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Mindenek el6tt szeretném megko6szonni az értd, és gondolatébreszt6 észrevételeket. Alant a részletes
valaszok:

Az evo-devo, azaz az evolucids (egyed)fejlédésbiologia ligye — tavolrdél nézve — elég hasonld az evolucid és a
rendszerbioldgia javasolt egyesitéséhez: a magasabbrend allatok esetében az egyedfejlédés az egyik alapvetd
kozvetités a genomtdl a fenotipusig. Elsé kérdésem ezzel kapcsolatos, és nagyon elvi jelleg(: |at-e a Szerz6
mélyebb kapcsolatot e két irdnyzat kozott, és redlis esélyt valamilyen szintézislikre? Vagy ami talan ugyanaz:
képes lehet-e a rendszerbioldgiai kultira érdemben befogadni a sejtnél magasabb szervez6dési szintet?

Létezik egy Uj tudomanyag, amelyet a képviselGi System Developmental Biology névvel illetnek (pl. Perrimon
és Barkai 2011, Current Opinion in Genetics and Developmental Biology). Egyik célkit(izése az, hogy a
genomika és egyéb rokon tudomanyteriiletek adatait 6sszegezve rekonstrudlja magasabb rendii él6lények
genetikai szabalyozo halozatait, és ezek alapjan modellezze az egyedfejldés kulcseseményeit.

Ami viszont (szerintem) sokkal kézvetlenebbiil kapcsolddik a bemutatott munkdkhoz, az az evoluciés 6koldgiai
probléma, amely azt egysejti szinten is fellép, de amely — tudomasom szerint — nem kap elegendé figyelmet.
Ha egy adott kdrnyezetben a gének jo részére nincs igazan szilikség, akkor arra gondolhatnank, hogy a sok gént
tartalmazé szervezeteket kiszorithatjak a sokkal specialistabb, de joval kisebb genommal rendelkezé, s ezért
gyorsabban reprodukaldodo valtozatok. Miért ilyen bonyolult akkor egy baktérium? Nyilvan egy lehetséges
magyarazat az, ha a szervezet nem szamithat egy allandé kérnyezetre, hanem képesnek kell lennie megélni
sokféle koriilmény mellett. Akkor viszont a hosszutavu fitneszt nem az egyes kornyezetekben kilén-kilon

Egyetértek. A genetikai bonyolultsag sok esetben csak latszélagos. Az él6lény életmddjanak és dkolégidjanak
a pontos ismerete sziikséges ahhoz, hogy megértsiik miért vannak jelen latszélag eldobhaté gének. Papp
Balazs kollégammal azt a nézetet képviseljiik évek 6ta, hogy egysejtliekben a gének jelents része csak
nagyon specialis kornyezeti kériilmények kozott kulcsfontossagu (Papp és kollégai Nature 2004). Sajnos
szamos egysejtli esetén - az evolucié szempontjabol kulcsfontossagu - kérnyezeteket csak hianyosan
ismerjiik.

A teljes 6koldgiai megértéséhez persze nyilvan nehéz eljutni. A konkrét flux-balance elemzés kapcsan szeretnék
rakérdezni arra, milyen jellegl kiilonbség volt a 282 vizsgalt tapkdzeg kozott? (A Nature cikk dbrai néhany



kombinaciét mutatnak be.) Adédott valami olyasfajta tanulsag, hogy minden esetben azok a gének
esszencialisak, amelyek az éppen jelenlévé tapanyag feldolgozdsahoz sziikségesek? Minden génhez meg lehet
taldlni azt a kérnyezetet, amelyben 6 az esszencialis?

Ebben a munkaban (Papp és kollégai Nature 2004) arra a kérdésre probaltunk valaszt adni, hogy miért
vannak eldobhaté gének, amelyek “kikapcsoldsa” latszélag semmilyen karos kévetkeménnyel jar. Sokan ugy
vélték, hogy ezek a gének biztonsagi tartalékok, amelyek a szervezet mutacidkkal szembeni robusztussagat
(ellenalléképességét) novelik. Egy masik — nem kizarélagos - lehetGség, hogy ezek a gének csak specfikus
kérnyezetben fontosak.

