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Bevezetés

Egyes hipotézisek - amelyek foleg elméleti munkéakbol
szarmaznak - azt feltételezik, hogy a heterogenitas altal
generalt fenotipus valtozatok megeldzik ¢€s taptalajaul
szolgalnak ritka genetikai varidnsok megjelenésének.
Bizonyos vélekedés szerint a heterogenitds azonban az
evolicid mellékterméke ¢és jelentdsége kimeriil a
sz€lsdséges  fenotipusi ~ egyedek  generalasabdl,
amelyekben magas illetve alacsony az adott, akar talélést
biztosito, jelleg kifejezodése. Ebbol adodik a kérdés,
hogy vajon egy populacio, amely csak az egyik
sz€lsOséget képviseld egyedekbdl all (pl. csak magas
intenzitassal kifejez6kbdl) nagyobb tuléld potenciallal
rendelkezik-e egy heterogén populaciohoz képest olyan
koriilmények kozott, ahol az adott jelleg a tulélést
biztositana? Képes a heterogenitas alakitani az adaptaciot

¢s segiteni komplex fenotipusok kialakul4sat?



Célkitiizés

Doktori munkam soran a f6 célom volt azt bebizonyitani,
hogy a fenotipusos heterogenitas nemcsak egy fluktuald
kornyezetekben befolyasolja a tulélést, hanem hossza
tavon is hatdssal van az adaptaciora. A célunk elérése
érdekében integraltuk a szintetikus bioldgia, a kisérleti
evolicid és a genomikai analizisek eszkoztarat. Az
altalunk haszndlt kisérleti rendszerben a sejtallapotok
véletlenszerli  valtakozasabol szarmazdé fenotipusos
heterogenitast és az igy 1étrejott fenotipus valtozatoknak
a talélésre gyakorolt hatasat vizsgaltuk karos illetve

optimalis kornyezetben.

Moédszerek:

Klasszikus mikrobiologiai modszerek:
o Eleszto torzsek fenntartasa
o Laboratériumi evolicié a sejtpopulacidok sorozatos

atoltasaval (kihalasi rata és adaptacios rata mérése)



Molekularis modszerek:

Klonozas

Total nukleinsav izolalas élesztd sejtekbodl

Plazmid DNS izolalas baktérium sejtekbdl
Baktérium sejtek elektroporalasa

Eleszté torzsek transzformalasa allél
kicserélodéssel

Promoéter csere double-joint PCR technikaval
Elesztd torzsek genetikai médositisa CRISPR-Cas9
altal szabalyozott protokoll segitségével

Kapillaris és teljes genom szekvenalas (Illumina

platform)

Eleszté torzsek karakterizalasa:

o

sztenderd aramlasi citometria az €lesztd populaciok
Pdr5p-GFP fluoreszcencia eloszlasanak mérésére
populacié méret meghatarozas

mutacios rata becslés sztenderd fluktuacids teszt
alapjan (spontan kialakul6 kanavanin rezisztencia

meérése)



o flukonazol minimum gatlasi koncentracié (MIC)
érték meghatdrozasa sztenderd linearis higitdsi sor
segitségével 96-lyuku lemezen

o ¢lesztd torzsek nagy ateresztoképességl
ratermettség  becslése  384-lyuka  lemezen a
folyadéktenyészetek 600 nm-en mért optikai

denzitdsanak nyomonkovetésével

Eredmények

1. A fenotipusos heterogenitas kialakitasaért felelos

modell rendszer létrehozasa

Egy antifungalis szerrel szembeni rezisztencia
kialakulasaban szerepet jatszd gén (PDRS) altal kodolt
pumpafehérje mennyiségének ¢és populacion beliili
eloszlasanak a pontos szabalyozasahoz két szintetikus
genetikai szabalyozOokort juttattunk be az alap élesztod
torzsbe. A két konstrukcid kozott a o kiilonbséget egy
pozitiv visszacsatolasi kor megléte jelentette, amely a
Pdr5p-GFP fuziés fehérje mennyiségének populacion

beliili eloszlasara volt hatassal. A pozitiv visszacsatolasi
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crer

legtobb sejt hasonld mennyiségli pumpafehérjét termelt,
amely homogén eloszlashoz vezetett. Ezzel szemben a
pozitiv visszacsatolasi kort (PV) hordozo torzs esetén
bizonyos sejtek kisebb, mig mas sejtek nagyobb
mennyiségben termelték meg a pumpafehérjét, amely egy
heterogén eloszlashoz vezetett a populacioban. Ez a
kisérleti felallaslehetdvé tette a heterogenitds evolucidban
betoltott szerepének és a  hattérben allo

mechanizmusoknak a vizsgalatat.

