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1. BEVEZETES, CELKITUZES

A patogén gombak kozott gyakoriak a dimorf ( kétféle morfologiai allapotban: egysejtli és fonalas
formaban [étezd ) fajok. Ezeknél a virulencia gyakran egyik, vagy masik megjelenési forméahoz
kotodik. Az élesztégenetikai kutatdsokban még kevéssé ismert modellszervezet, a hasadoélesztd
Schizosaccharomyces japonicus var. japonicus szintén dimorfizmust mutatdé gomba, am nem
patogén, azaz semmilyen ismert megbetegedést nem okoz, ezért veszélyteleniil tanulmanyozhato
rajta a két morfologiai allapot kozotti atalakulds. Mivel a dimorfizmus szdmos patogén gombafajnal
virulenciafaktorként szerepel, a morfologiai atalakuldst szabalyz6 gének megismerésével
eredményesebben vehetd fel a harc az ismert human dermatomycosisok és szisztémas mycosisok
ellen.

Tovabba, a S. japonicus az eddig ismert harom hasadoélesztégombafaj egyikeként kozeli
rokonsagban 4ll a mar jol ismert, az élesztOgenetikai kutatdsokban rutinszerien alkalmazott
S. pombe-val, igy uj modellszervezetként vald bevezetését nagymértékben megkonnyitik az
S. pombe-ra kidolgozott, bevalt molekularis biologiai médszerek. Ez azért is 1ényeges, mert uj fajok
bevezetése a genetikai kutatdsba a fajok kozotti genetikai  allomany Osszehasonlitasara

(intergenerikus Osszevetésekre ), ezaltal evolucids kovetkeztetések levondsara adhat lehetdséget.
CELKITUZES

-- Célul thztiik ki, hogy a Schizosaccharomyces japonicus var. japonicus-t, - mely még kevéssé
alkalmazott modellszervezet - jobban megismertetjiik a genetikai kutatdsok szamadra, ehhez a vele
valo klasszikus genetikai és molekularis bioldgiai munka alapjait kivantuk lefektetni.

-- Auxotrof mutdns torzseket szerettiink volna izolalni, mivel az auxotr6f mutaciok jol kdvethetd és
egyszerlien detektalhatd genetikai markerekként szerepelhetnek a kisérletes munkakban.

-- Munkénk soran a dimorf atalakuldsban sériilt mutansokat kivantunk létrehozni és ezek citologiai,
sejtszerkezetbeli jellegzetességeit vizsgalni.

-- A dimorf atalakuldsban mutans torzsek genetikai hatterét kivantuk tanulmanyozni, a morfologiai
valtozasban szerepet jatszd géneket megismerni.

-- A S. japonicus szamara alkalmas transzformacios rendszert kivantunk Iétrehozni. Ehhez
megfeleld transzformacids plazmid konstrukciojat terveztiik.

-- Szerettiink volna tovabba a S. japonicus-ban olyan géneket beazonositani, melyek funkcionalis
homologjait mas fajokban mar ismerjiik.

-- A S. japonicus-bdl izolalt gének szekvencia-analizisével mas, ismert fajokkal valo rokonsagait, a

koztiik levo evolucios tavolsagokat szerettiik volna jobban megismerni.



2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. A dimorfizmus jelensége és elofordulasa a gombak vilagaban

A mikroszkopikus gombak vilagdban a dimorfizmus gyakori jelenség: a dimorf gombdk mind
egysejtii ( Gn. €lesztd ), mind tobbsejti hifakbol 4ll6 ( Gin. micélidlis ) alakban eldfordulhatnak. Az
atalakulast - mely tobbnyire reverzibilis folyamat - , kiils6 kdrnyezeti indukcids tényezok valtjak
ki. A dimorfizmus tulajdonképpen felfoghato differencidlodasnak is, ami hasonlit az allatok és
ndvények testében bekdvetkezd sejttipusok kialakuldsahoz.

Szamos, a novény- ¢és allatvilagban jol ismert patogén gombafaj mutat dimorfizmust. Ezek kozott
sok, enyhébb-stlyosabb megbetegedést okoz6 huméan vonatkozast species akad. E gombak
tobbségénél a betegséget okozo virulens éllapot az egyik vagy a maésik megjlenési formara
korlatozodik. A metamorfézis tehat virulenciafaktorként viselkedik ezekben a fajokban. A
novénypatogén Mucor, Rhisopus, Ustilago... stb. genusok illetve a human patogén Candida
albicans példaul tobbsejtii hifaalakban virulens mig a legtobb, szisztémas mikozist okozd
humanpatogén gombafaj, pl. Cryptococcus neoformans, Histoplasma capsulatum, Yarrowia
lipolytica, Paracoccidioides brasiliensis, Scopulariopsis brevicaulis ...stb. egysejti, élesztéformaja
okozza a betegséget ( pl. Sanchez-Martinez ¢€s tsi., 2001; Sia és tsi., 2000 ).

A nem patogén gombdknal a dimorfizmus valdsziniileg azért jon létre, mert igy probalnak
eredményesek maradni mind a folyékony ( éleszté ) és mind a szilird ( mycelium )
szubsztratumokon. Filogenetikai értelemben az latszik valdsziniinek, hogy a fonal az 8sibb és az
¢leszté az ujabb keletii. A Schizosaccharomycesek kozott a S. japonicus 6sibb, még 6rzi a fonalas
format is, a tobbi faj ujabb ( Sipiczki,1995; Sipiczki, 2000 ).

2.2. A dimorfizmus citologiaja

crer

rendkiviil sokrétli, szertedgaz6 intracellularis valtozas kovetkezménye. Az egyik ilyen nagymérvii
valtozas a sejtpolaritas terén kovetkezik be: Saccharomyces cerevisiae diploid sejtjei példaul N
¢hezésre pszeudomicéliumot képeznek azaltal, hogy az eddigi bipolaris helyett unipolaris
sarjadzasra térnek at ( Gimeno és tsi., 1992 ). A Candida albicans csiratomléinek kialakulasa is a
sejtndvekedés unipolarissd valasanak ( csak egyik sejtvégen vald novekedés ) eredménye ( Gow,
1997 ). S. pombe-ben talalt, sejtszeparacioban mutans, fonalas torzseknél ( sep ) azonban a sejtek
megtartjadk bipolaris ndvekedésiiket ( Grallert, 1997 ). Mint a legtobb dimorf gombafajban, a
Schizosaccharomyces japonicus var. japonicus-ban is a sejt polarizacidja az é€leszté-micélialis

atalakuléas elsd 1épése: az élesztdsejtek, melyek korabban mindkét végiikon egyforma mértékben



néttek hirtelen elkezdenek megnyulni az egyik végiikon, mikdzben a masik sejtpdluson ledll a
novekedés. Feltételezhetd, hogy a gyors megnyulast az teszi lehetdvé, hogy a citoplazma sok, apro
vakudluma fuziondl egy nagy vakuélumma, melynek iirege egyre novekszik ( Sipiczki és tsi., 1998
b ). Ez a nagy vakudlum a sejt egyik - a kés6bbi nem névekvd végre ( proximalis helyzetbe ) -
keriil, ezzel mintegy kijeloli, determindlja a sejt csendes, nem ndvekvd polusat, tehat a polaritas
kialakulasanak alapveté meghatarozoja. A maradék citoplazma a megnyult sejt disztalis, intenziven
novekvé végébe keriil ( Sipiczki és tsi., 1998 b ). Igy a hifasejtek aszimmetrikusan osztodnak: a
csucsi végen létrejovo kisebb méretii 11j sejt orokli a citoplazma legnagyobb részét, mig a tdle
proximalisan fekvd nagyobb méretii leanysejtben marad a nagy vakudlum. Ez eltér a
Saccharomyces cerevisiae pszeudohifainak osztodasatol: ott a sejtek szimmetrikusan ( ugyanolyan
méretli anya- és leanysejt ) osztédnak ( Kron és tsi, 1994 ). Ilyen aszimmetrikusan oszt6do
hifafonalaknal igazoltdk, hogy a nagy vakuolumot 6roklé szubapikalis sejt citoplazmaja kevés egy
ujabb osztédashoz, ezért csak akkor tud belépni a sejtciklusba, ha mar elegendé mennyiségii
citoplazmaallomanyt képzett. Ekkor - a sejtfonalban a cstcstol mar jocskan tavol elhelyezkedd -
sejt osztodik, ezaltal keletkeznek az elagazasok ( Gow 1997 ).

A vakuolizacionak meghatarozo szerepe van a hifandvekedésben: Candida albicansban azt talaltak,
hogy a vakuélumképzddés megakadalyozasaval ( példaul magas ozmotikus koncentracion ) nem
volt képes csiratomlok fejlesztésére ( Gow, 1994 ). S. japonicusban is megfigyelhetd ez a jelenség:
vakuo6lumok hidnyaban nem képez invaziv micéliumot ( Sipiczki és tsi., 1998 b ).

Az élesztO és a hifaalak aktineloszlasi képét vizsgalva is kiillonbségeket talalunk a két megjelenési
forma kozott: hasadoélesztokben az aktinrogok az intenziv sejtfalképzés helyén, azaz az osztdédod
sejt szeptuma mentén €s a sejt intenziven ndvekvo cstcsain helyezkednek el ( Marks és tsi., 1986 ).
A hifaknal az intenziven novekvd csucs az apikalis hifavég, tehat a sejtnek csak ezen a végén
talalhaté aktin, szemben az élesztok bipolusos novekedésével, ahol mindkét sejvégre egyarant
csoportosulnak aktinmolekuldk ( Sipiczki és tsi., 1998 b ). A mikrotubulusok elrendezddése sem
teljesen azonos a hifak és éleszték citoplazmajaban. Mig az élesztdsejtekben a mikrotubulusok a két
sejtpolus kozott a sejt egész hosszdban futnak ( Hagan ¢és tsi.,, 1988 ), addig hifaknal csak a
citoplazmaban gazdag sejtrészek ( pl.: apikalis vég ) tartalmaznak mikrotubulusokat, a
vakudlomokba illetve a vakudlum és a sejtfal kozotti vékony citoplazmarétegbe mar nem hatolnak
be ( Sipiczki és tsi., 1998 b ). Ezen citoszkeletaris elemek bizonyitottan fontos szerepet toltenek be
az organellum- és anyagtranszportban ( Terasaki és tsi., 1994 ; Allan, 1995 ) tehat ezen anyagok a
hifak nagy vakuoélumot tartalmazo részeire valdsziniileg nem jutnak el ( Sipiczki €s tsi., 1998 b ).

A dimorf atalakulast szamos sejtszerkezeti valtozas kiséri mely érinti a sejtfalat, a
membranszerkezetet és a citoszkeletdlis rendszer elrendezddését. Errdl keveset tudunk a S.
japonicusnal, az ismert adatok fOleg mas fajok vizsgalatabol szarmaznak. A lipideknek
bizonyitottan nagy szerepiikk van a dimorfizmus szabalyozasaban. Patogén gombaknal ( Candida
albicans, Sporothryx schenckii ) tapasztaltak, hogy az éleszté-micélialis atalakulds soran lényeges

valtozasok mennek végbe a sejtmembranban: a foszfatidilinozitol és foszfatidilszerin mennyisége



csokken, mig a foszfatidilkoliné n6 ( Kitayama, 2000 ). E valtozasért felelds egyik legfontosabb
enzim a foszfolipdz D, mely ugyan nem esszencidlis a metamorfézisban de befolyasolja annak
hatékonysagat ( Hube ¢és tsi., 2001 ). Candida albicansban vizsgaltdk, hogy a hifak
sejtmembranjanak ATP-fiiggd H'-transzportja intenzivebb mint az élesztéforma esetében, ami azt
jelenti, hogy az ATP-4z szabalyoz6 szerepet tolt be e faj dimorfizmusaban ( Kaur és tsi., 1991 ). Az
aktin citoszkeleton pedig sok fajban nagymértékben polarizaltnak bizonyult, az aktin fehérjében
bekovetkezett mutaciok a hifaképzés hibaihoz vezettek ( Cali és tsi., 1998 ).

2.3. A dimorf atalakulast befolyasolo kornyezeti tényezok

A metamorfozis reverzibilis folyamat, amit szdmos tényezd befolyasol: homérséklet, kémhatas, a
tapkozeg halmazallapota, tdpanyagok és egyes metabolitikus vegyiiletek jelenléte, redox potencial,
toxikus anyagok. Ezek a kornyezeti tényezdk hatdssal vannak a morfologiai atalakulas iranyara. A
N-¢hezés példaul Saccharomyces cerevisiae-nél az egysejtiibol a pszeudomicélialis allapotba valo
atalakulast valtja ki ( Gimeno és tsi., 1992 ), ezzel szemben, ugyanez a koriilmény Yarrowia
lipolytica-nal gatolja a fonalas formaba valo atalakulast ( Szabo, 1999 ). Nagy mennyiségii poliamin
( Yarrowia lipolytica ) ( Guevara-Olvera és tsi., 1993 ) vagy foszfat ( Ceratocystis minor var.
barrasii ) ( Biel és tsi.,, 1997 ) jelenléte a taptalajban elésegiti a hifaképzddést. A tapkozgben
jelenlévé L-aminosavak szintén befolyasoljak a metamorfozis iranyat Mucor rouxi-ban ( Leija és
tsi., 1986 ). Magas CO, -koncentracio is kivalthat hifafonalas formabol élesztdalakba vald
atmenetet Mucor specieseknél ( Orlowski, 1991 ); ezt a Ceratocystis minor var. barrasii

( Biel és tsi., 1997 ) és a Scopulariopsis brevicaulis ( Paula ¢és tsi., 1987 ) fajok esetében is
bizonyitottak. A tapkozeg pH-valtozasa szintén jelentds hatassal van a metamorfozisra ( Candida
albicans ) ( Stewart és tsi., 1989 ). A hémérséklet 25°C-r6l1 37 °C -ra valéo emelkedése pedig
szamos patogén faj szdmara az egyik legerdsebb szignal, mely az artalmatlan hifafonalas ,,penész”-
formabol a patogén élesztéformaban vald szaporodas felé iranyitja az organizmust ( Histoplasma
capsulatum ) ( Medoff és tsi., 1981).

A Schizosaccharomyces japonicus var. japonicus esetében a metamorfozis csak szilard taptalajon
jatszodik le 17 és 37 °C hémérsékleti intervallumok kozott. Ha a hifakat folyékony tapkozegbe
oltjuk at, azok ismét egysejtii élesztokké fragmentalodnak ( Sipiczki és tsi., 1998 a,b ).

2.4. A dimorf atalakulas molekularis hattere
A dimorf atalakulast szabalyzo molekularis hattérrol még keveset tudunk S. japonicusban. Sok

fajban bizonyitott tény, hogy az intracellularis cAMP-szint erbteljes valtozasa a morfologiai
valtozas beindulasanak eléfeltétele ( Mayorga és tsi.,1998; Sipiczki és tsi., 1998 b; Medoff és tsi.,



1981 ). A legtobb gombafajban a cAMP szintjének erds lecsokkenése sziikséges az egysejtiibol
fonalas formaba val¢ attéréshez ( Scizosaccharomyces japonicus, Mucor racemosus ) ( Mayorga és
tsi.,1998; Sipiczki és tsi.,1998 b ). Az adenilat ciklazt kodold génben tortént mutacio alladosult,
konstitutiv fonalas fenotipust eredményez ( Mayorga és tsi., 1998, ; Gold és tsi., 1994 ). A koffein és
a teofillin olyan vegyiietek, melyek befolyasoljdk a cAMP-szintet ezaltal hatassal vannak a
metamorfozisra is. S. japonicusban a koffein jelenléte a tapkoézegben ( 5 mM ) megakadalyozza a
hifak kialakuldsat mivel magas szinten tartja az intracellularis cAMP-szintet azaltal, hogy gétolja a
cAMP-foszfodiészteraz miikodését ( Sipiczki és tsi.,1998 b ). Mas fajokban ( Histoplasma
capsulatum ) épp ellenkezéleg, intracellularis cAMP-felhalmozodas sziikséges a micélialis
formaba valo atalakulashoz ( Medoff és tsi., 1981 ). Saccharomyces cerevisiae-ben kideritették,
hogy az ivaros szaporodasi utvonallal részben atfedd MAP-kinaz kaszkdd szabalyozza a
hifanovesztést. Hasonldéan ehhez, a legtobb élesztéfajban is sok olyan enzim szabalyozza a dimorf
atalakulast, mely az ivaros szaporodas beinditdsaban is részt vesz ( Gow, 1997 ). A részben kdzos
utvonalat ezekben a fajokban az magyardzza, hogy mind az ivaros szaporodas beinditdsa, mind
pedig az éleszt6-micéliaris atalakulas ¢hezést, mint indukcios szignalt igényel, az ¢hezés pedig
cAMP-szint csokkenést valt ki ( Maeda és tsi., 1990 ). Ugyanakkor szdmos mas, kiilonallé vagy
egymassal atfedo szignaltranszdukcids utvonal létezik melyeken keresztiil a hifandvekedés
indukalodhat. A dimorf atalakulds kozvetlen aktivalasaért felelés molekulakat kutatva sok fajban
C2H2-tipust cink ujj transzkripcids faktort talaltak, mely képes volt cisz-aktivalni szdmos
feltételezett stresszgén transzkripciojat, melyek kozott a dimorf atalakulds folyamatédhoz

bizonyitottan sziikséges gének is szerepeltek ( Hurtando és tsi., 1999; Ramon és tsi., 1999 ).

