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1. Bevezetés

A természetes szelekcio altal megvaldsuld adaptacié soran egy él6lény a kornyezetéhez
alkalmazkodik, ezdltal folyamatosan novelve ratermettségét. Ugyanakkor karos hatasi,
a ratermettséget csokkentd mutaciok is elterjedhetnek természetes populaciokban. Fzek
a karos mutaciok kompenzalé evolicidét eredményezhetnek. Kompenzalé evoliciénak
nevezzik azt a jelenséget, amikor egy mutacio karos hatasat a genom egyéb teriiletein
egy masik mutacié részben, vagy egészben kijavitja, ezért elterjed a populaciéban. Tehat
a kompenzald evolicio tulajdonképpen az adaptiv evolicié egy formaja, melyben az

adaptacio a genetikai hattér megvaltozasara torténik.

1.1. Az adaptaci6 elméleti modelljei

Adaptaciénak nevezziik, amikor egy populacio 6sszetétele olyan fenotipus iranyaba mozog,
amely jobban megfelel a kornyezetének. Adaptaltnak tekintiink egy adott jelleget, ha az
az egyednek az adott kornyezetben, illetve azon kornyezetek Osszességében, amelyet élete
soran megtapasztal, maximalis ratermettséget (fitneszt) biztosit [Fisher, 1930]. Charles
Darwin is részben az él6lények adaptélt jellegeinek megfigyelésén keresztiil fogalmazta meg
a természetes szelekcid segitségével miik6dos evolicié elvét [Darwin, 1859]. Az adaptacidk
természetes szelekcié segitségével terjednek el a populaciokban (kivéve pre-adaptéaciok
[Gray et al., 2010], lasd kés6bb), ugyanakkor a természetes szelekcié nem okoz mindig
adaptéciot. Gondolhatunk ilyenkor az 6nz6 genetikai elemekre [Hurst, 1992]. Példaul egy
transzpozon elterjedése a genomban a természetes szelekcié eredménye, hiszen a gyorsabban
duplikalodé transzpozonok fognak fennmaradni egy él6lény genomjaban, ugyanigy, ahogy
egy gyorsabban szaporodo egyed utddai elterjedhetnek egy allati populaciéban. Azonban
egy transzpozon elterjedését (hacsak nem deriil fény az organizmusra elényos voltéara)
nem nevezhetjiik adaptacionak, hiszen nem segiti el6 az egyed tilélését és szaporodasat
kornyezetében. Mi tobb, "6nzo" gének kozotti kompeticié a populacié ivarardnyat is
megvaltoztathatja [Dyson and Hurst, 2004], amely egy fenotipus szintjén jelentkez&
killonbség, melynek adaptiv (azaz az egyed ratermettségét kornyezetében novels) voltét
semmi nem indokolja.

Mivel a kompenzacio is egy adaptiv folyamat, a kompenzaléd evoltciot vizsgald elméleti
és kisérleti kutatasok irodalmanak attekintése elott, néhany klasszikus elméleti adaptacios
modellt mutatok be. Ezek az elméletek az adaptacios folyamatokat, evoliciébiolbgiai
és genetikai ismereteink felhasznalasaval, egy matematikai modellben igyekeznek leirni.
A modellek egyszertisitenek, és sok szempontbdl nem realisztikusak, ezért predikcidikat
mindenképpen fenntartassal kell kezelniink, ugyanakkor kutatdasunknak adnak egy olyan
koncepciondlis vazat, amely mentén kvantitativan tudjuk vizsgalni a kompenzal6 evo-

liciot, illetve ami segitséglinkre lesz a korabbi kutatasi eredmények és sajat méréseink
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értelmezésekor.

A fenotipus szintjén megjelen6 adaptaciok adjak az evolicié miitkodésének legismertebb
példait, melyeket megfigyelve kitlinik, hogy egyes élolények milyen valtozatos mdédokon
alkalmazkodtak kornyezetiikh6z. Ugyanakkor nem csak a zsiraf hosszii nyaka, vagy a
darazsakat utdnzo zengolegyek szinezete adaptacié eredménye, hanem sok mas, kevésbé
szembetling jelleg. Felmeriil a kérdés, hogy vajon milyen mechanizmus allhat az adaptacio
mogott. Bar Darwinnak a 19. szazadban még nem voltak helyes ismeretei az 6roklodés
genetikai mechanizmusarol, mégis téle szarmazik a gradualizmus elve, miszerint az evolicio
nagyon kis 1épésekben torténik. Darwin szerint a természetes szelekcié csak egymés utani
kis variaciokon keresztiil tud elérelépni, sosem ugorhat elére, kis és lasst 1épéseken keresztiil
torténik az adaptécio [Darwin, 1859]. Ez a nézet vezetett a kvantitativ jellegeket statisztikai
eszkozokkel vizsgald biometria kialakulasdhoz. A biometria tudomanyag képviseldi a
folytonos jellemzék (igymint testmagassag) orokletességének mértékét, a szelekci6 altali
megvaltozasukat (szelekciéra adott valasz) vizsgaljak. Leghiresebb képvisel6jik Karl
Pearson tobb 14j statisztikai modszert is kidolgozott munkassaga soran.

A tudoméanyteriileten problémat jelentett a biometria eredményeit a mendeli 6roklodés
szabalyaival egyeztetni. Hogyan értelmezhetjiik a folytonos valtozdk apré kiilonbségeinek
oroklodését a mendeli genetika szabalyaival? Az ellentmondas feloldasara Ronald Fisher
dolgozta ki az "infinitesimal" modell néven elhirestilt elméletet [Fisher, 1918], mely egy
elméleti, matematikai modell. Ebben feltételezi, hogy a folytonos, kvantitativ valtozokat
végteleniil sok gén alléljai hatarozzak meg, ahol minden gén hatésa végteleniil kicsi, a
gének kozott interakcié nincs, az allélok kozott a dominancia kiillonb6zé mértéki lehet.
A modell természetesen sok feltevésében (végtelen sok gén, végtelentl kicsi hatédssal a
fenotipusra, interakciok hidanya a gének kozott) nem tikrozi a valosdgot. Mint minden
modell, egyszertisit, idealizalja a modellezni kivant vilagot, cserébe segit megmagyarazni,
megérteni egyes megfigyelt jelenségeket. Fisher "infinitesimal" modellje altal megértheto,
hogyan lehetséges a mendeli genetikai szabalyok mentén folytonos fenotipusos valtozok
oroklodését elképzelni. Ugyanakkor, sok, az adaptaciéval kapcsolatban felmeriilo kérdés
és megfigyelt jelenség kiviil esik az "infinitesimal" modell latékorén. Az adaptacié elméleti

megértésében a kovetkezo elérelépést ugyancsak Ronald Fisher szolgéltatta.

1.1.1. Fisher geometriai modellje

Fisher 1930-ban jelentette meg konyvét, a "The genetical theory of natural selection’-t
[Fisher, 1930], melyben az adaptaciokkal részletesen foglalkozik. Fisher akkor tekint
egy egyedet adaptaltnak egy adott szitudcidhoz, vagy szituaciok Osszességéhez, amely az
egyed kornyezetét adja, ha el tudunk képzelni olyan kicsit kiilonboz6 szituacidokat, vagy

kornyezeteket, amelyekhez kevésbé lenne az egyed adaptalt. Vagy, hasonléképpen, ha el



tudunk képzelni kissé kiillonbo6z6 organizmusokat, amely az adott kornyezethez kevésbé
adaptalt. Az adaptaciét, mely sordn egy organizmus egy kornyezethez tobb kiillonb6zo
tényezO mentén hasonul, egy geometriai modellel illusztralja. Ebben a geometriai modell-
ben a hasonulas mértékét a tavolsdg mutatja. Minél kozelebb van A pont O origbéhoz egy
koordinata-rendszerben, annal magasabb foktu adaptaciorél beszélhetiink. A dimenzidk
(koordinétatengelyek) szama az adott, egyméastol fiiggetlen fenotipusos jellegek szama,
amelyekre az adaptacié zajlik. A pont reprezentalja az organizmus altal mutatott fenotipu-
sos jellegek allapotat, mig az origd mutatja a tokéletesen adaptalt allapotot. Adaptaciékor
tehat A pont az origét (O) kozeliti. Ha ezt a jelenséget egy haromdimenzids térben akarjuk
abrazolni, az azt jelenti, hogy 3 jelleg alapjan torténik az adaptacio. Ez természetesen
sok esetben egy egyszertisités, de harom dimenzidban is bemutathaté a modell alapveto
miikodése és a beldle levonhato kovetkeztetések.

Képzeljiik el, hogy A pont d/2 tévolsdgra van az orig6t6l. Ha meg akarunk taldlni a
koordinata-rendszeren beliil minden olyan pontot, ami A-nal jobban adaptalt allapotot
jelez, az minden olyan pont lesz, amely kozelebb van O-hoz, mint A. Ez pedig egy olyan
gdébmbon beliil esé pontok halmaza, mely gémbnek kézéppontja O, és a gomb athalad
A-n, azaz sugara d/2, 4tmérGje d (lasd 1. abra). A pont mutéciékkal mozog a térben.
Egy mutaciot egy adott vektorral torténd elmozdulasként értelmezhetiink a modellben.
Fontos, hogy ezek a mutaciék véletlenszertien torténnek, nincs kiemelt iranyuk. Nem
mozdul gyakrabban, vagy konnyebben A pont az adaptaciot jelentd origd felé, mint attol
elfele. Az adaptaciot jelenté mutaciok, melyeket a természetes szelekcié kivalogat, azok
a mutaciok lesznek, melyek kozelebb viszik A-t O-hoz, ezaltal magasabb ratermettséget
okozva az organizmusnak. Elobb, vagy utobb megjelenhet egy mutacio, amely A-t O-hoz
kozelebb viszi, ez a mutans a természetes szelekcio altal elterjed a populaciéban (két
dimenziéban szemléltetve a 1. dbrdn). Ennek a folyamatnak az ismétlédése az adaptécié
Fisher modelljében.

Fisher feltette a kérdést, vajon a mutacioknak mekkora része okoz fitneszemelkedést?
Modellje azt mutatja, hogy egy adott mutacié esélye arra, hogy A-t O-hoz koézelebb
mozditsa, attél fiigg, hogy mekkora a mutacié altal okozott fenotipusos hatas mértéke,
azaz a koordinata-rendszerben mekkora az elmozdulas vektoranak hossza. Ezt a hosszt
jeloljiik r-rel'. A kérdés tehéat az, hogy milyen osszefiiggés van a mutdcié hatéseréssége (r)
és annak valdszintisége (P) kozott, hogy A-t a mutdcié O-hoz kézelebb, azaz a fent leirt
gbébmbon belilre viszi. Konnyt elképzelni, hogy ha r nagyobb, mint d, azaz a mutaciés
hatas nagyobb, mint a gomb atmérdje, akkor annak az esélye, hogy a mutacié emelje

az organizmus fitneszét nulla. Hiszen A a gomb felszinén helyezkedik el, innen barmely

Ir nem a gdmb sugarat jelenti, hanem a mutéci6 altali fenotipusos valtozas nagysagat, A elmozduldsanak

hosszat a koordinata rendszeriinkben. Azért nevezziik mégis r-nek ezt a valtozét, hogy Fisher eredeti
nevezéktanat megtartsuk.



1. dbra. Fisher geometriai modelljének két dimenziés szemléltetése.

Az organizmus A pontban helyezkedik el, O jelzi az optimumot két fenotipusos karakterre
nézve, melyek felvett értékét a két koordinatatengely szemlélteti. A fenotipus véletlen
irdnyu és nagysagu lépésekkel (mutacidkkal) tud mozogni a sikon. Azon véltozdsok lesznek
elényosek, melyek A-t O-hoz koézelebb viszik, azaz az abrazolt koron beliilre mutatnak.
Abra forrasa: [Orr, 1998]

irdnyba mozditjuk el A-t a gdbmb atméréjénél nagyobb tavolsagra, nem helyezkedhet
el A a gombon belill (14sd ezt az esetet két dimenziéban szemléltetve a 1. abran). A
masik véglet, ha r egy nagyon kicsi érték. Ilyenkor A r sugari kornyezetében a gémb
kozelithet6 egy sikkal, amely tartalmazza A-t. A képzeletbeli sik egyik oldala a gombon
beliili pontokat tartalmazza, mésik oldala a gombon kiviilieket (ez a kozelités csak A pont
nagyon sziik kérnyezetében igaz, ha r egy nagyon kicsi érték). Annak az esélye, hogy a sik
egy pontjabdl véletlenszertien elmozdulva a sik egyik, vagy masik oldalara érkeziink, 0,5.
Tehat ahogy r kozeliti a 0-t, ugy kozeliti P a 0,5 -6t. Fisher megadja e két szélsdséges
érték kozott (0 <r < d) P értékét:

P=s(1--) (1)

Természetesen a harom dimenzié egy adaptaciés eseményhez kevés. Altaldban nem



csak harom karakter mentén torténik az adaptacié. Tébb dimenzié mentén megvizsgalva
ugyanezt az Osszefiiggést, Fisher azt talalta, hogy az alapvetd tulajdonsaga a fenti Ossze-
fiiggésnek megmarad magasabb dimenzidk esetén is. Nagyon kicsi r esetén az elonyos
mutaciora az esély 50%, majd r novekedésével a valdszinliség gyorsan csokken. Azt taldlta
ugyanakkor, hogy minél magasabb a fenotipusos karakterek (dimenziok) szdma, ami
mentén az adaptacié torténik, anndl gyorsabban csokken az elényos valtozas valoszintisége
(2. abra). Emellett tobb fenotipusos karakter esetén azért is lassabb lesz az adaptacio,
mert egy koordinatatengely mentén az optimum felé torténd lépés kisebb hatasu lesz
[Orr, 2000]. Ezt legkénnyebben tgy tudjuk demonstrélni, ha elképzelink egy csupén
egy karaktert tartalmazé modellt, ahol A pont az origotol x tavolsagra van. Itt az adott
karakter mentén torténd tokéletes adaptacio (x hosszusagu 1épés) az origdba viszi A-t. Ha
most elképzeliink egy kétdimenzids modellt, ahol két karakter mentén torténhet adaptacio
és mindkét dimenzié szerint x tavolsagra van A az origétél, akkor belathatjuk, hogy az
egyik karakter mentén x nagysagi lépés A pontot v/2 x tavolsagbdl x tavolsagra viszi.
Ebben az esetben tehat egy x hossztisagu adaptaciés 1épés az A pontot csak ~0.4 x hosszal
vitte kozelebb az origohoz. A tovabbi dimenziénovekedések is hasonlé elv szerint fogjak
csokkenteni az egy karakter mentén torténd adaptacios lépések hatékonysagat.

Fisher geometriai adaptacios modellje eszerint azt josolja, hogy az adaptacié kis
valtozasok révén megy végbe, hiszen a genetikai valtozatossag, az utodokban keletkez6
mutaciok nem irdnyitott események, és a nagy hatdsi mutaciok esélye arra, hogy elényosek
legyenek nagyon kicsi. Ez a modell tulajdonképpen megerdsitette a Darwintol szarmazo
gradualizmus elvét, miszerint az evolucié kis 1épésekben torténik.

Azonban ebbdl a gondolatmenetbdl hianyzik a populacié szintli értelmezés, ami a
populaciégenetika alapja. A modell egy alapvetd revizidja a japan evoluciobiolégus,
Motoo Kimura nevéhez fiizédik [Kimura, 1983]. Kimura, a molekularis evolicié neutralis
elméletének megalkotdja, munkéassidga soran kiemelte a genetikai sodrédés fontossdgat a
kiilonbségek nagy része nem lehet a természetes szelekcid eredménye, hanem ezek neutralis
mutaciok elterjedésére vezethetok vissza, melyeknek megjelenésiikkor nem volt hatasuk
az organizmus ratermettségére és a genetikai sodrodas altal fixalédtak a populaciéban.
Ez a molekuléris evoltcié neutralis elméletének egyik alappillére, mely azt mondja ki,
hogy a molekuléris (nem fenotipus) szinten megfigyelt rokon fajok kozotti kiilonbségek
donto tobbsége neutralis evolicié eredménye, és a szubsztitiuciés rata csak a mutacios
ratatol fiigg. Késobb ezt Tomoko Ohta kiegészitette, a nem egészen neutralis, de csak kis
mértékben karos mutdciok fontossdgat hangsilyozva, miszerint populaciémérettdl fiiggden,
de ezek is fixadlédhatnak a fajokban a genetikai sodrodés altal [Ohta, 1973, Ohta, 1992].
A neutralis elmélet jelenleg is vita targyat képezi. A vita azonban val6jaban csak arrél

szol, hogy milyen ardnyban vannak jelen adaptiv szubsztiticiok a neutralisok mellett.
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Valtozas mértéke (d/yn)

2. abra. Az elonyos valtozas valdsziniiségének a valtozas nagysagatol és a feno-
tipusos valtozdk szamatdl vald fiiggése.

Az x tengelyen bemutatott valtozd, a mutacié altal okozott fenotipusos valtozas nagysaga,
amely norméalva van a dimenzidk (fenotipusos valtozdk) szaméra. Egysége d/+/n, ahol d
A tévolsiga az origétél, n pedig a dimenziék szdma. Abra forrdsa: [Fisher, 1930]

Kimura és Ohta munkéssaga el6térbe helyezte a genetikai sodrédas fontossagat az evoltcié
vizsgdlataban. Ezek utan nem meglep6, hogy Kimura volt az, aki a populacidégenetika
egyik atyja, Ronald Fisher geometriai adaptacios modelljét megvizsgalta a genetikai
sodrodas szemszogébol. Mig Fisher modellje azt mondja, hogy a kis hatasi mutacioknak
nagyobb az esélyiik, hogy adaptivak legyenek, azaz noveljék az organizmus ratermettségét,
addig a genetikai sodrodas miatt éppen a kis hatasi mutaciok lesznek azok, amelyek, bar
adaptivak, de nagyobb eséllyel fognak eltiinni egy véges méreti populaciobol a genetikai
sodrédas miatt. Tehat a kis hatdsti mutaciok nagyobb eséllyel névelik a fitneszt, de kisebb
eséllyel fixalodnak a populacidoban, mig a nagy hatasi mutaciok csak kis eséllyel viszik az
organizmust kozelebb az optimumhoz, kis eséllyel novelik a fitneszét, de ez esetben viszont
kisebb az esélye annak is, hogy a genetikai sodrodas aldozatava valjanak. Ezek alapjan
Kimura azt a kovetkeztetést vonta le, hogy a kozepes hatassal biré mutaciok okozzak az
adaptécié jelent8s részét [Kimura, 1983].

Valojaban még ez a megkozelités sem egészen pontos, mivel csak az adaptacié elsé

lépésével, az els6 szubsztiticioval foglalkozik. Ugyanakkor az adaptacié soran tobb elonyos



mutacio is fixdlédhat, ami altal a populacio egyre kozelebb keriil az optimumhoz. Elméleti
kutatasok, melyek szimulaltak ilyen adaptaciés utakat Fisher geometriai modelljében,
arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy az egymdés utan fixalodé mutaciok hatasai kozel
exponencidlis gorbe mentén csokkennek [Orr, 1998, Orr, 1999]. Ez azt jelenti, hogy
altalaban az els6 fixalodé mutacié viszonylag nagyobb hatdsi. A masodik fixalodo
valtozas mértéke az elsének csak egy bizonyos hanyada, a harmadik a masodiknak egy
hasonlé hanyada és igy tovabb. Ahogy koézeledink az optimumhoz, exponencidlisan
csokkend mértéki adaptacios valtozasok kovetkeznek be ('finomhangolas"). Egy ilyen

adaptacios utat mutat be harom dimenziéban a 3. abra.

3. abra. Egy adaptacids utvonal Fisher geometriai modelljében.

Fisher geometriai modelljét harom dimenziéban szemléltetve az dbra egy adaptacios
utvonalat mutat. Az optimum a gémb kozepe, az organizmus az dbrazolt legnagyobb
gomb felszinérél indul és adaptéciés 1épésekkel (piros vonalak) halad a gomb kozepe felé.
Abra forrdsa: [Barton and Keightley, 2002]

1.1.2. DNS szekvencia alapti modellek

Fisher a mendeli 6roklodést hasznalja geometriai modelljében, de az 6roklédés molekularis
alapjat nem. A genetikai informacié atadasaért felelés orokitéanyag, a DNS, egy linearis
molekula, amely a genetikai kod altal meghatarozott moédon fehérjeszekvencidakat kddol.

Ezek ugyancsak linearis szekvenciai aminosavaknak. Ez a rendszer diszkrét elemekbol



.....

szekvencidknak. A hatvanas évek elején kezdték kidolgozni a DNS és fehérje alapu
modelleket, ezekhez a koncepcionalis alapot azonban sokkal kordbban alkotta meg Sewall
Wright. Wright 1932-ben [Wright, 1932] még nem DNS, vagy fehérje szekvenciarol irt
modelljében, hanem gén kombinaciokrol. Ezen génkombinacidék egy héaldzatot alkotnak,
amelyben az egymastdl egy mutacios tavolsagra 1évo "genotipusok', amelyek egy egyszerti
mutacioval egymasbdl elérhetok, ossze vannak kotve. Minden génbdl két valtozatot
feltételezve a halozatot "legkonnyebben' egy sokdimenzids térben lehet elképzelni, ahol a

genotipusok egy annyi dimenzids kockéval reprezentalhatéak, ahdny géniink van (4. abra)

4. dbra. Génkombinaciék halézata Wright modelljében.

A genotipusok kombinacidja reprezentalhatd egy hélézattal, ahol minden génkombinacid
ossze van kotve, amelyet egyméstdl egy mutédcié valaszt el. Ez génenként (a,b,c és d)
két valtozat esetén egy annyi dimenziés kockaval abrazolhatd legkdonnyebben, ahany
géniink van. (Az dbra jobb oldaldn egy négydimenziés kockat latunk 2 dimenziéban
abrazolva. Wright eredeti publikdci6éjdban az 5 dimenzids kockat is dbrazolta a sikban.)
Abra médositva [Wright, 1932] alapjan.

Wright ezek utan azt irja, hogy minden génkombinéciohoz rendeljiink egy fitneszérté-
ket. Ezt abrazolhatjuk még egy dimenzioban. Ha meg akarjuk kéonnyiteni a dolgunkat,
elképzelhetjiik a génkombindcidkat 2 dimenzidoban. Ezt tegyiik meg egyszertien gy, hogy
az egymastol kis mutacios tavolsagra 1évo génkombinaciok kozel, a sok mutéacios 1épésre
1évé génmutaciok pedig egymastol tavol legyenek a sikon. Ezek utdan minden genoti-
pus fitnesze lesz a harmadik dimenzié. Ezaltal egy ugynevezett fitnesztdjképet (nevezik
adaptiv tajképnek is) kapunk, ahol a magas fitneszii genotipusok csicsokként jelennek
meg (5. dbra). Ez a tdjkép koncepcié Wright-tél ered és meghatarozé lett a késébbi
adaptacios kutatasokban. Az adaptaciét egy ilyen tajképen megtett utként értelmezhetjiik.

Adaptacié soran az organizmus kornyezetéhez alkalmazkodik, ratermettsége emelkedik. A
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tajképen ez egy csics megmaszasat jelenti, hasonlatosan ahhoz, ahogy Fisher modelljében

az organizmus megkozelitette a gomb kozéppontjat.
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5. dbra. Wright fitnesztajképe.