Munkdankban meglévé biokémiai és genomikai adatok alapjan rekonstrudltuk a soréleszt6 szinte
teljes anyagcserehaldzatat. A halozat miikodését szamitégépes eszkozokkel modelleztiik. Valés adatokkal
oOsszevetve azt talaltuk, hogy a kulcsfontossagu géneket 84% biztonsaggal tudtuk megjdsolni.

A kérnyezet ebben a keretben rendkiviil egyszerii: egy-egy meghatdrozott tapanyag kombinacid. Az
él6lény anyagcserehalézatanak ezeket a tapanyagokat kell hasznositania, azaz a sejt szamara fontos
molekuldkat kell Iétrehoznia. Akkor valik egy gén kulcsfontossaguva egy adott kdrnyezetben, ha
“kikapcsolasa” esetén a halézat ezen molekuldk egy részét mar nem tudja létrehozni. Azaz, minden
koérnyezethez tartozik egy lista a kulcsfontossagu vagy eszencialis génekrdl. Ez a lista nagy eltérést mutat
kérnyezetenként (Papp és kollégai Nature 2004, Supplementary Information).

Es mi is az, hogy fitnesz? A fitnesz fogalmaval van egy alapvet6 6koldgiai probléma, amelyet a genetikai
gondolkodas nem eléggé tart szamon. Allandé kérnyezetben egy populdcié elébb-utébb lenyomja
taplalékforrasait annyira, hogy egyensulyba keriljon — a ndvekedési rataval mért fitnesze tehat nulla lesz, amin
ily médon nincs mit mérni. Ha viszont nem a leterhelt, hanem a telitési tdpanyag-koncentracié mellett
vizsgaljuk a névekedést (és gyakran az igy mért ndvekedési ratat tekintik fitnesznek), akkor nem abban a
koérnyezetben tanulmanyozzuk az organizmust, amelyben ténylegesen él. Példaul az egyetlen tapanyag altal
limitalt organizmus esetén a versengést az a valtozat nyeri, amelyik a legalacsonyabb tapanyag-koncentracid
mellett tudja fenntartani a populacidjat — s ennek nem kell azonosnak lennie a magas tapanyagszint mellett
leggyorsabban névekedd valtozattal.

Nehéz és Osszetett kérdés. Arra fékuszalnék, hogy a laboratériumban hogyan lehet igazolni a biralé
felvetétését. Ugy latom, ennek két kulcs eleme van:

1) A “relativ” ratermettséget (fitnesszt) kell mérniink: nem egy adott populacié novekedési ratajat,
hanem két azonos fajba tartozé genotipus aranyanak valtozasat az id6 fliggvényében. Erre
szolgalnak az ugynevezett kompeticiés kisérletek. Altaldban azonos ardnyban helyeziink el egy adott
tapoldatban vad tipusu és egy adott mutaciét tartalmazé populaciot, majd meghatarozott id6 utan
(ami tipikusan 24-72 6ra) meghatarozzuk a két genotipus aranyanak a valtozasat, és ebbdl az
egymashoz viszonyitott ratermettséget (részletek Elena és Lenski Nature Reviews Genetics 2011).
Ebbdl kovetkeztethetiink az adott mutacié el6nyés vagy hatranyos voltara.

2) Ezeket a kisérleteket végezhetjiik olyan feltételek mellett, ahol a fizikai kériilmények - igy a
tdpanyag mennyisége is - a kisérlet sordn végig allandé. Erre szolgal a kemosztat. A kemosztat egy
tovabbi elénye, hogy a tapanyag mennyiségét konnyen tudjuk szabdlyozni, igy nagyon alacsony és
magas tapanyagkoncentracid is beallithato.

