrast,
Sewall Wright proposed that fixation of conditionally deleterious mutations may act

as stepping stones in evolutionary adaptation by providing access to evolutionary
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pathways which are otherwise inaccessible'. After many decades, theoretical works
on the subject are overwhelming, but the data (especially on a genomic scale) is
scarce.

In our work™, we focused on a special, largely neglected aspect of this
problem and asked whether deleterious gene loss events promote adaptive genetic
changes and what the side consequences of such process might be'. To achieve
such an ambitious goal, we integrated approaches of several disciplines, including
laboratory experimental evolution and genomic analyses, coupled with bioinformatics

and detailed molecular studies'. The analysis reached several important results:

Compensatory evolution following gene loss is pervasive. At least 68% of the
deleterious but non-lethal null mutations can be buffered through accumulation of
adaptive mutations elsewhere in the genome.

Full restoration of the lost molecular function is rare. Integrated genomic and
phenotypic analyses revealed that the evolved lines diverge from each other and
reach new adaptive peaks: the wild-type physiological state is generally not restored

and pleiotropic side effects are prevalent.

Based on these results, we proposed that a substantial fraction of the gene content
variation across species is due to the action of compensatory evolution and may not
need to reflect changes in environmental conditions and consequent passive loss of

genes.

lll. Evolutionary genome engineering
Genome-scale engineering enables editing specific genomic locations in a directed
and combinatorial manner'®. Recent advances in this field offer an unprecedented

opportunity to design complex molecular circuits with predefined functions'®. Most
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studies have either focused on engineering novel pathways that produce specific
molecules for medicine and industry or attempted to construct genomic chasses that
are more amenable for further rational design. We recently argued that genome
engineering offers extremely powerful discovery tools for understanding the evolution
of natural cellular systems”. While genome engineering had limited impact on
evolutionary research so far, | predict that it will change in the near future. Technical
advancements in genome engineering have the potential to transform evolutionary
biology into a more predictive discipline.

Why is it important? Laboratory evolutionary experiment on microbes coupled
with whole-genome sequence analyses offer powerful tools to investigate evolution in
real time'’. Current works largely focus on complex phenotypes of whole organisms,
where genetic basis is not understood properly. However, this approach has several
limitations:

1) Natural genetic variation is limited in the laboratory. Several crucial
evolutionary innovations lack within population variation, on which selection could
act.

2) Evolution in the laboratory is slow. Given the limited timescale of microbial
laboratory evolution experiments, only relatively few mutations are fixed in most
laboratory evolved populations. Therefore, comparison of these results to
macroevolutionary trends is often difficult.

3) No appropriate control of mutational processes. Studying the evolution of a
particular cellular subsystem is hindered by the fact that beneficial mutations can
occur outside the subsystem under investigation. In other cases researchers may

wish to investigate specific mutational processes only.

Genome-scale engineering provides a novel approach to study evolution in real time,
as it can potentially handle the above mentioned problems’®. Among others, genome

engineering offers a) rapid editing and directed evolution of large genomic segments
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or entire chromosomes, b) synthesis and combinatorial shuffling of small DNA
segments (promoters, coding regions) or complete genomes, ¢) chemical synthesis
and integration of large segments or even whole genomes into new host organism.

For details, see .

Recently, we addressed some of the most long-standing problems in genome
engineering'®?. Currently available tools for bacterial genome manipulation suffer
from three major limitations. They i) have been optimized for a few laboratory model
strains (such as Escherichia coli MG1655), ii) demand extensive modification of the
host genome prior to large-scale genome engineering, and iii) lead to the
accumulation of numerous unwanted, off-target modifications, sometimes
outnumbering the desired ones. Clearly, these issues have serious implications on
wide-spread biotechnological applicability.

Building on prior development of multiplex automated genome engineering ',
our work addressed these problems and presented a simple, all-in-one solution.
Briefly, we first characterized a dominant mutation in a key protein of the methyl-
directed mismatch repair (MMR) system, and used it to precisely disrupt mismatch-
repair in target cells®®. With the integration of this advance, we developed a new
workflow (portMAGE) for genome-scale engineering and demonstrated its
applicability for high-throughput genome editing by efficient modification of multiple
loci.

Whole genome sequencing revealed that none of the modified strains carried
any observable off-target mutation, a major advance over prior approaches®. Due to
the highly conserved nature of the bacterial MMR system, the application of
dominant mutations in this system provides a unique solution to portability. By
placing the entire synthetic operon that enables efficient genome engineering into a

broad-host vector, we successfully adapted multiplex automated genome
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engineering to a wide range of hosts, and applied the strategy for genome editing in
biotechnologically and clinically relevant enterobacteria®.

To demonstrate the usefulness of our system, we applied our method
(PORTMAGE) to study a set of antibiotic resistance conferring mutations in
Salmonella enterica and E. coli. Despite over 100 million years of divergence
between the two species, mutational effects remained generally conserved, a result
with implications for future systematic studies®.

In sum, with just one transformation, our system allows any strain of interest
across a range of enterobacteria to become an efficient host for genome-scale
editing. The method simultaneously eliminates off-target mutagenesis.