A genotipusokat két dimenzidra vetitve és mindegyikhez egy fitneszértéket rendelve,
amelyet a harmadik dimenzioban abrazolunk, egy fitnesztajképet kapunk, amelyek adaptiv
csticsokbdl és maladaptiv volgyekbél dllnak. Abra forrdsa: [Wright, 1932]

A fitnesztajkép szolgaltatta az alapkoncepciot a késébbi DNS (és fehérje) szekvencia
alapu adaptaciés modellekhez. Ezekben a tajkép alapjat nem génkombinaciok, hanem
konkrét szekvencidk adjak. Bar a lehetséges szekvencidknak szama véges, egy N hosszusagu
szekvencia esetén 4V darab szekvencia lehetséges, ami egy 6ridsi szdm. John Maynard
Smith azonban ugy csokkentette le a lehetséges mutaciés 1épések szamat a modellben
[Maynard Smith, 1970], hogy ez a szam 3N legyen. Ezt pedig tgy tette meg, hogy
feltételezte, hogy a mutacios rata elég alacsony és a szelekcio elég erds ahhoz, hogy
egyszerre maximum egy mutacio legyen jelen a populaciés minden egyes egyedében. A
megjelené mutaciok vagy negativ szelekcioval kiszelektalodnak, vagy pozitiv szelekcioval
fixdlodnak a populdcioban. Ezek az igynevezett "strong selection-weak mutation (SSWM)'
feltételek. Ekkor tehat azt feltételezhetjiik, hogy egy adott populédcié egy ponton van a
tajképen és onnan csak az egy egységnyi tavolsagra 1évé pontokat "éri el", azaz mutaciok
soraval az egy nukleotid mutacios tavolsdgra 1évo szekvencidkat tudja feltérképezni. Ilyen

szekvencidbdl pedig 3N darab van, hiszen egy bazis mutalédhat egy masik béazissa (3) a
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szekvencia teljes hosszan (N). Maynard Smith ezzel jelent&sen lecsokkentette a variaciok
szamat. Hogy az SSWM feltételek milyen mértékben teljestilnek a természetben és egytitt
elterjed6 tobbszords mutacidknak mekkora szerepe van az adaptacioban, ez kérdéses.
Mindenesetre Maynard Smith modelljében, a populacié a kornyezetében 1évé pontok
koziil azok egyikére fog "atlépni" mutacié és természetes szelekcion keresztiili fixalodas
altal, amelyek fitnesze nagyobb, mint a jelenlegi vad tipusé. Természetesen a genetikai
sodrodas miatt még adaptiv mutaciok sem mindig fixdlédnak, de a modell ezt figyelmen
kiviill hagyhatja. A genetikai sodrédas lassithatja az adaptacié menetét, de a mutaciok
ismétlédhetnek. Elobb, vagy utobb fixalédik egy elényosebb valtozat, ezaltal megtorténik
egy lépése az tgynevezett "adaptiv sétanak’.

A modellt kés6bb Stuart Kauffman és Simon Levin tovabbfejlesztette. Kihangsilyoztak,
hogy a tajkép egyaltalan nem biztos, hogy olyan egyenletes lesz, ahogy azt korabban
gondoltuk [Kauffman and Levin, 1987]. Gének (mutéciok) kozotti episztézis, kapesoltsag
és a rekombinécié is eredményezheti azt, hogy a tajkép "rogosebb legyen?. Kidolgoztak
egy olyan modellcsaladot, amelyben ez a rogosség egy paraméter mentén allithato, ezaltal
robusztusabb kovetkeztetések levonasara alkalmasak. Arra jutottak, hogy osszetettebb
organizmusok esetén nehezebb természetes szelekcié altal a mutacios nyomast ellenstlyozni.
Az Osszetettség novekedésével az elérhetd optimum kevésbé ratermett lesz és ezen optimum
kozelében is nehezebben tarthaté a populacié. Ez hasonld Fisher modelljében ahhoz az
eredményhez, miszerint egy Osszetettebb organizmus (t6bb fenotipusos karakter, azaz
tobb dimenzié) esetén lassabb lesz az adaptacid, hiszen egy koordinatatengely mentén
az optimum felé torténd 1épés a karakterek szdméanak gyokével skdlazodik [Orr, 2000)]
(ugyanakkor ellenérvként lasd: [Wang et al., 2010]).

A DNS szekvencia alapi modellekben komoly problémat jelentett, hogy milyen fit-
neszértékeket rendeljiink az egyes genotipusokhoz. Milyen lehet a fitneszeloszlasa egy
adott vad tipusu organizmus szekvencia térben 1évé kérnyezetének, ahova egy mutacioval
eljuthat. John Gillespie a valészinliségszamitas teriiletérol az extrémérték-elméletet alkal-
mazva bemutatta, hogy szinte teljesen mindegy milyen eloszlast mutatnak a fitneszértékek
[Gillespie, 1984]. Ha a kiinduldsi pontunk ezen az eloszlason egy magas érték, akkor
az adaptacié soran fixalodott mutaciok fitneszhatasai az 6sszes vad tipussal szomszédos
genotipus fitneszérték eloszlasatol figgetlen lesz. Az a feltevés, hogy a jelenlegi vad tipus
magas fitneszli legyen, azaz mutacios szomszédainak tobbsége nala rosszabb fenotipusi
legyen, egyaltalan nem valészintitlen. Logikus azt feltételezniink, hogy a jelenlegi vad tipus
véletlen szekvencidknal magasabb fitneszt mutat. Az extrémérték-elmélet szerint majdnem

mindegy milyen eloszlasbol vessziik mintdinkat, ha azokat az eloszlas extrém értékeibol

2Ez a meggondolas, hogy a mutédciok fenotipusos hatdsai egyméstél fiigghetnek, hidnyzott Fisher
geometriai modelljébdl is, amely nem is foglalkozott a genotipus fenotipus leképezéssel. Fisher modellje
csak egy fenotipus térben rendel egy adott ponthoz fitneszértéket az optimumtol valé tavolsag altal.
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vessziik, akkor az igy kapott extrém értékek eloszldsa nagyon hasonld lesz. Gillespie
felismerte, hogy egy adaptacios séta esetén a lehetséges mutaciok tobbsége rontani fogja a
vad tipus fitneszét, és a mutacioknak csak egy nagyon kis része fogja emelni. Ezek fognak
fixalodni a populaciéban és kialakitani az 1j vad tipust. Ezek a mutaciok ugyanakkor a ko-
rabbi vad tipus Osszes mutaciés szomszédai koziil extrémek fitnesz tekintetében. Ahogy az
adaptacié soran egyre n6 a fitneszérték, egyre nehezebben talalni adaptiv mutéaciot, ezért
egyre lassabbak lesznek az adaptiv 1épések. A fixalddott adaptiv mutaciok gyakorisaga
egyre csokken, mindemellett az altaluk elért fitnesznévekmény is exponencidlisan csokken
[Gillespie, 1984, Orr, 2002, Orr, 2005b]. Ez a konklizié ismét hasonlit Fisher geometriai
modelljéhez abban a tekintetben, hogy egyre ritkdbb és egyre kisebb fitnesznévekmény
figyelhetdé meg az adaptéacié soran. Ugyanakkor Fisher modellje folytonos volt, ott az
adaptacio egy soha meg nem allo folyamat, mindig lehet az origohoz kozelebb jutni. A
DNS alapt modellek viszont természetiiknél fogva diszkrétek, itt el lehet érni a (lokélis)
optimumot, egy olyan poziciét a genotipus térben, amelynek minden szomszédja rosszabb
fitneszt mutat, mint énmaga. Ezért megvizsgalhatd szamitogépes szimulaciéval, hogy egy
adaptacios séta alatt atlagosan hany mutacié torténik. Szamitogépes szimuldcidk arra
utalnak, hogy az els6 adaptacios lépés az egész adaptacié alatti fitneszemelkedés igen
nagy részéért, legalabb a feléért felels [Orr, 2002], és, hogy viszonylag kevés mutécié
fixal6dik a populdciéban egy atlagos adaptécié soran [Gillespie, 2002]. A DNS alapt
modelleket vizsgalva a kutatok azt is tapasztaltak, hogy az adaptacié soran, neutrilis
evoltcidéhoz viszonyitva, jelentésen megné a parallel mutacidk szama [Orr, 2005a], azaz
ismételt adaptacios utakban gyakrabban megtalaljuk ugyanazon szubsztitiuciokat. Ez
értheto is, hiszen az adaptacid, még ha tobb cstcsra is vezethet fel, a kiindulasi allapot
fliggvényében egyfajta iranyultsigot ad az evolicié menetének, a neutralis evoliiciohoz

képest.

1.1.3. A geometriai modell és a DNS szekvencia alapi modellek 6sszehasonlitasa

Lathattuk, hogy Fisher geometriai modellje és a DNS alapi modellek egyarant az adaptacio
jelenségét magyarazzak, de teljesen kiillonb6z6 modon. Fisher modelljében a fenotipusok
terében a populacid a kornyezetnek valo jobb megfelelés iranyaba mozog. A DNS szekvencia
alapi modellekben a populacié a DNS szekvenciak terében mozog, a kornyezethez vald
adaptacio a kiilonboz6 szekvencidkhoz rendelt fitneszértékek altal fejezédik ki. Fisher
modellje folytonos, mig a DNS alapti modell az ¢rokitoanyag sajatsagai miatt diszkrét,
véges. Ugyanakkor az adaptaciordl a modellek altal levonhatéd tobb f6 konklizid is
egybeesik [Orr, 2005b]. Az adaptécié alatt fixdlédott fiiggetlen mutéciok fitneszhatasai
mindkét modellben exponencidlisan csokkenek, tehdt a fitneszemelkedése az egymas utani

adaptiv mutaciok altal egyre kisebb mértéki lesz. Mindkét modell alapjan azt varjuk
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emellett, hogy ahogy kozelitiink az optimumhoz, egyre ritkabban torténjenek adaptiv
valtozasok. A hasonlésagok mogott valdszintileg mindkét modell "matrjoska baba' jellege
rejtozik. Miszerint barmely adaptacios 1épés utan tulajdonképpen ugyanaz a folyamat
ismétlodik meg, csak egy kisebb skalan. Ezek a hasonlésagok évatos optimizmusra
adhatnak okot, miszerint a két igen kiilonb6z6 modell alapjan levont azonos, vagy nagyon
hasonlé kovetkeztetések robusztusak lehetnek a modellek fajtaira.

Ugyanakkor mindkét modell olyan feltevéseken alapul, amelyek a természetben nem
feltétleniil teljesiilnek, ezért predikcidikat ezek ismeretében kell kezelniink. Mindkét
modellben egy fix optimumhoz torténik az adaptacié. Ezt elképzelhetjiik gy, hogy az
adott vad tipusu organizmus adaptalédott mar a kornyezethez, de torténik egy hirtelen
kornyezeti valtozas, ami lehet egy inorganikus hirtelen hémérséklet-valtozas, vagy akéar egy
4j faj (kompetitor, vagy predator, esetleg prédafaj) megjelenése a kornyezetben. A vad
tipus fenotipusa ekkor mar nem optimaélis, és megkezdodik egy adaptacio, ami az 0j opti-
mum eléréséig tart. Fix helyzetii optimummal talalkozunk sok mikrobialis laborevoliciés
kisérletnél, de gyakran egy folyamatosan valtozo optimumhoz torténik az alkalmazkodas
[Bell and Gonzalez, 2009, Burger and Lynch, 1995, Gomulkiewicz and Holt, 1995, Lynch
et al., 1991, Orr and Unckless, 2008, Pease et al., 1989, Zhang and Hill, 2005]. Emellett
mindkét modell abbdl indul ki, hogy van egy izogenikus vad tipust populacié, amely
mutaciok révén adaptalodik, melyek vagy rogton kiszelektdlodnak a populaciobdl, vagy
fixdlodnak. A kezdeti genetikai variancia, a populdcion beliili polimorfizmus nem kap
szerepet a modellekben. Az ismertetett modellek egészen bizonyosan sok tekintetben nem
realisztikusak, ezaltal alkalmazhatésaguknak, predikcidiknak korlatai vannak. Ugyanak-
kor altaluk lehet6ség nyilik a természetes szelekcid altal torténd adaptacié kvantitativ

vizsgalatara, mind elméleti sikon, mind kisérletek altal.

1.2. A kompenzalé evolicié

Kompenzal evoltciénak nevezziik azt a jelenséget, amikor egy karos hatasi mutacié a
genom egyéb tertiletein adaptiv evoliciét indukal: megjelenhet egy az eredetitdl fiiggetlen
mutacio, amely az eredeti mutacié karos fitneszhatasat részben, vagy egészben kijavitja,
és pozitiv szelekcioval elterjed a populaciéban. Tehat a kompenzald evolicid 1étrejottéhez
sziikség van egy karos mutaciora, amely vagy a populaciéban 6sszes egyedében, vagy
legalabbis egy résziikben jelen van. Természetesen a karos mutaciok egy része megjelenése
utan a negativ szelekcio dldozatdul esik és nem fixalodik a populaciéban. Idealis esetben,
konstans kornyezetben, egy végtelen méretii (vagy legaldbbis "elég nagy") populécié-
ban, amelyben a mutaciok raadasul egyenként, egymastol idében izolaltan jelennek meg,
valéban nem torténhetne meg, hogy egy karos hatasi mutacié felhalmozodjon a genom-

ban. Valdjaban azonban egy karos fitneszhatasi mutacié tobbféleképpen is elterjedhet
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a populaciéban, melynek kiilonb6z6 maédjait alabb kifejtem, de példaként elég csak kis
populdciékban a genetikai sodrédasra gondolnunk [Wright, 1970, Kimura, 1968, Kimura,
1983, Ohta, 1973].

Ha egy karos mutacio fixalodott a genomban, nem szelektalodott ki, akkor reverzioval
visszamutalodhat, de ennek esélye igen kicsi, hiszen egyetlen meghatarozott mutacionak kell
ehhez megtorténnie. Egy alternativ lehetdség lehet a genom egyéb helyein véletlenszertien
megjelen6 kompenzalé hatdasi mutaciok elterjedése. Az ilyen kompenzalé mutaciok
specifikusak a kezdeti kdros genetikai valtozasra. Ez a specificitas azt jelenti, hogy
interakcid, azaz episztazis van a mutdciok kozott [Kimura, 1985, Weinreich and Chao, 2005].
Episztazisnak nevezziik, amikor egy mutacié fenotipusos hatasa fiigg a genetikai hattértol
[Dixon et al., 2009]. Két mutacié kozott akkor van episztézis, amikor egytittes hatasuk
kiilonbozik attol, amit egyedi hatésaik alapjan varnank. Ezek lehetnek akar kis, kvantitativ
eltérések is, ugyanakkor a kompenzacié legnyilvanvalobb eseteiben a kompenzalé mutécio
csak az eredeti karos mutaciés hattéren elonyos, vad hattéren épphogy hatranyos. Ezt a
specidlis, nagyon erés episztazist nevezziik eldjel episztézisnak (angolul "sign epistasis")
[Weinreich et al., 2005], amelyben az egyik mutécié hatdsa a méasik mutacié hatdsara
el6jelet valt (6. abra).

A fitnesztajképen a vad tipus egy adott csics, egy lokalis (nem feltétlentil globalis)
optimum. Egy ilyen cstics megmaészasa adaptiv evolicioval torténik (5. dbra), ugyanakkor
egy adott csicsrol mas, akar "magasabb" cstcsok elérése bonyolultabb kérdés. Ehhez
el6szor egy mélyebben fekvd volgyon (tehat alacsonyabb ratermettséggel jaré genotipuson)
kell keresztiilhaladnunk. Tulajdonképpen a kompenzal6d evolicio soran is ez torténik,
a csucsot jelento vad tipusrdl a kdros mutéacié fixdlodasaval lejjebb keriiltink, ahonnan
adaptacioval elkezdodik egy tijabb "hegymaszas" a fitnesztajképen. Ez akar mas csticsokra
is vezethet. Bar a természetes szelekcié a csucsrél lefelé torténo elmozdulas ellen dolgozik
a kezdeti karos mutacié elleni szelekcion keresztiil, ha hatasa nem tul erds, akkor mégis
elképzelhetd 1j cstics meghoditasa karos mutacio genetikai sodrodas altali elterjedése
révén. Sewall Wright sokat foglalkozott ezzel a kérdéssel és 6 alkotta meg a "shifting
balance" elméletet [Wright, 1932, Wright, 1970]. Azzal foglalkozott, hogy vajon egy adott
lokélis optimumrol hogyan lehetséges mas csicsok elérése, és ezt a folyamatot milyen
tényezok befolyasoljak, segitik eld, vagy hatraltatjak. A folyamat szerinte harom részbol
all [Wright, 1970]. ElGszor genetikai sodrédas altal fixdlodik egy karos mutécié egy
kis populacioban. (O ezt a folyamatot még mintavételi sodrodasnak hivta és sodrédas
alatt sokféle folyamatot értett. Azota a genetikai sodrédas kifejezés az altala mintavételi
sodrédasként specifikalt folyamatra lett hasznédlatos.) Ebben segithet a populacié részleges
izolaci6 altal alpopulaciokra torténd darabolodasa, mert ez a beltenyészettséget noveli,
ezaltal a sodrédast eldsegiti. Masodik lépésben adaptacio altal egy masik cstcsot hodit

meg az adott alpopulacié, harmadik 1épésben pedig, ha az 10j cstcs az eredetinél magasabb
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izolaciéjuk csak részleges, igy kozottiik génaramlas torténik. Ezt a folyamatot a mutacios
rata, a természetes szelekcié hatasfoka és a lokalis beltenyészettség mind befolyasolja,
azok egyenstlydra van sziikség, ahogy irja is cikkében [Wright, 1932] : "There must be
gene mutation, but an excessive rate gives an array of freaks, not evolution ; there must be
selection, but too severe a process destroys the field of variability, and thus the basis for
further advance ; prevalence of local inbreeding within a species has extremely important
evolutionary consequences, but too close inbreeding leads merely to extinction. ... life

depends on the maintenance of a certain balance among its factors."
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6. abra. ElGjel episztazis két mutacié kozott.

Az &brék bal oldalan a vizszintes sikon A és B gén (haploid) genotipusa van abrazolva.
Tegyiik fel, hogy AB genotipus a vad tipus, a és b pedig mutans genotipusok. A fiiggéleges
tengelyen az adott genotipushoz tartozé fitnesz van abrazolva (fitnesztéjkép). Az abrak
jobb oldalan a harom dimenzios tajkép van leképezve a sikra kétféleképp, hogy kénnyebben
érzékelhessiik az A -> a (jobb fels6 alabrék), illetve a B -> b (jobb alsé aldbrak) mutaciok
hatasait kiillonbo6z6 genetikai hattéren. Az A, panelen a két mutacié kozott nincs episztazis.
Az ab kettés mutans olyan fitneszértéket mutat, amire az aB és Ab egyes mutansok fitnesze
alapjan szamitunk. Az episztazis hidnya a panel jobb alabrain gy jelenik meg, hogy a
mutaciok hatasat jelzé szaggatott vonalak egymassal parhuzamosak, tehat a genetikai
hattér nincs hatassal a mutacié hataserésségére. A B, panelen egy episztazist lathatunk,
ami nem elojel episztazis, mert a mutaciok hatasanak nem az eléjelére, csak a mértékére
van hatassal a genetikai hattér. FEzt mutatja a jobb aldbrakon, hogy a szaggatott vonalak
nem parhuzamosak egymassal. Az A -> a mutacio karos hatdsat csokkenti a b mutans
hattér, ugyanigy a B -> b mutédcié hatdsat is csokkenti az a mutans hattér. A C, aldbra
az el6jel episztazist mutatja be. Vegyiik észre a jobb felsé alabran, hogy az A -> a
mutaciénak nem csak a hataserdssége, de a hatas eldjele is valtozik a genetikai hattér
fliggvényében. Mig b mutans hattéren az A -> a mutacio elonyos, addig B vad hattéren
ugyanaz a mutdcié kéros. Abra médositva [Weinreich et al., 2005] alapjan.
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Mennyire fontos fitneszvolgyek athidalasa az evolicié soran? Ez a kérdés képezi
alapjat sok elméleti kutatasnak, amelyek populacidgenetikai analizissel, RNS molekulak
modellezésével, vagy digitalis organizmusok evoliciéjanak szimulaciéjaval probéaljak meg-
valaszolni, vajon a karos mutaciok fixalédéasa és az azt kdvetdo kompenzald evolicié milyen
mértékben jarul hozza az adaptécids folyamathoz [Weissman et al., 2009, Gokhale et al.,
2009, Lenski et al., 2003, Cowperthwaite et al., 2006]. Covert és munkatérsai [Covert
et al., 2013] is digitalis organizmusokon vizsgaltdk a karos mutacioknak az adaptéaciét
segité hatasat. Ezek a digitalis organizmusok olyan szamitogépes programok, amelyek
replikaciora és mutaciora képesek, evolvalodnak és egy véges térben versengenek egymassal
az eroforrasokért. Szimulacioik soran azt talaltdk, hogy a karos mutaciok felgyorsitjak
az adaptacios ratat, de eredményeik fiiggtek a mutéacios rata mértékétol. Nem meglepo
modon, a rekombindcio jelenléte csokkenti a karos mutacioknak az adaptacié sebességét
noévelo hatdasat. Nyitott kérdés még a karos hatasi mutaciokat koveté kompenzald evolicio
szerepe az adaptacioban.

Ahogy lattuk, karos mutaciok fixdlédhatnak a populaciéban genetikai sodrodas altal.
Ennek valdszintisége fiigg a mutéacié fitneszhatésatol és a populacio effektiv méretétol
[Kimura, 1983, Ohta, 1973]. Ugyanakkor nem feltétlentl kell a kdros mutaciénak fixalodnia
a populacioban ahhoz, hogy kompenzacio torténhessen. Elég, ha kell6 ideig fennmarad egy
alpopulacio, amely tartalmazza a mutaciot, hogy a polimorf populdciéban megjelenhessen
a karos mutaciot tartalmazéd egyedek egyikében egy kompenzaldé mutacié. Weinreich
és munkatédrsai [Weinreich and Chao, 2005] elméleti modelljiitkkel megvizsgaltak, hogy
milyen feltételeknek kell teljesiilnie ahhoz, hogy a karos mutacié fixdlodasa nélkiil is
tapasztalhassunk kompenzalé evoliciot. Azt talaltak, hogy mig kis populacioknal a
genetikai sodrédas és a karos mutacio fixalodasa all elsdsorban az j adaptiv csticsok
elérésének hatterében, addig nagyobb populaciéknal mar a fent leirt, fixaciét nem igénylo
folyamat fog dominalni. Modelljiikkben e két rezsimet egy kritikus populacioméret valasztja
el. Szimulaltdk a rekombinacié hatasat is, ami az utébbi, fixaciot nem igényl6 folyamat
hatasfokat nagyban rontja. Ugyanakkor eredményeik arra utalnak, hogy kapcsoltsag
esetén gy is gyakran megtortént egy 1j cstics meghdditasa a karos mutacié fixacioja nélkiil
természetes populacidkban [Weinreich and Chao, 2005].