2.5. A S. japonicus helye az evolicids torzsfan

A Schizosaccharomyces japonicus var. japonicus az Ascomycetak kézé a Schizosaccharomycetales
rendbe tartozik, mely egyetlen csaladdal ( Schizosaccharomycetidae ) rendelkezik. Ez a faj
fejlodéstorténetileg 6si ag sarja. Emiatt kozelebb all az allatokhoz, mint a tobbi gomba, jobban
extrapolalhatok a vele elért eredmények az allati differencidlodasra is ( Sipiczki, 2000 ).
Riboszomalis RNS szekvencia-6sszehasonlitasok alapjan kideriilt, hogy a Saccharomycesek ¢és a
Schizosaccharomycesek kozott oriasi evolucios tavolsag van ( Kurtzman, 1989 ). Ezen szekvencia-
adatok azt sugalljak, hogy a Schizosaccharomyces vonal evolicios ratija lassabb mint a
Saccharomyces agé, tehat a két genus koOzotti tavolsag megkozelitdleg akkora, mint a
Schizosaccharomycesek és a magasabbrendi allatok kozott ( Sipiczki, 1995 ).



2.6. A S. japonicus mint modell a dimorfizmus vizsgalatara

A S. japonicus szaprofita, gyiimolcsokon szaporodd organizmus. Eletciklusa haploid vegetativ
fazisbol és ivaros szaporodasbol all ( 2. dbra ). Vegetativ szaporodasa kettéhasadas: a hosszikas,
haploid ¢lesztosejtek novekszenek majd a megfeleld méretet elérve kozépen harantszeptumot
képeznek és e mentén két utddsejtre hasadnak. Szilard tadpkozegben az 1d6sddé sejtekben
végbemegy a dimorf atalakulas ( Sipiczki és tsi., 1998 a,b ). Az élesztdsejtek 8-10 nap utan egy-egy
pontbdl eredd, a valdédi gombakra jellemzd elagazo hifafonalakat fejlesztenek.

A hifakat alkot6 fonalas sejtek intakt
szeptumokkal hatarolodnak, az eldgazasok
mindig a szeptumok alatt kezdddnek. A hifdk a
taptalaj felszinén futva ( felszini hifak ) vagy
a  médiumba  belenéve ( invaziv hifdk )
micéliumot alkotnak. A hifafonalak novekedési
iranyat a tapanyaggradiens ( els6sorban a N
koncentraci6 ) iranyitja: mindig a magasabb
tapanyag-koncentraci6é iranyaba torekszenek . A
S. japonicusnal a morfologiai atalakulas és a

hifaképzés valosziniileg a tapanyagban dusabb

helyek felé torténd gyors helyzetvaltoztatast teszi
lehetové. Ezért a hifak mindig a telep feldl kifelé,

1. abra
A hifak divergens novekedése

divergensen, egymastdl széttartdban igyekeznek
novekedni. ( 1. abra )

A dimorf atalakulas azonban kizardlag szilard tapkozegen jatszodik le, folyékony taptalajban a mar
kialakult hifak jbol egyedi élesztdosejtekké esnek szét. Az eloregedd hifak késébb a szeptum
mentén ivartalan kitartoképletekké ( arthrosporakka ) fragmentdlodnak. Az éleszté — micélialis
atalakulast szamos tényez6 befolyasolja, ilyen pl. a hdmérséklet is: 19 °C alatt és 35 °C felett a a
folyamat nem jatszodik le ( Sipiczki és tsi., 1998 a ).

Nitrogénéhezés hatasara végbemegy az ivaros szaporodas. Az élesztosejtek konjugalnak és diploid
zigbotat képeznek. A zigdtaban azonnal végbemegy a meidzis majd a meidzis utdn egy mitotikus
osztddas is torténik igy 8 darab, zigotikus azkuszban iil6 haploid aszkospora keletkezik melyek
kedvezé koriilmények kozott kicsiraznak és belépnek a vegetativ ciklusba.

A S. japonicus tehat haploid szervezet, diploid allapota csak a rovid élett zigotara korlatozodik; ez a
sajatsag elényos a mutansaival végzett vizsgalatokban hiszen minden, genotipusosan bekovetkezd

mutacié azonnal megnyilvanul a fenotipus szintjén is.



ivartalan szaporodas

dimorf atalakulas

élesztdsejtek

haploid hifa

konjugacio

ivaros szaporodas

sporak

kiszabadulasa zigota

zigotikus aszkusz

2. abra
A'S. japonicus életciklusa Sipiczki és tsi., 1998 a,b alapjan



3. ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1 TORZSEK ES TAPTALAJOK

3.1.1 Felhasznalt torzsek
A felhasznalt torzseket az 1. tablazat tartalmazza

Torzs- Tdrzs megnevezése* Megjegyzés Izoléalta
konyvi
szam
Eschericia coli DH5« Hanahan 1983
Szarmazas: Bethesda
Research Laboratoties
0-1 S. pombe L 972 vad térzs Lindner, 1893
A Bern Collection, Svajc
torzsgyljteményébol kaptuk
meg
0-38 S. pombe leu1-32 A Bern Collection, Svajc
P torzsgylijteményébdl kaptuk
meg
0_92 S pombe Ura4-D18 A Bern COHeCtiOn, SVéjC
' torzsgylijteményébdl kaptuk
meg
: : .. Yukawa és Maki, 1931
7-1 S. japonicus (CC4 44-5-1) vad torzs (A Czechoslovak Calloction
(CBS 354) of Yeasts (CCY) Bratislava,
Slovakia torzsgytjteménybol
kaptuk meg.)
7-6 S. japonicus lys4-6 Laszl6 Csilla
7-10 S. japonicus ural-15 Laszl6 Csilla
7-13 S. japonicus adel-5 backmutaciora hajlamos Laszl6 Csilla
7-14 S. japonicus ura3-17 Laszl6 Csilla
7-16 S. japonicus myc’” mutans. Laszl6 Csilla
ura2-16 myc-15 Folyadékban is képez
hifat, ha leiilepszik!
7-18 S. japonicus arg3-13 Lasz16 Csilla
7-22 S. japonicus vad torzs Perugia, A. Martini
(DBVPG 6372) (CBS 2629)
7-27 S. japonicus lys1-2 Kerekes Agnes
7-28 S. japonicus lys-3 backmutaciora hajlamos Kerekes Agnes
7-29 S. japonicus lysl-4 Kerekes Agnes
7-30 S. japonicus lys3-5 backmutéciéra hajlamos Kerekes Agnes
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7-31 S. japonicus argl-1 Kerekes Agnes
7-32 S. japonicus arg2-2 Kerekes Agnes
7-33 S. japonicus arg3-3 Kerekes Agnes
7-34 S. japonicus arg4-4 Kerekes Agnes
7-35 S. japonicus argl-5 nehezen sporazik Kerekes Agnes
7-36 S. japonicus arg3-6 Kerekes Agnes
7-37 S. japonicus arg2-7 nagyméretll sejtek Kerekes Agnes
7-38 S. japonicus arg5-8 backmutéciéra hajlamos Kerekes Agnes
7-39 S. japonicus arg4-9 Kerekes Agnes
7-40 S. japonicus argl-10 Kerekes Agnes
7-41 S. japonicus arg3-11 Kerekes Agnes
7-43 S. japonicus adel-1 gyengén sporizik, Kerekes Agnes

backmutacidra hajlamos
7-44 S. japonicus ade2-2 gyengén sporazik, Kerekes Agnes

backmutaciora hajlamos
7-45 S. japonicus ade3-3 enyhén pirosas Kerekes Agnes
7-46 S. japonicus ade3-4 alig pirosas Kerekes Agnes
7-47 S. japonicus ural-1 Kerekes Agnes
7-48 S. japonicus ural-3 Kerekes Agnes
7-49 S. japonicus ura2-5 sok abnormalis Kerekes Agnes

spéraszamu aszkusz
7-50 S. japonicus Sp;;i;ggzrziizsz, Kerekes Agnes
ura2-6 myc-1 gyakran YEA-n is
besporazik,
myc muténs.
Lasst novekedés

7-51 S. japonicus ural-7 Kerekes Agnes
7-52 S. japonicus ural-8 ura3-8 myc-2 myc mutans Kerekes Agnes
7-53 S. japonicus ura2-9 Kerekes Agnes
7-54 S. japonicus ura2-10 Kerekes Agnes
7-55 S. japonicus ural-12 Kerekes Agnes
7-56 S. japonicus leul-1 nincs sporaképzés, talan Kerekes Agnes

meidzisban sériillt mutans
7-57 S. japonicus leul-2 csokkent sporazas ; Kerekes Agnes

backmutaciora hajlamos
7-58 S. japonicus leu2-3 Kerekes Agnes
7-59 S. japonicus leu2-4 Kerekes Agnes
7-60 S. japonicus leu3-7 gyenge sporazas Kerekes Agnes
7-62 S. japonicus leul-9 Kerekes Agnes
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7-63 S. japonicus leu3-10 myc-4 myc ~ mutans Kerekes Agnes
7-65 S. japonicus vad torzs Perugia, A. Martini
(DBVPG 6371) (CBS 5679)
7-66 S. japonicus arg5-14 Bozsik Aniko
7-67 S. japonicus arg5-15 enyhén hajlamos Bozsik Aniko
backmutéciora
7-68 S. japonicus arg5-16 5 mM-os koffeinen is Bozsik Anikd
képez hifat
7-70 S. japonicus leu2-6 Bozsik Aniko
7-73 S. japonicus ura2-11 leaky mutdns Bozsik Aniko
7-74 S. japonicus ural-13 Bozsik Aniko
7-75 S. japonicus ura2-14 Bozsik Aniko
7-76 S. japonicus ura4-19 Bozsik Anikd
7-77 S. japonicus ura4-20 Bozsik Anikd
7-78 S. japonicus YEA taptalajon Bozsik Aniko
ura2-21 myc-3 hajlamosak lekerekedni a
sejtek; myc”™ mutans
7-79 S. japonicus ura4-22 Bozsik Aniko
7-80 S. japonicus ura4-23 Bozsik Aniko
7-81 S. japonicus ura4-24 UV —re érzékeny Bozsik Aniko
7-82 S. japonicus ura4-25 backmutaciora Bozsik Aniko
hajlamos
7-83 S. japonicus ade4-6 lilaspiros Bozsik Aniko
7-86 S. japonicus lys2-1 myc-18 myc ' mutdns Bozsik Aniké
7-88 S. japonicus lys2-1 myc-20 myc ' mutins Bozsik Aniko
7-92 S. japonicus lys2-1 myc-24 myc ' mutins Bozsik Aniko
7-95 S. japonicus ura4-24 myc-9 myc  mutans Bozsik Aniko
7-96 S. japonicus ura4-24 myc-10 myc ~ mutans Bozsik Anikd
7-99 S. japonicus lys2-1 myc-5 myc  mutans Bozsik Anikd
7-100 S. japonicus argl-1 myc-6 myc  mutans Bozsik Anikd
7-101 S. japonicus ura4-24 myc-7 myc mutans Bozsik Anikd
7-102 S. japonicus ura4-24 myc-8 myc  mutans Bozsik Anikd
7-103 S. japonicus lys6-7 Bozsik Aniko
7-104 S. japonicus lys5-8 Bozsik Aniko
7-105 S. japonicus lys5-9 backmutaciora Bozsik Aniko
hajlamos
7-106 S. japonicus lys1-10 Bozsik Aniko
7-107 S. japonicus lys7-11 Bozsik Aniko
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7-108 S. japonicus lys5-12 backmutaciora Bozsik Aniko
hajlamos
7-109 S. japonicus lys2-13 Bozsik Aniko
7-110 S. japonicus lys5-14 Bozsik Aniko
7-111 S. japonicus lys3-15 backmutaciora Bozsik Aniko
hajlamos
7-112 S. japonicus lys5-16 Bozsik Aniko
7-113 S. japonicus lys6-17 Bozsik Aniko
7-114 S. japonicus arg2-19 Bozsik Aniko
7-115 S. japonicus argl-20 backmutéaciora Bozsik Aniko
hajlamos
7-116 S. japonicus arg7-21 backmutéaciora Bozsik Aniko
hajlamos
7-118 S. japonicus argl-23 Bozsik Anikd
7-119 S. japonicus arg3-25 Bozsik Anikd
7-120 S. japonicus arg5-26 Bozsik Aniko
7-121 S. japonicus argl-27 Bozsik Aniko
7-122 S. japonicus arg6-28 Bozsik Aniko
7-123 S. japonicus argl-29 backmutaciora Bozsik Aniko
hajlamos
7-124 S. japonicus leu2-11 Bozsik Aniko
7-125 S. japonicus leu2-13 Bozsik Aniko
7-126 S. japonicus leu2-14 Bozsik Aniko
7-128 S. japonicus adel-8 backmutéaciora Bozsik Aniko
hajlamos
7-129 S. japonicus adel-9 Bozsik Aniko
7-130 S. japonicus ade3-11 erdsen piros; Bozsik Aniké
backmutaciora hajlamos
7-131 S. japonicus ade4-12 erésen piros Bozsik Anikd
7-133 S. japonicus ade3-15 backmutaciora Bozsik Aniko
hajlamos
7-134 S. japonicus ade3-17 piros Bozsik Aniko
7-135 S. japonicus ade3-18 piros Bozsik Aniko
7-136 S. japonicus ade3-19 piros Bozsik Aniko
7-137 S. japonicus ade3-20 enyhén pirosas Bozsik Aniko
7-138 S. japonicus ura4-26 Bozsik Aniko
7-139 S. japonicus ura4-27 Bozsik Aniko
7-140 S. japonicus ura2-28 Bozsik Aniko
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7-141 S. japonicus ura2-29 Bozsik Aniko
7-142 S. japonicus ura2-30 backmutaciora Bozsik Aniko
hajlamos
7-143 S. japonicus ural-32 Bozsik Aniko
7-144 S. japonicus ural-33 Bozsik Aniko
7-145 S. japonicus ural-35 Bozsik Aniko
7-147 S. japonicus ura4-24 myc-30 myc ~ mutans Enczi Klara
7-148 ura4-24 myc-31 myc ~ mutdns Enczi Kléara
7-149 S. japonicus lys8-18 Enczi Klara
1.tablazat

Felhasznalt torzsek
*Valamennyi S. pombe torzs a Schizosaccharomyces pombe var. pombe, valamennyi S. japonicus
torzs a Schizosaccharomyces japonicus var. japonicus varietasokhoz tartozik. myc™ : a vad tipushoz
képest gyengiilt micéliaris novekedést mutatd torzs; myc : a vad tipushoz képest aktivabb

micéliaris novekedést mutatd torzs; myc : micélidris novekedésre képtelen torzs.

3.1.2. Fajnevek roviditései:

S. Japonicus: Schizosaccharomyces japonicus var. japonicus
S.pombe:  Schizosaccharomyces pombe var. pombe
S. cerevisiae: Saccharomyces cerevisiae

3.1.3. Alkalmazott plazmidok

pJK148 ( Keeney és Boeke, 1994 ) S. pombe leul markert tartalmaz6 integrativ plazmid, melyet
Dr. Forsburg plazmidgyiijteményeibdl rendeltiink meg.

pURNI18 ( Barbet és tsi., 1992 ) S. pombe ura4 markert tartalmaz.
pBGl1 ( Grallert és tsi., 1993 )  Hygromycin rezisztenciat kodold gent tartalmaz.
pJDB207 ( Beach és Nurse, 1981 ) S. cerevisiae LEU2 markert tartalmaz.

pEVP11 ( Russel és Nurse, 1986 ) S. cerevisiae LEU2 markert és geneticin rezisztenciat kodold
gent tartalmaz.

pBEJ16 ( Hadfield és tsi., 1989 ) S. cerevisiae LEU2 markert és geneticin rezisztenciat kodolo
gent tartalmaz.
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pCUT1-9 ( Uzawa és tsi, 1990 ) A cutl gén teljes ORF-¢t tartalmazé plazmid, melyet
Japanbol, M. Yanagida-tol kértiink el.

pSPIN11A ( Ingavale és tsi., 2000 ) Az INO1 ( inozitol 6nall6 eldallitasara képessé tevo ) gén
(ABE 608) ORF-jét tartalmazza. Indidbol, Anand K. Bachhawat
-t6l kértiik el.

3.1.4. Alkalmazott tapkozegek

Komplett tapkozegek:

YEL ( Yeast Extract Liquid ): Foly¢kony komplett tapkozeg ( Sipiczki és Ferenczy 1977 ).
Elesztékivonatot és gliikozt tartalmaz. Minden tapanyag, faktor, vitamin, nyomelem, aminosav és
bazis megtalalhatd benne, ami az élesztok ndvekedéséhez sziikséges. Az auxotrof mutansok is
szaporodnak benne.

YEA ( Yeast Extract Agar ): Szilard komplett taptalaj. YEL + 2%-o0s agar. 5 mg/100 ml tiaminnal

egészitjiik ki a hifak kedvezdbb novekedéséhez.

Minimal tapkozegek:

SMA ( Salt Minimal Agar ): ( Sipiczki és Frerenczy, 1977 ). Nem tartalmazza a nem esszencialis
aminosavakat ¢és bazisokat ( tehat azok az anyagok nincsenek benne, melyeket az élesztd
fiziologidsan 6nmaga eld tud allitani ). Auxotréf mutdnsok nem noének rajta - ezért szamukra
restriktiv taptalajként viselkedik — csak akkor, ha kiegészitjiik azokkal az anyagokkal amelyekre
auxotrofiat mutatnak.

szSMA : 1,2M-os szorbittal kiegészitett SMA taptalaj. Protoplaszt fizidhoz hasznaltuk.

EMML : ( Mitchinson, 1970 ) Molekuléaris munkak ( genomialis DNS izolalas, plazmid izolalas )
tenyészeteihez alkalmaztuk.

EMMA : EMML + 2%-os agar. Transzformalashoz hasznalt minimal tdptalaj. Geneticinnel
kiegészitett formaja az EMMA+g, hygromycinnel kiegészitett forméja pedig EMMA+h.

MB: ( Maniatis ¢és tsi., 1982 ) Transzformalasok tenyészeteihez hasznalt folyékony tdpkdzeg.

Spoéraztatd taptalaj:

EMMA-N: Moddositott EMMA téptalaj ( 5%-os gliik6zzal és NH4Cl nélkiil ). Mi dolgoztuk ki a

rrrrr
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3.2. KISERLETI MODSZEREK

3.2.1. Mutansok izolalasa

Auxotrof mutansok izolalasa

Auxotr6f mutansokat a vad tipusu 7.1-es S. japonicus torzsbél izolaltunk kétféle modszerrel: UV
besugarzassal és kémiai mutagén agenssel (nitrozoguanidinnel).