A problémat nem oldja meg, csak elbonyolitja, ha a kdrnyezet nem allandé. Nem lehet, hogy a latszélag
felesleges gének problémaja ezekkel az ligyekkel kapcsolatos?

Erre a problémara fentebb mar reagaltam.

A pontos gondolkodas a referencia-valtozat egyensulyi kortilményei kozott (illetve a hosszutavu stacionarius
fluktuacid kontextusaban) vizsgalja az el6nyds, vagy hatranyos mutdnsok pozitiv, vagy negativ novekedési
ratdjat, nem pedig idealis kérilmények kdzotti pozitiv ratakat hasonlitja 6ssze. Ezt a gondolatot azonban



kiilonosen nehéz lesz implementalni akkor, ha a sejt életének, a ra hatd szelekcids tényez6knek meghatarozo
eleme a fluktuacid. S vajon meddig terjed a metabolikus fluxusokon alapulé megkdzelités érvényessége? Egy jo
kortilmények kdzott gyorsan osztddo sejt szamara a biomassza-termelés alapvet6, tehat konnyd elképzelni,
hogy a fitnesz a fluxusokon mulik. Egy ilyen periédus azonban szlikségképpen atmeneti. A rossz peridodus
tulélésével, a kovetkez6 tapanyagforras megtalalasaval kapcsolatban ez mar sokkal kevésbé vilagos.

En is igy latom. Az altalunk alkalmazott metabolikus modell (flux balance analysis) nagy elénye az
egyszer(iség és igy alkalmazhatésaga genom léptékii elemzésekhez. Am ennek nagy ara van. A model nem
valaszol arra a kérdésre, hogyan és milyen gyorsan reagal a sejt a kérnyezet (tapanyagforras)
megvaltozasara.

Pedig ez egy nagyon fotnos kérdés. Kisérletekkel igazoltak, hogy két alapvetd térvényszerliség befolyasolja a
metabolikus reakcidk ativitasat (fluxusait) egysejtiiekben (Schuetz és kollégai Science 2012). Egyrészt az
optimalis névekedés biztositasa, masrészt fluxusok minimalis atrendez6dése, ha a tapanyagforras
megvaltozik. Azaz egy adott anyagcsere utvonal nem csak azért lehet aktiv, mert sziikség van ra egy adott A
kérnyezetben, hanem azért is, hanem mert a sejt gyakran keriil egy masik B kérnyezetbe, ahol az Gtvonal
fontos. Az utvonal ki és be kapcsolasa tul idGigényes lenne.

A populacidgenetika 6kolégiamentes hagyomanyanak hallgatélagos feltevése az, hogy az 6kolégiai
visszacsatoldsok nem-szelektivek, hanem minden valtozatra egyforman hatnak. Ezzel a feltevéssel lehet a
szelekcid gyakorisagfiiggésétdl eltekinteni. A feltevés lehet, hogy teljesil, lehet, hogy nem, attdl fliigg6en,
milyen tulajdonsagot vizsgalunk. Biztosan érvénytelenné valik viszont, ha a gének 6sszességét tesszik vizsgalat
targyava. Azt kérdezem tehat, hogy lat-e a Szerzd esélyt arra, hogy a metabolizmus modellezését ki lehessen
egésziteni az 6koldgia realisztikusabb modellezésével?

Egy uj irany a fajok k6zotti 6kologiai kélcsonhatasok vizsgalata a metabolizmuson keresztiil. Ismert tény,
hogy a kiilonb6z6 fajok gyakran egymasr utaltak és kulcs anyagcsere termékeket cserélnek egymas kozott.
Ezen specialis egyiittm(ikodés (kooperacid) kialakulasat tanulmanyoztak kisérletek és metabolikus
modellekkel egyarant (pl. Klitgord & Segre PLoS Comput. 2010 és Wintermute & Silver Mol. Syst. Biol. 2010).

S akkor lényegesen révidebben a dolgozat tovabbi témairdl is.