2. A fenotipusos heterogenitas hozzajarul az

adaptacio sikeréhez

A fenotipusos heterogenitds flukonazolhoz torténd
adaptacid soran betoltott szerepét két hosszi tava
evolucioban  vizsgaltuk két olyan alap torzset
felhasznalva, amelyekben eltérd volt a pumpafehérje
mennyiségének heterogenitasa. Az elsé  kisérleti
evolucioban a kihalasi ratat vizsgaltuk: a flukonazol
Iépcsdzetesen emelkedd dozisa mellett a heterogén

populéciok tulélési aranya nagyobb volt, mint a kis
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heterogenitasu populécioké, amelyek koziil
szignifikansan tobb haltak ki. A masodik kisérleti
evolicioban az egységnyi id6 alatt elért rezisztencia
szintet hasonlitottuk 0Ossze: az evolacid végére a
heterogén  populaciok  szignifikinsan ~ magasabb
rezisztencia-szintet értek el, mint a kis heterogenitasa
populdciok. Ezen eredmények fényében kijelenthetjiik,
hogy a fenotipusos heterogenitas valdban képes az
adaptacid6 kimenetelét ¢és sikerét befolydsolni. A
tovabbiakban célunk volt, hogy a hattérben allo

mechanizmusokat felderitsiik.

3. A fenotipusos heterogenitas nem befolyasolja a

mutacios készletet

Altalanossagban véve az adapticié sikere a szerzett
mutaciok szamatol, illetve azok elonyds hatdsdnak
mértekeétdl fligghet. Egy adott populacion belil az
elényds  mutaciok  megjelenését a  mutaciok
kialakuldsénak frekvencidja és a populacié méret egylitt
hatarozza meg. Ennek értelmében az egyik lehetséges

mod, amelyen keresztiil a fenotipusos heterogenitas
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hatassal lehet az adaptacio kimenetelére, az a mutacios
készlet nagysaganak befolydsoldsa a populacié méret
vagy a mutaciés rata mértékének megvaltoztatasan
keresztiil.

A két eltér6 heterogenitasti torzs populacio
mérete kozott nem volt szignifikans eltérés. Ezen kiviil
bebizonyosodott, hogy a heterogén populacié sikerének
hatterében nem a muticids rata lokalis vagy globalis
emelkedése all. A kisérleti evoliciét mutator fenotipusu
torzsekkel is elvégezve az volt megfigyelhetd, hogy a 10-
szeresen megemelt mutacios rataval rendelkezd alacsony
heterogenitdsu populacié nem érte el a nagysagrendekkel
kisebb mutaciés ratdval rendelkezd, de magas
heterogenitdsu  torzs  rezisztencia  szintjét. Ezen
eredmények alapjan kijelenthetd, hogy az evollcio
folyamata sordan a mutdciok szdmanak puszta novelése
nem feltétlen biztosit magasabb adaptacios képességet, a
mutaciok szamanal ugyanis joval fontosabb a szerzett

mutaciok hatasa a torzsek ratermettségére.



4. A fenotipusos heterogenitas befolyasolja a szerzett

mutaciok hatasait

A Pdr5p-GFP mennyiségi eloszlasanak modositasaval
megvizsgaltuk, hogy a fenotipusos heterogenitds a
szerzett mutaciok elényds hatasainak befolyasolasaval
biztositja-e az adaptacio sikerességét. Els6¢ korben a
kiindulasi (0s) torzsekben a szintetikus konstrukciok
kozponti  elemének szamit6 PDRS génbe egy
véletlenszerlien kivalasztott, az adaptacid soran
megjelent aminosav cserével jard6 mutaciot (His595Asp)
épitettiink be ¢és vizsgaltuk meg annak hatdsat. Az
elvartaknak megfelelden a mutacido bevitele mindkét
genetikai hattérben ndvelte a flukonazol toleranciat,
viszont a rezisztencia novekedésének mértéke a két
hattéren szignifikans eltérést mutatott a heterogén torzs
javara.