--UV mutagenézis:

Exponencialis szaporodasi fazisu, YEL-ben nevelt tenyészet sejtjeibdl YEA taptalajra szélesztettiink
csészénként 10° darabot. Ezeket a sejteket 254 nm-es UV fénnyel, Cole-Parmer 9815 lampéval kb.
20 cm-es besugarzasi tavolsagrol mutagenizaltuk a 10%-os talélést add besugarzasi dozissal (
esetiinkben 27’-es besugarzasi id6 ). Az 5-6 nap utan kinétt telepeket minimal taptalajra

( SMA ) replikdztuk. A nem ndvekvd auxotrofokat kivalogattuk, auxotrofiajukat papirkorongos
modszerrel meghataroztuk: minimal taptalajra az egyes mutansokbol siirli pazsitot ontottiink, majd
beszikkadas utan aminosavak ill. szerves bazisok oldataba martott sziirOpapirkorongokat helyeztiink
egyenld tavolsigra a taptalaj felszinére. Amelyik korong koriil 30°C-on 3-4 nap elteltével
novekedést tapasztaltunk, arra az adalékra volt a torzs auxotréf. A mutansokat a leggyakrabban
hasznalt 6 kiilonb6z6 anyagra ( uracil, leucin, adenin, hisztidin, lizin, arginin ) teszteltiik.

--Kémiai mutagenézis:

Exponenciélis szaporodasi fazist, YEL-ben nevelt sejtekbél allo ( kb. 10°-107sejt/ml ) 800 pl
tenyészetet szobahOmérsékleten, majd YEA taptalajra kiszélesztettiink 800db sejt/csésze-nyi
mintakat. Auxotrof mutansokra a fent emlitett modon szelektaltunk.

Az ura” mutansok kereséséhez NG kezelés utan 5-FOA ( 5’- fluoroorotat )-val mutansdusitast is
alkalmaztunk egyes esetekben: a mutagenizalt sejteket 2x10*/csésze koncentracioban 0,1 mg/ml
FOA-t tartalmazo, uracillal kiegészitett SMA taptalajra szélesztettiik. A FOA azért alkalmas erre a
feladatra, mert az uracilszintézis egyik koztitermékével ( az orotattal ) analog szerkezetii, igy
bekapcsolédva ebbe a bioszintetikus Utba toxikus szarmazéka keletkezik. A uracilra auxotrof
torzsekben pontosan az a bioszintetikus enzim ( orotidin-5’-foszfat dekarboxildz ) hianyzik, mely a
5-FOA-t mérgez6 fluorouridin 5’-foszfattd alakitja. A 5-FOA hatdsdnak novelése érdekében a
taptalajban a N forrast prolinnal helyettesitettiik ( McCusker €s tsi., 1991 ).

Hifaképzésben sériilt mutansok ( myc ) izolalasa

Tiaminnal kiegészitett YEA taptalajon egy-egy csikot huztunk sugarirdnyban a fentiek szerint
izolalt auxotr6f mutansok dimorfizmusanak tesztelésére. Kontrollként leoltottuk a 7-1 vad tipust
torzset is. 7 nap utan ( 30 °C ) vizsgaltuk a hifa ndvekedésének mértékét. Olyan torzseket kerestiink,

melyek hifaképzése a vad tipusétdl eltért: annal hosszabb hifakat hépzett ( myc'" ), vagy rovidebb,
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gyengébb hifakat képzett (myc ), illetve egyaltalan nem képzett hifat ( myc ~ ) ( 16.abra).
A hifaképzésben nem mutans auxotrof torzsek koziil néhanyat ujabb UV mutagenézisnek vetettiink
ala és olyan mutansokat kerestiink, melyek myc™ ~ vagy myc™ tulajdonsigokat mutattak és

megtartottak auxotrofiajukat.

3.2.2. Rekombinacios gyakorisag mérése :

Munkank sordn szamos alkalommal mértiink rekombinacids gyakorisagot olyan torzsek meiotikus
termékébdl, melyek tobbszordosen mutans hattérrel rendelkeztek. A sok mutdcidé miatt gyakran a S.
japonicus aszkuszaira jellemzé nyolc sporabol csak kevesebb szamu ( 4-7 ) életképes utodot
kaptunk. Ha az ezekbdl szarmazo adatokat random spoéraanalizissel dolgozzuk fel hamis
eredményre vezethet, hiszen el6fordulhat, hogy a sporak szelektiven pusztulnak, azaz a mutans
szliléi tulajdonsdgokkal rendelkezd spordk kisebb eséllyel csiraznak ki mint a vad tipusu
rekombinansok. Hasonloképpen félrevezetd adatot kaphatunk, ha csak a telepet képzd teljes
oktadokkal szdmolunk, mivel ilyenkor a csonka oktadokbdl szarmazo sok adat kiesik. Koztes
megoldast valasztottunk ezért: azt vettiik alapul, hogy a meidzis profazisdban a két-két homolog
kromatida kozott 6sszesen két, rekombinans elrendezést eredményezd esemény torténhet ( NPD =
non-parental ditipus ). Az olyan oktddoknal tehat, ahol mind a 8 spdéra fenotipusat ki lehetett
kalkulalni az oktddok szamat megszoroztuk kettével ( mindkét rekombinacids eseményt ismerjik ),
ahol csak 4 sporarél tudtunk informacidt, ott a csonka oktddok szamat csak egyszeresen vettiik
( csak egy rekombinacids eseményrdl tudunk informéciot ). Ezeket a szamokat Osszeadva
megkaptuk a meidzis sordn tortént, értékelhetdé rekombinacidos események szamat ( Re =
rekombination events ). Megnéztiik, ezen események koziil hany eredményezett rekombinans
génelrendezédést ( Ro = recombinant organization ). A rekombiacids gyakorisagot ( Rf =

recombination frequency ) pedig igy szamoltuk: Rf =Ro / Re x 100.

Kapcesoltsag keresése:

Kiszamitottuk a rekombindcios gyakorisagot ( Rf ) az egyes auxotrof torzsek keresztezésébol
szarmaz6 adatokbol. Ha az Rf ~50%-nak adddott, akkor a vizsgalt markerek kozott nincs
kapcsoltsag, ha az érték ennél kisebb, a két markerlokusz a kromoszéman helyileg kozel van
egymashoz, tehat kozottik az Rf értékével forditottan aranyos mértékii kapcsoltsag van ( minél

kisebb az Rf érték, annal nagyobb a kapcsoltsag ).
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whn R~ W=

3.2.3. Auxotrof mutansok csoportositasa

Az azonos auxotr6fidju mutansokat csoportokba rendeztiik aszerint, hogy azonos, vagy kiilonb6z6
lokuszban tortént-e benniik a mutacio. A csoportositas azon alapult, hogy dipoidokat hoztunk létre
haploid auxotr6fokbol és néztiikk a diploidok fenotipusat. Amennyiben a diploid is auxotréf volt,
akkor a haploid auxotréfok azonos génben szenvedtek mutaciot. Ha a diploid prototrof volt, akkor a
haploidok mutacioi eltéré génekben helyezkedtek el. Ebben az esetben a haploidok prototrofta
egészitették, azaz komplementaltak egymast ( komplementaciés teszt ). A hibrideket protoplaszt
fazioval hoztuk 1étre ( 1asd késobb ). A faj rovid diploid allapota miatt ( lasd: irodalmi attekintés )
azonban a valdédi komplementacid tesztelése nehézkesnek bizonyult. Ezért az allélikussag
vizsgalatanal inkabb a meiotikus rekombinaciot vettiik segitségiil. A rekombinaciora épiild tesztelés
soran az egyes auxotrof torzsekkel spdraztatd taptalajon keresztezési matrixot végeztiink, azaz
mindegyik torzsb6l vastag csikot huztunk YEA téaptalajra majd kindvekedésiik utdn egymaésra
merdlegesen replikaztuk 6ket EMMA-N sporaztatd taptalajra, ily modon minden torzset

kereszteztiink minden masik térzzsel ( 3. dbra ).

12345
12345

DN A~ W N -

YEA YEA EMMA-N

3. 4bra

Keresztezési matrix

Spéraképzés utan ( 3-4 nap 30 °C-on ) SMA taptalajra replikdztunk. 7 nap utan értékeltiink: ahol a
keresztezési pontokban egyértelmii novekedést kaptunk ( 10. dbra ), ott a két térzs meiotikus
rekombinacié révén gyakran képezhetett prototrof rekombinansokat, tehat kiilonb6z6é lokuszban
sériiltek voltak, igy kiilonboz6 csoportba soroltuk. Ahol nem kaptunk novekedést, illetve a telepek
szama az intragénes rekombinacids gyakorisag értéke ( 107 ) alatt maradt ( egy keresztezési
pontban csak néhany telepet kaptunk ), ott az egymast keresztezd két torzs azonos 16kuszban sériilt

tehat azonos csoportba soroltuk.
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Allélszegregicid vizsgalata oktadanalizissel

Kiilonboz6 auxotrofiaju torzsekkel protoplaszt fuzid segitségével diploidokat képeztem és azokat
sporaztato taptalajra ( EMMA-N ) tettem. Az igy kapott, ugynevezett azigotikus aszkuszokbol ( 12.
abra ) mikromanipulacidval a spérakat elkiilonitettem és meghataroztam a sporakbol felndvekvd
telepek auxotrofidjat.

3.2.4 Az egves auxotrof csoportok helyének meghatarozasa a bioszintetikus utvonalakban

Az egyes auxotrof mutans csoportok helyét akartuk felderiteni a megfeleld bioszintetikus
utvonalakban.

A S. pombe bioszintetikus utvonalait figyelembe véve ( az aminosavszintézis enzimatikus folyamata
meglehetds konzervativitdst mutat az €élovilagban ) igyekeztiink az egyes szintetikus utvonalakban
szereplO lehetd legtobb koztiterméket a SIGMA-tdl beszerezni és az egyes mutans csoportokat
ezekkel tesztelni. Az uracil auxotréf mutansoknal ureidoszukcinatot, dihidroorotatot, orotatot uridin
5’-monofoszfatot, a lizin auxotr6f mutansoknal alfa-ketoadipinsavat, o-amino-adipinsavat
homocitromsavat, az arginin auxotréf mutdnsoknal glutamint, glutamatot, ornitint, N-acetil
glutaminsavat, citrullint, az adenin auxotrof mutansokndl 5-aminoimidazol karboxamid
ribonukleotidot, adenozin monofoszfat szukcinatot, inozitol-5’monofoszfatot teszteltiink. Ennek
érdekében minimal taptalajra szélesztettiink 100 pl-t az egyes koztitermékek 10 mg/ml-es oldatabol,
majd a taptalaj feliiletének szikkadasa utan replikaztuk a taptalajokra a megfeleld auxotrof
torzseket. 5 nap utan vizsgaltuk a novekedést: ahol novekedést tapasztaltunk, feltételeztiik, hogy az
adott mutans torzs az alkalmazott koztitermék el6tti enzimek valamelyikében volt hibés, igy
atugorhatta a mutéacioval sujtott 1épést. Mig a nem novekvo telepek az adott koztitermék utani
folyamatsor egyik enzimében lehettek mutansak, igy a hibas 1épést a koztitermék felvételével sem
keriilhették ki.

3.2.5 Protoplaszt fiizio

A kiilonb6z6 auxotrofidju torzsek hibridizalasat protoplaszt fuzidval végeztiik ( Sipiczki és tsi.,
1985 ). Az egyes torzsek exponencialis szaporodasi fazisban levo sejtjeit 2 mg/ml koncentracioban
alkalmazott, sejtfalat oldé Lysing enzimmel ( SIGMA ) protoplasztaljuk izotdnias koriilmények kozt
(0,65 M-o0s KCl-ben ) 37 °C-on. Ezt kdvetéen 1,2 M-os szorbitban torténd mosas utin az izotonias
koriilményeket biztositd szorbitoldatban a flhzionalni kivant két tdorzset Osszedntjik, egyiitt
lecentrifugaljuk, a csapadékot 30%-os PEG6000 ¢és 0,1M-os CaCl, 9:1 aranyu keverékében
felszuszpendaljuk és 20’-ig szobahdémérsékleten allni hagyva azokat fuziora késztetjik. Az igy

kezelt szuszpenziot szorbitos minimaltaptalajra ( szZSMA ) vissziik ki. 30 °C-on 7-10 nap utan
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kapunk telepnovekedést. A kindvekvo telepek csak a két kiilonb6z6 auxotrofiaji torzsbdl szarmazod

diploidok lehetnek, mivel komplementaci6 révén fenotipusosan csak ezek a sejtek prototrofok.

3.2.6. Koffein-és benomvlérzékenység vizsgalata:

Koffeinérzékenység tesztelése:

A myc mutéans torzseken az ezen citotoxikus anyaggal szembeni érzékenységet vizsgaltunk.

Novekvo koffeinkoncentraciot ( 0-10 mM ) tartalmazd YEA + tiamin taptalajra csik formajaban
leoltottuk a vizsgalandé torzseket vad tipusu torzs ( 7-1 ) mint kontroll mellett. 30°C-on torténd 7-8
napos novekedés utan értékeltiikk ki: megmértilk az egyes torzsek altal fejlesztett micéliumok
hosszat, illetve a micéliaris novekedést teljesen gatld koncentracidknal az egysejtii élesztésejtek

novekedésének mértékét figyeltiik.

Koffeinrezisztens mutansok izolalasa:

UV-mutagenézisnek ( 1asd feljebb ) vetettiik ala a vad tipusu ( 7-1 ) torzset €s rezisztens telepeket
izolaltunk: SmM koffeinkoncentraciot tartalmazoé YEA + tiamin taptalajra szélesztettiik az UV-vel
mutagenizalt sejteket 10” sejt/csésze stirliséggel. Az igy kapott telepek koziil izolaltunk olyan
koffeinrezisztens mutansokat, melyek képesek voltak hifaképzésre. A 10 mM kofteinkoncentraciot
tartalmaz6 YEA taptalajra UV kezelés utan 10° sejt/stirtiséggel szélesztettiink. A kindvd

koffeinrezisztens mutansokat izolaltuk.

Benomylérzékenység tesztelése:

c gy

torzseket majd 30 °C-on torténd 3-4 napos névekedés utan az élesztésejtek novekedésének mértékét

vizsgaltuk a 7-1 vad tipusu térzs, mint kontroll mellett.

Benomylrezisztens mutansok izolalasa:

cre

UV-mutagenizalt ( lasd feljebb ) sejteket 10° sejt/csésze siiriiséggel. A kindvekvé ( benomyl-
rezisztens ) telepeket izolaltuk. Ezek hifandvevesztési készségégét néztiik egyre novekvd benomyl-

koncentraciok ( 4 pg/ml, 8 pg/ml, 12 ug/ml, 16 pg/ml, 18 pg/ml ) mellett.

3.2.7. Pulzalé eroterii gélelektroforézis

A S. japonicus kromoszomainak gélelektroforézissel torténd elvalasztasat oktogonalis elektroda-

elrendezésli, homogén erdteret [étrehozo CHEF-DRII késziilékkel végeztiik.
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Mintael6készités: Stacioner fazisu sejteket 3x mosunk 0,05 M-os EDTA-val, CPES pufferben
(0,05M EDTA + 0,1 M pH=5,6 citrat-foszfat puffer + 1,2 M szorbit ) felvessziik a csapadékot és
hozzdadunk 2 mg/ml Zymolyase enzimet ( ICN ), majd 37°C-on tartjuk szferoplasztalodasig ( 30°-

40’ ). 5x10° szferoplasztot felvesziink 1 ml CPES-ben és higitasi sort készitiink haromszor felére
higitva ezt a koncentraciot. 1V/V 1%-os 45 °C-os Low Melting Agarose-sal ( SIGMA) a sejteket
dugdontéformaba toltjiik, 1-2 h-ig hiitében tartjuk, mig a dugdk megszilardulnak. A dugokat
egyenként 1 ml 0,5 M-os EDTA-ban 30’-ig jégen allni hagyjuk, majd 1,5 ml ESP-ben ( 5 ml 0,5M-
os EDTA + 50 mg Na-lauril-szarkozil + 500 pl Proteindz K ( SIGMA )) felvessziik és 6-8 orara
37°C-ra tessziik. A dugokat felhasznalasig 0,5M-o0s EDTA-ban taroljuk 4°C-on.

Elektroforézis: 0,5x-es TBE pufferrel késziilt 0,8 %-os agardzgél ( BioRad ) fésiilyukaiba illesztjiik
a dugokat és a 2. tdblazatban megadott paraméterekkel 5-6 napon at 11°C-os hiités mellett 0,5 %-os
TBE pufferben futtatjuk.

agar(’)zgél 0,5-0,8 % 1. blokk 2. blokk 3. blokk
puffer 1x TBE kezd6 1d6 5,5t 4,7t 4,0t
hémérséklet 11°C befejezd id6 55t 4,7t 4,0t
lzusidé 10-60 mi
pulzusid S erbterck szoge | 106° 106° 106°
futtatasi ido 144 h
eréterek szoge 106° Fesziiltség 1,5V/ecm | 1,5V/ecm | 1,5 V/iem

2. tablazat

A pulzal6 erdterti gélelektroforézis paraméterei. t = 1000 masodperc

3.2.8. Mikroszkopizalas

A mikroszkopos felvételeket az Olympus BH-2 mikroszkoppal 0sszekotott fényképezdgéppel
hoztuk 1étre. A térhatasu képeket ( DIC ) Nomarski objektiv segitségével fényképeztiik.