Ha 0Osszehasonlitjuk egy adott faj kiillonbo6z6é populéacioit, megfigyelhetjiik a koztiik
mutatkozo kiilonbségeket. Ennek a polimorfizmusnak egy része bizonyara neutralis vagy
elonyos, de egy masik résziikk negativ fitneszhatasi lehet. Ha elfogadjuk Wright kon-
cepcidjat, ezek a még nem fixalédott karos polimorfizmusok is alkothatjak az alapjat a
kompenzal6 evolucionak. De vajon a fajokban megfigyelt polimorfizmusok milyen aranyban
mutatnak karos hatasokat? Az ezt vizsgald kutatasok meglepden sok karos varianst talal-
tak. Becslések szerint Saccharomyces cerevisiae-ben 36% [Doniger et al., 2008], Drosophila
melanogaster-ben 27% [Fay et al., 2002], emberben 20-38% [Fay et al., 2001, Sunyaev et al.,
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2001, Ng and Henikoff, 2002, Chasman and Adams, 2001] a kiros polimorfizmusok aranya
a kodold régiéban 1évé nem szinonim pontmutaciok kozott. McArthur és munkatarsai
[MacArthur et al., 2012] 185 emberi genom polimorfizmusainak vizsgalata soran arra
jutottak, hogy atlagosan minden ember 20 olyan homozigéta polimorfizmust hordoz, amely
egy gént teljesen inaktival.

Ezek a karos mutaciok nem csak a genetikai sodrodas altal a természetes szelekciot
elkeriilve terjedhettek el, illetve maradhattak fenn a populacioban. Ha egy karos mutacio
egy pozitiv szegregalé mutacidhoz kapcsolva jelenik meg a populdciéban, az indirekt ira-
nyité szelekcio kovetkeztében azzal egytitt elterjedhet. Ez a genetikai hitchhiking jelensége
(méasik nevén genetic draft). Negyven aszexudlisan szaporodé (nem rekombindl6dé) éleszté
populécié részletes megszekvendlasaval egy kutatas kimutatta, hogy nagyon gyakoriak
az ilyen esetek, amikor egy karos, vagy neutralis mutacié szerencsés genetikai hattéren
keletkezik és ezéltal terjed el a populacioban, akar fixalodasig, akar csak magasabb aranyig,
mint amit fitneszhatésa alapjan varhatnank [Lang et al., 2013]. Egy kiragadott példan
szemléltei a szekvendlasi eredmények bemutatasaval ezt a folyamatot a 7. abra.

Egy masik méd, amellyel egy kidros mutacié elterjedhet, ha nem minden tekintetben
karos. Antagonisztikus pleiotropianak azt a jelenséget nevezziik, amikor egy adott mu-
tacionak tobb fiiggetlen hatasa van a fenotipusra. Ezekbol az egyik pozitiv hatasi, mig
egy masik negativ. Ha a pozitiv hatas nagyobb, mint a negativ, a mutacié elterjedhet
a populdciéban, majd karos hatasara torténhet kompenzacio. Illetve az is elképzelheto,
hogy a mutacié egy kornyezetben elonyos, igy a természetes szelekcio altal elterjed a
populdciéban, majd a kornyezet megvaltozasaval karos hatésiva valik [Elena and Lenski,
2003, Blank et al., 2014, Qian et al., 2012]. Ennek szemléletes és részletesen kutatott
példaja baktériumokban az antibiotikum rezisztencia kialakulasa, mikor antibiotikum
jelenlétében a rezisztencia-mutacio elterjed a populacioban, majd az antibiotikum ke-
zelés utan az addig elonyt biztosité mutacié a ratermettséget csokkentheti a gyégyszer
hidnyaban [Andersson and Levin, 1999, Andersson and Hughes, 2010].

Osszességében elmondhatjuk, hogy a természetben nagy szdmban talalunk kdros hatést
szegregalé mutacidkat, amelyek a kompenzald evolicié alapjat képezhetik. Azutan, hogy
egy karos mutaciéo megjelenik és bizonyos mértékig elterjed a populacidoban, a negativ
hatas kompenzald evolicié altal kijavitasra keriilhet.

Nem torténik valédi kompenzald evolicié ugyanakkor abban az esetben, amikor a
kompenzaldé mutaciéo megelézi a nélkiile karos hatasi mutaciot. Ez az Ggynevezett pre-
szupresszié példaul akkor torténhet meg [Gray et al., 2010}, ha a kés6bbi kompenzéaciét
okozd valtozas, valamilyen mas okbdl elényos, és fixalodasaval lehetoséget teremt a nélkiile
karos mutaciénak a neutralis vagy majdnem neutralis elterjedésre. Ez az elterjedés azért
valésulhat meg, mert a kompenzalé mutacié fixalédasa miatt az addig karos mutacionak

mar nincs, vagy csak nagyon kicsi a karos hatasa, ezért egy kisméretit populaciéban
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7. abra. Genetikai hitchhiking kisérletes feltarasa.

A, Kiilonboz6 idépontokban a teljes populaciéo megszekvenalasaval Lang és munkatar-
sai kovették egyes mutaciok szegregacidjat egy éleszto populaciéban. B, A kiilonbo6z6
muténsok fitneszét az 545. generdciéban (sziirke, szaggatott vonal) megbecsiilve kidertil,
hogy mig GAS1 és STE2 mutaciok adaptivak, addig a neutralis ELO1 mutacié hozzajuk
kapcsolva terjedt el a populdciéban. Abra forrésa: [Lang et al., 2013

genetikai sodrédés altal elterjedhet. Gray és munkatarsai allitasa szerint [Gray et al., 2010]
ez a folyamat gyakran el6fordulhat molekularis komplexek evolicidja soran. Egy példajuk
szerint képzeljiik el, hogy A és B fehérje interakcija valamilyen szempontbdl elényos, az A
fehérjének azonban létezik egy ettdl fliggetlen funkcidja is. A és B interakcidja ezen funkcio
szempontjabol lényegtelen, ugyanakkor az interakciéo megengedi A-ban olyan pontmutaciok
fixalodasat, amelyek kizarélag B jelenlétében nem okozzak A funkcidvesztését. Ezaltal az
addig A funkciéja szempontjabdl semleges A-B interakcié az A-ban fellépé pontmutaciok
kompenzatora lesz, az interakci6tél fiiggd lesz A funkcidja (8. dbra). Gray gondolatmenete
szerint a molekularis szinten tapasztalt komplexitasért részben ez a neutralis folyamat is

felelOssé teheto.

1.3.  Kisérletes munkak a kompenzacié vizsgalatara

A kompenzal6 evolicionak, mint lathattuk, kiterjedt elméleti hattere van, de a kutatdsok
nem rekedtek meg pusztan a modellek szintjén. Mar a hetvenes években is vizsgaltak
kisérletesen a kompenzalé evoliciét [Campbell et al., 1973, Hall and Hartl, 1974], késébb
pedig a molekuléris biologiai modszerek fejlédésével a kompenzacié gyakorlati, laborban

torténd kutatasa még inkabb lehetové valt. Ezen kutatasok egy része a kompenzald

20



Kotodés és Mutacio és
preszuppresszio dependencia A dependen-

cia nove-

% - S kedése
— =

Fiiggetlen 1 Dependens
aktivitas ] aktivitas

Inaktiv

8. dbra. A pre-szuppresszié folyamata.
Egy molekularis valtozas (A és B fehérje interakci6ja) szupresszélhatja A fehérje muta-
ci6janak negativ hatdsat, ezéltal facilitdlhatja A fehérjében (kozel) neutrélis mutaciok
fixaci6jat. Abra forrasa:[Gray et al., 2010]

evolucid lenyomatat prébalja felfedezni a mai élolények Osszehasonlitasaval, masok pedig
laborevoltciés kisérletet végeznek, melyeknél az evoliciés folyamatok egy révid idéskalan
a tuddésok szeme lattara zajlanak. Elobbi kutatasi eredménybol joval kevesebb van,
hiszen a mai élolények kozotti kiilonbségek kozott kompenzacios kapcesolatot taldlni
nagyon nehéz. Ehhez egyrészt szitkség lenne két mutacié kozotti episztazis kimutatasara,
masrészt a mutaciok idorendiségét sem ismerjiik altalaban. Raadasul két mai faj kozotti
szubsztiticiok szdma is magas, ami tovabb neheziti az effajta vizsgalédast. Eppen ezért
fajok Osszehasonlitasaval kapott eredményeink csak néhany specialis esetben vannak.

kozott [Landry et al., 2005, Wittkopp et al., 2004, Goncalves et al., 2012], a nukleoszéma
organizacidjanak [Kenigsberg et al., 2010], fehérje-fehérje interakciés partnerek [Pazos and
Valencia, 2008], transzkripcids faktor kotéhelyek turn-overének [Doniger and Fay, 2007],
illetve fehérjeszekvencidk [Kondrashov et al., 2002], vagy RNS molekuldk méasodlagos
szerkezetének vizsgalatakor [Ivankov et al., 2014, Kern and Kondrashov, 2004, Meer et al.,
2010, Kirby et al., 1995, Chen et al., 1999, Stephan and Kirby, 1993]. Az egyik ilyen kuta-
tasban [Kern and Kondrashov, 2004] humén mitokondridlis transzfer RNS-ekben talaltak
52 olyan karos mutaciot, amelyek mas emlds fajokban szubsztitticioként jelen vannak
a természetes populacioban. Feltételezték, hogy az utébbi esetekben intramolekularis
kompenzal6 szubsztiticiok altal torténhetett az emberben karos mutécié fixacidja mas
fajokban. Az 52 patogén mutacio koziil 32 egy Watson-Crick bazispart tett tonkre. A
kompenzaciénak tobb lehetséges modjat is kimutattak. Egy mésik bazispar kotéserdssé-

gének novelése, egy 1j bazispar kotés kialakitasa az RNS szerkezetben, vagy magasabb
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rendii, bonyolultabb moédositasok a transzfer RNS masodlagos szerkezetében is szerepet
jatszhattak abban, hogy novekedjen a molekula stabilitdasa. A 9. dbra mutat be egy példat

a bazispar kijavitasara csimpanz (Pan troglodytes) transzfer RNS-ben.
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9. abra. Intramolekularis kompenzacié emlos transzfer RNS-ben.

A humaén transzfer RNS-ben hatranyos C -> U polimorfizmus (pirossal jelolve) a csimpanz
(P. troglodytes) transzfer RNS-ben szubsztitucioként jelen van. Kéros hatasit ebben a
fajban egy masodik szubsztiticié (G -> A, kékkel jelolve) kompenzélja. Abra médositva
[Kern and Kondrashov, 2004] alapjan.

Az eddig ismertetett munkak kurrens fajok 6sszehasonlitasaval vizsgaljak a kompenzald
evoliciot. Ahhoz, hogy a kompenzaciot detektalni, vizsgalni lehessen, sziikség van egy, a
genotipushdl a fenotipust, a fenotipusbodl fitneszt leképezd, prediktiv modell hasznalatara.
Szamitogépes mddszerekkel kell megjésolni, hogy példaul adott RNS szekvencia milyen
masodlagos szerkezetet, adott fehérjeszekvenciak milyen fehérje-fehérje interakciot, illetve,
transzkripcios faktor esetén, milyen DNS kotést eredményeznek. Ezeknek a predikcioknak
a segitségével egy adott mutaciéhoz tulajdonképpen egy fitneszvaltozast rendeliink, amely
adatok segitségével taldlhatunk olyan mutacids partnereket, melyek egymassal el6jel
episztazist mutatnak. Ennek egy alternativaja lehet a megfigyelt természetes variacio
kiilonb6z6 kombinacidinak mesterséges létrehozasa és azok ratermettségének kisérletes
tesztelése [Natarajan et al., 2013], de erre csak nagyon specidlis esetekben és a mutaciok
limitalt korében van lehetOség.

Ezzel szemben, laborevolucids kisérletekben, bar nem a természetben valoban lezajlott
evoltcié végtermékét vizsgaljuk, nincs szitkséglink sem a genotipus - fenotipus leképezésre
valamely szamitogépes modellel, sem a mutaciok sorrendjének feltételezésére. Ezekben
a kisérletekben a laborban mesterségesen hozunk létre karos mutaciot, vagy mutaciokat
a populaciéban, majd ezutan laborevoliucié folyaméan torténik a kompenzacio, az adap-
tacio a megvaltozott genetikai hattérhez. A mutaciok sorrendisége ismert, hiszen mi

hozzuk létre a kompenzacio kezdetét jelenté karos mutaciot. A kiindulasi vad tipus, a
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karos mutaciét hordozo 6s és a kompenzacié végén az evolvalt torzs fitneszét is le tudjuk
mérni kisérletesen. Amit az ilyen kisérletekben sem tudunk biztosan meghatarozni, az
az episztazis megléte. Ehhez azt kéne tudnunk, hogy a kompenzaciét okozé mutacid
elényos hatasa vad hattéren csokken, vagy megszinik. Azaz, hogy a kompenzacié speci-
fikus a genetikai hattérre, arra és nem a kornyezethez (tapoldathoz) torténd adaptécio.
Ennek eldontésére specifikus kisérleteket lehet tervezni, de sok vizsgdlatban az alapjan
valdszintisitik a kompenzacié meglétét, hogy vad tipusi, kdros mutaciot el nem szenvedett
kontroll torzsekkel is végzik a laborevolucios kisérletet. Ha ezeknél az evolvalt kontroll
torzseknél nagyobb fitneszemelkedést mutatnak a mutans populacidk, akkor valdszintisit-
hetjiik, hogy a karos mutéciéra specifikus kompenzacié torténik ezekben [Moore et al.,
2000]. Masik elénye a laborevoliiciés kisérleteknek, hogy nem csak intragenikus kom-
penzaciokat fedezhetiink fel veliik, ellentétben a természetes szubsztiticiok vizsgalataval,
ahol legmeggy6z6bb eredményeink RNS és fehérje szekvencidkon beliili kompenzaciokrdl
vannak. Ezzel szemben, laborevoltcios kisérletekben, bar nem a természetben valéoban
lezajlott evolucid végtermékét vizsgaljuk, nincs sziikséglink sem a genotipus - fenotipus
leképezésre valamely szamitogépes modellel, sem a mutaciok sorrendjének feltételezésére.
Ezekben a kisérletekben a laborban mesterségesen hozunk létre karos mutaciét, vagy
mutaciokat a populacioban, majd ezutan laborevoltcié folyaméan torténik a kompenzécio,
az adaptacié a megvaltozott genetikai hattérhez. A mutacidk sorrendisége ismert, hiszen
mi hozzuk létre a kompenzaci6 kezdetét jelenté karos mutaciét. A kiinduldsi vad tipus, a
karos mutaciét hordozo Gs és a kompenzacié végén az evolvalt torzs fitneszét is le tudjuk
mérni kisérletesen. Amit az ilyen kisérletekben sem tudunk biztosan meghatarozni, az az
episztazis megléte. Ehhez azt kéne tudnunk, hogy a kompenzaciot okozdé mutacié elonyos
hatésa vad hattéren csokken, vagy megsziinik. Azaz, hogy a kompenzacié specifikus a
genetikai hattérre, arra és nem a kornyezethez (tdpoldathoz) torténd adaptacié. Ennek
eldontésére specifikus kisérleteket lehet tervezni, de sok vizsgalatban az alapjan valdszini-
sitik a kompenzacié meglétét, hogy vad tipusi, karos mutaciot el nem szenvedett kontroll
torzsekkel is végzik a laborevolicios kisérletet. Ha ezeknél az evolvalt kontroll torzseknél
nagyobb fitneszemelkedést mutatnak a mutans populacidk, akkor valészintisithetjiik, hogy
a karos mutdciéra specifikus kompenzacié torténik ezekben [Moore et al., 2000]. Masik
elénye a laborevoliciés kisérleteknek, hogy nem csak intragenikus kompenzacidkat fedezhe-
tiink fel veliik, ellentétben a természetes szubsztiticiok vizsgalataval, ahol legmeggy6zébb
eredményeink RNS és fehérje szekvenciakon beliili kompenzaciokrol vannak.

A laborevoluciés kompenzacié kezdetén egy vagy tobb karos mutaciot kell 1étrehoz-
nunk. Mivel ennek a mutans torzsnek a fitneszét le tudjuk mérni, tesztelhetjiik, hogy a
kezdeti torzs fitneszértéke hogyan befolyasolja a kompenzal6 evoliciot. Fisher geometriai
modellje alapjan azt varjuk, hogy a kisebb ratermettségii mutans torzsek kénnyebben

kompenzalhatoak, mivel tavolabb kertl a torzs a vad tipust jelenté optimumtél, ezaltal
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megné az adaptiv mutdcidk ardnya. Erdekes kérdés az is, hogy a kezdeti mutdcié altal
okozott funkcidvesztés vajon kijavitasra keriil-e a kompenzalé evolicié altal (funkcié
visszaéllitasa), vagy az adott funkciéra valé igény csokken, azaz a funkcidvesztés negativ
hatédsa mérséklodik (helyettesités)?

A kompenzaciot indukélé karos mutaciot tobbféleképpen eldidézhetjitk. Vagy mester-
ségesen, iranyitott moédon okozunk mutaciét, vagy lemasoljuk a természetben meglévo
folyamatokat. Az egyik mddja, hogy egy ratermettséget csokkenté mutdcié elterjedjen a
populacioban, a genetikai sodrodas. Ennek egy extrém valtozatat kisérletesen az tgyne-
vezett mutacié akkumulacios kisérletekben szoktak hasznalni. Ezekben a kisérletekben
a populdci6 ismételten egyetlen (vagy nagyon kevés) egyedbdl (aszexualisan szaporodd
fajok esetén) &ll6 "palacknyakon" vezetik keresztiil. Azaz véletlenszertien egyetlen egyedet
vesznek a populaciobol és azt szaporitjak tovabb. Ezaltal a szelekcid hatasat szinte teljesen
ki tudjak iktatni, kivéve persze a letalitast okozé mutacidkat, igy karos mutéciok halmo-
z6dnak fel a genomban [Muller, 1964]. Virusban [Burch and Chao, 1999] és Caenorhabditis
elegans-ban is [Estes and Lynch, 2003, Denver et al., 2010, Estes et al., 2011] vizsgaltdk
mutacié akkumulaciés kisérletekben a kompenzal6 evoluciot. Utobbi kisérletsorozatban
vad tipusu torzsbol 74 fiiggetlen vonalban végeztek mutacio akkumulaciot 240 generacion
keresztiil, majd az igy keletkezett leromlott fitneszii torzseket adaptiv laborevoltuciénak
tették ki. Azt talaltak az evolvalt vonalak elemzésekor, hogy a nagyobb fitneszcsokkenést
mutato 6s6k nagyobb fitneszemelkedést mutatnak. A fitneszemelkedés kezdetben gyors
volt, majd lelassult az adaptaci6 sordn [Estes and Lynch, 2003], amely megfelel az elméleti
modellek altal jésoltaknak. A torzsek megszekvenalasakor nem talaltak reverzidt, csak
kompenzalé mutéciokat [Denver et al., 2010].

Ahogy az el6z6 alfejezetben emlitésre keriilt, a kezdeti kdros mutéacié fixalédasanak egy
masik lehetséges utja az antagonisztikus pleiotropia jelensége. Erre egy természetes példa,
amely a klinikumban is kiemelt jelentéségii, az antibiotikum rezisztencia kialakulasa. Egy
antibiotikum megjelenése a kornyezetben adaptaciot indukal, rezisztencia terjedhet el a
baktériumpopulacidoban. A rezisztenciat kialakité mutacié az antibiotikum koérnyezetben
valé csokkenésével ugyanakkor karos hatasu lehet. Tehat pozitiv szelekcidval fixalodik a
populdciéban egy mutécié (antibiotikum rezisztencia), amely a kornyezet megvaltozdsaval
(antibiotikum mentes kornyezet) negativ fitneszhatasu lesz. A kompenzaci6 ilyenkor a
rezisztencia-mutacioé karos hatésat csokkenti, természetesen csak akkor, ha nem torténik
gal6 kutatasokbdl [Andersson and Levin, 1999] az aldbbi konklizidék vonhatdék le: Gyakran
taldlni kompenzal6 mutaciékat, vagy ugyanabban a génben, amelyben a rezisztenciat
kialaki{té mutacié tortént [Bjorkman et al., 1998, Johanson et al., 1996], vagy mésikban
[Bjorkman et al., 1999, Schrag et al., 1997, Schrag and Perrot, 1996, Sherman et al., 1996].

A kompenzacié antibiotikum rezisztencia esetén leggyakrabban a funkcié visszaallitasan
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keresztiil ment végbe [Andersson and Hughes, 2010], nem a funkcié helyettesitése altal.
Emellett nagyon ritkan figyelték meg a rezisztencia-mutacié reverzidjat. Ennek egyik
oka, hogy reverzié mutaciébol egyetlen egy torténhet, a potencidlis kompenzalé mutaciok
szama ennél joval magasabb. Raadéasul, ha fixdlédott mar egy kompenzalé mutécio, akkor
a reverzio mar nem feltétleniil fog fitneszelonyt biztositani, antibiotikum jelenléte nélkiil
sem, a kompenzald és a rezisztencia-mutaciok esetleges el6jel episztazisa miatt.

A kompenzald evoliucié kisérletes vizsgalatakor a fenti kutatdsok soran evoltucids
folyamat révén (genetikai sodrédés, természetes szelekcid) fixdlodtak a populdciéban
a karos mutaciok. Ennek egy alternativaja, ha a kisérlet elején mesterségesen hozzuk
létre a karos mutaciét, majd laborevolicié sordn torténhet a kompenzacié. Az alabbi
kutatasok ez ut6bbi stratégiat alkalmaztak. Moore és munkatarsai [Moore et al., 2000]
[Poon and Chao, 2005, Poon and Chao, 2006] pedig a ¢X174 bakteriofagok adaptaciéjat
vizsgalta nem szinonim kdédolé pontmutaciok hatasara. A kezdeti mutéacié reverzidjat
ezekben a kisérletekben is csak nagyon ritkan tapasztaltak: Baktériumban egyaltalan nem
talaltak reverziot, a fagban is csak egyetlen egyszer, szemben 9 kompenzalé mutacioval.
Mindkét kutatds soran azt tapasztaltak, hogy a kezdeti kdros mutacio fitneszhatasa és a

A kezdetben létrehozott kidros mutacié, pontmutacié vagy inzerciék helyett, egyes
modellszervezetekben, példaul élesztoben, elérheté egy gén teljes kitutésével. A génkititott
mutansokban, ellentétben a mesterségesen létrehozott pontmutaciokkal, vagy a mutacio
akkumulacios vonalakkal, egy molekuldris sejtfunkcié hianyat hozzuk létre. A kikapcsolt
géntol fliggden ez a funkcid akar a sejt fennmaradésa, novekedése szempontjabol alapveto
fontossagi is lehet. Bar esszencialis gének elvesztése esetén nem tudunk laborevoltciot
végrehajtani (hiszen a mutédns sejtek nem osztodnak), de barmely olyan mutans, amely
képes az osztddasra, barmilyen lassan is, alkalmas arra, hogy a kompenzalé evoliciot
teszteljuk rajta. A génspecifikusan bevitt pontmutaciékhoz képest tehat a funkcio teljes
vesztése torténik itt, a mutacido akkumulaciés vonalakhoz képest pedig nagy elony, hogy
pontosan ismerjiitk milyen funkci6 veszik el a muténs torzsekben. Nem egyértelmii, hogy
ezekben a géndelécios torzsekben kompenzalhato lesz-e a fehérje és ezzel egyiitt a funkcio
elvesztése. Egy pontmutécion atesett fehérje kissé megvaltozott aminosav szekvencidja
szekvenciaban bekovetkezett kompenzalé mutaciok helyreallithatjak az aktivitast, vagy
akar a fehérje expresszidojanak megnovelésével is csokkenthetd a kezdeti mutacié karos
hatésa. Ezzel szemben egy gén teljes delécidjakor kérdéses, hogy torténik-e egyaltalan
kompenzacio, és ha igen, akkor milyen mechanizmusokon keresztiil. Az eredeti funkcio
visszaallitasa talan nehezebb, mint egyéb karos mutaciok esetén, de géndelécid esetén

is elképzelheto, amelyekre példakat mutatok a kovetkezo fejezetben. Természetesen az
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eredeti funkciéra val6 igény csokkentésével (helyettesités) is megtorténhet a kompenzacié.
A kétféle kompenzacié megoszlasat még nem vizsgaltak.