A kovetkez6  1épésben a  genomban
felhalmozodott mutaciok hatasat vizsgaltuk meg Kis
heterogenitdsu PDR5 génkifejezddés mellett. Az evolvalt
torzsekben a  heterogenitds  lecsokkentésének a

legegyszeribb modja az annak a kialakulasaért felelds
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szintetikus konstrukci6 mdoddositdsa volt a pozitiv
visszacsatolasi kor megsziintetésével. Ennek
kovetkeztében az evolvalt vonalakban a pumpafehérje
mennyiségének populdcio-szintli atlaga nem valtozott,
azonban annak széles eloszlasa jelentés mértékben
lecsokkent, €s hasonl6 képet mutatott, mint az eredeti, kis
heterogenitdsu  torzsben. Az  evolvalt  vonalak
rezisztencia-szintje a heterogenitas lecsokkentése utan
jelentdsen visszaesett, ami arra enged kovetkeztetni,
hogy a fenotipusos heterogenitds valdoban képes
befolyasolni az evolucidé soran felhalmozodott adaptiv
mutaciok hatasat. Ezt kdvetéen megvizsgaltuk azt, hogy
a pumpafehérje mennyiségének a novelése a
heterogenitds csokkentése mellett hogyan befolyasolja a
szerzett rezisztenciat. Mind az emelt pumpafehérje
mennyiség, mind annak tultermelése alacsonyabb
rezisztencia-szintet eredményezett az adaptiv mutaciokat
hordoz6 tOrzsekben, mint amit a térzsek az eredeti

heterogén allapotban elértek.
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5. A fenotipusos heterogenitas a szerzett rezisztencia

koltségét képes csokkenteni

Milyen mechanizmuson keresztiil képes a fenotipusos
heterogenitds a mutacidk elényds hatasat fokozni? A
rezisztencia ~ mechanizmusok  magas  intenzitasu
génkifejezOdése a stressz faktor jelenlétében ugyan
noveli a tulélés esélyét, azonban zavartalan kdrnyezetben
koltséges a fenntartasuk. Az adaptacio soran ezért fontos
szerep juthat egy mechanizmusnak, amely képes lehet
csokkenteni a magas rezisztencidval jar6 koltségeket
ané¢lkiil, hogy megzavarnd a talélést Dbiztositd
mechanizmus miikodését. Feltételezésiink szerint a
fenotipusos heterogenitds egy ehhez hasonld rendszert
képez, amely egy optimalis allapot 1étrehozasaval képes a
tulélés biztositdsara €és a vele jard tobblet koltség
kezelésére. Ezaltal elényben lehet egy olyan rendszerrel
szemben, amely folyamatosan magas intenzitasa
génkifejez0dést biztosit a vele jaro koltség kezelése
nélkiil. Valdban, a kisérleteink soran létrehozott harom
Pdr5p-GFP termel6 allapot koziil az eredeti heterogén

allapotban 1év0 populdcido ratermettsége bizonyult a

11



legnagyobbnak az alkalmazott flukonazol széles
koncentracio-skaldja mellett. A PdrSp tultermelése az
eredeti (6s) torzsekben ugyan az elvartaknak megfeleléen
novelte a rezisztencia szintet, azonban a rezisztencia
mutacio(ka)t hordozo térzsekben a pumpa tultermelése a
heterogén  allapothoz  képest szamos flukonazol
koncentraci6 mellett is alacsonyabb ratermettséget
eredményezett, valdszinlisithetben a magas intenzitsu

génkifejezodés fokozott koltsége miatt.

Osszefoglalas

Eredményeink alapjan a fenotipusos heterogenitas
valoban befolyasolni tudja az evoltcio iranyat és ezzel
képes gyorsitani az adaptaciés folyamatokat karos
kornyezetben. Képes egy egyenstlyt kialakitani a szerzett
mutaciok elényds ¢és karos hatdsai kozott, ezaltal
Iétrehozva egy specialis allapotot, ahol ezen hatasok
ereddje a legkedvezObb. Az eredmények tiikrében a
bizonyos jellegek nagyobb heterogenitdsa felé irdnyuld
szelekciés nyomas akar komplex fenotipus jellegek

kialakulasat is lehetévé teheti, amelyekhez gyakran csak
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tobb, kevésbé elonyds vagy akar karos atmeneti 1épés
vezetne. A heterogenitds ezen Iépések szamanak
csokkentésével, illetve azok ¢életképességre gyakorolt
negativ hatasanak tompitasaval lehet képes felgyorsitani

az adaptaciot.
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