Our findings have broad implications with regards to chassis engineering for
the production of valuable biomaterials through the rapid optimization of biosynthetic
pathways across a wide range of bacteria, a process previously requiring tedious
laboratory optimization. Moreover, based on our proof-of-principle experiments, we
predict that our work will open a new avenue of research in diverse fields such as
functional genomics and evolutionary biology. For the first time, our method,
pORTMAGE allows systematic comparison of mutational effects and epistasis across

a wide range of bacterial species.
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IV. Antibiotic resistance and collateral sensitivity in bacteria

Understanding how evolution of microbial resistance towards a given antibiotic
enhance (cross-resistance) or decrease (collateral sensitivity) fitness in the presence
of other drugs is a challenge of profound importance for several fields of basic and
applied research?. Despite its obvious clinical importance, our knowledge is still
limited, not least because this problem has been addressed largely by small-scale
clinical studies. By combining laboratory evolution, genome sequencing, and
functional analyses, our works charted the maps of cross-resistance/collateral

sensitivity interactions between antibiotics in E. coli****, and explored the

2 In a nutshell, we initiated

mechanisms driving these evolutionary patterns
laboratory evolutionary experiments starting with a single clone of E. coli K12.
Parallel evolving bacterial populations were exposed to gradually increasing
concentrations of one of 12 clinically relevant antibiotics, leading to up to 300-fold
increase in the minimum inhibitory concentrations (MICs) relative to the wild-type. In
all cases, the resistance levels were equal to or above the EUCAST clinical break-
points. Moreover, 52% of the evolved strains showed resistance to multiple
antibiotics. As a next step, the corresponding changes in susceptibilities of the lab-
evolved populations were measured against a panel of other antibiotics, allowing
researchers to infer a network of cross-resistance interactions. Laboratory-evolved
lines were subjected to whole-genome sequence analysis and biochemical assays to
decipher the underlying molecular mechanisms of these interactions.

These studies revealed that:

a) The cross-resistance network is dense, indicating that exposure to a single
antibiotic frequently yields multidrug resistance.

b) The populations frequently evolvd asymmetric cross protection, where stress A
protects against stress B, but not vice versa.

c) The network of cross-resistance is highly predictable based on antibiotic

properties.

11
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Cross-resistance network Collateral-sensitivity network

Figure 1. Based on the high-throughput measurement of antibiotic susceptibilities in
laboratory evolved bacteria, two networks can be deciphered. An arrow from
antibiotic A to B indicates that evolution of resistance to A generally increases
(collateral sensitivity) or decreases (cross-resistance) susceptibility to B. Adapted

from Pal et al. 2015.

These works also identified a strong signature of parallel evolution at the molecular
level that emerged across populations adapted to different antibiotics, and such
parallel mutations delivered resistance to multiple antimicrobial agentszs. The
molecular mechanisms underlying antibiotic cross-resistance appeared to be very
diverse, including mutations in multi drug efflux pump, metabolic genes, and genes
involved in bacterial defense against a) oxidative, b) nutritional and ¢) membrane
stresses. These works also suggested that genome-wide transcriptional rewiring
mediated by global transcriptional regulatory genes has an important contribution to
the cross-resistance patterns.

Perhaps the most remarkable aspect of these findings is that cross-resistance is

12
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delivered by mutations with wide pleiotropic effects®®?*. Therefore, cross-protection
may be more general®, and opens the possibility that stressful conditions unrelated
to antibiotic pressure may, as a byproduct, select for enhanced antibiotic tolerance in

nature. It was indeed so, see below.

Collateral sensitivity of multidrug resistant bacteria

Prior studies demonstrated that evolution of resistance to a single antibiotic is
frequently accompanied by increased resistance to multiple other antimicrobial
agents. However, very little is known about the occurrence of collateral sensitivity
(i.e. when evolution of resistance yields enhanced sensitivity to other antibiotics). Our
studies showed that evolution of resistance towards a single antibiotic frequently
yields collateral sensitivity to others?. Understanding the mechanisms underlying
collateral sensitivity interactions is still at an embryonic stage. We mention one
example here: resistance mechanisms to various antibiotics via alteration of
membrane potential have been reported in both laboratory studies and clinical
settings, and such changes underlie the hypersensitivity of bacteria to other
antibiotics?®*. These results indicate the existence of antagonistic mechanisms by
which bacteria modulate intracellular antibiotic concentration through altering

membrane polarity®.

13
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Figure 2. A mechanism underlying collateral sensitivity. Altering the membrane
potential across the inner bacterial membrane has two opposing effects: it reduces
the uptake of many aminoglycoside-related antibiotics but simultaneously leads to

the reduced activity of PMF-dependent efflux pumps. Adapted from Lazar et al. 2013.

Clinical implications

The experimental map of cross-resistance/collateral sensitivity could serve as a
unique resource and potentially permit informed decisions in medicine. For example,
the choice of optimal antibiotic combinations depends on both the presence of
physiological drug interactions and the availability of mutations that deliver resistance
to both drugs simultaneously. It has been shown that cross-resistance between two
antibiotics is largely independent of whether they show synergistic effects in
combination®. Combination of large-scale information on antibiotic synergism and
cross-resistance could be especially informative for future development of multidrug
therapies. For example, it remains controversial whether temporal rotation of

antibiotics could select against the development of resistance?. These works

14
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strongly indicate that the success of such a strategy depends on the choice of
antibiotics: treatment with a single antibiotic and then switching to a cross-sensitive
partner may be a viable strategy. An alternative approach relies on the simultaneous
administration of two agents in collateral sensitivity interaction to inhibit both the wild-
type and the resistance subpopulations and thereby prevent the emergence of

resistance®®?’.
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