Doktori munkam is a génvesztések kompenzacidjaval foglalkozik, melyek korabban csak
kis skaldju kutatdsok témai voltak. Egy kutatdssorozatban [Harcombe et al., 2009, Rokyta
et al., 2002] DNS ligazt tutottek ki egy bakteriofdgban. Reverzié nem toértént, kompenzald
mutaciokat talaltak, melyek egy része DNS metabolizmusban részt vevo génben tortént, de
nem mind volt funkcionalisan kapcsolhaté a DNS ligdzhoz. A funkcié teljes helyreallitasat
taldlta ugyanakkor két kutatés is [Campbell et al., 1973, Hall and Hartl, 1974], amelyekben
a laktaz gént titotték ki Escherichia coli-ban. Mindkét esetben azt talaltak, hogy mas
gének ugy mutalédtak, hogy képessé valtak a laktoz lebontasara. Heineman és munkatarsai
[Heineman et al., 2005] bakteriofdgban a lizisért felelés lizozim gén elvesztésére végeztek
adaptdciot és ugyancsak egy mésik gén vette 4t a funkci6t. Elesztében egy citokinézis
motorfehérje génjét, a MYO1 gént titotték ki és 400 generacion keresztiil laboratériumban
evolvéaltattak 45 fiiggetlen populaciét, amelybél 29 mutatott kompenzals evoliciot [Rancati
et al., 2008]. Vizsgalataik soran azt talaltdk, hogy nem pontmutacidk, hanem aneuploididn
keresztiil megvalosuld, sok génre kiterjedd expresszios valtozasok okoztak a mutans torzsek
azért sem tekinthetoek altalanosnak, mivel a mitézisban részt vevo, ahhoz sziikséges
citokinézis motorfehérje elvesztése aneuploidiat és/vagy poliploidiat indukal.

Osszefoglalva tehat a kompenzald evoliciot kisérletesen vizsgalé eddigi kutatasokat,
a mai fajok Osszevetésével széles korben talaljuk nyomat valdszintisitheté kompenzald
evolucidénak, génexpresszié regulacid, nukleoszéma organizacio, fehérje és RNS szerkezet
szintjén. Laborevoliciés kisérletes vizsgalatokbdl a kévetkezo f6 konkliuzidk vonhatok le a

kompenzal6 evoluciérol:

1. A revertald mutaciok nagyon ritkak, ami értheto is, hiszen reverzio egyetlen mutaci-

oval hozhato 1étre, mig a potencialisan kompenzalé mutaciok szama nagy.

2. Minél nagyobb mértékii a karos mutacio altal okozott fitneszcsokkenés, annal nagyobb

valdszinliséggel és nagyobb hatast kompenzaldé mutacidk fixalédnak.

3. A ratermettség javulasaban telitédés mutatkozik, az adaptiv valtozasok idovel egyre

kisebb fitneszemelkedést okoznak.

4. Az eddigi laborkisérletekben a kompenz&ald evolicio soran fixalédott mutaciok sokszor
a kiros mutacidhoz funkcionalisan kapcsolhatéak, de gyakran olyan génekben is
torténik kompenzalé mutacio, amely funkcionalisan nem fligg 6ssze az eredeti karos

mutacioval.

A 2. és 3. megfigyelés egybevag Fisher geometriai adaptacios modelljével. Ha a populacié

tavolabb van az optimumtél (alacsony fitnesz), akkor a mutéciék nagyobb hényada lesz
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pozitiv hatasd, tehat gyorsabb, valdsziniibb, er6sebb kompenzaciét varunk. Az id6
elérehaladtaval iijabb és tijabb kompenzalé mutacidk elterjedésével a populacié kozelebb
keriil az optimumhoz, ezaltal egyre kisebb 1épésekben novekedhet a fitnesz.

Az eddigi kutatasok példakat mutatnak ugyan a kompenzalé evoluciéra, de nem
rendszerszinten vizsgalédnak. Tobbségiik nem teljes génvesztést, hanem kisebb hatasu
mutaciokat vizsgalt, azokndl is a molekuldn beliili kompenzaciét kutattak elsésorban.
Kérdéses, hogy milyen mechanizmus alapjan torténhet egy teljes gén elvesztésének kompen-
zacidja. Vajon helyreallitodik az eredeti funkci6? Kornyezetspecifikus lesz a kompenzéacié
altal biztositott fitneszjavulas, vagy altalanosan érvényes, a kornyezetek széles korében
megfigyelhet6? Az elvesztett gén paraldgjainak (ha vannak) kiemelt szerep jut-e a kom-
penzald evolicidé soran? Vannak a kompenzaciénak tovabbi evolicids kovetkezményei? Az
egyik ilyen kovetkezmény lehet, hogy a fixalédott karos mutaciok és az altaluk indukalt
kompenzalé evoltcid a vad tipus koriili genotipus térben valo "sétakat" tesz lehetové, ami
altal a populacié jobban feltérképezheti a genotipus teret, potencidlisan akar magasabbat
fitneszcstcesokat is meghddithat (1asd. 1.1.2. fejezet és 10. abra). Ezeket a kérdéseket
doktori munkam el6tt tudtommal még egy kutatas sem probalta megvalaszolni egy orga-
nizmusban sem rendszerszinti vizsgalatokkal. Az elméleti modellek, az adaptiacié és a
kompenzacié elméleti hattere és a felgytilemlett kisérletes eredmények is elOkészitették
a terepet doktori munkdmhoz, a génvesztésre mutatott kompenzald evolicio élesztoben

torténd, rendszerszintii vizsgalatahoz.

1.4. Géndelécié kompenzacidjanak vizsgalata sorélesztében

Munkénk kezdetekor célunk a génvesztésre mutatott kompenzald evolicié rendszerszintli
laborevoltcids vizsgalata volt élesztében. Az éleszt6 (Saccharomyces cerevisiae) idedlis
eukariota modellorganizmus vizsgalatunkhoz. Nemcsak géndelécios konyvtarak érhetéek el
kisérletiink megkezdéséhez, a genetikai modositasok modszertana is rendkiviil kidolgozott,
emellett pedig rengeteg genomikai és funkciondlis genomikai adat 41l rendelkezésre. Igy
példaul ismert a legtobb gén funkcidja, kititésének hatasa az organizmusra, a gének
expresszioja és genetikai interakcioik, a fehérjék fizikai kolecsonhatédsai és még sok egyéb, a
kompenzal6 evolicidban potencidlisan szerepet jatszd génvaltozot tartak mar fel élesztoben
kozel teljes genom lefedettségben. Haploid fazisban aszexudlisan szaporithatd, rovid
generacios idovel, ezaltal beldthatd idon beliil varhatunk kompenzaciot a laborevolicio
soran.

A kompenzaciot kivaltd kezdeti karos mutacionak egy gén teljes elvesztését valasztot-
mutdcionak az organizmusra kifejtett funkcionalis hatasarol sok esetben van informécionk,

ellentétben példaul egy mutacié akkumulacios kisérlet véletlen mutaciéival, irdnyitottan
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bevitt nem-szinonim kédolé mutaciokkal, vagy regulacios mutaciékkal, amelyek hatasat
kevésbe ismerjiik. A soréleszto géndelécids konyvtarral mar szamtalan kutatas foglalko-
zott és a delécids torzsek sok tulajdonsaga ismert. Tudtommal rendszerszinten elGttiink

semmilyen kisérleti munka nem vizsgalta még a kompenzald evoliciot.
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2. Célkitlizés

Kisérletiink tervezésekor a célunk az volt, hogy a sorélesztoben minden olyan ismert gén
tast mutat ugyan, de a géndelécios torzs még életképes, a torzs a kisérlet soran életben
tarthato, osztodasra, ezaltal evoluciéra képes. A kisebb 1éptékil vizsgalatok eredményei

alapjan az alabbi célokat tlztiik ki:

1. Eloszor is arra voltunk kivancsiak, milyen a kompenzacios potencidlja az éleszto
genomnak. Meg akartuk hatarozni, hogy a gének mekkora hanyadanak elvesztését

képes kompenzalni az organizmus.

2. Meg akartuk vizsgalni, hogy ez a kompenzacié mennyire teljes, azaz a kezdeti

fitneszesést milyen mértékben keriil kijavitasra.

3. Meg akartuk hatarozni, hogy mely gének elvesztését lehet kompenzalni. Azonosi-
tani akartunk olyan genomikai valtozokat, amelyek elaruljak, hogy egy adott gén

elvesztése kompenzalhato-e.

4. Célunk volt meghatarozni a kompenzacié kornyezetfiiggését. Ennek felderitésére a
kompenzaciét mutatd vonalak és 0si, kiindulasi torzseik fitneszét kiilonbozo kornye-

zetben lemértuk.

5. Egy ehhez kapcsolddé kérdés, hogy a kompenzacié a kititott gén funkcidjanak vissza-
allitasan vagy helyettesitésén keresztiil torténik-e. Mint a bevezetoben lathattuk,
géndeléciok esetén is talaltak mar példat mindkét esetre. Azt feltételezhetjiik, hogy
a funkcié visszaallitasa esetén a fitnesznovekedés, a kompenzacio altalanos jellegii
lesz, nem figg példaul a kiils6é kornyezettdl. Ezzel szemben, ha funkcidhelyettesités
tortént, akkor a kompenzéciéo megléte fiigghet a kiilsé kornyezett6l (10. dbra), hiszen

a kornyezet megvaltozasaval megvaltozhatnak a funkciondlis sziikségletek.
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kérnyezeti valtozas

e
<

10. abra. Kompenzalé adaptacié bemutatasa adaptiv tajképen.

Az adaptiv evolicié a sziirkével jelolt kornyezetben a génkiiitott (KO) torzset killonbozo
adaptiv cstucsokra vezetheti. Hogy az evolvélt vonalak (Evl/Ev2) a vad tipushoz (WT)
képest mennyire divergaltak, ezt a kornyezet megvaltozasaval felderithetd. A vizszintes
tengelyek az absztrakt genotipus teret mutatjak, mig a fiiggoleges tengely a fitneszt, amit
meg tudunk becstilni a laborban.
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3. Anyag és Modszer

A doktori munkam kisérleti és szamitégépes modszereinek ismertetése elott szeretném
kiemelni, hogy a doktorim alapjat képezo kutatémunka Dr. Szamecz Bélaval kozos erdfe-
szitéstunk volt. A labormunkat Dr. Szamecz Béla, az adatok kiértékelését, bioinformatikai

analiziseket én, a kisérletek megtervezését és optimalizalasat kozosen végeztiik.

3.1. Felhasznalt éleszto torzsek

Munkank soran haszndalt minden torzs a BY4741-es Saccharomyces cerevisiae torzsbol
szarmazik. Egyszeres géndelécids torzseket egy publikalt gylijteménybdl [Giaever et al.,
2002] hasznaltunk, hogy azonosithassunk minden olyan gént, amelynek elvesztése nem
letalis, ugyanakkor szignifikans fitneszcsokkenést okoz. Fzeket a lassan névé torzseket
két 1épésben azonositottuk. KEgy korabbi munka 671 gént talalt, melyek homozigdta
mutansként diploid éleszt6 lassi novekedését okoztak gazdag és szintetikus taptalajon
is [Deutschbauer et al., 2005]. Ezekre a génekre nézve deléciés torzseket vilasztottunk
ki a MATa parosodési tipust haploid éleszté delécis konyvtarbol [Giaever et al., 2002]
és mértitk meg a fitneszét. 187 torzset talaltunk, melyek szignifikdns és a vad tipushoz
képest legaldbb 10%-os fitneszcsokkenést mutattak (Mann-Whitney préba, fdr korrekcid
utani p értek < 0,05). Ez a 10%-o0s érték joval a méréstink hibahatéra f6l6tt van. FEzen a

187 géndelécids torzsen, mint Osi genotipuson kezdtiik el a laborevoliciot.

3.2. Tapoldatok és taptalajok

A gazdag tédpoldat (YPD) 1% élesztd kivonatot, 2% peptont, 2% gliikkozt tartalmazott.
Ebben a tapoldatban zajlott a laborevolicio és, ha méasképp nincs jelolve, a fitneszmé-
rések is. A szilard téptalaj 2% agar felhasznalasdval késziilt, amit korabbi mérésekkor
optimalisnak talaltunk ahhoz, hogy megismételhetoek legyenek a telepméret értékeink a
kisérletek folyaman. A kornyezeti profilok meghatarozasakor, a gazdag tapoldattél eltéro
kornyezetekben torténd mérésekkor a taptalajok a 1. tabldzatban bemutatott anyagokat

tartalmaztak.

3.3. Evollcié a laboratériumban

Mind a 187 lassti novekedést mutato géndelécios torzzsel laborevolicios kisérletet végez-
tiink. Minden 6si torzsbdl négy fiiggetlen vonallal inditottuk el a kisérletet. Emellett a
vad tipusu torzsiinket is evolvaltattuk 22 fiiggetlen evolvalé vonalként (evolvalt kontroll).
Vad tipusként a YOR202W géndelécios torzset hasznaltuk, mivel ennek fitnesze megkii-
16nboztethetetlen a BY4741-es valodi vad tipusi torzsétél [Qian et al., 2012], ugyanakkor
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Kornyezet Rovidités Szénforras Novekedés inhibitor
Glikoz GLU 2% glikéz -
Glicerin GLY 3% glicerin -
Tejsav LAC 2% tejsav -
Kalium-acetat KAC 2% kélium-acetat -
Etanol ETH 3% etanol -
Etanol + glicerin | ETHGLY | 2% etanol + 2% glicerin -
Raffin6z RAF 2% raffinéz 1 pg/ml antimicin A
Koffein CAF 2% gliik6z 2 mg/ml koffein
Cikloheximid CYC 2% gliik6z 0,18 pg/ml cikloheximid
Ecetsav ACE 2% glikdz 0,4% ecetsav
Gliik6z + etanol | GLUETH 2% glikéz 6% etanol
Higromicin HYG 2% glikéz 50 pug/ml higromicin
Natrium-klorid NACL 2% gliik6z 1,2 M nétrium-klorid
Benomil BEN 2% gliik6z 15 pg/ml benomil

1. tablazat.
Osszetétele.

A gazdag taptalajtél eltér6 mérésekben alkalmazott taptalajok

tartalmazza a kanamycin kazettat (KanMX4) a nem funkcionélis his3A1 allél helyén. Ez
azért fontos, mert igy tudunk kontrollalni a kordbban leirt mutagén hatasara a KanMX4
kazettanak [Teng et al., 2013]. Minden torzset 96-os lemezeken (96 db téapoldatot tar-
talmazé valyat egy mlianyag lemezen) tartottunk. Minden lemezen 4 valyatot tiresen
hagytunk a keresztfertézések vizsgalata céljabol. A sejteket gazdag tapoldatban névesztet-
tiik, hogy a tapanyaglimitaltsag altali szelekcios nyomast minimalizaljuk. Vizsgalatunkhoz
fontos volt, hogy a génvesztés okozta fitneszcsokkenésen kiviil minden mas szelekcids erot
minimalizaljunk, hogy kompenzalé evoliciét figyelhessiink meg a laborevoltcié végén, ne
egyéb adaptacidkat. A kanamycin kazetta jelenlétére nem szelektaltunk, nem adtunk
kanamycint a tapoldathoz, hiszen a kanamycin egyrészt lecsokkenti névekedési ratat és
ezért szelekcios nyomaést jelentene rezisztencia kialakuldsara, masrészt mutagenezist indu-
kalhat az éleszto stresszvalaszan keresztil. Az optimélis novekedési feltételek eléréséhez
a lemezeket 350 fordulat/perc fordulatszamon razattuk 30 °C-on. Egy kézi replikator
segitségével kortilbeliil 10° sejtet (~0,5 ul térfogatot) oltottunk 4t 100 ul friss tdpoldatba
96-os lemezeken minden masodik nap. Ez a kisérleti felallas két atoltas kozott atlagosan 7,6
generaciot jelentett. Az evoliicios kisérlet 6sszesen 104 napig folyt, ami koriilbeliil 6sszesen
400 generaciot jelent. A 0., 26., 52., 78. és 104. napon a mintdkat 15%-os glicerolban
lefagyasztottuk és -80 °C-on tartottuk a névekedési rata méréséig. Keresztfertozések
jelenlétére rendszeresen sziirtiink PCR vizsgalattal és az tires valyatok befertozédésének

megfigyelésével.
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3.4. Nagy skalaju fitneszmérések

A populdciok novekedését optikai denzitdsuk (OD) rendszeres mérésével kovettitk nyo-
mon. Folyékony tadpoldatban névesztettiik a torzseket 384 valyatot tartalmazoé lemezeken,
ugyanolyan gazdag (YPD) tapoldatban, amiben az evolicié is tortént. Relativ (kontroll
vad tipushoz viszonyitott) novekedési ratat hasznéltunk a fitnesz mérésére (lasd késobb).
Ez a modszer lehetévé teszi nagy ateresztOképességgel lemérni egyszerre sok torzs no-
vekedési ratdjat (48 éra alatt ~7500 populdcié novekedési ratajat tudjuk lemérni). Az
evolucios kisérletbol vett mintakat tartalmazo, korabban lefagyasztott lemezeket el6szor
96-os lemezekre oltottuk ki, ahol 48 érat néttek a sejtek az evolucidval megegyezd ko-
rillmények kozott. Innen az uniformitds eléréséhez egy Microlab STARlet (Hamilton
Robotics) robottal atoltottuk a sejteket 384 valyut tartalmazé lemezekre. Minden valyu
60 ul gazdag tapoldatot tartalmazott. Egy 384-es lemezre négy 96-os lemez tartalmét
oltottuk ra. Harom lemez ugyanannak a 96-os laborevoluciéban részt vevo lemeznek a
kiilénb6z6 idépontu (0, 26, 52, 78, 104 nap) valtozata volt, a negyedik lemez mindig egy
csak vad tipusu kontroll torzseket tartalmazo lemez volt, melyet szisztematikus hatasok
kontrollalasdhoz hasznaltunk. A 384-es lemezeket 30 °C-on tartva automata inkubatorban
tartottuk, 1000-1200 fordulat/perc fordulatszamu razéssal és egy automatizalt rendszer
segitségével egy lemezolvaséban 20 perces idokozonként mértitk minden egyes lemezen
minden egyes valyu optikai denzitdsat 600 nanométeres hulldimhosszon. Minden evoltcios
vonalat minden idépontban 6 technikai ismétlésben mértiink. Adataink koziil kisztrtiik
az abnormalis novekedési gorbékhez (pl. novekedés hidnya, bakteriélis fertéz6dés gyanija)
tartozé értékeket, majd azokat a torzseket vizsgaltuk csak, ahol legalabb 4 adatpont
megmaradt a 6 technikai ismétlés koziil.

A torzsek fitneszének mérésére a teriileten szokasos névekedési ratat alkalmaztuk
[Warringer and Blomberg, 2003]. Dr. Kovacs Karoly &ltal irt algoritmust hasznalva a
felvett novekedési gorbék meredekségét minden mérési pontban kiszamitottuk, majd a
7 legnagyobb meredekség értékbél (az els6 két legnagyobb értéket kiszlirve az esetleges
kiugré értékek miatt) atlagot szamoltunk. gy kaptuk meg egy adott technikai ismétlésre
a novekedési ratat. A lemezeken beliili illetve lemezek ko6zotti szisztematikus hibdk
kiszlirésére a lemezeken minden negyedik poziciéban egy vad tipusu referencia torzset
mértiink le. Minden mérési értékiinket normaltuk az adott valyi szomszédsagaban 1évo
4-9 db referencia vad tipus novekedési ratajanak medianjara. Ezzel egyrészt egy relativ
fitneszértéket kaptunk a vad tipus fitneszére normalva, masrészrél pedig kontrollaltuk
mérésiinket az esetleges szisztematikus (lemezen belili és lemezek kézotti) pozicidhatasokra.
Egy adott torzs adott idopontban mutatott fitneszét az adott idépontban szamolt vad
tipusra norméalt novekedési ratdk medianjaként becsiiltiik meg. A 0 napos, 0Osi fitnesz

szamolasakor mind a négy evolicios vonal 0 napos 0Osszes technikai replikdtumanak
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novekedési ratajabol egyiitt szamoltunk mediant, hiszen ekkor még izogenikus torzsek
voltak.

3.5. Kompenzaciét mutatd gének azonositasa

Egy evolvalt vonal akkor mutatott kompenzaciot definicionk szerint, ha két feltételt
teljesitett. Egyrészt, az 6shoz képest szignifikans fitneszemelkedést mutatott (egyoldala
Mann-Whitney préba fdr korrigalt p érték < 0,05). Masrészt, hogy biztosak legyiink benne,
hogy kompenzacié és nem a tenyésztési kortiilményekhez torténd "tapanyagadaptacio'
tortént, az emelkedés mértéke nagyobb kellett, hogy legyen, mint azt a vad tipusi evolvalt
kontroll torzstol varnank. Ehhez normal elosztast illesztettiink a 22 vad tipusu evolvalt
kontroll vonal fitnesznévekményére, és csak azokat az evolvalt géndelécids vonalakat
tekintettiik kompenzaltnak, amelyek fitnesznovekménye kisebb, mint 5% valdszintiséggel
szarmazhatott volna az evolvalt kontroll eloszlasbol.

A kompenzal6 evoliciéo mértékének meghatarozasahoz bevezettiik a relativ kompenza-
ci6s index (RKI) fogalmat,

Ayegss — Drezdeti

RKI = 2
kontrO”végsé’ — Akezdeti ( )

ahol A a delécids torzset, kontroll a vad tipusa evolvalt kontrollt, végsd a 104 napos
mig kezdeti a 0 napos allapotokat jeloli. Ez alapjan a 100%-os relativ kompenzacié (RKI
= 1) azt jelenti, hogy delécids toérzs az evolici6 végére ugyanakkor fitneszt ért el, mint az

evolvalt kontroll torzs.