A Szerz6 a dolgozat elején jogos biiszkeséggel emliti meg egy 2001-ben publikalt eredményét arrdl, hogy egy
adott gén evolucids sebessége negativan korreldl expresszids szintjével — amire egy paradigmavaltas
kezdeteként tekintenek masok. A dolgozat azonban kés6bb nem utal erre a kérdésre vissza semmilyen maodon.
Kérdezném a Szerzd kés6bbi kutatdmunkajanak esetleges kapcsolatat ezzel a korai eredménnyel, illetve azt,
hogy hogyan latja ezen Gsszefliggés helyét a mai kontextusban?

Ez a munka nagyon szerencsés csillagzat alatt sziiletett, a doktori tanulmanyaim soran. Papp Balazs és
Laurence Hurst kollégammal nem gondoltuk, hogy ez ilyen fontos eredmény. Az adatok fényében mara a
kutatok tulnyomo tobbsége ugy véli, hogy a gének evollicids sebességét a legtdbb vizsgalt fajban a
génkifejez6dés mértéke, és nem a gén fontossaga hatarozza meg. Jelenleg szamos rivalis elmélet van arrdl,
hogy mi a jelenség mozgatdrugdja. Ezekr6l a Nature Reviews Genetics egy kiilon 6sszefoglalé munkat kozolt
(Zhang & Yang 2015). Jelenleg nem foglalkozunk aktivan ezzel a kérdéssel.

Nagyon érdekesnek taldlom a kompenzald evollcidrél sz6l6 eredményeket, kiilonésen azt, hogy egy gén
kiesése utan a bekdvetkezett negativ hatas jelentés mértékben, de nem teljes egészében kompenzalodik. A
kovetkezGképpen vélem érteni a dolgot. Ha a metabolizmus evolucidsan jél be van optimalizalddva, akkor a
halézat minden éle korilbelil arra a fluxusra képes, amelyre sziikség van az optimalis névekedés
fenntartasahoz. Ha egy reakcid kiesik, akkor a tobbi reakcid lehetGségei kihasznalhatatlanna valnak. Ettél
hirtelen nagyon el6nydssé valhatnak azok a mutacidk, amelyek valahogy keriil6uton kipdtoljak a kiesett
reakciot. Ugyanezek a mutacidk nem vezetnének fitnesz-elényre az eredeti kontextusban, amikor a haldzat



egésze nem enged meg gyorsabb ndvekedést. Ez lehet a magyarazata annak, hogy a dolgozathoz csatolt PLOS
Biology cikk sematikus 1. abrajan lathato harom fitnesz csiics magassaga nagysagrendileg hasonld, de a két
,tartalék” cslcs magassaga azért elmarad az eredetitél. Jél értem ezt? Lehet valahogy latni akar empirikusan,
akar elméletileg, hogy valami ilyesmirél van sz6? Valami hasonlé torténik talan, ha egy funkcié nem mutacio,
hanem antibiotikum hatasara séril? Lehet, hogy ilyesmi van az antibiotikum-rezisztancidk kdlcsonhatasai
mogott is?

A Plos Biology —ban k6z6It munkank egy teljesen empirikus munka. Azt kérdeztiik meg, hogy egy gén hianyat
lehet-e - és ha igen, hogyan - kompenzalni mas mutaciok révén. A vizsgalt gének jelent8s része nem hat
kozvetlenil az vizsgalt egysejtli (soréleszt8) anyagcseréjére, és igy az elsd abra is inkabb sematikus.

Ennek ellenére a felvetés jogos és fontos. Sokat gondolkoztunk azon, hogy 6tvozziik az
anyagcseremodelleket és a kisérleti evolticié eszk6ztarat (Papp és kollégai Nature Reviews Genetics 2011),

de a kompenzalé evolicié kapcsan még nincsenek megbizhaté eredményeink.