Fluoreszcens festések:

A sejtmagok nukleinsavat a sejtek 70%-os etanollal tortént fixalasa utan DAPI ( 4,6-diamidino-2-
fenilindol ) fluoreszcens festékkel festettiik. A vakuolumokat a Hollandiabol, a Molecular Probes
cégtdl rendelt vacuole staining kit component B ( 7-amino-4-klorometilkumarin ) fluoreszcens
festékével jeloltiik a kit-hez megadott festési eljarassal. A fluoreszcens festést az Olympus BH-2

mikroszkdop 100x-os nagyitasi UV objektive alatt vizsgalva jelenitettiik meg.
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3.2.9. Molekularis mddszerek

A DNS-sel végzett miiveletek ( DNS izolalas, tisztitas, rekombindns DNS technikdk ) modszereit
Sambrook és tsi. (1989) leirasa alapjan végeztiik.

Transzformalds: A S. japonicus transzformalasahoz litium-acetatos ( Okazaki és tsi., 1990 ) és

szferoplasztos transzformaldst ( Sipiczki és tsi., 1985 ) illetve elektroporézist alkalmaztunk.
Mindegyik transzformaciés moédszer soran OD=0,2-0,4 denzitdsti exponencidlis fazisu sejteket
transzformaltunk. 100 ul sejtszuszpenziohoz Sul DNS-t adtunk. A transzformalasok utan szélesztés
elétt YEL-ben forgattuk a sejteket 60’-ig. EMMA taptalajra szélesztettiink, csészénként 2x10*
szamu sejtet. Minden esetben alkalmaztunk negativ kontrollt ( DNS-t nem tettiink a sejtekhez ) és
pozitiv kontrollként megfelel6 S. pombe torzseket. A geneticin rezisztenciat tartalmazo6 plazmiddal
vald transzformalasok utan a S. pombe sejteket 50 pg/ml, a S. japonicus sejteket 100 pg/ml
geneticint ( SIGMA ) tartalmaz6 EMMA ( EMMA+g ) taptalajra, a hygromycin-rezisztenciat
tartalmazé plazmiddal valo transzformalasok utan pedig a S. pombe sejteket 40 upg/ml, a S.
japonicus sejteket 110 pug/ml hygromycint ( SIGMA ) tartalmazo EMMA ( EMMA+h ) taptalajra

szélesztettik.

Plazmidvesztés vizsgalata: ( Heyer és tsi., 1986 ). A transzformans sejteket YEL-ben tenyésztettiik

24h-ig 30 °C-on. Ezekbdl egyenld szamu sejtet szélesztettiink minimal ( restriktiv ) és komplett

( permissziv ) taptalajra. Meghataroztuk a kétféle taptalajon kindtt sejtek aranyat és ebbdl
szamitottuk a plazmidvesztés mértékét, melyet %-os értékben is kifejeztiik ( minimalon kindtt
sejtek szama / komplett taptalajon kindtt sejtek szdma x 100 ). Ha ez az érték 100%, plazmidvesztés
nincs, a transzformans klon valdszinilileg integrans, azaz a bejutott DNS a kromoszémaba

integralodott.

Génkonyvtar készitése: Teljes genomi DNS-t izolaltunk 7-1 S. japonicus-bol ( Alpha és tsi., 1993 ),
majd részlegesen emésztettiik EcoRI enzimmel. A pJK148 (' S. pombe leul markert tartalmazé )

intergrativ plazmidot is hasitottuk EcoRI-gyel majd a genomialis fragmentekkel Osszeligaltuk.
Ezzel Eschericia coli DH5«a sejteket transzformaltunk és o-komplementacio segitségével
( Sambrook, 1989 ) kivalogattuk az inzertet tartalmazd ( ezért fehér szinii ) pJK148 vektorokat

tartalmazo telepeket. A baktériumsejtekbdl visszanyertiik a plazmidokat.

Autoném modon replikalédd szekvencia (ARS) keresése: A S. japonicus génkonyvtarral

transzformaltunk S. japonicus leucin auxotrof mutansokat (leu™ ) és leu” telepekre szelektaltunk. A
7-65-0s leu” torzs transzformalasakor kaptunk leu” telepeket. Minden leu’ telep plazmidvesztését
teszteltiik. A plazmidvesztést mutatd telepekbdl visszanyertiik a plazmidot Gene Clean II kit

alkalmazéasaval ( BIO 101 ) a kitben megadott recept alapjan. A visszanyert plazmid éaltal
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tartalmazott genomialis inzertet szubklonoztuk, azaz kisebb darabjait pJK148 plazmidba téve
azokkal ismét transzformaltuk a S. japonicus 7-65 torzset. A legkisebb olyan szakaszt kerestiik,
melyet tartalmazd plazmiddal valo transzformalaskor még kaptunk plazmidvesztést mutato

klénokat. E szakasz szekvencidjat meghataroztuk.

Szekvenalds és szekvencia-analizis: A szekvenalds automata ABI PRISM ( Model Version 2.1.0 )

szekvenatorral tortént az SZBK szolgaltaté laborjanak segitségével. A kapott szekvencia
szamitdgépes analizisét az OMIGA1.1 szoftver csomag ( Oxford Molecular Group ) segitségével
végeztikk. A filogenetikai Osszehasonlitdsokhoz a KITSCH -- Fitch-Margoliash és Least Squares
modszert hasznaltuk, Joseph Felsenstein (University of Washington) altal rendelkezésiinkre

bocsajtott Phylip programcsomagbol.

Homologia keresés: A nukleinsav- ¢és aminosavszekvencidkhoz szamitogéppel kerestiink

homolodgiakat. Az NCBI adatallomanyéban ( http://www.ncbi.nlm.nih.gov ) torténdé szekvencia-

hasonlosag keresést a BLAST ( Altschul és tsi., 1990 ) internetes szolgaltatassal végeztik.

Southern blot: ( Maniatis és tsi., 1982 ). A plazmidvesztést nem mutato telepekbdl teljes genomi
DNS-t vontunk ki ( Alpha és tsi.,, 1993 ), 10ug-ot meghasitottunk Pstl és HindIII restrikcids
enzimekkel majd futtatds utan blottoltuk pozitiv t6ltésti nylon membranra. A pJK148 plazmid
bakterialis szakaszabol szarmazo probaval hibridizaltattuk a membrant. E proba eldallitasahoz a
pJK148 plazmidot PstI-Sspl kettds restrikcios enzimes emésztésnek vetettiik alda majd agardzgélen
megfuttattuk. A plazmid bakterialis eredetli részébol a 700 bp hossziusagt PstI-Sspl szakaszt
izolaltuk, tisztitottuk és megjeloltik a random primer DIG jelold technikéval. A jelolést, a
hibridizaciét és a detektalast a Roche Biochemicals cég labelling DIG jel6lé és detektalo kittel
végeztiik ( DIG High Prime Labeling and Detection Kit IT ).
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4. EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

4.1. EREDMENYEK
4.1.1. Az élesztésejtek és a hifak mitozisanak osszehasonlitasa

Az egysejtll éleszté ¢és a tobbsejtli hifa alak kozotti citologiai hasonlosdgok, kiilonbségek
felismerése érdekében kiilonb6zd mikroszkdpos vizsgélatoknak vetettiik ald a két megjelenési
forma sejtjeit, vizsgaltuk morfoldgidjukat, sejtszerkezetiiket, fluoreszcens festéssel lathatova tettiik
a benniik levd sejtmagot. A hifdk ¢és ¢élesztok aktineloszlasat és vakuolaris szerkezetét mar
vizsgaltak ( 1asd: irodalmi attekintés ).

Fluoreszcens DAPI festékkel megfestettiik az élesztd- és hifasejteket a 7-1-es vad torzsnél ( lasd:
anyagok és modszerek ), majd UV mikroszkép alatt nyomonkovettiik a mitdzis egyes fazisait és
Osszehasonlitottuk a két alakban kapott megfigyeléseket. A magosztodas fobb 1épései azonosak
voltak a két alakban ( 4. és 5. dbra).

4. abra 5. 4bra
Elesztosejtek mitozisa kronoldgiai sorrendben Hifasejtek mitozisa kronologiai sorrendben
( DAPI festéssel) Méretvonal: 5 pm ( DAPI festéssel ) Méretvonal: 10 um
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A hifak esetében azonban a szétvalas utdn a két uj mag ellentétes irdnyba, a két 0j sejt végei felé
mozogva a mozgds iranyaba nyulik meg, mintha a sejt citoszkeletalis halozata ,,htizna” 6ket ( 6.
abra ). Ilyesfajta ellentétes iranyu kicsticsosodast €élesztdalak esetén nem észleltiink. Ez a torzito

hatas tehat valoszintileg a hifasejt intenziv megnyulasanak tulajdonithato.

6. dbra

Az élesztbsejtek ellentétes iranyu kicsucsosodasa a

hifak osztédasanak terminalis fazisdban. Méretvonal: 10pum

4.1.2. Elektroforetikus kariotipizalas

A fluoreszcens magfestés soran 3 db hosszii kromoszomat észleltink a S. japonicusban
mikroszkoposan ( 4. dbra d/ kép ). Errre az eredményre szerettiink volna pulzdlo erdterii
gélelektroforézissel is raerdsiteni. Ehhez a CHEF-DRII berendezést alkalmaztuk ( lasd: anyagok és
modszerek ). A S. japonicus 7-1-es, 7-22-es és 7-65-0s tipustorzsek kromoszomait vizsgaltuk.
Kontrollként a S. pombe L 972 0-1 torzsét alkalmaztuk. A S. japonicus igen nehezen kezelhetének,
érzékenynek bizonyult: mig a S. pombe 3 kromoszémaja mindig szépen kirajzolddott futtatas utan a
gélen, addig a S. japonicusnal szamtalan elektroforézisbdl csak néhany esetben tudtuk lathatova
tenni a kromoszomadkat, de még ezekben az esetekben is csak halvadnyan kivehet6 csikokat kaptunk
(7. ¢s 8. abra ). A 7-1-es torzs esetén soha nem sikeriilt sdvokat latnunk, a 7-22 és 7-65-0s vad

tipusu torzsekkel tobb sikert értiink el, ezért a késObbiekben csak ezeket vizsgaltuk.
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S. japonicus 7-22 S. pombe 0-1

7. abra
S. japonicus és S. pombe torzsek elektroforetikus kariogramjai
Jol lathato a kontrollként alkalmazott pombe 3 kromoszomaja, a S. japonicusnél azonban csak 2 jol

elkiiloniild savot tudtunk megkiilonboztetni.

S. japonicus 7-65 S. pombe 0-1

| | | S. japonicus S. pombe
1 2 3 4''s ¢ 7-65 0-1

8. abra
S. japonicus és S. pombe torzsek elektroforetikus kariogramjai

A futtatasi id6 5-r6l 7 napra torténé novelésével kirajzolodik a S. japonicus harmadik
kromoszdémaja is ~8,3 mb-os mérettartomanyban. Mivel a savok intenzitdsa eltérd volt, kétféle
megyvilagitasi erdsséggel kellett fényképezni ugyanazt a gélt (a ), hogy a S. japonicus és a kontroll
S. pombe kromoszomai is latsszanak. Ezért a két kép megfelel részleteit egymas mellé helyeztiik

(b), ahol az 1-es és 4-es szamu savokat emeltiik ki.
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A 7. abran lathat6 hogy a kontrollként alkalmazott S. pombe harom kromoszémajanak savja tisztan
kirajzolodik, a S. japonicus esetében azonban itt csak két savot kaptunk. A futtatasi id6 5 naprol 7
napra torténd novelésekor azonban kaptunk olyan kariogramokat ( 8. abra ), melyeken nagyobb
mérettartomanyban a S. japonicusnal egy harmadik sav is kirajzolodott: egy a S. pombe legkisebb
kromoszémajanak ( 3,3 mb ), masik a S. pombe legnagyobb kromoszomajanak ( 5,3 mb )
mérettartomanyaban, a harmadik pedig egy joval nagyobb ( kb. 8,3 mb ) mérettartomanyban.

4.1.3. Auxotrof mutansok izolalasa

Ahhoz, hogy a S. japonicus-t genetikai vizsgalatokhoz felhasznaljuk, sziikséges volt, hogy jol
kovethetd, egyszertien detektalhatd genetikai markereket hozzunk létre. Ennek a kovetelménynek
legjobban az auxotréf muticiok felelnek meg, melyek valamely aminosav vagy bazis eléallitasi
folyamatdban sériiltek, igy azokat a tapkozegbdl kell felvenniiik. Ezek a mutansok minimal
taptalajon, mely nem tartalmazza ezeket az anyagokat, nem novekednek.

Mivel a S. japonicus egy teljesen 11j, még kevéssé alkalmazott modellszervezet, igy korabban izolalt
auxotrof mutansok nem alltak rendelkezésilinkre, magunknak kellett mutagenézissel ezeket
eléallitanunk. A vad tipust 7-1 torzsbdol kémiai mutagenézissel, nitrozoguanidin alkalmazéasaval
vagy az UV fény fizikai roncsol6 hatasanak felhasznéalasaval auxotrof mutansokat izolaltunk ( lasd:
modszerek ). Ez utobbihoz el6bb meghataroztuk a S. japonicusra jellemz6 irtasi gorbét ( 9. abra ) és

a 10%-os talélési értékhez tartoz6 besugarzasi 1dot alkalmaztuk.
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9. abra
A'S. japonicus UV irtasi gorbéje
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Az ura” mutansokra torténd szelek- talashoz 5’-fluorouracillal ( FOA )-val torténd szelekcids

dusitast alkalmaztunk ( 1asd: modszerek ).

Osszesen 32 dbura” mutanst, 11 dbleu”, 17 dblys , 27 dbarg , 16 db ade” mutanst izolaltunk.

4.1.4. Az auxotrof mutansok csoportositasa

A kapott auxotr6f mutdnsokat csoportokba
rendeztiik. Mivel e faj diploid allapota rovid, csak a
zigétara korlatozddik ( lasd: irodalmi attekintés)
ezért a  csoportositashoz ~a  hagyomdanyos
komplementacidos teszt helyett rekombinéacion
alapulo tesztet alkalmaztunk ( 10. dbra ) ( lasd:
anyagok ¢és modszerek ). SMA taptalajon a
keresztezési pontokban novekedést latunk ott, ahol
kiilonb6zé  génben  sériilt  auxotréf  torzsek
érintkeztek és  konjugaltak, mivel meiotikus
rekombinacidval prototréf rekombinans sporakat
hoztak létre. Ahol nem latunk ndvekedést a
keresztezési pontokban, ott a torzsek azonos génben

elhelyezkedd auxotrof mutacidt hordoztak.

10. abra
A rekombinacion alapul6 teszt.

Az azonos génben sériilt torzsek egy csoportba keriiltek, igy a beazonositott csoportok szama

a talalt gének szamat jeloli az egyes auxotrofidk esetén ( 11. abra és 3. tablazat ).

Auxotrofiak Izolélt,t('jrzsek Csoportok szama
szama
adenin_ 16 4
uracil 32 4
leucin” 13 4
lizin® 17 8
arginin_ 27 .
3. tablazat

A talalt csoportok szdma az egyes auxotrofidk esetén
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Auxotrofia | Csoportok Izolalt torzsek ( torzskonyvi szammal )
_ 1. csoport 7-47; 7-48; 7-51; 7-52; 7-55; 7-74; 7-10; 7-143; 7-144; 7-145
URACIL 2. csoport 7-49; 7-50; 7-53; 7-54; 7-73; 7-75; 7-16; 7-78; 7-140; 7-141; 7-142
3. csoport 7-52;7-14
4. csoport 7-76; 7-77; 7-79; 7-80; 7-81; 7-82; 7-138; 7-139
1. csoport 7-27;7-29; 7-106
2. csoport 7-26; 7-109
3. csoport 7-30; 7-111
LIZIN™ 4. csoport 7-6
5. csoport 7-104; 7-105; 7-108; 7-110; 7-112
6. csoport 7-103; 7-113
7. csoport 7-107
8. csoport 7-149
1. csoport 7-31; 7-35; 7-40; 7-115; 7-118; 7-121; 7-123
2. csoport 7-32;7-37;7-114
ARGININ- 3. csoport 7-33; 7-36; 7-41; 7-18; 7-119
4. csoport 7-34; 7-39
5. csoport 7-38; 7-66; 7-67; 7-68; 7-120
6. csoport 7-122
7. csoport 7-116
1. csoport 7-43; 7-13; 7-129; 7-128
_ | 2. csoport 7-44
ADENIN
3. csoport 7-45; 7-46; 7-130; 7-133; 7-135; 7-136; 7-137
4. csoport 7-83; 7-131; 7-134
1. csoport 7-56; 7-62
_ | 2. csoport 7-58; 7-59; 7-124; 7-125; 7-126
LEUCIN
3. csoport 7-60; 7-63
4. csoport 7-70; 7-57

11. abra

Az egyes auxotrof torzsek csoportokba rendezése.
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4.1.5. Protoplaszt fuzio alkalmazasa

A S. japonicus homotallikus szervezet ( a sejtek egy telepen beliil képesek konjugacios partnert
talalni ), ezért torzseinek keresztezéséhez elonydsebb moddszer a protoplaszt fuzid alkalmazasa,
ezaltal kikiiszboljik egy torzsnek az onmagaval vald keresztezését. A S. pombe-ra kidolgozott
modszerrel a S. japonicuson is sikeresen elvégezhetd volt a fuzid ( 1asd: anyagok és modszerek ).
Az igy 1étrejovo diploid sejteket N-szegény, sporaztatd taptalajra ( EMMA-N ) téve szabalyos zsak
alaku azigotikus aszkuszokat ( 12. dbra A ) kaptunk, benniik a 8 haploid aszkospoéraval. Mikro-
manipulacioval elkiilonitve egymastol a sporakat ( 13. abra ) az azokbodl felndvekvo telepek
mendeli m6don megoszl6 markeraranyt mutattak. ( 14. abra )

12. ébra
Aszkuszképzés S. japonicusban. Méretvonal: 10 um
A/ Azigotikus aszkuszok B/ Zigotikus aszkuszok
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13. 4bra 14. abra

Oktadanalizis. Az aszkuszokbdl mikromanipuléatorral Egy lassu telepnovekedést okozo
izolaltuk a sporakat, elkiilonitettiik Oket a taptalaj mutacié mendeli szegregacioja
feltiletén ugy, hogy mindegyikbdl kiilonallo telep

j0jjOn létre. Az azonos aszkuszbdl szarmazo sporak

altal képzett telepek egy sorban helyezkednek el.