3.6. Kornyezeti profilok meghatarozasa

Hogy a kompenzal6 evolicio soran felhalmozott mutaciok pleiotrép hatéasait felderitsiik
(10. &bra), 237 kompenzaciét mutatd evolvalt vonalat, a hozza tartozd ési genotipusokat,
valamint mind a 22 evolvalt kontroll vonalat fitneszmérésnek vetettiik ala 14, a labor-
evoltcié tapoldatatol eltéré kornyezetben. A koérnyezetek tobbségét egy korabbi kutatas
alapjan valasztottuk [Dudley et al., 2005], ahol a géndeléciés konyvtar fitneszét mérték
meg kiillonbozé kornyezetekben (evolici6 nélkiil). A 14 kérnyezet kiillonb6z6 szénforrasokat
és novekedést gatlé anyagokat tartalmazott (lasd 1. tablazat). Mivel nagyszamu mérést
kellett végezniink, illetve azért, hogy [Dudley et al., 2005] eredményeivel 6ssze tudjuk
vetni a sajat O0si genotipusaink fitnesz adatait, ezeket a méréseket szilard agar taptalajon
végeztiik. Hogy egységes, ismételheto atoltast és novekedésmérést érjiink el, egy robotikus
replikédlé rendszert allitottunk be telepméret alapjan valo fitneszmérésre. Téglalap alakd,

egyenként 768 éleszto telepet tartalmazé agar lemezeken végeztiik a mérést. Ezek mérete
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megegyezik azokkal a 96 valyut tartalmazoé lemezekkel, amelyekben a laborevolicié zajlott.
gy egy agar lemezre osszesen nyolc 96-os lemez olthaté rd, melyet az aldbbi médon
végeztiink: harom 96-os, evolicids vonalakat tartalmazé lemezt oltottunk egy 768-as agar
lemezre, mindegyiket a kisérlet kezdeti (0 napos) és végsé (104 napos) idépontjabdl is.
A hat 96-os lemez mellé oltottunk még két, csak referencia vad tipust tartalmazé 96-os
lemezt, amely a fitneszértékek normélasara és az esetleges lemezen beliili és lemezek kozotti
szisztematikus hibakra vald korrekciora hasznaltunk. A lemezeket 48 éraig tartottuk 30°C-
on, majd azonos kornyezetbe vald dtoltas utén és ijabb 48 éra inkubaci6 (30°C) elteltével
fényképet készitettiink roluk. A digitalis képeket feldolgoztuk, telepméretet szamoltunk a
pixelek alapjan Fekete Gergely altal kidolgozott algoritmussal, a szisztematikus hibakat
eliminaltuk a vad tipusu referencia mérések alapjan. A lemezeken beliili poziciGhatasokra
és lemezek kozotti kiillonbségekre illesztettiink egy modellt, ami felismeri, ha két lemez re-
ferencia vad torzseinek mérési értékei szisztematikusan kiilonboznek, vagy ha egy lemezen
beliil egy adott iranyba folytonosan nonek vagy csokkenek az értékek. Elobbit okozhatja
két mérési nap kozotti kornyezeti kiilonbségek, utobbi oka lehet példaul egy esetlegesen
az inkubatorban 1év6 homérséklet-gradiens. Az illesztett modell alapjan korrigdltunk az
adott hatasra. Minden torzs fitneszének adott idépontban, adott kornyezetben a technikai
ismétlések (4 db) korrigdlt, vad tipusi referencidra normalt telepméreteinek medidnjat
vettitk. Az 6s és vad tipus kozotti, illetve az evolvalt és vad tipus kozotti szignifikans
fitneszkiilonbségeket egyoldali Mann-Whitney probaval teszteltiik (fdr korrigdlt p érték <
0,05).

3.7. Genomszekvenalas

A kompenzalé evoltcié mechanizmusanak felderitése céljabol genomszekvenalast végeztiink
Osszesen 41 kivalasztott torzson (lasd Fiiggelék 10.1., 2. tablazat). Azokat az evolvalt
vonalakat valasztottuk ki elsésorban, amelyek Gse jelent6s fitneszesést mutatott a gén
delécidjakor, majd a kompenzalé evolucidé altal nagymértékii javulas tortént a torzs
novekedési ratajaban, és ez a javulds lehetéleg tobb lépésben ment végbe (a torzsek
fitneszét harom koztes idépontban is lemértiik). Ez utobbi feltétel azt jelezheti elére, hogy
tobb kompenzalé mutéacio is tortént az adott evolval6édo vonalban. Ahhoz, hogy a parallel
evoluciot vizsgalni tudjuk, azonos kezdeti géndelécios torzshoz tobb (2-4 db) egyméstol
fiiggetleniil evolvdlodé vonalat is kivalasztottunk szekvendlasra. Osszesen 41 evoliicids
vonal és hozzajuk tartozo 14 db géndelécids s genomjat szekvenaltunk meg. Izogenikus,
tiszta tenyészetet készitettiink belOlilk és a kompenzacié alatti fitneszemelkedést 1j,
fiiggetlen méréssel validaltuk.

A szekvendlast [llumina HighScan SC késziilékkel végezte az UD-GenoMed Medical

Genomic Technologies Kft., atlagosan 806-os lefedettséget elérve a teljes genomon (a
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szekvenalt DNS szakaszok a Saccharomyces cerevisiae EF4 genomhoz illesztettiikk a BWA
szoftvercsomaggal [Li and Durbin, 2010] az ismétlédé szekvencidkat a RepeatMasking
programmal tavolitottuk el [Kohany et al., 2006]. A referenciatdl kiillonbozd varidnsokat
a GATK szoftvercsomaggal vizsgaltuk [McKenna et al., 2010]. Azon pontmutacidkat
figyelmen kiviil hagytuk, amelyeknek "phred-scaled quality score" értéke 200 alatti volt,
vagy a mutans/referencia aranya 0,3 alatti volt. Egész kromoszémak, vagy kromoszé-
eltéréseket fogadtuk el duplikacionak, amelyek hossza legalabb 25 kilobazis volt, és amelyek
esetében mind a Control-FREEC [Boeva et al., 2012], mind a CNV-seq [Xie and Tammi,
2009] szoftverek szignifikans eltérést jeleztek.

Célunk a de novo mutacidk azonositasa volt. Ezek azok a mutaciok, amik az dsben
még nem voltak jelen, csak késobb, a kompenzald evolicié soran keletkeztek. Azokat a
mutaciokat, amelyek a génkitités utan jelentek meg a delécios torzsben, de még a kisérlet
megkezdése el6tt, "masodlagos 6si mutacidknak" nevezziik. Ezek a mutdciok tehat a gén
elvesztését elszenvedett Gsben is jelen voltak mér, nem csak egy adott evolvalt vonalban,
ugyanakkor semelyik masik 0si géndelécios torzsben nem talaltunk ilyen mutéciot. Ezek a
mutaciok még lehetnek a génvesztésre specifikus kompenzalé mutaciok (bar nem kisérlettink
alatt keletkeztek). Ezzel szemben azok a mutacidk, amelyek tobb 6si delécids torzsben is
megtaldlhatoak, még a gén elvesztése elott kellett, hogy létrejojjenek. Ezek semmiképpen

nem lehetnek kompenzalé mutaciok, ezért figyelmen kiviil hagytuk ezeket.

3.8. Pozitiv szelekcié azonositasa

A pozitiv szelekcié altaldnos nyoma a kddol6 régioban torténé mutacidkon beliil a nem-
szinonim valtozasok feldisulasa. Bar a szinonim mutaciok sem feltétleniil teljesen neut-
ralisak, a nem-szinonim mutaciok joval nagyobb hatésiak és az adaptiv evolicié esetén,
ahogy kompenzald evolucional is, ezek gyakorisaganak emelkedését varjuk. A teljes
genomszekvendalds megmutatta, hogy a kédold régiéban taldlhaté pontmutaciok 86%-a
nem-szinonim mutécié volt. A szelekcid hatasat a szinonim és nem szinonim mutacidék
aranya alapjan, a neutrélis esetre vonatkoztatva teszteltiik. Ehhez Barrick és munkatarsai
moédszerét hasznéltuk [Barrick et al., 2009] hasznaltuk. Réviden, a kodold régidban taldlt
pontmutaciokra kiszamoltuk, hogy ha ezek a mutécidk az 6sszes kddold régidban véletlen
pozicidkban helyezkednének el, mekkora lenne az esélye annak, hogy legalabb 86%-uk

nem-szinonim mutaciot okozna.
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3.9.  Transzkriptomikai vizsgalat

Transzkriptomikai vizsgalatra nyolc evolvalt vonalat valasztottunk ki, melyek mindegyike
jelentds fitneszesést mutatott génvesztéskor (min. 20%) és magas fitneszemelkedést
mutatott a laborevolici6 végére (min. 20%). Az evolvalt vonalakhoz tartozé 6si torzsek és
egy vad tipusu kontroll expressziés profiljat is felvettiik. Az oligonukleotid alapt microarray
méréseket holland kollaboratoraink, Patrick Kemmeren, Marian Groot Koerkamp és Frank
Holstege végezték. A 10.1. fliggelék 2. tablazata tartalmazza a vizsgalt torzseket. A
kivalasztott torzsekbdl izogenikus, tiszta tenyészetet készitettiink és a kompenzacio alatti
fitneszemelkedést 1j, fiiggetlen méréssel validaltuk. Azon gének expresszidjat vettiik
megvaltozottnak, melyek legalabb 1,7-szeres valtozast mutattak 0,05 alatti p értékkel.
Minden expresszios vizsgalatot és késobbi analizist elvégeztiink egy olyan adatbézison
is, amelybél kisziirtiik a nagy skaldju duplikdcién (CNV, teljes kromoszoma, vagy egy
kromoszémaszegmens duplikdcibja) atesett géneket, illetve azokat a géneket, amelyek
novekedési ratatol [Airoldi et al., 2009, Brauer et al., 2008]. A transzkriptomikai adatok
kiértékelését részben Dr. Kovacs Karoly végezte. A nyers adatok elérhetéek az alabbi
url cimen: http://www.ebi.ac.uk/arrayexpress/experiments/E-MTAB-2352/. A torzsek

Hogy megvizsgaljuk a kompenzald evolicié soran a vad tipust génexpresszios allapot
milyen mértékben allt vissza, minden egyes torzset expresszios profilja alapjan egy hiper-
térben helyezhetiink el. Ez a tér annyi dimenziobol all, ahany gén expresszidjat mértiik
(tobb ezer). Ebben a térben vizsgéljuk meg minden egyes vonal esetén harom torzs (vad
tipus, &s, evolvalt) elhelyezkedését. Akarhany dimenzids is legyen a teriink, 3 pont benne
mindig kijelol egy sikot, ugyantgy, ahogy 2 pont akar egy két dimenzids sikon, akar a 3
dimenziés térben mindig kijelol egy egyenest. A 3 pont altal kijelolt sikon egyszeriien
abrazolhaté a 3 pont tavolsdga. Ez a harom tavolsag, a vad tipus, az 6s és az evolvalt vonal
euklideszi expresszids tavolsaga. A harom pont abrazolasaval megtudhatjuk, hogy mig a
génvesztés az Osi torzsiinket eltavolitotta vad tipusi expresszios allapotbdl, a kompenzalo
evolicio vajon az evolvalt vonalunkat a vad tipusu allapot felé visszamozditja-e, vagy

esetleg tavolitja.

3.10. Bioinformatikai analizis soran hasznalt adatsorok

Hogy megvizsgaljuk a kompenzdlé evolucié mértékét befolyasolja-e a kititott gén plei-
otrépiaja, harom kiillonbozé éleszto génpleiotropia adatsort hasznaltunk. Kornyezeti
pleiotrépiaként azon unikalis kornyezetek szamat tekintettiik, amelyekben az adott gén
elvesztése szignifikdns fitneszcsokkenést okozott [Dudley et al., 2005]. Egy gén hélozati
pleiotrépidjat az adott génbdl atirédé fehérje BioGRID adatbézis [Stark, 2006] szerinti

37



fehérje-fehérje fizikalis kapcsolatainak szamaként kaptuk meg. A multifunkcionalitds méro-
szam azt fejezi ki, hogy az adott gén hany olyan Gene Ontology kategoridhoz kapcsolhato,
amely kategériat egy korabbi kutatasban éleszt6é genetikus funkcionalisan specifikusnak
valasztottak [Myers et al., 2006].

Annak kivizsgdlasara, hogy a kompenzalé evolucié soran torténo muticiok a kititott
génnel funkcionalis kapcsolatban all6 génekben torténtek-e, kiillonb6zé mérdszamokat
hasznaltunk a funkcionalis kapcsolat jellemzésére: stabil fehérje komplexekben 1év6 egytitt-
lét, genetikai interakciés profil hasonlésag, koexpresszio, paralogia. Fehérje komplexek
definidldsdhoz a Wodak csoport adatbéazisat [Pu et al., 2009] hasznaltuk, ami "tandem
affinity purification" technikan és tomegspektrometrian alapszik (YHTP2008). A gének
funkcionalis kategéridkba valdé besoroldsat a MIPS Functional Catalogue Database-bol
toltottik le [Ruepp et al., 2004]. Genetikai interakcios profilhasonlésdgot a Costanzo és
munkatarsai dltal lemért [Costanzo et al., 2010] nagy skaldji genetikai interakcids adatbé-
zisbdl szamoltunk. A profilt gy kapjuk meg, hogy az adott génnek minden méas génnel
mutatott genetikai interakciés értékét egy vektorban megadjuk. A profilok hasonlésagat a
két génhez tartozo profilok kozott szamolt Pearson korrelacios koefficiens adja meg. Ko-
expresszios érték szamolasahoz 247 normalizalt microarray kisérlet eredményeit hasznéaltuk
az M3D adatbézisbdl [Faith et al., 2008]. Ez alapjén egy expresszids profilt allitottunk
el6 minden génhez. Ismételt mérések esetén a normalizdlt expresszids értékek atlagat
szamoltuk ki és hasznaltuk fel a tovabbiakban. Minden génpar esetén a koexpresszios
értéket a két expresszios profil Pearson korrelacios koefficiense adta meg, hasonléan a
genetikai interakcios profilhasonlésagi értékhez. Paraldég génparokat BLASTP hasonlosagi
keresés alapjan azonositottunk. Minden nyitott leolvasasi keretet (open reading frame,
ORF) mindegyik masikkal szemben kerestiik. Paralognak tekintettiink két gént, ha a
BLAST értékének varhaté értéke E>10%, az illesztés hossza legalabb 100 aminosavhely
hosszu volt, illetve ha a szekvencia hasonlésag legalabb 30%-o0s volt és nem volt egyikiik

sem része transzpozonnak.
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4. Eredmények

4.1. Az éleszté géneknek csak kis hanyada alkalmas a kompenzalé evoldcié

laboratériumi vizsgalatara

A kompenzald evoluciot élesztében vizsgaltuk haploid delécids mutans torzsek vizsgalataval.
Ahhoz, hogy vizsgalatunkat el tudjuk kezdeni, legel6szor is ki kellett valasztanunk a
vizsgéland6 gének csoportjat. Az éleszté ~6500 génje koziil ~1000 esszencialis gazdag
tapoldatban [Giaever et al., 2002]. Esszencidlis gének delécidéjakor az organizmus nem
életképes, nem mutat osztodast. Ezek a mutaciok alkalmatlanok evolicios kisérletekhez,
hiszen nem vagyunk képesek egy osztodo populaciot fenntartani a laborban, ezért evolicio
sem mehet végbe. A maradék ~5500 nem esszencialis gén még mindig boséges alapot
szolgaltathat kisérletiinkhoz. Ugyanakkor kordbbi mérések kimutattak [Giaever et al.,
2002, Costanzo et al., 2010, Breslow et al., 2008], hogy a nem esszenciélis gének donté
tobbsége teljes inaktivaciokor sem mutatott jelentos fitneszhatast gazdag tapoldatban. Egy
ilyen génre delécios torzs gazdag tapoldatban szinte a vad tipusnak megfelel6 fitneszt mutat.
Ez azt jelenti, hogy egy ilyen torzsnek alig van mit kompenzalnia, hiszen a létrehozott
mutéacionak nincsen, vagy csak nagyon kicsi hatasa van az organizmusra kisérletiinkben.
Osszefoglalva tehét, kisérletiinkben olyan kiindulé deléciés mutdnsokra van sziikség, melyek
osztodasra és ezaltal evolucidra képesek a laboratériumban, ugyanakkor az adott gén
kimutathato legyen a fitnesz javulasan keresztiil.

Hogy megtalaljuk az 6sszes ismert gént élesztoben, amely eleget tesz a fenti feltételeknek,
egy tobblépcsos kivalasztasi stratégiat alkalmaztunk. Egy korabbi vizsgalatban lemérték
homozigota mutansok fitneszét diploid élesztében gazdag és minimélis taptalajon, teljes
genomskalan [Deutschbauer et al., 2005], és azonositottak 671 nem esszencialis gént,
melyek gazdag és minimalis taptalajon is szignifikans fitneszcsokkenést mutattak. Ezen
torzsek fitneszét mi is lemértitk. Ebbol a kezdeti halmazbdl sajat méréseink alapjan
végiil 187 torzset azonositottunk, amelyek legaldbb 10%-os szignifikdns fitneszesokkenést
mutattak. Fzzel a 187 torzzsel kezdtitk meg a laboratériumi evoliciot négy fiiggetlen

vonalban.

4.2. A kompenzal6 evolicié génvesztés utan gyakori, és gyorsan bekovetkezik

Az evolvalt vonalak és a hozzajuk tartozo 6si torzsek fitneszét osszehasonlitva azt talaltuk,
hogy a géndelécids torzsek tébbsége jelentés javulast mutatott (11. dbra). Osszehasonlitds-
képpen jelolve van az dbran az evolvélt vad tipusi kontroll vonalak relativ fitneszemelkedése
is. Mig a géndeléciés 6sbdl induld evolvalt vonalak atlagosan 23% fitneszemelkedést mu-

tattak, addig ugyanez az érték a vad tipust kontroll vonalaknal csak 5% volt. Ez arra
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utal, hogy a laboratériumi evolicios kisérletiink alatt a gén deléciéra mutatott evoltcids
valasz, a fitneszemelkedése nagyrészt kompenzald evolicié eredménye és legfeljebb kisebb
részben adaptacié a tapoldathoz. Ha alkalmazzuk a feltételt, miszerint a vad tipusu
kontrollnal nagyobb szignifikans fitneszemelkedést kell mutatnia a kompenzalé vonalaknak,
azt taldljuk, hogy az altalunk vizsgalt géndeléciés genotipusok 68%-a (128 genotipus)
mutatott kompenzaciot legalabb az egyik evolicios vonalban.
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Relativ fitnessz névekmény

11. abra. A kompenzal6 evolacio jelent6s fitneszemelkedést okozott.

Az abra a relativ fitneszemelkedés (evolvélt fitnesz / &si fitnesz - 1) gyakorisagi eloszldsét
mutatja a gén delécits 6sbol kiindul6 evolvalt vonalak (fekete oszlopok) és az evolvalt vad
tipust kontroll (sziirke oszlopok) esetében.

A kompenzacié mértékét mas médon is vizsgalhatjuk. Megnézhetjiik nem csak azt, hogy
az 6shoz képest hany szazalékot nétt az evolvalt vonal fitnesze (relativ fitneszemelkedés),
hanem azt is, hogy a kezdeti fitneszesés, amit az 6s mutat a vad tipushoz képest, a
kompenzalé evolicié soran milyen mértékben keriilt kijavitasra (relativ kompenzacios
indexnek). A 12. dbra alapjan a kompenzéaciot mutaté evolvalt vonalak donté tobbsége a
génvesztés okozta kezdeti fitneszcsokkenés legaldbb felét kompenzalta, de igen gyakori,
hogy a vad tipust fitneszt is megkozelitik. A relativ kompenzacios index szamolasakor
figyelembe vessziik az evolvalt kontroll torzsek fitnesznovekedését, ezért az itt bemutatott
magas kompenzaciés értékek sem tulajdonithatéak a tapoldathoz valé adaptacionak.

Kimutattuk, hogy a kompenzal6 evoltcio a fitneszcsokkenést okozo, de nem esszencidlis
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12. abra. A génvesztés fitneszkoltségének nagy része kompenzalhaté.
Az dbra a relativ kompenzaciés index eloszlasat mutatja a kompenzaciét mutato evolvalt
vonalak esetében.

gének nagy részében (68%) végbemegy, és a génvesztés okozta defektus nagy részben
kompenzéalhaté (12. dbra). A megfigyelt kompenzacié igen rovid id6 alatt végbemegy,
hiszen kisérlettiink evoliciés id6skalan szemlélve rovid volt, korilbeliil 400 generacién (104
nap) keresztiil zajlott. Felmeriilhet a kérdés, hogy eredményeink mennyiben fiiggnek az
evolucids id6 hosszatol. Laborevoliucids kisérletiink 6sszesen 104 napon keresztiil tartott.
Mi tortént volna, ha kétszer, vagy akar ezerszer ennyi id6 all rendelkezésre? A gének
nagyobb részének elvesztését talaltuk volna kompenzalhatonak és nagyobb mértékben?
Tokéletes valaszt erre adatainkbo6l nem tudunk adni, de méréseink megerdsitenek minket
abban, hogy elég hosszan végeztiik a laborevolucios kisérletet, az evolucié tovabbvitele
soran sokkal kevesebb valtozéast tapasztaltunk volna. Toérzseink novekedési ratajat nem
csak kisérletiink végén (104 nap utén) mértiik meg, de harom koztes idépontban is,
egyenletes id6kozokkel (26, 52 és 78 nap evoliucié utdn). A kompenzacié mértékében
telitddést tapasztaltunk (13. dbra). Ez arra utal, hogy a 104 napos kisérleti id6tartam

elegendd a kompenzalhato géndeléciok donté tobbségének felderitésére.
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13. abra. A kompenzaci6 telitédést mutat kisérletiink soran.

A kompenzaciot mutaté vonalak szama kisérletiink soran telitédést mutatott. A kisérlet
kezdetén sok vonal mutatott kompenzaciot, a kisérlet utolsé 26 napja alatt ugyanakkor
az addig kompenzaciét nem mutatott vonalak nagyon kis része volt képes kompenzald
evolucidra.

4.3. Nem minden gén kompenzalhat6 egyforman

Tehat megfigyeltiik, hogy a gének egy nagy részének elvesztése kompenzalhatd nagy mér-
tékben. Felmeriil a kérdés, hogy vajon az éleszté gének mely tulajdonsagai befolyasoljak
a kompenzalhatosagot? Mely gének elvesztését nem lehet evolicidosan kompenzalni és
melyeket igen? Mielott a kérdést megvizsgalnank és ismert géntulajdonsigok és a kisérle-
tinkben mutatott kompenzacios mérték kozotti osszefliggéseket keresnénk, feltehetjiik
a kérdést, hogy egyaltalan kilonbozik-e az altalunk vizsgdlt 187 gén kompenzalhatosag
tekintetében? Ha nem kilonboznének, akkor abban, hogy mely evoltciés vonalaknél
tapasztaltunk kompenzaciot és melyekben nem, csupan a véletlen dontott volna. Mivel
minden egyes géndelécios mutansbél négy fliggetlen evolicids vonalat inditottunk, ezért
ezt a kérdést statisztikailag tesztelhetjiikk. Amennyiben véletlenszeriien kompenzalodott
egyik vagy masik géndelécios genotipus, ugy azt kell latnunk, hogy genotipusonként a kom-
penzaciét mutat6 evolicios vonalak szama (0-4) binomiélis eloszlast mutat. Amennyiben
a véletlen kompenzacié alapjan vartnal gyakrabban taldlunk olyan genotipusokat, ahol

az 0sszes evolucios vonal, illetve egyik vonal sem mutatott kompenzaciot, ez arra enged
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kovetkeztetni, hogy az eltéré gének inherensen kiilonboznek azon tulajdonsagukban, hogy
elvesztésiiket mennyire képes kompenzalni az organizmus. A kompenzalédast mutato
vonalakat a genotipusok kozott véletlenszertien megkeverve (randomizacios teszt) azt talal-
tuk, hogy a véletlen varttol szignifikdnsan nagyobb ardanyban vannak gének, amelyek teljes
inaktivaciojat minden esetben, vagy egy esetben sem sikeriilt kompenzalni az evolicids
kisérletiink sordn (14. abra, x? proba, P < 10%°). Tehat egyes gének elvesztését konnyebb,

masokét nehezebb kompenzalni.
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14. abra. Kiilonb6z6 gének elvesztése eltéré mértékben kompenzalhaté.
Minden géndelécids 6sbol négy fiiggetlen vonalon inditottuk a laborevoltuciot. A géneket
csoportositottuk aszerint, hogy a beldliik inditott evoliciés vonalak egyike sem (0%)/ leg-
alabb egyike, de nem az dsszes (1% - 99%) / mindegyike (100%) mutatott-e kompenzaciot.
A kompenzalodast mutaté vonalakat a genotipusok kozott véletlenszeriien megkeverve
(randomizécios teszt) vizsgaltuk, hogy a kiilonboz6 gének eltérnek-e kompenzalhatésaguk-
ban. 1000-szer randomizaltuk a kompenzaciot mutatd vonalakat a genotipusok kozott,
ezaltal kaptunk egy eloszlast, amelyet akkor varnank, ha a genotipusok nem kiilonboznének
kompenzalhatésdgukban (sziirke oszlopok). Az dltalunk megfigyelt valés eloszlas (fekete
oszlopok) ettdl szignifikdnsan eltér.
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4.4, A gének pleiotrépidja nem befolyasolja a kompenzaciot

A kovetkezékben azt kivantuk megvizsgalni, hogy mely tulajdonsagai egy génnek azok,
amelyek Osszefliggésben allnak a kompenzécié valdszintiségével. Elso hipotézisiink arra,
alapszik. A pleiotrép gének azok, melyek tobb funkci6 ellatasaban vesznek részt. Egy
ilyen génben bekovetkezé mutdciénak nem csak nagyobb lehet a fitneszhatasa [Costanzo
et al., 2010], de az inaktivacidjaval okozott kart potencidlisan kompenzalé mutéciok
szama is nagyobb lehet, hiszen tobb funkciéban vehetnek részt, tobb fehérje allhat velitk
kapcsolatban, szélesebb korben fejtik ki hatdsukat, mint nem pleiotrép térsaik [Poon and
Chao, 2005].