A pORTMAGE maddszerrél sz6l6 fejezet alkalmazasként egy a genommeéret csokkenés okait vizsgald kutatdsroél
szamol be. Az alapvetd kovetkeztetés az, hogy nem-esszencidlisnak latszé genom-szegmensek kivagasa nem
vezet hatékonysag névekedésre; a negativ mellékhatasok nagyobbak a kisebb genomméret energetikai
elényénél. De hat ez nem pont ugyanaz a kérdés, hogy a széban forgd genomrészek valdjaban igenis
esszencialisak? Ha a genomméretnek nem lenne szamottevé energetikai ara, akkor azt tapasztalnank, hogy a
baktérium-genomok tele lennének odakerilt, teljesen funkcié nélkili és nagyon gyorsan mutalédo szakaszokkal
—ami nincs igy. A lecsokken6 genomméretet nem tudnam massal magyardazni, mint a genomméret csokkentése
iranyaba hato szelekcidval — természetesen csak akkor, ha valamiért (példaul nagyon stabil j6 kérnyezet) a
genom egy része tényleg feleslegessé valik.

Teljesen egyértek. A bakteridlis gének donté része valéban kulcsfontossagu az él6lény szamara. De egy
jelentds résziik csak meghatarozott specifikus kornyezetben, és nem standard laboratériumi kériilmények
k6zott. Ezt tamasztja ala, hogy azok a baktériumok, amelyek genomja masodlagosan leegyszer(is6doétt
gyakran igen stabil kérnyezeti koriilmények k6zott élnek: endoszimbiontak vagy intracellularis parazitak.

A pORTMAGE cikk egyébként a megjelenése 6ta eltelt rovid id6hoz képest igen jo hivatkozottsagu. Van a
Szerz6nek attekintése arrdl, mire kezdték el hasznalni?

A pORTMAGE egy genom mérndéki eljaras, ami lehet6vé teszi, hogy hatékonyan, precizen médositsuk az
él6lény genomjat. A CRISPR alapu technoldgiakkal szemben szamos hatranya és egy nagy elénye van. A
hatranya az, hogy egyel6re csak meghatarozott baktérium fajban miikodGképes. A nagy el6nye az, hogy
képes arra, hogy egyszerre nagyon sok ponton moédositani a baktérium genetikai allomanyat, mindezt
anélkiil, hogy mas, nem kivant poziciokban mutacidkat generdlna. A pORTMAGE segitségével 10-20 el6re
meghatarozott mutacio integralasa napok és nem hénapok kérdése. Mivel az eljaras igen egyszerii, 2016 6ta
tébb mint 60 labor alkalmazza (azaz ennyi labor igényelte az eljarashoz sziikséges plazmidokat).

A potenciadlis alkalmazasok igen széles skalan mozognak az alapkutatastdl, a biotechnolégian keresztiil a
klinikai jellegii vizsgalatokig. A pPORTMAGE alkalmas metabolikus utvonalak optimalizalasata, iranyitott
fehérje evolucidra és az antibiotikum rezisztencia vizsgalatara egyarant. Jelenleg azt teszteljiik, hogy
PORTMAGE - illetve tovabbfejlesztett valtozata - segitségével taldlhatunk-e rezisztencia mentes
antibiotikum molekulakat. A révid valasz: nem, de vannak biztatod, fejlesztés alatt allé6 molekulak.

Végezetiil fontos megjegyezni, hogy a pPORTMAGE alapétlete és kidolgozasa phd hallgatém, Nyerges Akos
munkajat dicséri.

Osszefoglalva: egyértelmdi, hogy a dolgozatban bemutatott eredmények, a Szerzé tébbi munkajaval
egyetemben, a nemzetko6zi tudomanyos élvonalhoz tartoznak —illetve helyenként ezek a munkak maguk az



élvonal. Természetesen elfogadom a tézisflizetben ismertetett tudomanyos eredményeket, és javasolom a
nyilvanos védés kitlizését.

&)‘\[] CM k

Dr. Pal Csaba
MTA Szegedi Bioldgiai Kutatokézpont