4.1.6. Kettos mutacio kimutatasa egy ura” mutansban

A mutansok csoportokba rendezésekor taldltunk olyan ura™ mutans tdrzset ( 7-52 torzskonyvi
szamut ), melyet az uracilauxotrofok kozott beazonositott 4 komplementacios csoportbdl kettobe, az
I-es és 3-as csoportba is be tudtunk sorolni. Felmeriilt a gyanu, hogy ez a torzs kettds mutans,
melynek egyik mutans génje az egyik, masik mutans génje a masik csoport megfeleld génjével
mutat azonossagot. A feltételezés bizonyitdsdhoz kereszteztilkk a torzset protopaszt fuzids
modszerrel a 7-65 leu” mutdnssal, az azigotikus aszkuszokbol oktddanalizissel elkiilonitettiik a
sporakat és meghataroztuk azok auxotrofiajat. A leu” marker a mendeli 4:4 megoszlast mutatta az
utodsporakban, mig az ura” mutdcid gyakorta mutatott nem mendeli ( 6:2 ) eloszlast a mendeli 4:4

mellett ( 15. abra ). Az eredményt tovabbi fuzidkkal is megerdsitettiik:

7-52 ura-8 (1. és 3. csoport ) x 7-14 ura3-17 ( 3. csoport ) nem kaptunk diploidot— azonos
csoport
7-52 ura-8 (1. és 3. csoport ) x 7-47 ural-1 ( 1-es csoport ) nem kaptunk diploidot— azonos
csoport
7-52 ura-8 ( 3-as csoport ) x 7-76 urad-19 ( 4-es csoport ) életképes diploidot kaptunk—

kiilonb6z6 csoport

31



7-52 ura-8 ( 3-as csoport ) x 7-79 wurad-22 ( 4-es csoport ) életképes diploidot kaptunk—

kiilonb6z6 csoport

15. abra

crcr

7-52 ural,3-8 x 7-56 leul-1 keresztezés alapjan. Mig a leucinmarker a mendeli 4:4 szegregaciot
mutatja ( a ) addig az uracilmarker gyakorta ad 6:2 megoszlast (b )

4.1.7. Kapcsoltsagok az egyes auxotrof gének kozott

Az egyes auxotrofidkra felallitott komplementacids csoportoknal a csoportositas helyességét
protoplaszt fuzioval is megerdsitettiik, amely modszer mar a valodi komplementacié kdvetelményét
is kielégiti: a komplementacids csoportok egyes tagjait mesterségesen fuzionaltattuk. A kiilonb6zé
csoportba tartozé torzsek fuziojabol életképes diploid termék szarmazott, mig az azonos csoportbdl
szarmazo torzsekébdl nem. A kapott diploidokbol sporaztatd taptalalajon azigotikus aszkuszokat
nyertlink, melyekkel oktadanalizist végeztiink és megmértiik a prototroéf utddok aranyat majd ebbol
az adatbol rekombinacids gyakorisagokat szamoltunk ( lasd: anyagok és modszerek ). Néhany
esetben az igy kapott Rf érték 0,5-nél ( 50%-nal ) kisebbnek bizonyult ( 4. tablazat ), ezen esetekben
a vizsgalt lokuszok kozott kapcsoltsdgot taldltunk, tehat a két gén a kromoszoman helyileg
egymashoz kozel talalhat6. Minél kisebb az Rf érték két 16kusz kozott, a genetikai térképezés
szerint annal kozelebb vannak a gének egymashoz a kromoszoman. Az igy kapott értékekbdl
kalkuldlva két nagyobb kapcsoltsagi csoportot tudtunk Osszeallitani, egyikben a gének
valdszinisithetd sorrendjére is kovetkeztettiink. Az egyik csoport az urad4 - argl - arg2 - arg4,
melynek tagjai a kromoszoman is ebben a sorrendben kovetik egymast, a masik pedig a lysl - lys2
- lys6 - lys5 .
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Auxotrof 10kuszok Rekombinacios gyakorisag

argl — arg4 0,19

arg2 —arg4 0,19

argl — arg2 0,1

argl — ura4 0,083
lysl — lys5 0,25
lys2 — lysl 15 oktadban nem volt prototrof
lysl — lys6 20 oktddban nem volt prototréf
lys5 — lys6 22 oktddban nem volt prototr6f

4. tablazat

Kapcsoltsdgok az egyes auxotrof 16kuszok kozott

4.1.8. Az egyes auxotrof csoportok beazonositasa

Kivancsiak voltunk arra, hogy vajon az egyes auxotrof csoportok a bioszintetikus utvonal mely
1épésében sériiltek, azaz szerettiik volna kideriteni, mely, mar ismert bioszintetikus génnel mutatnak
funkcionalis homoldgiat. Mivel ezek az anabolikus itvonalak meglehetdsen konzervativak az egyes
fajokban, a Schizosaccharomyces pombe mar jol ismert bioszintetikus utvonalait vettiik alapul. Az
egyes utvonalak koztitermékeit alkalmaztuk és figyeltiik az auxotrof mutinsok ndvekedését az
intermedier termékkel kiegészitett SMA taptalajon ( lasd: anyagok €s modszerek ) ( 5. tablazat ).
Sajnos sok koztiterméket nem tudtunk beszerezni, masokrol pedig bebizonyosodott, hogy a sejt nem
képes azt felvenni, igy a néhany, tesztelésre alkalmas anyagcsere-intermedier alapjan csak az egyes
csoportok hozzavetdleges helyét tudtuk meghatarozni ( 6. tdblazat ).

A csoportok identifikalasasban tovabbi segitséget jelentett, hogy egyes csoportok jellegzetes
tulajdonsdgokat mutattak, méasokrol pedig kordbbi kisérleteink alapjan mar egyéb informacidk is
alltak rendelkezésilinkre. Az adeninmutdnsok 3-as és 4-es csoportjanak tagjai példaul jellegzetes
piros pigmentet termeltek, melyet a S. pombe egyes adeninmutansaib6l mar jol ismeriink.

A 5°-FOA segitségével izolalt ura” auxotréf mutansok pedig mind egy csoportba, ( ura4” ) voltak
besorolhatok.
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Auxotrofia Csoportok Anyagcsere-koztitermék
Van novekedeés Nincs novekedés

ADENIN adel AICAR, IMP, SAMP

ade2 IMP AICAR, SAMP

ade3 (piros) | IMP AICAR, SAMP

ade4 (piros) | IMP AICAR, SAMP
ARGININ |argl GM, GA, OR, NAGA CI

arg2 GM, GA, OR, NAGA, CI

arg3 GM, GA, OR, NAGA, CI

arg4 GM, GA, OR, NAGA, CI

args GM, GA, OR, NAGA, CI

arg6 GM, GA, OR, NAGA, CI

arg’ GM, GA, OR, NAGA, CI
LIZIN lysl HCA, AKAA, AAAA

lys2 HCA, AKAA, AAAA

lys3 HCA, AKAA, AAAA

lys4 AAAA HCA, AKAA,

lys5 HCA, AKAA, AAAA

lys6 AAAA HCA, AKAA,

lys7 HCA, AKAA, AAAA
URACIL ural OA, UMP USA, DHO

ura?2 OA, UMP USA, DHO

ura3 UMP USA, DHO, OA

urad UMP USA, DHO, OA

5. tablazat

Az egyes auxotrof csoportok ndvekedése a megfeleld bioszintetikus koztitermékeken.

Jelolések: IMP: inozitol 5’-monofoszfat; AICAR: 5-aminoimidazol karboxamid ribonukleotid;

SAMP: adenozin monofoszfat szukcinat; GM: glutamin; GA: glutamat; OR: ornitin;
NAGA: N-acetilglutaminsav; CI: citrullin; HCA: homocitromsav; AKAA: alfa-ketoadipinsav;
AAAA: alfa-aminoadipinsav; USA: ureidoszukcinat; DHO: dihidroorotat; OA: orotat

UMP: uridin 5’-monofoszfat
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Auxotrofia Komplementacios Helytik a
csoportok szintézisutban
URACIL" 1-es és 2-es csoport Orotat el6tt
3-as és 4-es csoport Orotat utdn, UDP el6tt

ADENIN" 1-es csoport IMP utan

2-4 csoportok IMP elétt
ARGININ 7-es csoport glutamin elétt

tobbi csoport citrullin utan

6. tablazat

Az egyes auxotrof komplementacios csoportok hozzavetdleges helye a bioszintetikus Gtvonalakban

4.1.9. myc mutansok izolalasa és csoportositasa

A mar meglévé auxotrof mutansaink kozott
olyanokat kerestiink, melyek a vad torzzsel
megegyez0 hifaképzési sajatsdgokat mutattak és
ezek tovabbi UV mutagenézisnek vetettiik ala.

Az igy kapott mutdnsok kozott olyanokra
szelektaltunk, melyek auxotrofiajukat
megtartottdk am  hifaképzési sajatsagai a vad
tipusétol eltérok voltak. Az azonos idd alatt
képzett hifak mennyiségét alapul véve talaltunk

hiperaktiv hifaképzéket ( myc™ ); a vadhoz

képest gyengébben hifazokat ( myc ) sot olyan

16. bra

myc = mycelial mutant

mutansokat is, melyek egyaltalan nem képeztek
hifakat, teljesen képtelenek a metamorfozisra
(myc ") (16.kép).

A myc™ mutansok korabban kezdenek hifaképzésbe ezért nagyobb micéliumtomeget képeznek

a/vad b/myc” ¢/ myc "

azonos idé alatt, mint a vadak. Némelyik myc'" mutans olyan gyorsan fejleszt hifakat, hogy
élesztofazisuk szinte hianyzik. Ugyanakkor a legtobb myc™ mutins fenotipusa meglehetdsen
kornyezetfiiggdnek bizonyult, némely esetben a vad fenotipustol alig lehetett elkiiloniteni ( tul oreg,
szaraz vagy nem elegendd tapanyagot tartalmazo taptalajon ) s6t egyes torzseknél bizonyos szamu

generacio utan eltlint.
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Ezért figyelmiink eldszor a myc™ €s myc™ ~ mutansok felé¢ fordult. Mindenekel6tt minden egyes
mutans esetében bebizonyitottuk, hogy a fenotipust egyetlen gén hibaja okozza-e. Ehhez vad tipust
torzzsel kereszteztiik vissza oket és figyeltiik, a myc morfologia a mendeli 4 : 4 szegregacids aranyt
mutatja-e. Valamennyi vizsgalt myc muténs estében azt kaptuk, hogy a fenotipusért egyetlen gén
hibgja felelés, azaz mindegyik esetben 4 : 4 szegregacids aranyt kaptunk a mutans fenotipus
megjelenésére. Azonkivill a myc morfologia a mutidns torzsekben jelenlevd auxotrofidktol
fiiggetlentil rekombinalddott, tehat egyetlen esetben sem volt kapcsoltsag az auxotrof jelleg és a
myc fenotipus kozott.

A tovabbiakban kereszteztiik egymassal mutansainkat ( protoplaszt fuziok alkalmazasaval ), minden
torzset mindegyikkel parositva keresztezési matrixot hajtottunk végre. A kapott diploidokbol
sporaztatd taptalajon azigotikus aszkuszokat nyertiink, a benniik iilé 8 spoérat kimanipulaltuk és
mindegyik sporabol szdrmazo telep auxotrofidjat illetve hifaképzési készségét ( vad tipus, mint
kontroll mellett ) meghataroztuk ( 17. abra ).

A kapott eredményekbdél a myc morfologiara nézve
csoportokat tudtunk felallitani, ahol a csoportok
valdszinisithetéen géneknek felelnek meg. Amennyiben a
rekombinans sporak kozott nagy szazalékban ( 25 % )
kaptunk vad fenotipust mutatdé hifzasi sajatsagu utodot,
arra kovetkeztethettiink, hogy a sziil6i torzsek kiilonb6zo
lokuszban sériiltek voltak, azaz hibas micéliumkézési
sajatsagaik kiilonbozoé gének hibajahoz voltak kothetdk,

igy intergénes rekombindcié révén e morfoldgiat tekintve

l1étrejohetett egészséges fenotipustt utoduk. Ezeket a

torzseket kiilon  csoportokba soroltuk. Ha azonban 17. 4bra
nagyszamu rekombinans utdd kozott sem taldltunk a myc mutansok keresztezésébdl
vadhoz hasonld hifazasi tulajdonsagut, a sziiléi torzseket szarmaz6 utodok tesztelése hifa-

azonos  csoportba soroltuk, azaz feltételeztiik, hogy novesztésre vad 7-1 mellett

azonos génhiba okozta myc morfologidjukat.

Meglepetésiinkre azt kaptuk, hogy az Osszes vizsgalt myc™ mutansban kiillonb6z6é gén hibaja okoz
gyenge hifandvekedést, tovabba a gének kozott nem talaltunk kapcsoltsagot. ( 7. tablazat ).

A kiilonb6zé myc™ mutans torzsekkel végzett keresztezések soran kaptunk olyan rekombinans
utodokat, amelyek mindkét myc™ mutaciot egyiitt tartalmaztak. Ezek fenotipusa gyakran még inkabb
csokkent ( mindkét sziil6i myc™ fenotipushoz képest gyengébb ) micéliaris novekedést mutatott,
tehat a myc™ mutaciok hatasa Osszeadodott. Ez némely esetben akdr a myc ~ fenotipushoz is
vezethetett.
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7-50
myc-1

7-52
myc-2

7-78
myc-3

7-99
myc-5

7-100
myc-6

7-101
myc-7

7-102
myc-8

7-95
myc-9

7-50
myc-1

7-52
myc-2

7-78
myc-3

7-99
myc-5

7-100
myc-6

+| +| +| e

7-101
myc-7

+le| +| +| +

7-101
myc-8

7-95
myc-9

I A R s

+| o+ |+

+ jelzés mutatja, hogy a myc morfologiat tekintve nagyszamu, vad tipusu utddot kaptunk, azaz az

7. tablazat

A myc” mutansok keresztezési matrixa.

adott két térzs kiilonbozd csoportba sorolhato. ¢ jel mutatja, hogy egy torzs Gnmagaval vald

keresztezése értelmetlen, ezért ezen parositasokat nem végeztiik el. Az iiresen hagyott helyeken

A myc ~ mutinsokat vizsgalva azonban kaptunk azonos génben sériilt mutansokat, a meglévd négy

nincs még adat.

myc ~ torzsbdl harom azonosnak, egy t6liik kiilonbozének bizonyult ( 8. tablazat ).

+ jelzés mutatja, hogy a myc morfologiat tekintve nagyszamu, vad tipusu utddot kaptunk, azaz az

7-63 7-96 7-147 7-148
myc-4 myc-10 myc-30 myc-31

7-63 - + —_—
myc-4 (I)

7-96 . (I) +
myc-10
myc-30

7-148 e + (I)
myc-31

8. tablazat

A myc ~ mutiansok keresztezési matrixa.

adott két torzs kiilonb6z6 csoportba sorolhatd. --- jelzés mutatja, hogy nagyszami rekombinans

utdd kozott sem talaltunk a myc morfologiat tekintve vad fenotipusut, igy a torzsek azonos

csoportba tartoznak.
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Mindazonaltal a myc™™ mutansokat is vizsgaltuk. Az altalunk tanumanyozott négy myc  torzs
mindegyikénél egy gén hibéjara volt visszavezethetd a fenotipus: mindegyik esetben mendeli 4 : 4
megoszlast kaptunk a mutdns fenotipus megjelenésére az utdédokban vad torzzsel valod

keresztezéskor. A négy myc' torzset egymas ellen is teszteltik és az igy kapott eredmények azt

mutattak, hogy a vizsgalt torzsek mindegyike kiilonb6z6 génben sériilt ( 9. tablazat ).

7-10 7-86 7-88 7-92
myc-15 | myc-18 | myc-20 | myc-14

7-10 b + + +
myc-15

7-86 + o + +
myc-18

7-88 + + d +
myc-20

7-92 + + + o
myc24

9. tabazat

A myc"" mutansok komplementacios matrixa
4.1.10. Diploid sejtek hifaképzése

A protoplaszt fuzioval képzett diploidok is képesek voltak bizonyos i1d6 utdn diploid hifak
fejlesztésére. Minimal taptalajon 30 °C-on megfeleld ideig ( 1-1,5 hét) tenyésztve a diploid sejtek
dimorf atalakulason mentek keresztiil és hifafonalakat fejlesztettek. Ezen hifakat mikroszkop alatt
megvizsgalva szabalyos, intakt szeptumokkal hatarolt, elagazé fonalakat lattunk. Joval vastagabbak,
nagyobb méretiieck voltak a haploid hifadkhoz képest — hiszen maguk a diploid sejtek is 2x-3x

nagyobbak mint a haploidok — am cellularis szervezddésiik teljesen hasonlé azokéhoz ( 18. ébra ).

Haploid hifa

Diploid hifa
18. abra
Haploid és diploid hifak Nomarski objektivvel fényképezve. Méretvonal: 10 um
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A diploid hifak novekedési liteme pedig a haploid hifak novekedési litemével megegyezo volt, vagy
egészen enyhén lassabb, mely a nagyobb sejtméret aranyosan nagyobb citoplazmaképzési igényével
magyarazhato.