Hipotézisiink szerint a gének pleiotropidja, igymint 1) a génenkénti fehérje-fehérje
fizikai interakciok szama, 2) a funkciondlis kategéridk szdma, amelyekbe az adott fehérjét
besoroltdk 3) illetve a gén kornyezeti érzékenysége, azon kornyezetek szama, amelyben
a gén delécidja fitneszcsokkenést okoz mind befolyasolhatjak az adott gén elvesztésének
kompenzalhatosagat. Azt taldltuk, hogy nem térnek el szignifikinsan sem kornyezeti
érzékenységhben, sem fehérje-fehérje interakcios szamban, sem a génhez rendelt funkcionélis

kategéridk szaméaban a kompenzélédott és nem kompenzalhaté genotipusok (15. abra).

4.5. A kompenzalé evollcié altalaban nem a paralog génekre hat

A soréleszté (Saccharomyces cerevisiae) evolicids torténete soran teljes genom dupliké-
cion esett at [Wolfe and Shields, 1997], és természetesen kisebb, egy, vagy néhdny gént
érinté duplikaciok is torténtek Gseiben. Feltételezhetnénk, hogy egy gén elvesztésekor
a kompenzald evolicio az adott gén duplikatumait érintheti, amely hasonlésadga miatt
atveheti a kiiitott gén funkciéjat. Az altalunk vizsgéalt 187 génnek 27%-a (50 gén) ren-
delkezik paraldéggal az éleszté genomban. A vizsgalatunkban kompenzéaciét mutato 128
genotipusnak pedig 25%-a (32 gén). Abban az esetben, ha a tébb képidban meglévé gének
elvesztését konnyebb lenne paralégjaikon keresztiil kompenzalni, a paraloggal rendelkezo
gének mutansainak gyakrabban kellene kompenzaciot mutatniuk. Ha megvizsgaljuk, hogy
a duplikalt gének konnyebben kompenzalhatoak-e, azt kapjuk, hogy nincs kiilonbség a két
csoport kozott (x? proba, p = 0,54). Mindemellett, a genomszekvendldsi eredmények csak
egyetlen genotipus esetében mutattak ki, hogy a kompenzal6 evolicio az inaktivalt gén

duplikdtuméra hatott, részletekért 1lasd: [Szamecz et al., 2014].

4.6. A génkiltés fitneszkoltsége korreldl a kompenzacié sebességével

Az elobbiekben bemutattuk, hogy egy gén elvesztése utdn mutatott kompenzaciot sem a gén

pleiotrépidja, sem duplikatumainak jelenléte nem befolyasolja altalanosan. Miért van tehat,
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Az oszlopok az atlagot + standard hibat mutatjak. A kilonbség egyik esetben sem
szignifikdns (Mann-Whitney préba, balrél jobbra p = 0,71; 0,44; 0,36).

hogy egyes gének inaktivaciéja kénnyebben, mig méasoké nehezebben kompenzalhatd?
Adatbéazisunkban majdnem 200 genomikai és funkcionalis genomikai géntulajdonsag
szerepel (pl. fehérje hossza, genetikai interakciés fokszam, fehérje komplexben vald
jelenlét, expresszi6 mérészamok, kiillonb6z6 evolicios ratak, pleiotrépia mérészamok),
amelyeknek megvizsgaltuk a kompenzaciéval mutatott Osszefliggését. A kompenzacio
rataja azonban kizardlag egy valtozoval mutatott erds korrelaciot, a génvesztés utani
fitnesszel. Minél alacsonyabb a génvesztés utan mért fitnesz, azaz minél nagyobb a
génkiiités hatdsa, annal inkdbb kompenzalhaténak talaltuk a mutdciét(16. dbra, x* proba,
P < 1013).

Torzseink ratermettségét csak egy adott hibaval tudjuk megmérni. Emiatt a technikai
korlat miatt el6fordulhat, hogy kis fitneszemelkedést nem tudunk kimutatni. Ezaltal,
képesek lennénk kimutatni. Ugyanakkor kizarhatjuk, hogy az altalunk megfigyelt min-
tazat a mérés hibdjanak miterméke legyen, hiszen 1) csak a kezdetben legalabb 10%
fitneszromlast mutaté torzseket vizsgaltuk. Ez a kiilonbség a fitneszben joval a detektalasi
kiiszobiink felett van. 2) Az altalunk talalt 6sszefliggés a detektélasi kiiszobtinknél joval

nagyobb fitneszskalan all fenn(ldsd 16. abra). Itt emliteném meg, hogy a 4.3. fejezetben
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16. Abra. Az alacsony fitneszili géndeléciés genotipusok gyakrabban mutatnak
kompenzaciot.

Minden evoltcids vonalat az 6sben mutatott fitnesz szerint 4 csoportba osztottuk. Minden
csoportban kiszamoltuk a kompenzalt vonalak ardanyat. Az alacsony kezdeti fitneszt
mutatd vonalak kompenzalasa gyakrabban kévetkezett be.

leirt mintazatot, miszerint a gének elvesztésiik utan mutatott kompenzacidja egymastol

kiillonbozik, nem (csak) amiatt latjuk, hogy a gének kiillonboznek egymastél deléci6jukkor
mutatott fitneszhatasukban (Fiiggelék 10.2.).
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4.7. A kompenzald evolicié eldsegiti a genomok diverzifikaciéjat

A kompenzal6 evolicié mechanizmusanak megvizsgalasahoz genomszekvenalast végeztiink
egyes evolucidos vonalakon, amelyek mindegyike magas fitneszemelkedést mutatott kisérleti
evolucionk sordn. Egy adott géndelécids genotipushoz tobb parhuzamos fiiggetlen vonalat
is megszekvenaltunk, hogy észlelni tudjuk ha parhuzamos evolicié tortént az azonos
kiindulasi genotipusu evolvalédé vonalakban. Minddsszesen 41 evoltucios vonalon végez-
tiink szekvendlast, amelyek egyiitt 14 Osi genotipushoz tartoznak. A de novo mutacidkra
koncentraltunk, ezért is szekvenaltuk meg az 6si, kiindulasi torzseket is, hogy el tudjuk
kiilloniteni a mar kordbban (a delécids konyvtar készitésekor, vagy még kordbban) felhal-
mozddott és ezért nem a deléciora specifikus mutacioktél a potencidlisan kompenzaciot
létrehozd mutacioktol.

Genomonként atlagban 6 pontmutéciét (SNP), 0,5 inzerciot, vagy deléciét (INDEL)
és 0,34 nagy skalajia duplikaciot (CNV, teljes kromoszéma, vagy kromoszémaszegmens
duplikacidja) talaltunk a vizsgalt evolvalédott vonalakban (17. dbra). Mig a vonalak
majdnem 98%-&ban taldltunk legalabb egy pontmutaciét, addig kisebb inzercidt /deléciot
csak 39%, nagy skaldju duplikaciot pedig csak a vonalak 22%-a mutatott.

Ahogy a 17. abra is mutatja, elsésorban pontmutacidkat halmozddtak fel az evolva-
lodott torzsekben. Kérdés ugyanakkor, hogy ezek a mutaciok az adaptiv kompenzald
evolucié soran jottek létre, igy pozitiv szelekcié termékei-e, vagy neutralis, esetleg enyhén
karos hatdsi mutaciok. Ennek eldontésére két tesztet végeztiink. A nem-szinonim mu-
taciok feldusuldsdnak tesztelését Barrick és munkatérsai [Barrick et al., 2009] modszere
alapjan végeztiik és azt kaptuk, hogy a nem-szinonim mutaciok szignifikdnsan gyakoribbak
a kodolo régiokat érinté pontmutaciok kozott, mint azt varnank tisztan neutralis mutaciok
esetén (p = 0,003).

Adaptiv mutacidk esetén azt is varjuk, hogy a felgyiilemlett pontmutaciok a véletlennél
gyakrabban olyan fehérjéket kodold génekben torténjenek, amelyek valamilyen funkcionélis
kapcsolatban allnak azzal a génnel, amelynek elvesztésére a kompenzald evolicio zajlik.
Két gén osszetartozasat mutatja, ha funkcionalis besorolasuk megegyezik, ha ugyanazon
fehérje komplex tagjai, ha genetikai interakcios profiljuk hasonld, illetve ha koexpressziot
mutatnak kiillonb6z6 kornyezetekben. Randomizacios teszt alapjan az elébbi funkcionalis
kapcsolatokat a véletlen vartnal gyakrabban tapasztaljuk a deletalt gén és az adott
géndeléciés genotipusbdl kiindulé evolvalt vonalban a koédold régioban pontmutaciot
szenvedett gén kozott (18. dbra). A kozos fehérje komplexben vald jelenlét a véletlen

varthoz képest tobb, mint tizszeres gyakorisagot mutat.

47



— atlag / genom

30 m INDEL 0,51
SNP 6,02
0 CNV 0,34
25
20

Esetek szama
o
|

5 _
0 || I_D ﬂ ] |_|
1 2 3 4 5 6-8 9-11 =12

Mutacios események szama / genom

17. dbra. A laborevolicié alatt felhalmozédott mutacidk eloszlasa genomon-
ként.

Az abra a 41 genomszekvenaldassal megvizsgalt evoliciés vonal de novo mutaciot mutatja az
0si géndeléciés genotipushoz képest. A mutaciokat harom csoportba osztottuk: pontmuta-
cié (SNP), kisebb inzercié/deléci6 (INDEL), illetve nagy skélaju (teljes kromoszéma, vagy
kromoszémaszegmens) duplikacié (CNV). Az ébra jobb fels6 sarkaban a genomonkénti
atlagot is feltiintettiik.

Tehat a laborevolucié alatt végbement pontmutaciok, legalabbis részben, adaptiv
evolucié kovetkezményei. A mutacion atesett gének jelentds része funkcionalis kapcsolatban
all az evolicio el6tt inaktivalt génnel. Vajon az azonos genotipusbdl kiindulé fiiggetlen
evoliciés vonalakban azonos (vagy legaldbbis azonos gént érint6) mutaciokat, azaz parallel
evoluciot milyen gyakran figyelhetiink meg? Azokban az esetekben, ahol genotipusonként
tobb fiiggetlen evolicids vonalat megszekvenaltunk, nagyon kis ardnyban talaltuk nyomat
parallel evoltucionak. Az azonos genotipusbdl inditott fiiggetlen vonalakban felhalmozodott
pontmutacidk dtlagosan csak 5,3%-ban fedtek at a gének szintjén (azaz tortént mutacié
ugyanazon gén szekvencidjaban). Ha egyméstol kiilonboz6 genotipusokbdl inditott evolvalt
vonalak kozott nézzilkk meg, még ritkdbban, a mutdcidknak mindossze 0,1%-aban taldlunk

atfedést.
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18. abra. A laborevolacié soran mutalédott gén és az evolvalt vonal 6sében
kiiitott gén funkcionalis kapcsolatban all egymassal.

Az oszlopok a mutdlédott gén és az Osben inaktivalt gén kozott véletlenszeriien vart
funkcionalis atfedéséhez képest mutatjak a megfigyelt atfedés feldusuldsi aranyat. A
szaggatott vonal a véletlenszertien vart atfedést mutatja. A csillagok a szignifikancia
szintet jelzik: *: P < 0,05; **: P < 0,01; ***: P < 0,001. A feldtsuldsi ardny tengely
logaritmikus.

4.8. A kompenzalé evollcié nem allitja vissza a gének expressziéjat a vad
tipus szintjére

A kompenzacié alatt bekovetkezett valtozasok a fitnesz szintjén emelkedést okoztak, kisebb,
vagy nagyobb mértékben, de a vad tipushoz kozelitették az evolvalt vonal fitneszét a
géndelécios 0shoz képest. Nem egyértelmii ugyanakkor, hogy ezt a kompenzaciét a vad
tipusi fiziolégia (teljes, vagy részleges) visszaéllitdasaval éri el a szervezet, vagy 1j fizioldgiai
allapotba keriil az organizmus és ezaltal javitja novekedési ratajat. Mindkét mod altal
végbemehet a kompenzacio. A két eltéré kompenzaciés mechanizmus aranyat kivantuk
vizsgalni vonalaink expresszios profiljanak meghatarozasaval.

Nyolc evolvalodo vonalat valasztottunk ki transzkriptomikai analizisre. Ezen vonalak
Osei nagy fitneszcsokkenést mutattak az adott gén inaktivacidjakor és jelentos fitneszemel-
kedést a kompenzald evolicio soran. Minden egyes vonal genom-szintii génexpresszios

profiljat lemértiik, emellett minden evolvalt vonalhoz tartozo &s, és a vad tipus expresszios
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19. abra. Az evolvalt vonalak, a kiindulé 6si genotipusok és a vad tipus exp-
resszi6s profiljanak Gsszehasonlitasa.

A sorok szinskalaval jelolik a nyole, génexpresszios vizsgalaton atesett vonalak logs exp-
resszi6 aranyat haromféle 6sszehasonlitasban: 6s - vad tipus; evolvalt vonal - vad tipus;
evolvalt vonal - 6s. Minden egyes alabranal csak azon gének expressziéja van bemutatva,
amely a harom Osszehasonlitas legalabb egyikében szignifikans eltérést mutatott (az exp-
resszi6 relativ vdltozdsa nagyobb, mint 1,7 és p < 0,05). A vad tipust expresszids allapot
kompenzal6 evolticio altali visszaallitasa esetén azt kellene latnunk, hogy az "evolvalt - vad
tipus" sorok tulnyomoan fekete szintiek (nincs kiilonbség a vad tipus és az evolvalt kozott),
ugyanakkor az "0s - vad tipus' és "evolvalt - 6s" sorok ellentétes expresszios valtozasokat
mutatnak. Ilyen jellegli mintazatot egyediil a Amdm34 torzsben figyelhetiink meg. Az
abrat Patrick Kemmeren és Marian J. A. Groot Koerkamp készitette.

profiljat is meghatéroztuk. Igy minden vonal esetén harom expressziés profilt hasonlit-
hatunk Ossze (19. dbra). Az 6si genotipus és a vad tipus Osszehasonlitasabél kidertl,
hogy a génvesztés mely mas gének expresszidjat valtoztatta meg. Az evolvalt és a vad
tipus, illetve az evolvalt és az 0s 0sszehasonlitdsabdl pedig megtudhatjuk, hogy az evolvalt
vonalban az 6sben taldlt valtozasok koziil hany elimindlédott. Azt taldltuk, hogy a vonalak
tobbségében a kompenzald evolicio altal okozott expresszids valtozasok nem allitottak
vissza a vad tipusu szintet (19. dbra), egyediili kivételt jelenthet a Amdm34 torzs.

Ezt a jelenséget szemléletesebben be tudjuk mutatni, ha minden egyes torzset exp-
resszios profilja alapjan egy hipertérben helyeziink el és a vad tipus, a géndelécios 6si
genotipus és az abbodl szarmazo evolvalt vonal expresszios profiljainak a hipertérben mért

tavolsagait abrazoljuk a sikon. Azt figyelhetjiik meg, hogy a legtobb evolvalt vonal nem
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kozeledik lényegesen a vad tipushoz (20. abra). Ez aldl csak a Amdm34 vonal kivétel
(a Amdm3j kiillonalldsa e tekintetben a 19. &dbran is megfigyelhetd). Ha vizsgalatunkat
csak az expressziojukat szignifikdnsan megvaltoztatd génekre korlatozzuk, és vonalanként
megnézzik, hogy az 6sben a vad tipushoz képest tortént szignifikdns expresszio valtoza-
sok hany szazaléka valtozott szignifikansan az ellenkez6 iranyba a kompenzal6 evolicio
soran (ezt a jelenséget expresszi6 visszadllitdsnak nevezzik), azt tapasztaljuk, hogy a
Amdm3/ torzs kivételével nagyon alacsony szazaléka allitodik vissza a génvesztés okozta
kezdeti expresszidvaltozasoknak (21. dbra). Eredményeink valtozatlanok maradnak, ha
analizisiinkbdl eltavolitjuk azon géneket, amelyek kromoszomalis régioja duplikacion esett
at a kompenzacié alatt, azon géneket, amelyek aneuploid torzsekben expresszidévaltozast
mutatnak [Torres et al., 2007] illetve azon géneket, amelyek expresszids szintje a novekedési
rataval egytitt valtozik [Airoldi et al., 2009]. Ez utébbi azért fontos, mert a kompenzéciot
mutaté vonalakban a névekedési ratahoz kapcsolt expresszioji gének esetén a megvaltozott
expresszio helyredllitasat tapasztalhatjuk akkor is, ha az expresszio visszadllitasa nem oka,

hanem okozata a megemelkedett fitnesznek.

Arpl43a .
Aifm1 Asrb5

Abud20
Arsc2 Amdm34

I I I I 1
ds 0,2 0,4 0,6 0,8 wvad-tipus

Normalizalt tavolsag

20. abra. A kompenzal6 evoliicié soran az expresszios allapot nem all vissza a
vad tipusra.

Minden evolvalt vonal - géndelécids 0s - vad tipus harmas esetén kiszamoljuk a harom torzs
euklideszi tavolsagat transzkriptomikai méréseik alapjan. A harom tévolsagot abrazoljuk
az abran ugy, hogy az 0si géndeléciés torzs és a vad tipus kozotti tavolsagra normalunk.
A vad tipus koriili sziirke zona és koncentrikus korok mutatjak, hogy a kompenzacié alatt
milyen mértékben allitodott vissza az expresszids allapot.
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Expresszio visszaallitas aranya a kezdeti expressziovaltozasoknal

21. abra. A génvesztés hatasara beallé szignifikans génexpresszié valtozasok
nem allitédnak vissza a kompenzacié folyaman.

Az abra a transzkriptomikai vizsgalatnak alavetett evoliciés vonalakban mutatja, hogy
a génvesztés altal az 6sben okozott szignifikdns expresszié valtozasok milyen hanyada
valtozott szignifikansan az ellenkezé irdnyba a laborevolicié alatt. Az abrat Dr. Kovacs
Karoly készitette.

4.9. A kompenzalé evolicié diverzifikacios hatasa valtozatos kornyezetekben

felderitheto

A szekvendlasi adatokon lathattuk, hogy az egy 0sbdl szarmazo evolvalodd vonalaink
is divergenciat mutattak, nagyon alacsony volt a parallel evolicié ardanya. Ugyanigy,
divergenciat figyelhettiink meg a gének expresszidja szintjén, a vad tipusu expresszios
allapot visszadllitasat alig mutattak a kompenzald torzseink. Felmeriil a kérdés, hogy bar
a kompenzacié alatt torténo valtozasok genotipus szintjén divergenciat okoznak, vajon
a kisérletben evolvalodott, a vad tipustol kiilonbozé megoldasok a fitnesz novelésére
fenotipusosan egyenértékiiek-e. Ennek a kérdésnek a megvalaszolasara meghataroztuk
237 kompenzaciét mutatd evolvalt vonal és a hozzajuk tartozé 6si torzsek fitneszét
tizennégy kiilonboz6 kornyezetben. Mddszeriink validalasaként el0szor megvizsgaltuk az
6si géndelécids vonalak altal mutatott fitneszértékeket. Gének elvesztésének fitneszhatasat
(laborevolici6 nélkiil) mar kordbban vizsgaltak Dudley és munkatédrsai [Dudley et al.,

2005]. Mivel a kisérletben szereplé kornyezeteink egy részét is az el6bbi publikaci6 alapjan
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valasztottuk ki, eredményeinket ssze tudtuk vetni Dudley és munkatérsai [Dudley et al.,
2005] altal kapott fitneszértékekkel és szignifikans egyezést talaltunk (22. abra).
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22. abra. A kiilonb6z6 kornyezetekben a géndeléciés 6s altal mutatott fitnesz
egyezik korabbi irodalmi adatokkal.

Az 6si géndelécids torzseink fitnesz eredményeit 6sszehasonlitottuk Dudley és munkatarsai
[Dudley et al., 2005] altal mérttel. Minden genotipus minden kérnyezetben kategorizélva
volt Dudley és mtsai. munkajaban: egyes génkiiitések nem okoztak fitneszhatast az
adott kornyezetben (vad tipusu fitnesz), méasok pedig csokkentették a fitneszt, vagy akar
letalitdst okoztak (csokkent fitnesz). E kategorizalds szerint dsszehasonlitottuk az altalunk
mért folytonos, a vad tipustra normalt fitnesz adatokat, és szignifikans eltérést talaltunk
a vart irdnyba minden atfedé kornyezetben (egyoldald Mann Whitney préba, a csillagok a
szignifikancia szintet jelzik: *: P < 0,05; **: P < 0,01; ***: P < 0,001.).
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Kisérletiinkben az eredeti tapoldatban (amelyben a szelekcié is zajlott) kompenzaciot
mutatott evolvalt vonalak fitneszértékeit hataroztuk meg mas kérnyezetekben. Ugyanazon
gén elvesztését két egymastol fliggetlen modon kompenzald evolvalt vonal fenotipusos kii-
lonbségét esetleg nem tapasztaljuk gazdag tapoldatban, de egyes kornyezetekben egymastol

igen kiilonbo6z6 novekedési ratat mutathatnak (23. és 10. dbra).

vad tipusu fitnessz ------------------- 4F

letalitds ——=-=—=—==—==———— === ===

23. dbra. A kornyezet megvaltoztatasaval a fiiggetlen evoliciés vonalak fenoti-
pusos kiilonb6z6ségei kimutathatok.

Sematikus abrank azt szemlélteti, hogy mig gazdag téptalajon (sziirke szin), ahol az
evolucié zajlott, a fitneszértékekben esetleg nem latunk nagy kiilonbséget az egy 6sbél
evolvélt vonalaink kozott, addig a kornyezet megvéltoztatasaval (sarga szin) az evolvalt
vonalak addig rejtve maradt kiilonbsége felszinre hozhaté. A bal oldali kor az Ost, az
onnan nyillal leszarmazé korok az evolvalt vonalakat jelolik. A szaggatott nyil és tires kor
azt mutatja, hogy az eredeti gazdag taptalajon kompenzaciot nem mutatd vonalakat nem
mértitk mas kornyezetekben.