4.1.11. Klasszikus komplementacio a myc mutansok diploidjainal

Kiilonb6z6 génben sériilt myc™ ~ mutansokbol ( 7-63 és 7-147 ) protoplaszt fuzidval diploid torzset
hoztunk 1étre és EMMA + tiamin minimal taptalajra csikoztuk vad 7-1-es torzs mellett vizsgalva.
Azt talaltuk, hogy a diploid képes volt a vad torzzsel megegyez0 mértékii micéliumképzésre, azaz

megvalosult benne a valdédi komplementacio jelensége: a diploidban mindkét hibas gén mellett

megtalalhatd volt azok hibatlan allélja is ¢és ezek megléte egyetlen példanyban is
biztositotta a zavartalan hifaképzodést ( 19. abra A).

a/ 7-1(vad) a/ 7-1(vad)
b/ 7-63 (myc )/ 7-147 (myc ) b/ 7-16 (myc™)/7-63 (myc ")

19. abra
Valédi komplementacio jelensége EMMA + tiamin taptalajon 30 °C-on 12 nap utan

Annak bizonyitdsara, hogy a diploid torzs koriil 1athatd micéliumtdmeg valdéban diploid hifakbol all
spatulaval 6vatosan kiemeltiink beldle egy agarkockat €s friss minimal taptalajra ( SMA ) helyeztiik.
Néhany nap mulva a friss taptalajon kindvekedtek beldle az élesztdsejtek, melyeket mikroszkop
alatt megvizsgalva diploid morfologiat mutattak. Ezeket a sejteket EMMA-N sporaztato taptalajra

téve azigotikus aszkuszokat kaptunk, melyekbdl kimanipuldlva a spérdkat és meghatirozva az
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azokbdl felnovekvo telepek auxotrofiajat visszakaptuk a sziiléi auxotrof alléleket mendeli aranyban.
Mindez azt bizonyitja, hogy a diploid csik koriil kinovekedett hifak valoban diploidok voltak, tehat
klasszikus komplementacio tortént.

Kivancsiak voltunk, vajon myc ~ és myc  mutansok fuzi6jabol szarmazé diploidok is mutatjak-e a
teljes komplementacié jelenségét. Létrehoztuk a diploidota 7-16 (myc' ) és 7-63 (myc™ ) tor-
zsekbdl, majd micéliumképzési aktivitdsukat néztiik vad haploid 7-1 torzs mellett. Varakozasunk-
nak megfelelden itt is ezt az eredményt kaptuk: a diploidok altal képzett hifak mennyisége, ndveke-
désiik liteme a vad tipussal megegyez6 volt ( 19. dbra B ). Mindemellett ezen diploidokbdl meidzist
kovetden kapott rekombinans haploid utédok koziil a kettés mutansok ( melyek egyiitt tartal-

mazzak amyc™~ ésmyc’ géneket ) fenotipusa myc ~-nek bizonyult.
y y g p y y

4.1.12. A myc mutansok vakuolaris mintazata

Fluoreszcens vakudlumfestéssel lathatova tettiik a 7-1 vad tipusu torzs ¢€s a kiillonb6z6 myc™ és
myc ~ mutansok ( myc” ) vakudlumait ( lasd: anyagok és modszerek ). UV mikroszkép alatt
vizsgalva a sejteket eltérésre lettiink figyelmesek a vad 7.1 és a myc”~ ~ mutansok vakuolaris
mintazatat illetdleg ( 20. abra ).
Mig a vad tipust sejtben aprobb és nagyobb vakudlum egyarant eléfordult, szilard taptalajon
tenyésztett 4-5 napos sejteknél pedig néhany feltiinden nagy vakudélum is volt, addig a myc™ "~
torzsek sejtjeinek tobbségére a sok aprd vakuodlum volt jellemzd, néhany nagyobb, fuzionalt
vakuolum csak elvétve fordult eld.
Bar voltak olyan myc mutans térzsek, melyeknél ez a jelenség nem volt megfigyelhetd, a legtobb
myc  torzsnél azonban egyértelmiien észleltik, a myc ~ torzsek pedig kivétel nélkiil,
egyoOntetlien mutattdk. Az azonos génben sériilt hdrom myc™ = mutans ( 7-63, 7-96 és 7-148 )
pedig teljesen azonos vakuolaris mintazatot mutatott: citoplazmajukban sok apro, egyenld méretii
vakudlum volt, egyetlen nagyobb, fuzionalt vakudlumot sem észleltink. Tehat a jellegzetes
vakuélum-mintazat korrelaciét mutatott a micélidris mutacioval. Azonkiviill szamos esetben a

myc " torzsek feltiinden lekerekedettek is voltak ( 20. abra C ).
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Nomarski objektivvel készitett felvétel Vakuolumfestés fluoreszcens festékkel
20. abra

Amyc”™~ mutansok vakuolaris mintizata a vad tipusétol eltérd. Méretvonalak: 10 pm

A felsé sorokban ( A, B ) a 7-1 vad tipusu sejt, az alsé sorokban ( C, D ) a myc mutansok egyik

jellemzd torzse lathato.

4.1.13. A myc torzsek koffeinérzékenység-vizsgalata

A S. japonicus hifandvekedése érzékeny koffeinre. A dimorf atalakulashoz az intracellularis cAMP
erbteljes lecsokkenésére van sziikség; a koffein gatolja a cAMP-foszfodiészterazt ( Beach és tsi.,
1985), ezaltal magas szinten tartja a cAMP-t, mellyel meggatolja a hifandvekedés beinditasat
( lasd: irodalmi attekintés ). 0 mM-t6l 5 mM-ig novelve a taptalaj koffeinkoncentracidjat
fokozatosan gyengiild hifanovekedést észleliink. 5 mM koncentracioji koffein pedig tokéletesen
meggatolja a hifaképzodést ( Sipiczki és tsi., 1998 b ) ( 21. abra ).
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21. abra
Koffein gatld hatasa a S. japonicus micéliumndvesztésére ( Sipiczki és tsi., 1998 b ).
Koffeinkoncentracid az elsd csészétol novekvo sorrendben: OmM, 0,2 mM, 0,4 mM, 0,5mM, 5 mM.

(A kép a cikkbdl szarmazik, a szerzé engedélyével kozolve ).

Tovabb novelve a koffeinkoncentraciot a taptalajban az élesztdsejt-ndvekedés is egyre gyengiild
tendenciat mutatott, majd 10 mM-os koffeinkoncentracidonal mar nem észleltiink sejtndvekedést.
Hasonl6 eredményeket adtak a myc mutansokkal végzett kisérletek is. Fiiggetleniil a myc mutacid
jellegétdl ezen értékek koré csoportosultak az eredmények, szignifikans eltérést nem tapasztaltunk
( 10.-11. tablazat ). A myc  hifandvekedése is gatlodott 5 mM-nal, az érték nem tolodott ki
magasabb koncentracidk felé¢; a myc™ mutansoknél pedig az eleve meglévd, gyenge hifaképzéssel
aranyosan egyre rovidebb micéliumokat kaptunk a koffeinkoncentracid emelésével, azonban a
hifanévekedés abszolut mértékben itt is csak 5 mM-os értéknél gatlddott.

A vad 7.1-es torzs UV mutagenézisét kovetden izolaltunk olyan koffeinrezisztens mutansokat is,
melyek képesek voltak még 10 mM-os értéknél élesztdsejtet ndveszteni illetve olyanokat, melyek 5
mM-os értéknél még képeznek hifat ( 1dsd: anyagok és modszerek ). A két tulajdonsagot egyiitt
tartalmazé mutanst nem talaltunk. Ezen mutansok hifaképzési sajatsagait vizsgalva azt kaptuk, hogy
sem az 5 mM-nal még enyhe hifaképzést mutatd, sem a 10 mM-nal élesztdsejt-ndvekedésre képes

mutansok hifaképzési mértéke nem tért el a vad tipusétodl normal koriilmények kozott.
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Torzsek Micéliumnovekedés ( mm) a megadott koffeinkoncentracioknal
12 nap utan
OmM |02mM|0,6 mM| 1 mM 2 mM 3 mM 4 mM 5 mM
7-50 ( myc™) 1,5 1 0,5 0,2 0,1 0,1 0,1
ura2-6 myc-1
7-52 (myc") 5 5 4 2,5 1 0,5 0,1
ural,3-8 myc-2
7-78 (myc™) | 2.5 2 1 0,5 0,2 0,1
ura2-21 myc-3
7-63 (myc ) --- - - --- --- - -- --
leu3-10 myc-4
7-16 (myc' ") 12 7 5 4 3 0,5 0,1
ura2-16 myc-15
7.1 (vad) 7 7 6 5 3 0,5 0,1

10. tablazat
A myc mutansok micélidris fazisanak koffeinérzékenysége ( néhany, a csoportra legjellemzébb

torzs adatait kiemelve ).

Torzsek Elesztésejt-novekedés
az egyes koncentracidértékeknél
6 mM 7TmM | 8§mM 9 mM 10 mM
7-50 (myc™ ) nd no no nehezen nd | nem nd
ura2-6 myc-1
7-52 (myc ) nd nd kevés telep | 6-7 telep nem nd
ural,3-8 myc-2
7-78 (myc™) nd nd nd nehezen né | nem nd
ura2-21 myc-3
7-63 (myc ) nd né nd nd nem nd
leu3-10 myc-4
7-16 (myc') né né né né nem nd
ura2-16 myc-15
7.1 (vad) nd no no nd nem no

11. tablazat

adatait kiemelve ).
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4.1.14. A myc mutansok tesztelése benomyllal szembeni rezisztenciara

A benomyl egy kozismert gyomirtoszer. A sejt citoszkeletaris rendszerén keresztiil fejti ki toxikus
hatasat ( mikrotubulusok szervezddését gatolja ) ( That és tsi.,, 1985 ). S. pombe egyes
pszeudomicéliumot képzd szeptacidos mutansainal példaul a citoszkeleton modosult, ezaltal a sejtek
enyhén rezisztensebbek a benomylra ( Sipiczki és tsi., 1993 ).

Megvizsgaltuk a myc mutans torzsek benomylérzékenységét, és azt tapasztaltuk, hogy nem tért el
szignifikansan a 7-1 vad tipusétol. A S. japonicus 7-1-es vad tipust torzs érzékenysége azonos volt
a S. pombe 0-1 L-972-es vad tipusu torzsének érzékenységével, azaz mindkét fajnal 8 pg/ml
benomilkoncentracié volt az a hatarérték, melynél sejtndvekedés mar nem tapasztalhat6. A myc
mutansok is ezt az érzékenységet mutattak ( 12. tdblazat ).

Torzsek Elesztésejt-novekedés az egyes koncentracioértékeknél
8 ug/ml 8 ug/ml 8 ug/ml 12 pg/ml 16 pug/ml
7-50 (myc™ ) nd nd — — —
ura2-6 myc-1
7-52 (myc ) né né 2 telep --- ---
ural,3-8 myc-2
7-78 (myc") nd nd 4 telep 6 telep -
ura2-21 myc-3
7-63 (myc ) nd nehezen nd --- --- ---
leu3-10 myc-4
7-16 (myc' ) 06 06
ura2-16 myc-15
7.1 (vad) nincs adat 1 telep -—- ---

12. tablazat
A myc mutansok benomylérzékenysége

( néhany, a csoportra legjellemzdébb torzs adatait kiemelve ).
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4.1.15. Transzformacios Kisérletek

Az izolalt mutdnsainkat megprobaltuk transzformélni a rendelkezésiinkre 4ll6 leggyakrabban
hasznalt S. pombe és S. cerevisiae vektorokkal, az élesztoknél rutinszeriien alkalmazott bevalt

transzformacios modszerekkel.
4.1.15.1. Auxotrof fenotipus transzformalasa prototroffa

Legel6szor az izolalt uracil és leucin auxotrof mutansainkat probaltuk meg transzformalni S. pombe
és S. cerevisiae auxotrofiakat komplementald géneket tartalmazo6 plazmidokkal.

A leucin mutansokat a S. cerevisiae LEU2 ( pombe leul homolég ) gént tartalmazo6 plazmidokkal
(pJDB 207; pEVPI11; pBEJ16 ), az uracil mutansokat S. pombe ura4 gént tartalmazé plazmiddal

( pURN18 ) transzformaltuk; az els6ként emlitett harom plazmid a S. cerevisiae 2p-os plazmidjanak
replikacios origojat ( autondém replikacios szekvencia, ARS ), a pURN18 plazmid pedig a S. pombe
ARS-¢ét tartalmazta.

A transzformalasok eredménytelenek voltak annak ellenére, hogy mindharom, az élesztdknél bevalt
transzformécios modszert alkalmaztuk ( litium-acetatos modszer, protoplasztos transzformalés,
elektroporézis ). Nagy ritkdn kaptunk egy-egy telepet, melyek sohasem mutattak
plazmidvesztést; ezek valdsziniileg integrativok vagy ritkan eléfordulé backmutansok voltak. A
kontrollként hasznalt S. pombe mutansok ( 0-38 leul-32, 0-92 ura4-D18 ) mindig kitlin6en
transzformalhatok voltak. A kudarc oka lehet, hogy nem az auxotrof torzsek hibas génjének
megfeleld gént juttattuk be a torzsekbe - hiszen mind a leucin, mind az uracil bioszintézisében
szamos gén vesz részt - vagy ha az jutott be, nem komplementalt, illetve ha enyhén tudta is a rokon
fajbol szadrmazd gén komplementalni az auxotrofidt, az idegen ARS nem milkodott a S.

japonicusban, igy csak néhany integrativnak tin6 transzformanst kaptunk.
4.1.15.2. Transzformalas rezisztenciagénekkel

A transzformalas kudarcdnak szamos bizonytalansagi tényezdje koziil az egyiket - miszerint nem
tudjuk, hogy a megfeleld gén jut-e be a torzsbe - kikiiszoboltiik ugy, hogy a vektorral olyan markert
vittiink be, mely ha bejut a sejtbe, az altala kddolt fenotipus mindenképpen, a transzformalt torzs
genetikai hatterétdl fiiggetleniil is megnyilvanul. Ilyen dominans markerek az antifungélis szerek:
geneticin ( neomycin ) illetve hygromycin elleni rezisztenciat hordoz6 gének.

MindenekelStt megnéztiik a S. japonicus érzékenységét az adott szerekkel szemben. Erdekes modon
a S. japonicus 7-1 vad torzs tliréshatar-értékei mindkét szerrel szemben sokkal magasabbak voltak
mint a S. pombe 0-1 L 972 vad tipusu torzsé ( 22. abra, 13. tablazat )
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Geneticin | Hygromycin

S. pombe 0-1 40 ug/ml | 20-30 ug/ml
L 972

S. japonicus 7-1 | 90 ug/ml 100 ug/ml

22. abra 13. tablazat
A S. japonicus 7-1 antimikotikum-érzékenysége Ttlréshatar-értékek hygromycin és geneticin
hygromycinre tesztelve a/ 70 pg/ml b/ 80 pg/ml vonatkozasaban S. pombe 0-1 L 972-re és
¢/ 90 pg/ml d/ 100 pg/ml S. japonicus 7-1- re tesztelve

Transzformaltuk a S. japonicus vad 7-1 torzset geneticin rezisztenciat tartalmazo plazmiddokkal
( pBEJ; pEVP11 ) illetve a hygromycin rezisztenciat tartalmazo plazmiddal ( pBG1 ) és az egyes
transzforansokat a megfelel6 antimikotikumot tartalmazo csészékre szélesztettiik.

A S.japonicus 7-1 esetében soha nem kaptunk transzformanst, mig a kontrollként hasznalt
S. pombe L 972 0-1 mindig kitliné eredményt adott; sok rezisztens teleppel. A jelenség oka lehet,
hogy a két rezisztenciagén egyike sem milkodik a S. japonicusban, mivel azonban ezek a
rezisztenciak igen univerzalisak ¢és a legkiilonb6zdbb fajokban alkalmazhatdk, sokkal valoszinlibb
az, hogy a plazmidok altal tartalmazott S. pombe ARS nem alkalmas a plazmidok fenntartasara a
transzforméansokban.

Hasonlbéan negativ eredményt kaptunk a S. cerevisiae-b6l szarmazo 2um-es plazmiddal torténéd
transzformalasok esetén is, azaz ugy tinik, sem a S. pombe, sem a S. cerevisiae ARS-e sem
megfelel6 a S. japonicus szamara.

4.1.16. Fajazonos ARS izolalasa S. japonicusbol

Mindezen transzformacios sikertelenségek arra késztettek minket, hogy a S. japonicus genomjabol
sajat ARS-t izolaljunk és ezt hasznaljuk fel a transzformaciés plazmidokban, ezaltal lehetévé téve a
transzformans sejtekbe bejutott plazmid replikalodasat igy fennmaradasat.

Mindehhez elszor génkonyvtarat készitettiink pJK148 S. pombe leul markert tartalmazé integrativ
plazmidban ( 1asd: anyagok és modszerek ) ( 23. 4bra ).

46



S. japonicus genom

Részleges emésztés
EcoRlI-vel

Fragmentek

EcoRI emésztett
pJK 148 plazmidok

|

/TTTTVA

CCCCCO

Geénkonyvtar

23. ébra
Genomialis génkonyvtarkészités S. japonicus 7-1 -bol

pJK148 integrativ plazmidba

A génkonyvtarral transzformaltuk a S. japonicus leucin mutans torzseit. Pozitiv kontrollként a

S. pombe 0-1 leul-32 mutansat alkalmaztuk A transzformalas az egyik leucin mutans

torzs ( 7-63 leu3-10 myc-4 ) esetében sikeres volt, azaz minden alkalommal kaptunk néhany

telepet. Csészénként 3-4 telep novekedett ki, 6t csészérdl 16 db telepet izolaltunk. Ez a torzs tehat

komplementalhat6 volt a S. pombe leul génjével, tehat hibas leucingénje egyértelmii homologja

annak. A kapott transzformans telepek mindegyikét leteszteltiik plazmidvesztésre ( 1asd: anyagok ¢€s

modszerek ).

Szamos olyan telepet talaltunk ( a 16 telepbdl 15-
0t ), mely igen erds plazmidvesztést mutatott ( 25.
abra ), tehat feltételezhetd volt, hogy a bekeriilt
vektor extrakromoszomalisan szaporodhatott a
genomialis inzerttel bekeriilt ARS funkcioju
szekvenciarészlet miatt. Az igy fennmaradni
képes plazmidokat, melyek a sejt valamely
mutans fenotipusat komplementalni képesek,
konnyen elveszti a sejt permissziv koriilmények
koz¢ keriilve. Visszanyertiik a plazmidot az egyik,
plazmidvesztést —mutatdé telepbdl (  lasd:
anyagok ¢és modszerek). Az igy kapott
plazmidnak pJKA elnevezést adtunk ( 24. abra ).
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EcoRI emésztéssel kivagtuk a genomialis inzertet a visszanyert pJKA plazmidbdl. Emésztés utan
megfuttattuk az igy kapott DNS-t és azt lattuk, hogy az lires plazmid savja mellett ( 5,5 kb ) még két

savot kaptunk ( 1,5 kb és 2,5kb ), azaz az enzim egy helyen belevagott a genomidlis inzertbe is
(26. abra).

EcoRI hasitott 1kb-os
pJKA marker létra

5,5kb
2,5kb
1,5 kb
25 abra 26. abra
Plazmidvesztés kimutatasa SMA taptalajon. A plazmidvesztést mutato transzformansbol
A novekvo telepek megtartottak plazmid- visszanyert plazmid emésztése EcoRI enzimmel.
jukat, mig a nem novekvdek ( tobbség ) A pJK148 plazmid savja ( 5,5 kb ) mellett két
elvesztették azt. inzertfragmentet kaptunk ( 1,5 kb és 2,5 kb ).

Szubklénoztunk az 1,5 kb és 2,5 kb nagysagi genomialis fragmentekkel, azaz mindkett6t kiilon-
kiilon beépitettiik pJK148 integrativ plazmidba és transzformaltuk veliik a 7-63 leu3-10 myc-4
torzset. Az 1,5 kb-os fragmentet tartalmazd plazmiddal torténd transzformaldsok soran mindig
kaptunk transzformans telepeket, melyek mindegyike mutatta a plazmidvesztést ( 14. tablazat ), mig
a 2,5 kb-os fragmentet tartalmazé plazmiddal torténd transzformalasok esetén sosem kaptunk
telepeket. Midezen eredményekbdl arra kovetkeztettiink, hogy az ARS funkcioért az 1,5 kb-os
fragmenten taldlhato szekvencia felelds.

Az igy kapott, hipotetikus ( feltételezett ) ARS hatasfoka azonban meglehetésen alacsony. A
plazmidvesztés mar a minimal taptalajon megkezdddik, a plazmidvesztési teszt eredménye pedig
3%, ami joval alatta marad a S. pombe replikativ plazmidjainal mért értékeknek ( kb. 40% ).
Feltehetd, hogy nem ARS-t, hanem ARS funkciot is némileg ellatni képes szekvenciat leltiink. A
génkonyvtarral torténd sorozatos transzformaldsok ellenére azonban sosem kaptunk olyan

transzformans telepet, melynek plazmidvesztési rataja ennél 1ényegesen jobb lett volna.
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Transzformalt torzs Telepszam / csésze
pJKA 1,5 kb-os fragmentet | 2,5 kb-os fragmentet
tartalmazo pJK148 tartalmazo pJK148
S. japonicus 12-16 20 0
7-63 leu3-10 myc-4
S. pombe 15-16 60-70 60-70
7-38 leul-32
14. tablazat

A 7-63-as S. japonicus torzs kiillonb6z6 plazmidokkal valé transzformalasakor kapott telepszamok.

4.1.17. Az 1,5 kb fragment szekvenciaja

Beépitettiik az 1,5 kb nagysaghi genomialis fragmentet pURNI18 plazmidba, ¢és elkiildtiik

szekvenalasra a Szegedi Biologiai Intézetbe ( SZBK ). A teljes szekvencia, melyben a

nukleotidsorrendbdl ( felso sor ) kikalkulalt aminosavsorrend ( also sor ) is lathato:

cttccatcgacaggctcttggaactgccaggaaaactggtattcaagttt
FHRQALGTARIKTG 1T Q V S
ctgctttacggagtaatctacctttatccctattactaacaaaaagtgga
AL R S NULWPWLS L L L T K S G
cggactgccgaaggcgaaaagttactggttgaatcagaagcattactaaa
R T A E G E KL L V E S E A L L K
actcaaccaaccctaccataagctactatggttacttacggccgcagaat
L N Q P Y H K L L WL L T AAVE S
cacatgaagcgaacgggtgtattgacaaaactatggatacttatgccatg
H E AN G C I DK T M D T Y A M
tgtttagatctcatcaatactatgttgtgcatagactgttccaaaatggc
c L DL I NTMULTCI1T DI CSIKMA
acagctaccttcattgattgcggatttacattcgttatctctttcgecttg
Q L P S L I A DLHSUL S L S L G
gatcttctgaaaatgacaataaaggtggtatgggaacagcagttcttaac
S S ENDWNIKGGMGT AV L N
gatttaaaagcaacaattacacggaaacaatcactacatatggctagtca
D LK ATI1T TR RIKIOQSLHMAS Q
gtattgcatagacgatgcaaaaaggttatttaaagactcacttcgtaaga
Yy C 1 D DA KIRULF KD S L R KN
acattctcaacttctacaatacggtgtcttccaaaattgctcgatcaaaa
I L NF Y NTV S S K I A R S K
attatgctatacgaaacagagtacacactgaagagtgatcctgttttacg
I M L Y E T EY T L K S D P V L R
aaccttacgggattcagttatttctcttccaggagtaagcaaacaaaagc
T L R D SV I S L P GV S K Q K Q
aaaaacaaactaaggcatttattagtttagatagtccaaggttgcgctca
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K Q T K A F 1 S L D SPR L R S
aatcttactcagaaaggcgaaagcaaaatggacattcttcgtgatcgttt

N L T Q K G E S K MD 1 L R D R L
acgtgtgattcttgaatcagcaagccgaaactgtgaggaaatattccagg 800
R v1 L E S ASIRNTZGCEE 1 F Q E
aggtttactcaaagggctcagtacagttatgtcgtaacacaaatgagttg

VY S K G SV QLCRNTNEL
cttttctacacgactattatgcaaaacgggctaattaacctcgatcctcc 900
L F Y T™TTI1 MQNGUL 1T NL D P P
gaaagaaccagacgctgttatagcttcttatttcttagaatcaagtaaag

K E P DAV I A SY F L E S S K A
cattgggcatttctcaccgcattttctttcgcaatctgtcgcgcaaaatc 1000
L 66 1 S HR I FF RNULSR K I
gatctgaagtccccaaattcaaatttgatgatgaaagtatcgtcatgcgg

D LK SPNSNILMMMIKV S S C G
cgaactcccgaaggaacaagactttaaatgcgatgttattgatacacttc 1100
E L P K EQDF K CDV I DT L P
cactcaattggagtatcgtaagcattgctatcagtgagtcaaaagaagac

L NW S 1 VS 1 A1 S E S K E D
ttatttctttctaaagttcgaaaaaatcaaaatccccttgttgttcgect 1200
L F L S K VRIKNUOQOQNWPLV V RL
ccctcttcagcggcataattcacgagatgctgatgaggagatattcttgt

P L Q R HNSRUDA ADETEIT1 F L F
ttcaatctgcctacgatgagcttcaatctatcattgatcggagtaatcaa 1300
Q S A Y b E L Q S 1 I DR S N QQ
attactcgtgaaggaaaagactataaaacaagagaagaaaaagaaagatg

I T R E G K DY K TIREE K E R W
gtggaaagaacgtcgggaattagactgtacgctagctgcactcttaaaca 1400
W K E R R E L D CTUL AAULL NN
atatagaatcctgctggcttggcggattcaagggtattttttcatccaaa

Il E S C WL G G F K G I F S S K
aggcctcacaaagaaagcttcatgcggttttcctatcaatttaagagagt 1500
R P HKESFMRFSY Q F K RV
tcttggtaaaaatcttacatttcttactaa 1531
L 6 K N L T F L T

A szekvencidt megvizsgalva talaltunk rajta néhany oligonukleotid-részletet ( a szekvenciaban
pirossal jelolve ), melyek a S. pombe egyik tipusi ARS-ének konszenzus szekvenciajahoz
( PACS ) volt hasonlé: PACS: (A/T)PuTT-TATTTA(A/T).

4.1.18. Homologia keresése
Az NCBI adatbazis BLAST-szolgaltatasanak felhasznalasdval homologidkat kerestiink a
megszekvenaltatott S. japonicus-szekvenciara mas fajokbol szarmazo génekkel. Jelentds

homologiat nukleinsav-sorrend szintjén nem taldltunk, a beldle szdrmaztatott aminosav-sorrend

szintjén azonban szamos homologiara leltiink ( 27. édbra )
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27. abra

Homologiak fehérjeszinten a S. japonicus 1,5 kb-os szekvenciajaval.
A homoldg fehérjék szerepe az adott fajnal zardjelben feltlintetve

cutl protein ( S.pombe; anafazisba valo belépés, testvérkromatidak szétvalasa )

ESP1 protein (S. cerevisiae; testvérkromatidak szétvélasa és a szegregacio )
A legkifejezettebb homologiat a S. pombe cutl gén altal kodolt fehérjével talaltunk. Ez arra
0sztonzott minket, hogy megnézziik, vajon a S. pombe cutl génnek van-e ARS-funkcidja S. japo-
nicusban?
4.1.19. Transzformalas S. pombe cutl génnel
A transzformaldsokhoz a pCUT1-9 plazmidot hasznéltuk, mely tartalmazza a teljes cutl gént

S. cerevisiae LEU2 marker mellett. Transzformaltuk a S. japonicus 7-63 leu3-10 myc-4 mutansat.

Az 15. tablazat négy transzformalas eredményeit tartalmazza:

Telepszam Plazmidvesztés
1. transzformalas 14 nincs
2. transzformalas 0 nincs
3. transzformalas 3 nincs
4. transzformalas 54 nincs

15. tablazat
S. japonicus transzformalasa a cutl gént tartalmazo pCUT1-9 plazmiddal
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A kapott transzformans telepek egyik esetben sem mutattak plazmidvesztést, tehat a bekeriilt
plazmid valosziniileg beintegralddott a kromoszomaba. A S. pombe cutl génje tehat - mint ahogy a
csekély DNS-szintli hasonlosag miatt sejtheté volt - nem képes ARS funkciot kifejteni S.  japo-
nicusban. A kisérletbdl azonban egyértelmiien kideriil, hogy a S. japonicus 7-63 leu3-10 mutansa
nem csak a S. pombe leul génnel komplementalhatd, hanem annak homoldgjaval, a S. cerevisiae
LEUZ2 génnel is.

4.1.20. A 2,5 kb-os fragment szekvenciaja

Az 1,5 kb-os fragmenttel talalt cutl homoldgia azt mutatta, hogy a cutl rendkiviil nagy ORF-jébol
( open reading frame ) a homoldg S. japonicus 1,5 kb-os genomialis fragment csak toredéket
tartalmazott ( a gén elejét ). Arra gondoltunk, hogy a gén folytatasat a masik, 2,5 kb-os fragmenten
megleljiik és igy birtokunkban lesz az elsé teljes S. japonicus gén, melynek homologjat ismerjiik.
Ezért megszekvenaltattuk ezt a 2,5 kb-os szakaszt is, de meglepetésiinkre egy, a S. japonicusban
mar leirt riboszémalis DNS kodjat adta. A 2,5 kb-os genomidlis inzertdarab tehat csak véletlen
kapcsolodas révén keriilt a génkonyvtar izolalt plazmidjaban a cutl homolég 1,5 kb-os szakasz

mellé.

4.1.21. Rokonsagi kapcsolatok a homologiak alapjan

Az 1,5 kb-os fragmentiinkkel homolog fehérjék konzervativ régidinak aminosavsorrendjét
Osszehasonlitva rokonsagi kapcsolatokra kovetkeztethetiink azon fajok kozott, amelyekre
homoloégiat talaltunk ( 1asd: anyagok és mddszerek ) ( 28. abra ).

Mivel a szekvenciankbol levezetett fehérje konzervativ része a legnagyobb homologiat a S. pombe
cutl proteinnel adta, a S. japonicus és a S. pombe kozti szoros rokonsag egyértelmii. MeglepSbb
viszont, hogy ilyen alapon a S. japonicus az Aspergillus nidulans-sal kozelebbi rokonsagban all,
mint a S. cerevisiae-vel. A feltételezett evolucios tavolsagokat az 28. abra mutatja:
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28. abra
ScEspl Rokonsagi kapcsolatok az egyes fajok kozott a Cutl-
szeri fehérjék aminosav-sorrendjeiben tapasztalt
hasonlosagot alapul véve. E szamitdsok alapjan a
morfoldgiailag is nagyon hasonldé Schizosaccharo-
myces pombe a Schizosaccharomyces japonicus
kozeli rokona, mig meglepéd modon az Aspergillus
nidulans kozelebb all a Schizosaccharomyces
japonicushoz mint a szintén ¢élesztégomba
Saccharomyces cerevisiae. A képen feltiintetett

méretardny az 1  %-0s aminosav-eltérésnek

AnBimB o , .
megfeleld genetikai tavolsagot jelképezi.
Jelolések:
SpCutl Sj: Schizosaccharomyces japonicus
0.1

- Sp: Schizosaccharomyces pombe
SjCutl An: Aspergillus nidulans
Sc: Saccharomyces cerevisiae

4.1.22. Az integrativ transzformalas bizonyitasa

A génkonyvtarral vald transzformaldsok sordan kaptunk olyan transzforménsokat is, melyek nem
mutattak  plazmidvesztést. Arra kovetkeztettiink, hogy ezek valoszinileg integrativ
transzformansok, azaz a plazmid valamely, a genommal mutatott homologian keresztiil beépiilhetett
a kromoszomaba ¢és ezzel egyiitt replikalodott. Ennek bizonyitdsasra Southern Blot technikaval
kimutattuk a beintegraldédott plazmidot ezen telepek genomjaiban ( 1asd: anyagok €s modszerek ). A
29. abran lathato blotkép azt mutatja, hogy valoban megtortént az integracid ezen telepekben, am
van olyan telep, ahol ezt nem tudtuk bizonytani. Az integrativ torzsek altal adott tobbféle sav azzal
magyarazhato, hogy a plazmid a leul-es markerén és a belekeriilt genomialis inzerten keresztiil is
beintegralodhatott homoldég modon. A 4. és 5. minta nem adott sadvokat, tehat ezek lehetnek
backmutansok is, de mivel a 7-63-as torzs egyaltalan nem hajlamos backmutaciéra, sokkal
valésziniibb, hogy ezek olyan integrativ transzformansok, melyeknél kettds rekombinacids esemény

crer

oligonukleotiddal az integracio nem detektalhato.

53



10,2 kb
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29. ébra
Southern Blot hibridizaciés mddszerrel késziilt felvétel az integracio kimutatasara.
1. S. pombe 0-32 integrans 2.-—3.—6. S. japonicus 7-63 integransok 4.—5. S. japonicus 7-63
nem detektalhato integracio: ezek a transzformansok vagy nem integransok, vagy backmutansok
7. S.japonicus 7-1 kontroll 8. S. pombe 0-32 kontroll

4.1.23. Transzformacios hatasfokok

A transzformaldsok sordn kapott telepszamokbol kovetkeztetni tudtunk a transzformacios
hatasfokokra S. japonicus-nal integrativ és replikativ transzformalasok esetén. A transzformalt
sejttenyészet OD ( optical density ) értékébdl szamolva a transzformalt sejtek szamat 10%-ra
vonatkoztattuk, mig DNS-méréssel meghataroztuk a bejuttatott DNS mennyiségét és azt 10 pg-ra
vonatkoztattuk. Az igy kapott telepszam-értékeket alapjan dssze tudtuk hasonlitani a S. pombe és
S. japonicus transzformacios hatasfokat ( 16. tablazat ). Lathato, hogy a S. pombe 0-38 leul-32
mutansanak integrativ transzformacioja tizszer olyan hatékony mint a S. japonicus 7-63 leu3-10
myc-4 mutansaé. Az izolalt fajazonos ARS-t tartalmazé plazmidokkal torténd replikativ

transzformacio pedig 10x - 20x tobb telepet eredményezett S. japonicus-ban mint az integrativ.

A replikativ transzformalaskor is kaptunk néha kis szazalékban integrativ telepeket. A
transzformalés utan egy héttel megjelennek az integrativ transzformansok telepei. Tovabbi 1,5-2 hét
elteltével kezdenek el novekedni a replikativ transzformansok telepei sok-sok kis tithegynyi telep

formajaban, melyek egy bizonyos méret elérése utan nem is ndvekszenek tovabb.
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Transzformalé plazmid Kapott telepek szama

Integrativ transzformalas S. pombe-ban ( 0-32 leul-32 mutans torzs )

pJK 148 1. transzformalas: 32
genomialis inzerttel 2. transzformalas: 29
3. transzformalas: 24
4. transzformalas: 27

Integrativ transzformalas S. japonicusban ( 7-63 leu3-10 myc-4 mutans torzs )

pJK 148 1. transzformalas: 2,9
( leul markerrel ) 2. transzformalas: 2,1
pCUT1-9 1. transzformalas: 2,6
( LEU2 markerrel ) 2. transzformalas: 4,7

Replikativ transzformalas S. japonicusban ( 7-63 leu3-10 myc-4 mutans torzs )

pJK 148 genomidlis inzerttel 37,5

pJK 148 1,5 kb-os fragmenttel 1. transzformalas: 17,3
2. transzformalas: 13,6

pJK 148 1,5 kb-os fragmenttel 1. transzformalas: 38
2. transzformalas: 44,8

16. tablazat

Transzformacios hatasfokok

4.1.24. A hipotetikus ARS szerepe S. pombeban

A hipotetikus S. japonicus ARS-t tartalmazo pJK 148 plazmidokkal transzformaltuk a S. pombe 0-1
leul-32 mutansat is és ellendriztiik a transzformans telepek plazmidvesztését. Meglepetésiinkre azt
tapasztaltuk, hogy ezen transzformansok egy része, ( kb. 25%-a ) szintén mutatott plazmidvesztést,
a vesztési teszt értcke 2-3 %. Ebbol arra kovetkeztettiink, hogy a S. japonicus-bol szarmazo
feltételezett ARS szekvenciat kismértékben a S. pombe is képes volt ARS-ként alkalmazni, amit

alatamaszt a szekvenciaban talalt S. pombe ARS konszenzus régio is ( 1asd: szekvencia ).
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4.1.25. A hipotetikus S. japonicus ARS alkalmazasa

A S. japonicus genombdl izolalt feltételezett ARS-t felhasznaltuk egyéb tipust S. japonicus-
transzforméaciokhoz is.