Az egy 6sbdl kiindul6 evolvalt vonalak variancidja megnott a kornyezet megvaltoza-
saval (24. &bra, (Mann-Whitney préba, p < 1077)). Emellett a més kornyezetekben
mutatott variancia pozitivan korreldlt az eredeti kornyezetben mutatott fitneszemelke-
déssel (Spearman korrelacio, p = 0,36, p = 0,0001). A véltozatossagot itt is a varidcids
koefficienssel mértiik, ami az atlagra normalva van, ezért a variancidban mutatott kii-
lonbség nem az atlag fitneszek kozotti kiillonbségekbol eredd miitermék. Tehat minél
jelent6sebb kompenzacié tortént az evolicié soran, ez annal erdsebb fenotipusos diverzi-
fikaciot eredményezett mas kornyezetekben. Ha részleteiben is megvizsgaljuk az egyes
vonalak kiilonb6zé kornyezetekben mutatott fitneszét a vad tipushoz képest (25. abra),
azt talaljuk, hogy a vonal - kornyezet péarositasok 52%-aban a kompenzalt vonal az 1j
kornyezetben is novelte a fitneszét, azaz ezekben az esetekben a kompenzacié a kiilso
feltételek megvaltozasa esetén is miikodott. Ugyanakkor, a vonal - kérnyezet parositasok
egy elég nagy hanyadaban, 8%-dban, az eredeti taptalajon kompenzaciét mutatd vonal az
1j kornyezetben szignifikdnsan rosszabbul nétt, mint az 6si genotipus, amelybol kifejlodott

a laborevolici6 soran. Ezekben az esetekben a kompenzacié olyannyira specifikus volt,

54



hogy a kornyezet megvaltozasaval nemcsak, hogy nem javult az evolvalt vonal fitnesze
az 0shoz képest, de egyenes romlott (antagonisztikus pleiotrépia). Az esetek maradék
40%-4ban nem talaltunk szignifikdns eltérést az eredeti és az 1ij taptalajon mutatott fitnesz
kézott (25. abra).

Néhany olyan esetet is talaltunk, ahol az evolvalt vonal egy adott kornyezetben
gyorsabb novekedést mutatott a vad tipusnal. Ezeket az eseteket fliggetlen mérésekkel
igazoltuk és arra mutatnak példat, hogy kompenzal6 evolicio segitségével a génvesztés
elésegitheti 1j kornyezetekhez valé adaptaciot. A jelenség kivizsgalasra feltétleniil érdemes,

de tulmutat doktori munkam keretein.

= 020
R ——
:Q R —
X
©
® 0,15
c
(=]
>
o
©
s 0,10 T
o
pe) —
[&]
@
£ 0,05
N
w
w
()
=
- 0,00
Szelekcios taptalaj Mas taptalaj

24. abra. A kornyezet megvaltoztatasaval a fiiggetlen evoliiciés vonalak fitnesz
variancidja megno.

Az egy 6sbdl szarmazoé evolvalt vonalak fitneszértékeiben mutatott varidcids koefficiensét
(szoérés/atlag) mutatja az abra a szelekciénal hasznalt (gazdag) tapoldatban és egyéb
kornyezetekben. A varidcios koefficiensek atlagat és a standard hibat abrazoltuk.
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Pozitiv és negativ csereviszonyok aranya

B evolvdlt < ds
O nincs szignif. kalonbség
~ Bs < evolvalt

Evolvalt térzsek

25. dbra. A laborevolicié alatt létrejott fitneszemelkedés gyakran kornyezet-
fiiggo.

Az dbra az evolvalt vonalakban mutatja, hogy a kompenzacié a vizsgalt kornyezetek
mekkora ardnydban all fenn (evolvalt fitnesz > 6s fitnesz, barna szin), nem &ll fenn
(evolvalt fitnesz ~ 6s fitnesz, fehér szin), vagy éppen fordul meg (evolvélt fitnesz < s
fitnesz, fekete szin).
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5. Diszkusszié

Doktori munkam témaéaja a kompenzald evoltcié, amely egy adaptaciés folyamat. Az
adaptiv evolicié soran az organizmus egy optimum iranyaba mozog, amelynek legaltalano-
sabban hasznalt szemléltetése egy absztrakt fitnesztajképen torténd hegymaszas. A hegy
csucsa az optimalis, adaptalt allapot. Ez a klasszikus darwini nézet szerint elonyos valto-
zatok (mutdciok) elterjedésével torténik. Ugyanakkor a populdciégenetikai megfontolasok
(genetikai sodr6das) és modern molekularis biolégiai kutatésok egyértelmiien azt mutatjék,
hogy karos hatdsi mutécidk is gyakran jelen vannak és elterjednek a fajokban [Doniger
et al., 2008, Fay et al., 2002, Fay et al., 2001, Sunyaev et al., 2001, Ng and Henikoff,
2002, Chasman and Adams, 2001, MacArthur et al., 2012, Lang et al., 2013, Elena and
Lenski, 2003, Blank et al., 2014, Qian et al., 2012]. Ez a mutéciés teher az, ami a
kompenzal6 evoluciot indukalja, abban az esetben, ha nem a mutacié reverzidja kovetkezik
be, hanem a genom egyéb teriiletein kompenzalé mutaciok semlegesitik az eredeti karos
mutaciok hatasat.

Célom munkam soran a gének elvesztésére mutatott kompenzal6 evolicié vizsgalata
volt, melyet rendszerszinten végeztink az éleszté (Saccharomyces cerevisiae) organiz-
musban. Teljes genomszinten vizsgalva Gsszesen 187 olyan géndeléciés torzset talaltunk,
amelyek esetén az adott gén elvesztésének volt ugyan detektalhaté fitneszesokkento hatasa,
ugyanakkor a géndelécios torzs még életképes a laboratoriumi koriilmények kozott. Ilyen
skalaju atfogod vizsgalat keretében eddig még nem vizsgaltak a kompenzaciot semmilyen
élélényben. Az egyetlen, a mi kisérletiinket megkozelito spektrumu kutatas néhany hénap-
pal cikkiink megjelenése el6tt latott napvildgot [Blank et al., 2014], melyben Escherichia
coli baktériumban 87 metabolikus gén delécids torzsén végeztek laborevolicios kisérletet.
A kitutott gének funkcidjanak figgvényében a 87 torzsbol 22 mutatott kompenzaciot.
Reményeink szerint munkank eredményeképpen altaldanos érvényli konkluziok vonhatdk le
a kompenzald evoluciorol.

A laborevolucién atesett torzsek vizsgdlatakor azt taldltuk, hogy a gének tobbségének
elvesztése kompenzalhat6. A 187 vizsgalt géndelécids torzs 68%-a mutatta kompenzacid
jelét. Ez igen magas arany, foleg, ha figyelembe vessziik, hogy kisérletiink evoltcids
mércével mérve igen rovid, hozzavetolegesen 400 generacié hosszu volt. A soréleszto
széleskortien vizsgalt modellorganizmus, amely egyrészrol a laboratériumban valé konnyen
kezelhetosége és kidolgozott metodoldgiai hattere miatt idedlis valasztas kisérletiinkhoz.
Masrészt elonyt jelent az is, hogy széleskorii genomikai ismeretekkel rendelkeziink korabbi
kutatasok eredményeképpen. Doktori munkam soran osszedllitottam egy genomléptéki
adatbazist, amely tobb, mint 200 genetikai valtozot tartalmaz. Ennek az adatbazisnak

a segitségével olyan Osszefiiggéseket kerestiink, amelyek megmutatjak mi befolyasolja
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az organizmus? Talan a legkézenfekvOobb hipotézis, amit megvizsgaltunk, hogy vajon a
paralogokon keresztiil torténik-e a kompenzacio. Feltételezhetnénk, hogy egy gén elvesztése
utan annak duplikdtumaban torténik a kompenzacio. Meglepé mdédon nem mutattak
gyakoribb vagy erésebb kompenzaciot azok a géndelécios torzsek, ahol az inaktivalt gén
korabban duplikacion esett at. Egyrészrdl lehetséges, hogy a deletalt gén paraloég parja
kisebb mutaciés célpontot jelent, mint sok mas, potencialisan kompenzal6é gén egyiittesen,
ezért nem taldljuk gyakran kompenzacié nyomat a paralégokban. Masrészrél egy redundans
paralog par megléte a gén elvesztésének kéros hatasat evolicié nélkiil is gyakran csokkenti
[DeLuna et al., 2008], amely kompenzaciét nem egyértelmdi, hogy mennyire kénnyen
lehet novelni adaptiv evolicié altal. A genomszekvenalt torzseink kozil is csak egyetlen
egyben tortént kompenzalé mutacio a paraldég parjaban. Masik hipotézisiink szerint a
pleiotrop gének elvesztését konnyebb kompenzalni. A pleiotrép fehérjék széleskort hatést
fejtenek ki, sok mas fehérjével lépnek interakcioba, sok funkcié ellatasaban vesznek részt,
ezaltal tobb élethelyzetben fontos meglétiik az organizmusnak. Azt gondolhatjuk, hogy
egy ilyen fehérje génjének elvesztése utan a kompenzacids célpontok szdma magas lesz,
ezaltal nagyobb esély van ré, hogy a genomon véletlen poziciéiban megjelené mutaciok
koziil valamelyik kompenzald legyen és elterjedhessen a populacioban. Ennek ellenére azt
talaltuk, hogy a pleiotrépia sem befolyasolja egy gén kompenzalhatésagi hajlamat.

A gének kompenzalhatésaganak egyetlen, am igen erls Osszefuggését a géndelécids
torzs fitneszével talaltuk. Azon géndelécids torzsek mutattak gyakrabban kompenzaciot
kisérletiink soran, amelyek fitnesze alacsonyabb volt. Minél nagyobb hatdsa van egy gén
elvesztésének, anndl konnyebb ezt a hatést enyhiteni. Korabbi kis skalaju vizsgalatok is
talaltak ilyen Osszefiiggést [Moore et al., 2000, Estes and Lynch, 2003, Poon and Chao,
2005, Rokyta et al., 2009], és nemrég napvilagot latott tobb publikécié is, melyek nagyobb
skaldn és més organizmusok esetén is megerésitették eredményiinket [Couce and Tenaillon,
2015, Blank et al., 2014]. T6bb okbdl is kialakulhat a megfigyelt mintazat. Egyrészt a kis
fitneszcsokkenést okozd génvesztések esetén azt varjuk, hogy a potencialis kompenzalo
mutaciék fitneszt noveld hatasa is kisebb. Ez ugyanakkor azzal jar, hogy az adaptiv
mutdns relativ fitneszelénye a génvesztett 8shoz képest alacsony lesz. Es minél kisebb egy
megjelend adaptiv mutacio fitneszelénye, annal nagyobb valdszintiséggel valik a genetikai
sodrodas aldozatava és szorul ki egy kis populaciobol, vagy lassabban terjed el, ami rovid
kisérletiink alatt korlatozhatja a kompenzacié detektalasat (26. abra) [Moore et al., 2000].
Meérésiink pontossaga is korlatozza természetesen a nagyon kis fitneszhatdasok kimutatasat,
ugyanakkor a tapasztalt osszefiiggés a géndelécids fitnesz és a kompenzalhatésag aranya
kozott a detekcids kiiszobiinknél sokkal nagyobb fitnesz intervallumban fenndll, ezért ez a
kisérleti limitacié nem okozhatja a talalt osszefliiggést. Egy masik oka lehet a nagyobb

hatadsd mutaciok konnyebb kompenzalhatosaganak az, hogy egy erosen kéaros kezdeti
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mutacié hatasat enyhito kompenzald valtozas karos mellékhatasaira kevésbé lesz érzékeny
az organizmus. Fisher geometriai modelljének (1.1.1. fejezet) egyik f6 konkliziéja volt,
hogy minél nagyobb fitneszesést okoz a gén elvesztése a vad tipushoz képest, minél
tavolabb kertl az organizmus az optimumtol, annéal nagyobb az esélye, hogy egy véletlen
mutdcié elonyos legyen, még akkor is, ha pleiotrép negativ hatasa is van a fitneszre.
Az elv a modell nélkiil is konnyen értheté: Ha nagy a baj, eqy jarulékos veszteségekkel
jaro megoldds is elonyds lehet. Hogy a két magyarazat koziil melyik igaz, nem tudjuk
eldénteni. Valészintileg mindketto, kiillonb6zé mértékben. Az els6 populaciégenetikai
magyarazat tulajdonképpen egy matematikai trivialitas, ami bizonyos mértékig szinte
biztosan okozdja a leirt mintazatnak. Ugyanakkor a kiilénbo6z6 kornyezetekben tapasztalt,
a kompenzalt torzsek dltal mutatott valtozatos fitneszértékek (25. dbra) arra engednek
kovetkeztetni, hogy a kisérletiinkben lezajlott kompenzalo valtozasoknak gyakran voltak

pleiotrop hatasai.
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26. dbra. A mutéacio terjedése a szelekcids elony fiiggvényében.

Az adbra egy adott mutdacid elterjedési sebességét mutatja a mutacié altal okozott relativ
fitneszel6ny fuggvényében. A modell [Lenski et al., 1991, Gerrish and Lenski, 1998]
figyelembe veszi a genetikai sodrédést és az elényos allél terjedési sebességét, 3 x 107
effektiv populdciéméretet és 10® mutdcios ratat feltételezve. Abra médositva [Moore
et al., 2000] alapjan.

Tehat az egyetlen valtozo, amivel a gén elvesztésének kompenzacidja Osszefiiggést

mutatott, a géndelécios torzs fitnesze. Ugyanakkor azt talaltuk, hogy a kiilonb6z6 geno-
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tipusok egymastol eltéré kompenzalhatdésagot mutatnak és ez az eredménytink akkor is
megmarad, ha kontrolldlunk arra, hogy eltéré genotipusok fitnesze is eltér6 (27. abra).
Tehat a kiillonboz6 gének fitneszhatasuktol fiiggetlentil is eltérnek egymastél kompenzal-
hatésdgukban. Ugy tiinik, hidba kerestitk ennek meghatarozéit az élesztérél elérhetd
széleskorit adatbazisokban, nem leltiik nyomét azoknak a génjellemzoknek, amelyek ezt
meghatarozhatnak. Tovabbi kutatasok téméja lehet az ezzel kapcsolatos hipotézisek
felallitasa és tesztelése.

A kompenzacié kisérletes kutatasdban ismétlédoen felmeriilé kérdés, hogy a laborban
végbemend evoltciés valtozasok valédi kompenzaciot jelentenek-e. A géndelécié hata-
sara lecsokkent ratermettségii torzseink novelték ugyan novekedési ratajukat, de ez a
novekedés nem jelent feltétleniil kompenzaciot, lehet a kornyezethez torténd egyszeri
adaptacié eredménye is. Tobb eredményiink is alatamasztja, hogy valédi kompenzacio
zajlott kisérletiinkben: A géndeléciés genotipusok mellett vad tipusi kontroll térzseket
is alavetettiink a laborevoliciénak (lasd Anyag és Mddszer fejezet). Ezek a torzsek is
mutattak fitneszemelkedést a kisérlet soran, de szignifikansan kisebb mértékiit, mint a
géndelécids kompenzalt torzseink (11. dbra). A kompenzaciés rata (1dsd eléz6 bekezdés)
delécio-specifikussaga is valédi kompenzaciéra utal, kozvetlenebb bizonyitékot szolgaltat-
nak ugyanakkor genomszekvendlasi eredményeink. Az evolvalédé vonalakban bekovetkezo
mutaciok kozott feldusultak azok, amelyek funkciondlis kapcsolatban allnak a deletalt
génnel (18. dbra). Emellett konvergens evolicié nyomat is nagyon ritkdn talaltuk, ami
tapanyagadaptéciora utalna [Lang et al., 2013]. A legdirektebb bizonyitéka a kompen-
zacidnak a kompenzalé mutacié specificitdsa a genetikai hattérre, amelyet néhany eset
részletes elemzésekor mutattunk ki. A specificitas azt jelenti, hogy a géndelécios torzsben
fitneszelonyt biztosité mutacié vad hattéren semleges, vagy akar karos hatast fejt ki.
Ilyen eseteket mutattunk ki a Amdm3j torzs mga2-1 mutacié altali kompenzaciéjakor,
illetve a Arpb9 genotipus egyik evolvalt vonaldban, melyben a WHI2 gén inaktivalodott
(részletekért lasd: [Szamecz et al., 2014]).

Kisérletiink tervezésekor kivancsiak voltunk, vajon a kompenzald evoltcié soran a gén
inaktivaciot kovetoen milyen mértékben allitodik vissza a vad tipusu allapot. Vajon okoz-e
divergenciat a kompenzacié (lasd 10. abra)? Tovabbi kisérletekkel prébaltuk feltarni,
hogy a génvesztésen atesett torzsek, melyek ratermettségiiket megnovelték a laborevolicio
soran, tehat kompenzaltak a kezdeti karos mutaciot, a vad tipusu allapot visszaallitasaval
tették-e ezt, vagy az eredeti génfunkcio helyettesitésével. Tobb eredményiink is azt a
hipotézist tamasztja ald, miszerint a kompenzal6 vonalakban jelentos divergencia tortént.
A genomszekvenaldsi eredményeinkben nagyon kevés parallel mutaciot talaltunk. Minden
géndelécids 6sbol négy fliggetlentil evolvalédd vonalat inditottunk. Ezekben a parallel
vonalakban nagyon ritkan figyeltiink meg mutaciét a laborevolicié soran ugyanazon

génekben. Ezzel szemben egy nemrég megjelent munka FEscherichia coli baktériumban
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gyakran taldlta parallel evoliicié nyomat [Blank et al., 2014]. A szekvendlds mellett egyes
Osi és evolvalt torzsek transzkriptomikai analizisét is elvégeztiik. Ezen vizsgédlatok is
magasfokt divergenciat mutattak (19., 20., 21. abra). A vad tipustdl kiiléonboz6 &si
géndeléciés expresszios profil a kompenzald evolicio alatt nem, vagy csak kis mértékben
kozelitett a vad tipust expresszids allapothoz. A nyolc vizsgélt torzsbdl egyetlen egy
kozelitette meg jelentés mértékben a vad tipusi expressziot. A kompenzacié soran be-
kovetkezo divergencia kimutatasara talan legjobb kisérleti teszt az evolvalédott vonalak
ratermettségét kiilonbozé kornyezetekben vizsgalni. Ha a kompenzacio soran az inaktivalt
gén funkcidjanak visszaéllitdsa torténik [Hall and Hartl, 1974, Campbell et al., 1973], azt
varjuk, hogy a kompenzalt vonal a géndelécidés 0shoz viszonyitott fitneszemelkedése a
kornyezettdl fiiggetlen legyen. Ugyanakkor, ha az eredeti génfunkcié helyettesitése altal
valosult meg a kompenzacié, akkor ezen adaptiv mutaciék pleiotrop jellege valtozatos
kornyezetekben felderithetéek (lasd 10. dbra). Tizennégy kiilonbo6zé kornyezetben meg-
vizsgalva a szignifikdns kompenzaciot mutatd vonalak fitneszét azt tapasztaltuk, hogy az
eredeti kornyezetben mutatott kompenzécié nagyban kornyezetspecifikus volt (25. dbra).
A kornyezetek felében nem tapasztaltunk gyorsabb névekedést az evolvalt vonalaknal
az 6shoz képest. Az esetek 8%-aban rdadasul az evolvalt vonal szignifikansan rosszabb
novekedést mutatott az 0j kornyezetben, mint a géndeléciés 6si genotipus. Az eredeti
génfunkcid helyettesitését tamasztja ala az is, a visszadallitassal szemben, hogy az elvesztett
gén paralégjdban csupan egyetlen egyszer taldltunk mutéciét (14sd 4.5. fejezet).
Eredményeink alapjan feltételezhetjiik, hogy a mai fajokban a gének jelenlétében illetve
hidanyaban megfigyelhetd kiilonbségekért, legaldbbis részben, a kompenzéld evolicio felel6s.
A torzsfejlodés soran bekovetkezd génvesztések természetesen lehetnek a megvaltozott
kornyezet kdvetkezményei. Egy mas kornyezetben az adott gén elvesztése lehet neutralis,
vagy akar elényos. Ugyanakkor megfigyelésiink, miszerint kisérletiink soran a legtobb gén
elvesztésekor mutatott fitneszromlas nagy mértékben és igen rovid idén beliill kompenzalé-
dott, arra enged koveztetni, hogy a torzsfejlédés soran is torténhettek olyan, eredetileg
karos génvesztések, melyek karos hatasa kompenzalé evolicié altal enyhiilt. Ezt tamasztja
ala a kiillonb6z6 Saccharomyces cerevisiae torzsek kozott talalt eltérés az esszencialis
génekben, amely genetikai interakciora és val6jaban kompenzaciora utal [Dowell et al.,
2010]. Emellett egy Escherichia coli baktériumon végzett kutatdsban [Bergmiller et al.,
2012] azt talaltdk, hogy azon eszencidlis gének vesztek el a torzsfa egyéb dgain, melyek
funkcidvesztésének karos hatdsat mas gének tulexpresszidja enyhiteni tudta. Ellentmonda-
sos modon sajat adatainkon végzett analiziskor nem talaltunk osszefiiggést az evoldcids
kisérletiink soran mutatott kompenzalhatésag és az éleszté génfa més again az adott gén
altal mutatott génvesztési gyakorisag kozott. Ez a negativ eredmény nem jelenti azt, hogy
az evolucid soran a génvesztések hatterében nem allhat kompenzald evolicid, ugyanakkor

megmutatja, hogy a kisérletiinkben koriilbelil 400 generacion &t tarto laborevolucio és az
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evoluciés idoskalan végbemenod torzsfejlodés nem feltétleniil ugyanazon mechanizmusokon
keresztiil vagy ugyanazon génekre hat.

Mint a bevezetoben emlitettem, érdekes evolticidbioldgiai kérdés, hogy a kdros mutaciok
fixdcidja milyen mértékben jarul hozza az adaptacié folyamatahoz. Tobb szamitdégépes
szimulaciés munka is azt mutatja, hogy egy karos mutéacié fixacidja és az azt koveto
kompenzalé evolucidja eldsegitheti 1j adaptaciok megjelenését [Covert et al., 2013, Lenski
et al., 2003]. Valéban, evoliiciés vonalaink kézott talaltunk olyan populacidkat, melyek
méréseink alapjan a vad tipusnal magasabb ratermettséget mutattak. Ugyanakkor jelenleg
ilyen irdnyu kovetkeztetéseket levonni merészség lenne. Ezen torzsek részletes vizsgalata
és a kompenzald evolicié innovaciot eldsegité hatasanak felderitése tovabbi kutatasok

targyat képezheti.
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8. Osszefoglald

A klasszikus darwini evolicids nézet szerint az adaptacio elényos valtozatok egymas utani
elterjedésével, a populdciéban torténo fixalodasaval torténik. Ugyanakkor karos mutéaciok
is elterjedhetnek a genomban kiilonb6z6 mechanizmusokon keresztiil, igymint genetikai
sodr6das, "hitchhiking" vagy antagonisztikus pleiotrépia (egy mutaci6é adott kérnyezetben
el6nyos hatédst, de a kornyezet megvaltozasaval hatdasa épphogy karossa valtozik). Miutan
egy karos mutacié fixalédott egy populacioban, annak negativ hatdsa az organizmus
ratermettségére enyhiilhet kompenzald evolicié altal. Tehat a kompenzald evolicid egy
adaptiv folyamat, ahol a kezdeti kdros mutéaciora specifikus genetikai valtozasok terjednek
el a populdcioban a természetes szelekcid altal.

Doktori munkdm sordn éleszté modellorganizmusban (Saccharomyces cerevisiae) rend-
szerszinten vizsgaltuk a kompenzald evoliciot. Ehhez egy haploid géndelécids konytarban
kerestiitk meg azokat az életképes torzseket, amelyek szignifikans fitneszcsokkenést mu-
tattak a vad tipushoz képest. Osszesen 187 ilyen genotipust azonositottunk, melyekbdl
laboratoriumi evoltciot inditottunk, genotipusonként négy, egymastol fiiggetlen vonalban.
Az 6si és evolvalt vonalak ratermettségét novekedési rataként mértiik, amelyet folyékony
tapoldatban egy robotizalt rendszer segitségével felvett névekedési gorbébdl szamoltunk ki.
Kompenzalt vonalnak azokat a populacidkat neveztiik, amelyek szignifikans fitneszjavulast
mutattak az 6shoz képest és ennek a javuldsnak a mértéke nagyobb volt, mint az evolva-
16d6 kontroll vad tipusi vonalak altal mutatott javulas. Ez utobbi feltétel a kompenzald
evoltcié kutatasaban altalanosan alkalmazott. Célja, hogy megbizonyosodjunk réla, hogy
az evolvalt vonalakban tapasztalt fitneszemelkedés valodi kompenzécié (az 6sben meglévé
kéros mutaciéra specifikus adaptéacié) és nem egyszertien a tapoldathoz val6é adaptécié.
Evolvalt populacionk vizsgalatakor azt talaltuk, hogy a legtobb gén elvesztését konnyen
kompenzéalni lehetett. Az 6si géndelécids torzseink 68%-a mutatott kompenzaciét a beldle
inditott legaldabb egyik fiiggetlen evolvalt vonalban. A kompenzacié mértéke is jelentds
volt. A legtobb esetben a génvesztés altal okozott fitneszesés legalabb fele kijavitasra
kertilt a kompenzal6 evolucié altal, és a torzsek egy jelentés hanyadaban visszaallitodott a
vad tipusu novekedési rata.

Tehat azt talaltuk, hogy a kompenzacié gyakori, gyorsan végbemegy, sokféle gén elvesz-
téséhez képes alkalmazkodni a sejt. A tovabbiakban arra voltunk kivancsiak, hogy vajon
a géneknek van-e olyan jellemzoje, ami meghatarozza, hogy delécidjuk kompenzalhato-e.
Ennek eldontésére 1étrehoztunk egy genomléptékii adatbéazist a soréleszto szerteagazd geno-
mikai adataival. Néhany specifikus hipotézist allitottunk fel, melyeket tesztelni akartunk.
Eloszor kivancsiak voltunk, hogy a kompenzacié gyakran torténik-e a deletalt gén para-
logjain keresztiil, feltéve, hogy nem szingleton génrol van szo6. Naivan azt képzelhetnénk,

amit korabbi kisléptékil vizsgalatok is alatamasztanak, hogy egy gén elvesztése esetén dup-
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likdituma poétolhatja annak funkcidjat, ezaltal kompenzéalva a gén elvesztését. Masodszor
azt is tesztelni akartuk, hogy vajon egy pleiotrép gén (amelynek magas a fehérje-fehérje,
vagy genetikai kolecsonhatds fokszama, sok kornyezetben mutat fitneszhatést) elvesztését
konnyebb-e kompenzalni. Emogott az a gondolatmenet all, hogy ha egy sokféle funkcioval
rendelkez6 fehérje hianyzik a sejtbdl, a mutacios célpontok szama, ami altal a kompenzacio
végbemehet, nagyobb lesz. Tehat a hipotézis szerint egy pleiotrép gén elvesztése utan a
véletlen mutaciok nagyobb aranya lehet elonyos. Meglepetéstiinkre sem a paralégok jelen-
léte, sem a deletalt gén pleiotrépia mérészamai nem befolyasoltdk a kompenzalhatosagot
kisérletiinkben. Az egyetlen erés prediktor, amit taldltunk, az 6si géndeletélt torzs fitnesze.
Minél alacsonyabb a ratermettsége az 6si genotipusnak, annal konnyebben kompenzalhato
a génvesztés. Ennek megértésére két magyarazattal is szolgalhatunk. Egyrészt, ha az 6si
torzs fitnesze alacsony, akkor egy adott fitnesznévekmény magasabb szelektiv elényt fog
okozni egy adaptiv mutansnak, ezaltal az konnyebben el fog tudni terjedni a populaciéban.
Es forditva, minél kisebb a kezdeti fitneszesés, annél kisebb lesz a szelekcios koefficiens és
annal nagyobb lesz az esélye, hogy egy adaptiv mutacio a genetika sodrédas dldozatava
valjon. Masrészt, ha a kompenzacio soran nem az elvesztett gén eredeti funkcidja allitodik
helyre, hanem a kompenzaciénak pleiotrép, negativ mellékhatasai is vannak, abban az
esetben minél nagyobb a génvesztés altal okozott kezdeti fitneszesés, annal kisebb hatasa
lesz ezeknek a mellékhatdsoknak a fitneszre. Ezt a gondolatmenetet legegyszeriibben
a Fisher-féle geometriai adaptaciés modell segitségével érthetjiik meg. Minél messzebb
van egy populacié az optimumtol, annal kisebb lesz a relativ nagysaga a kompenzacié
pleiotropikus, karos hatasainak. A modell kimondja, minél tavolabb all egy populacio
az optimumtoél, annal nagyobb a valdszintisége, hogy egy véletlen iranyt mutacié elényos
legyen.

A kompenzal6 evolicié genetikai mechanizmusanak kivizsgalasa céljabdél néhany kiva-
lasztott torzset genomszekvenalasnak vetettiink ald. Genomonként atlagosan 0.5 kisméretii
inzerciot, illetve deléciot, 0.34 szegmens, vagy teljes kromoszéma duplikaciot és 6 pontmu-
taciot talaltunk. A pontmutaciék tovabbi analizise soran pozitiv szelekcid jelét talaltuk
(a neutrélis evolucié alapjan vartnal magasabb dN/dS ardny) és a mutéciok feldusultak
olyan génekben, amelyek funkcionalis kapcsolatban vannak az 6sben inaktivalt génnel.
Gyakrabban tortént mutacié olyan génben, amely a deletalt génnel ugyanazon funkcionalis
besorolasban van, hasonl6 a genetikai interakcios profiljuk, koexpresszaltak vagy éppen egy
fehérje komplex tagjai. Ezek az eredmények mind azt mutatjik, hogy a laborevolicié alatt
felhalmozott genetikai valtozasoknak legaldbbis egy része specifikus az 6si géndeléciéra.
Mivel egy adott 6sbdl tobb fiiggetlen evolicios vonal genomjat is megszekvenaltuk, igy
eredményeink kozott tudtunk parallel mutaciokat keresni. Parallelnek tekintiink két muta-
ciét, ha ugyanazon 0si genotipusbol szarmazo két fiiggetlen evoliciés vonalban ugyanazon

gén szekvencidajaban tortént mutacio. Meglepden kevés esetben talaltunk ilyet, a mutaci-
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6knak mindossze 5,3%-a volt parallel mutacié. Ez azt jelenti, hogy mig a kompenzacié
alatt felhalmoz6doé mutacidk specifikusak az elvesztett génre, addig a kompenzald evolicio
nem determinisztikus, az evolvalédo vonalak divergenciajat okozza.

A kompenzacié mechanizmusanak tovabbi vizsgdlata céljabdl nyolc evolvalt vonalon és
0si torzseiken transzkriptomikai analizist végeztiink. Meg akartuk vizsgalni a kompenzacio
soran torténd fiziologiai valtozasokat. Kiilonosen kivancsiak voltunk, hogy a géndelécios
0si torzsben a vad tipushoz képest megvaltozott expresszioju gének expresszidja visszaall-e
a vad tipus szintjére a kompenzalt vonalakban, vagy ellenkezoleg, a kompenzacié soran
felgyiilemlé genetikai valtozasok az evolvalt vonalak 1j fiziologiai allapotok felé torténd
divergenciajat okozzak-e? Azt talaltuk, hogy az evolvalt vonalakban altalaban nem
allt helyre a vad tipusu génexpresszios allapot, amely tovabbi bizonyitékot szolgdltat a
kompenzal6 evoluciénak genetikai divergenciat okozé hatasarol.

A kompenzacié altal okozott rejtett kiilonbségek kimutatasanak egy masik maodja, ha
kompenzaciot mutato, fliggetleniil evolval6dd vonalak ratermettségét egyéb kornyezetekben
is megvizsgaljuk. Amig sok evolvalt vonalban a génvesztés altal okozott kezdeti fitneszesés
utan a fitnesz javult a gazdag tapoldatban, melyen az evolicios kisérlet zajlott, addig
mas kornyezetben mérve a torzsek ratermettséget, kiillonbozé eredményeket kaphatunk.
Ha az eredeti gén funkcidja helyreallt a kompenzacioé sordn, ha a vad tipusu fizioldgia
ujra fenndll, akkor azt varjuk, hogy az evolvalt vonal fitneszemelkedés dltalanos jellegii
legyen, ne fiiggjon a kiils6 kornyezettél. Ugyanakkor, ha az elvesztett gén funkcidja
nem allt helyre, a funkciora valé igény csokkent csak a sejtben, akkor azt varjuk, hogy
az evolvalt vonalak ratermettsége jelentosen kiilonbozzon a kiillonbo6zé kérnyezetekben.
Hogy a két szcenarié kozott kiillonbséget tudjunk tenni, 237 evolvalt vonalat, melyek a
gazdag tapoldatban kompenzaciét mutattak, 14 kiilonboz6 kérnyezetben fitneszmérésnek
vetettiink ala. Mig az evolvalt vonal - kornyezeti parositasok kozel felében az evolvalt
vonal az 1j kornyezetben is jobban nétt, mint az 6si genotipus, addig sok esetben az
evolvalt vonal nem mutatott elénydsebb novekedést, sét, a vonal - kornyezet parok 8%-
aban az evolvalt vonal szignifikdnsan rosszabb fitneszt mutatott az j kornyezetben, mint
a géndelécios 6si genotipus. Emellett, az egy 0sbdl leszarmazé fliiggetlen vonalak altal
mutatott variancia a ratermettségben joval nagyobbnak bizonyult az 1j kornyezetek esetén,
mint a gazdag tapoldatban. Ezek az eredmények, a genomszekvendlasi és transzkriptomikai
eredményekkel egytitt, azt mutatjak, hogy a kompenzald evolicié a soréleszto géndelécios
torzseiben jelentos genetikai divergencidhoz vezetett.

Végiil, eredményeink arra engednek kovetkeztetni, hogy a kompenzal6 evoliicio szerepet
jatszhatott a mai fajok génallomanya kozott megfigyelheto kiillonbségek kialakitdasaban. A

kompenzacio genetikai divergencidhoz vezethet egy populacioban és megvaltoztathatja,

« /o2

78



9. Summary

In the original Darwinian view of evolution, adaptation happens through sequential
fixation of adaptive changes in the population. However, deleterious mutations can fix
in populations through different mechanisms, like genetic drift or draft (hitchhiking) or
antagonistic pleiotropy. Once a deleterious mutation is fixed in the population, its negative
effect on the organism’s fitness can be mitigated through compensatory evolution. Thus,
compensatory evolution is an adaptive process, where specific mutational changes are
driven to fixation by positive selection to suppress the effect of a harmful mutation.

In this study we set out to systematically study compensatory evolution in the fungi
model organism, Saccharomyces cerevisiae. To do so, we screened a haploid gene deletion
library for viable mutant strains that exhibit a significant fitness decrease compared to the
wild-type due to loss of a single gene. We identified 187 gene deletion genotypes from which
we started lab evolution in four independent evolutionary lines for each ancestor genotype.
We approximated fitness for the ancestor and evolved strains as growth rate, calculated
from the growth curves that were monitored in rich liquid medium with a robotic system.
We identified "compensated lines" as evolved strains with a significant fitness increase
compared to their ancestor strain and a significantly higher fitness increment during lab
evolution than what the evolving control wild-type strains showed. This latter criteria
is generally used in compensatory evolution studies to ensure that the fitness increment
observed in the evolving populations is due to compensation (adaptation specific to the
deleterious fixed mutation in the ancestor) and not just due to adaptation to the medium.
We found that the loss of most of the genes can be easily compensated for; 68% of the gene
deletion genotypes showed compensatory evolution in our experiment in at least one of the
four parallel evolving lineages. The extent of compensation was also substantial, meaning
that in most cases at least half of the fitness decrease caused by the deletion of a gene in
the ancestor was mitigated through compensatory evolution and many compensated lines
approximated wild-type fitness.

So, it seems that compensatory evolution is pervasive, it happens fast and can mitigate
the loss of many different genes. Next, we tried to identify gene properties that determine
whether the loss of the given gene can be compensated for. To this end, we created
a genome-scale database of genomic and functional genomic gene properties covering
many aspects of budding yeast genetics. We had specific hypotheses to test with the
available data. First, we wanted to see whether compensation generally happens through
duplicates of the lost gene, when they are present in the genome. One would intuitively
expect, as it was found in previous small-scale studies, that in case of loss of a gene, its
duplicate could step in to execute the function of the lost gene. Second, we wanted to test

whether loss of a gene with high pleiotropy (i.e., many protein-protein interactions, many
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genetic interaction, many environments where the loss of the gene incurs a fitness defect)
is easier to compensate for. The rationale behind this is that if a protein with widespread
functions is missing from the cell, the mutational target size for compensatory evolution
to work with will be greater. It means, that after the loss of a pleiotropic gene, a higher
fraction of mutations can be advantageous. To our surprise, none of these hypotheses
were supported by our data. However, we identified fitness of the ancestral strain as the
main determinant of compensatory potential. The lower the fitness of the deletion strain,
the easier to compensate for the loss of the gene. There are two intuitive explanations for
this phenomenon. On one hand, if the ancestor strain has a lower fitness, a given increase
in fitness will cause a higher selective advantage for an adaptive mutant, making it easier
to spread and ultimately fix in the population. Basically, the smaller the initial fitness
defect to compensate for, the lower the selective coefficient will be, and the the higher the
chance that an adaptive mutation will be subject to genetic drift. On the other hand, if
compensation not just replaces the lost function but has pleiotropic, negative side-effects,
then the higher the initial fitness defect, the smaller effect these side-effects will have on
fitness. This concept is easiest to understand through the geometrical model of adaptation
by Fisher. The further away a population is from the optimum, the smaller the relative
size of the pleiotropic negative effects of a compensatory mutation. As Fisher’s model tells
us, the further away a population is from the optimum, the more likely that a mutation
will be advantageous.

To explore the genetic basis of compensatory evolution, we sequenced the genome of a
few chosen compensated lines and their ancestor strains. We found on average 0.5 small
insertions/deletions, 0.34 copy number variations and 6 single nucleotide polymorphisms
(SNP) per genome. Analyzing the SNPs further, we found signs of positive selection (high
dN/dS ratio) and mutations were enriched in genes that are functionally related to the
gene that was deleted in the ancestor. They were more often in the same functional
category, had more similar genetic interaction profiles, were more often co-expressed and
were more often present in the same protein complex than expected by chance. These
results show that the genetic changes that accumulated in the evolved lines are, at least
partially, specific to the gene deletion in the ancestor. As we sequenced the genome of
several independent evolving lines per ancestor strains, we could search our results for
parallel evolutionary events, meaning that a mutation happened in the same gene in two
independently evolving lines starting from the same ancestor. We found surprisingly few
parallel mutations. This means that while the evolutionary changes during adaptation
are specific to the gene that was deleted in the ancestor strain, compensatory evolution is
not deterministic, but can lead to genetic divergence of the evolving strains.

To further examine the possible divergence behind compensation, we have performed

transcriptome analysis on 8 evolving strains and their corresponding ancestors. We
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wanted to gain an understanding of the physiological changes during compensation. More
specifically, we were curios whether compensatory evolution restores the expression level of
those genes for which gene expression substantially changed due to the deletion of a single
gene in the ancestor, or on the contrary, whether compensatory genetic changes generate
divergence towards new physiological states. We found that evolved lines generally did
not approximate wild-type expression state, a result that further supports the divergence
generating effect of compensatory evolution in yeast knock-out strains.

Another experimental approach to reveal hidden differences caused by compensation
is to measure the fitness of independently evolved lines that show compensation (i.e., an
increased fitness in the medium of the evolutionary experiment) in different environments.
While in many evolved lines the initial fitness defect caused by the loss of a single gene
got mitigated in the environment of the batch selection experiment, if we test these
compensated lines in other environments, we can expect different scenarios. If the function
of the lost gene got restored during compensation, if the wild-type physiology is re-
established, then we expect the fitness increment showed by the evolved line to be general,
not to be specific to the environment. However, if the function of the lost gene is only
substituted (i.e., the need for the function is reduced) then we expect the evolved lines to
show substantial variation in fitness in different environments. To be able to distinguish
between the two scenarios, we measured the fitness of 237 evolved lines that showed
compensation in the medium of the selection experiment in 14 different environments,
media with different carbon sources or stress factors. While around half of the evolved
line - environment pairs showed compensation (evolved line showing higher fitness than
ancestor in new environment), in many environments the evolved line did not have a
significantly higher fitness than its ancestor and surprisingly, in 8% of the evolved line -
environment pairs, the evolved line showed significantly lower fitness than its ancestor
strain. Also, the variance in fitness among independently evolving lines descended from
the same ancestor was generally higher in other media than in the medium of the selection
experiment. These results, in line with the transcriptome and genome sequencing data of
the selected lines, support the hypothesis that compensatory evolution following loss of a
single gene resulted in substantial genetic divergence of the strains.

Finally, our results suggest that compensatory evolution might have a role in contribu-
ting to the gene content variation that is observed between extant species. Compensation
can lead to genetic divergence in a population and might facilitate and modify the route

of adaptation.
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10. Fuggelék

10.1. A genomszekvendlasra és transzkriptomikai vizsgalatra kivalasztott

evollcids vonalak

Névekedési rata (8s)
Novekedési rata (evolvalt)

Evoliciés vonal

YBR200W 2. vonal | 0,728 | 0,943
YBR200W 3. vonal | 0,728 | 0,975
YBR267W 2. vonal 0,739 0,829
YBR267W 3. vonal 0,739 1,341
YERO16W 1. vonal 0,853 1,035
YERO16W 3. vonal 0,853 1,046
YERO16W 4. vonal 0,853 1,211
YERO083C 1. vonal 0,847 1,050
YERO083C 3. vonal 0,847 1,036
YERO083C 4. vonal 0,847 1,254
YGLO70C 1. vonal 0,530 0,809
YGLO70C 2. vonal 0,530 0,942
YGL219C 2. vonal 0,788 1,016
YGL219C 3. vonal 0,788 0,992
YGL219C 4. vonal 0,788 1,012
YGL219C 1. vonal 0,788 | 1,058
YGR104C 2. vonal 0,623 0,762
YGR104C 1. vonal | 0,623 | 1,027
YGR104C 4. vonal | 0,623 | 0,784
YJL180C 2. vonal 0,539 0,664
YJL180C 3. vonal 0,539 1,409
YJL180C 4. vonal 0,539 | 0,703
YLRO74C 2. vonal 0,716 | 0,930

YLRO74C 4. vonal 0,716 0,928
YLRO74C 3. vonal 0,716 0,881
YLRO74C 1. vonal 0,716 0,967

YLR357W 2. vonal | 0,768 | 1,035
YLR357W 1. vonal | 0,768 | 1,055
YLR357W 4. vonal | 0,768 | 1,034
YLR448W 1. vonal | 0,847 | 1,060
YLR448W 3. vonal | 0,847 | 1,203
YLR448W 2. vonal | 0,847 | 1,175
YNRO52C 3. vonal | 0,723 | 0,778
YNRO52C 1. vonal | 0,723 | 0,946
YOLO023W 2. vonal | 0,613 | 1,433
YOLO023W 1. vonal | 0,613 | 1,205
YOLO023W 3. vonal | 0,613 | 1,507
YORO026W 1. vonal | 0,817 | 1,042
YORO026W 2. vonal | 0,817 | 1,039
YORO026W 3. vonal | 0,817 | 1,389
YORO26W 4. vonal | 0,817 | 1,008
YPRO43W 1. vonal | 0,586 | 1,183

HFOOOOOrROHOOOOOrROOOOROO0OOOHOROOOOR OO0 OO o o o|Transzkriptomikai analizis|
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2. tablazat. A genomszekvenalasra és transzkriptomikai vizsgalatra kivalasztott
evoluciés vonalak.

A tablazat tartalmazza azon vonalakat, amelyeket kivalasztottunk genomszekvendaldsra,
illetve genom skalaju génexpresszids vizsgalatra. A gazdag taptalajon mért Osi és evolvalt
fitnesziiket is mutatjuk. A tobbi vizsgalt vonal fitnesz adatait és a részletes szekvendlasi
és expressziés adatsorokat ldsd: [Szamecz et al., 2014].
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10.2. A gének kompenzalhatésagban mutatott kiilonb6zosége nem pusztan a

géndelécid fitneszhatasatdl flugg
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Kompenzacisét mutatd evolucios vonalak aranya genotipusonkeént

27. abra. Kiilonb6z6 gének elvesztése eltér6 mértékben kompenzalhatd, fiigget-
leniil a génvesztés fitneszhatasatol.

Minden géndelécidés 6sbol négy fiiggetlen vonalon inditottuk a laborevoluciot. A gé-
neket csoportositottuk aszerint, hogy a bel6lik inditott evoliciés vonalak egyike sem
(0%)/ legaldbb egyike, de nem az osszes (1% - 99%) / mindegyike (100%) mutatott-e
kompenzaciot. A kompenzalodast mutatd vonalakat a genotipusok kozott véletlensze-
rilen megkeverve (randomizécids teszt) vizsgaltuk, hogy a kiillonb6z6 gének eltérnek-e
kompenzalhatosdgukban. 1000-szer randomizaltuk a kompenzaciét mutatd vonalakat a
genotipusok kozott, ezaltal kaptunk egy eloszlast, amelyet akkor varnank, ha a genotipusok
nem kiilonboznének kompenzalhatésdgukban (sziirke oszlopok). Az altalunk megfigyelt
valédi eloszléas (fekete oszlopok) ettél eltér, a kiillonb6z6 gének inherensen kiilonbéznek
kompenzalhatosdgukban. Ezt az osszefliggést nem pusztan az okozza, hogy a nagyobb
fitneszhatast deléciok konnyebben kompenzalhatdéak: A 14. dbrat modositottuk ugy, hogy
a géneket csoportositottuk a géndelécios fitnesziik alapjan. Az A alabra az Osszes génre
mutatja az Osszefiiggést és megegyezik a 14. abraval. B/C/D aldbrdk a <0,7 / 0,7-0,8
/ >0,8 fitnesz intervallumokra mutatjék ugyanazt az osszefiiggést. A valds és a véletlen
vart eloszldsok mind a négy esetben szignifikans eltérést mutattak (x? préba, p = < 1020
/ 0,013 / 7x10° / 10® az A/B/C/D aldbrdk esetében.) Tehat a gének kiilonbozdségét
kompenzéalhatésagukban adott fitneszhatast génvesztések csoportjan beliil is kimutattuk,
ezért valészintitlen, hogy a kompenzalhatosagban talalt kiilonbséget egyediil a génkitités
fitneszkoltsége hatarozza okozza.
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