A S. pombeban - akarcsak a S. japonicusban - van egy vad tipusban is megjelené auxotrofia, az
inozitol-igény. Indiai kutatoknak sikeriilt vad tipusi S. pombe torzseket transzformalniuk olyan
plazmiddal ( ABE 608 ), mely az 6nall6 inozitolszintézisre képessé tevd gént tartalmazott. Ezt a
plazmidot elkértiik és beleépitettiik a feltételezett S. japonicus ARS-t tartalmazo6 1,5-6s fragmentet.
Ezzel és az eredeti plazmiddal ( ABE 608 ) is transzformaltuk a vad tipusu 7-1-es S. japonicust és
inozitol nélkiilli EMMA téaptalajra szélesztettlink. A transzformalas eredményes volt ( 17. tablazat )
am csupan apro, tihegynyi telepeket kaptunk, melyeknek sejtjeit mikroszképosan megvizsgalva
szabalyos, egészséges S. japonicus-sejteket lattunk. A telepek csak rovid ideig voltak
fenntarthatoak, gyorsan elpusztultak. A negativ kontroll csészéken sosem kaptunk telepndvekedést.
Mindezekbdl arra kovetkeztettiink, hogy a transzformacié sikeres volt ( az ARS kifejtette hatasat )
am az inozitol-auxotrofiat komplementaldé gén nem volt teljesen miikodéképes S. japonicusban,

terméke csak par sejtciklusig volt képes a sejteket szelektiv taptalajon fenntartani.

Telepszam Kontroll
1. csésze 90 tlihegynyi telep 0 telep
2. csésze 480 tithegynyi telep 0 telep
3. csésze 500 tithegynyi telep 0 telep
4. csésze 65 tithegynyi telep 0 telep

17. tablazat
Kapott telepek szama a S. japonicus 7-1 ABE 608-cal vald transzformalasa utan
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4.2. EREDMENYEK ERTEKELESE

A Schizosaccharomyces japonicus var. japonicus-rol mar korabban leirtak, hogy vegetativ
¢letciklusa dimorfizmust mutat, azaz egysejtii €leszto és tobbsejtli micéliaris alakok valtjak benne
egymast ( Sipiczki és tsi., 1998 a ). E novekedési fazisok kozti atmenetet a kornyezetbdl érkezd
szignalok szabalyozzak és feltétele a bipolaris novekedésrdl ( élesztd forma ) az unipolaris
novekedésre ( micélidris, hifaalak ) valod reverzibilis attérés ( Sipiczki és tsi,, 1998 b ). A S.
japonicus élesztofazisa nagyfoki morfologiai hasonlosagot mutat a Schizosaccharomyces pombe
vegetativ alakjaval, de micéliaris, fonalas megjelenési formajanak nincs megfeleldje S. pombe-ban.
Ebben az értekezésben bemutatjuk, hogy a S. japonicus haploid életciklusa az S. pombe megfeleld
ciklusdhoz rendkiviil hasonlé ( Egel, 1994 ). Vegetativ sejtjei haploidok, majd nitrogénéhezés
hatasara konjugélnak és diploid zigotat képeznek. A zigdta azonnal meidzison megy keresztiil és
haploid sporakat tartalmazo aszkuszt hoz 1étre ( zigotikus aszkusz ). A S. japonicusnak természetes
kortilmények kozott nincs diploid vegetativ sejtes allapota, mivel a zigota rovid életll, nem osztodik
mitotikusan és azonnal végbemegy benne a meidzis; tehat diploid allapota csupan e rovid életi
zigbtara korlatozodik. A diploid allapotot mesterségesen fenntarthatjuk protoplasztalt haploid sejtek
tapkozegen tarthatok fenn, amely nem teszi lehetévé a sporazast ( pl. nitrogénben gazdag taptala-
jon ). A diploid sejtek is mutatnak dimorfizmust: mind az élesztébdl micéliaris alakba, mind
micéliaris alakbol élesztébe torténd atalakulds végbemehet benniik, ugyanugy, mint a haploid
sejteknél.

Citologiai szempontbol vizsgalva a kiillonbségeket és hasonldsagokat az egysejtli élesztd €s a
tobbsejtii micéliaris alak kozott érdekes jelenségre lettiink figyelmesek a mitdzis tekintetében: a
hifdkban a magosztodas utols6 fazisdban a magvak ellentétes iranyba csucsosodtak ki.
Elesztosejteknél ilyet nem, vagy csak rendkiviil enyhe mértékben tapasztaltunk, tehat elképzelhetd,
hogy a magvak kicstucsosodasa a hifasejt intenziv megnyulasabol eredd torzitd hatds eredménye, de
feltételezheto az is, hogy SPB ( spindle pole body ), vagy ahhoz hasonl6 citoplazmatikis organellum
“huzza” a magvakat, hasonloképpen, ahogy azt S. pombe-ben megfigyelték ( Chikashige és tsi.,
1994 ).

Pulzalo eréterti gélelektroforézissel megjelenitettiik a S. japonicus kromoszomait. A 7-65-0s
torzs esetében sikeriilt kimutatnunk, hogy a S. japonicus-nak a S. pombe-hoz hasonléan harom
kromoszémaja van. Egy ezek koziil a S. pombe legkisebb kromoszomajahoz hasonlé méretti ( 3,3
mb ), egy a S. pombe legnagyobb kromoszomajanak megfelel6 méretii ( 5,3 mb ), egy pedig egy
joval nagyobb, ( kb. 8,3 mb ) méretli kromoszoma.

Ebben az ¢értekezésben Dbeszamolunk tovabba olyan mutansok Iétrehozasarol -
anyagcsere ( auxotrof ) illetve morfoldgiai ( myc ) mutansok - melyeket megfelelé markerekként
tudtunk alkalmazni a genetikai kisérletekben. Minden, altalunk mutagenézissel 1étrehozott marker a

mendeli torvényeknek megfeleld, a nyolcspérds aszkuszt létrehozd gombakra jellemzo 4:4
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szegregacids mintazatot mutatta. Egyéb mas, nyolcsporas tomlésgombakhoz hasonldéan ezen nyolc
spora alkalmas genetikai analizisre: az aszkuszok elkiilonitésével és a  sporak
mikromanipulacidjaval értékes informéciokat nyerhetink a meidzis sordn végbement
rekombinacidés eseményekrél. Ugyanakkor a torzsek homotallikussiga az egyes torzsek
keresztezésébdl szarmazd eredmények genetikai analizisét igen korilményessé ¢€s gyakran
értékelhetetlenné teszi, mivel a torzsek keresztezése soran gyakori az onkonjugacio ( a sejtek
azonos torzson belill egymassal is konjugalnak, nemcsak a partnerrel ). Az ebbdl szarmaz6 fals
adatok elkeriilése végett a hagyomanyos keresztezés helyett protoplaszt fuzid alkalmazasat lattuk
célszertinek. A mar korabban a S. pombera leirt fuziés modszer ( Sipiczki és Ferenczi, 1977 )
kittinéen alkalmazhat6 volt S. japonicusnal is. A fazionalt torzsekbdl szarmazé diploid heterozigota
a sziléi markerekre és nitrogénszegény, sporaztatd taptalajon nyolc haploid sporat tartalmazéd
aszkuszt képez ( azigotikus aszkusz ). Az igy létrejott aszkuszok elkiilonitheték, a beldliik
felszabaduld sporak mikromanipulacidoval egymastol szeparalhatok ( oktad analizis ). Mivel a
diploid sejtek nitrogéndus taptalajon nem képeznek spoérat, a diploid fuzids terméket recessziv
mutaciok komplementacios analiziséhez is hasznalhatjuk. Ezt a vizsgalati médszert kihasznalva
lehetdséglink nyilt az altalunk izolalt auxotrof torzsek 27 csoportba, a myc™ ~ mutansok 2 csoportba
vald sorolasara. A meghatarozott csoportok valdszintileg géneknek felelnek meg. A markerek
szabalyos szegregacioja az oktddokban lehetdvé tette szdmunkra hogy rekombinacios gyakorisagot,
ezaltal kapcsoltsagi viszonyokat hatdrozzunk meg az egyes markerek kozott. Két kapcsoltsagi
csoportot sikeriilt igy beazonositanunk, egyik csoportban a gének valdszinli sorrendiségére is
sikeriilt kovetkeztetniink (ura4 - argl - arg2 - arg4).

Sikeriilt beazonositani az egyes auxotrof csoportok hozzavetdleges helyét a megfeleld
bioszintetikus utvonalban a csoportba tartozd torzsek adott koztitermékeken vald novekedését
figyelve. A négy ade™ csoportbol kettd, a 3-as és 4-es csoport ( ade3™ és ade4™ ) piros pigmentaciot
mutatott, piros szinli pigment pedig a S. pombe ade6 mutdnsaban és az attdél késébbi
adeninszintetikus 1épéseket katalizald gének muténsaiban jelenik meg, ezért a fent emlitett
csoportok a S. pombe ade6, ade7 és ade8 génjeivel lehetnek homologok ( Kohli, 1987 ). Az 1-es
csoport tagjai ( adel™ ) pedig, melyek nem ndének inozin 5'-monofoszfaton ( IMP ), valosziniileg a
szintézisut egy kései génjében érintettek, tehat a S. pombe ade2 vagy ade8 génjével lehetnek
funkcionalis homoldgok. Az arg™ mutansokat hét csoportba soroltuk. A S. pombe-ben 11 arg gént
talaltak az arginin auxotrof torzsek komplementacids csoportositasa alapjan ( Kohli, 1987 ). A S.
japonicus 7-116 argl-21 mutans ornitinnel vagy glutaminnal kiegészitett minimal taptalajon
mutatott novekedést, tehat a S. pombe argl mutansaval lehet homolog ( Vissers és Thuriaux, 1985 ).
Meglepé azonban, hogy sem ez, sem a tobbi arg csoport nem novekedett citrullinon, a
bioszintetikus Utvonal egy késéi intermedierjén. A negativ eredmény valdsziniileg azzal
magyarazhatd, hogy a S. japonicus sejtek nem képesek a citrullin taptalajbol valo felvételére. A
négy leu” csoportot nem teszteltiik bioszintetikus intermedierekre. A molekularis kisérletekben

azonban a 7-63 leu3-10 S. japonicus leucin auxotrof torzs sikeresen komplementalhatd volt a S.
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pombe leul génjével, illetve az annak S. cerevisiae-ben megfeleld6 LEU2 génnel. Ezek az
eredmények pedig arra engednek kovetkeztetni, hogy a S. japonicus leu3 valdszinileg f3-
izopropilmalat dehidrogendzt koédol. A gombak sajatos, egyediilalld o-amino-adipat ttvonalat
fejlesztettek ki a lizinbioszintézisre. S. pombe-ben a szintetikus itvonal hét enzimatikus 1épésbdl all
( Ye és Bhattacharjee, 1988 ), melyet legkevesebb kilenc gén kodol ( Kohli, 1987 ). A S. japonicus
lys® mutansait nyolc nem allélikus csoportba tudtuk sorolni, mely nyolc lys gént jelenthet. Ezek
koziil harom, a lys4, lys5 és lys6 az a-amino-adipinsav el6tti 1épések valamelyikében szerepelhet.
Az ura® mutansokat 4 csoportba soroltuk be, melyek a S. pombe négy vagy 6t ura génjének
felelhetnek meg ( Kohli, 1987 ). Azok a csoportok ( 1-es €s 2-es csoport ), melyekbe tartozéd ura
torzsek novekedést mutattak orotaton, valdsziniileg a S. pombe ural, ura2 vagy ura3 gének mutans
alléljeivel homologok. Azok az uracil auxotrof mutdnsok pedig, melyeket 5’-FOA segitségével
izolaltunk, azonos komplementacios csoportba sorolhatok voltak ( 4. komplementacids csoport ),
ami azt mutatja, hogy a 5’-fluoro-orotat rezisztencia az uracilszintézis egyik meghatarozott
S. pombe estetén ez a rezisztencia az orotidin-5’-foszfat dekarboxilaz enzimet kodold urad-es
génhez kéthetd ( Boeke et al., 1984 ), mely homoldg az S. cerevisiae URA3 génjével. gy feltehetd,
hogy az altalunk 4-es csoportba besorolt mutansok a S. pombe ura4 ( S. cerevisiae URA3 ) gének
mutansaival mutatnak homologiat. Ez esetben pedig erésen valdszinii, hogy a S. japonicus uracil
auxotrof 3-as csoport ( ura3” ) az ura5 génnel lesz homoldg, hiszen e csoportrdl tudjuk, hogy
mutans alléljai az orotat — uridin-5’-monofoszfat atalakitasi folyamatban hibdsak. A kisérletek
soran az egyes S. japonicus auxotrof csoportokkal mas fajokban talalt homologidkat a 18. tablazat

foglalja Ossze.

S. japonicus auxotréf csoport Homologia
ura4” S. pombe ura4
ura3” S. pombe urab
argl™ S. pombe argl
leu3™ S. pombe leul

S. cerevisiae LEU?2

18. tablazat
Az egyes S. japonicus auxotr6f csoportokkal mas fajokban talalt homologiak

Az izolalt myc mutansok genetikai hatterét is vizsgaltuk. A torzsek kozott paronként végzett
protoplaszt fzidk és a fuzids termék meidzisdbdl szdrmazo utddok micéliumképzési sajatsdgainak
vizsgalata révén a myc mutdnsokat is csoportokba rendeztilkk, ahol az egyes csoportok
valoszintisithetden géneknek felelnek meg. Mivel ez alapjan az Osszes, vizsgdlt myc™ torzs

kiilonb6zé csoportba volt sorolhatd, azaz minden torzsnél kiilonb6zé gén hibdjara volt
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visszavezethetd a fenotipus, arra lehet kovetkeztetni, hogy tobbé-kevésbé gyengiilt hifandovekedést
szamos, a legkiilonfélébb tipust intracellularis folyamat meghibasoddsa eredményezhet, tehat
ilyenkor a micéliumképzési sajatsag csak kdzvetetten sériil, ahogy erre mar mas fajoknal publikalt
alatdmasztja. Ezzel szemben a vizsgalt, hdrom myc™ ~ torzsnél csak két csoportot, azaz ennek
megfeleléen két gént talaltunk. EbbJl arra kdvetkeztettiink, hogy e mutans fenotipus kialakuldsaban
kevesebb gén jatszik szerepet, tehat a micéliumndvesztésre teljesen képtelen torzsek vizsgalataval
kell keresniink azokat a géneket, melyek kozvetleniil szerepet jatszanak a dimorf atalakulas
szarmaz6 diploidok, hasonloképpen a myc™ ~ és myc' tdrzsekbdl létrehozott diploidok mutattak a
valédi komplementacio jelenségét, tehat a vizsgalt myc™~ és myc™ " allélek recesszivek, jelenlétiik a
vad allél mellett nem befolyasolja kedvezdtleniil a micéliumképzést. A kettés mutansok ( myc™ ~
myc*™ ) fenotipusa pedig myc™ ~ -nek bizonyult, amibd] arra a kdvetkeztetésre jutottunk, hogy a
myc™~ 1okusz episztatikus a myc” " 16kusz felett.

Amyc ~és myc mutansok ( myc” ") citologiai vizsgalatakor a legtdbb mutans torzsben
vad tipushoz képest eltérd vakuolaris mintdzatra bukkantunk. A vad sejtekben megfigyelt néhany
nagyobb, fizionalt vakuolum helyett sok kis egyforma méretli, apré vakudlum toltotte ki a
citoplazmat. Azt, hogy ez a jellegzetes vakuolaris mintazat dsszefiigg a myc mutacidéval nemcsak a
myc ¢és myc ~ mutdnsokban szignifikdnsan gyakoribb eléfordulds teszi valosziniivé de tovabb
erdsiti az a megfigyelés is, hogy az azonos génben sériilt myc™ ~ mutans torzsek is ezt a vakuolaris
képet adtdk teljesen azonos mintazattal. Homotipikus vakuodlumfuzidban sériillt mutansoknal
megfigyelték, hogy a vakudlumok Osszeolvadasanak elmaraddsa ugynevezett fragmentalt
vakuolaris morfologidhoz vezethet ( Raymond, 1992 ), mely hasonlé az altalunk a myc™ és myc™ ~
mutansokban megfigyelt mintdzathoz. Mivel a vakuolumok egy nagy, proximalis vakuolumma
torténd fuziodja a dimorf atalakulas elsd 1épéseinek egyike ( Sipiczki és tsi, 1998 b ), ezért a
myc”~ ~ mutans morfologia egyik lehetséges magyardzata, hogy a myc  és szamos myc.

mutansnal ez a folyamat elmarad, tehat a myc mutacié kdvetkezményeként nem jatszodik le. A myc

crer

.....

Teszteltik myc mutdnsainkat olyan toxikus anyagra ( koffein ), melyrdl tudjuk, hogy
megfeleld koncentracioban gatolja a micéliumképzést ( Sipiczki €s tsi, 1998 b). Nem talaltunk
szignifikans eltérést egyetlen myc mutans koffeinérzékenységét tekintve sem a vad tipushoz képest;
ezekbdl az eredményekbdl arra kovetkeztettiink, hogy a meglevé myc mutaciok nem valamely, a
koffein hatasmechanizmusaval kozds utvonal révén befolyasoljak a hifaképzodést. A kérdést
forditott médon is megkdzelitettiik: koffeinrezisztens mutdnsokat izolaltunk és ezek micéliaris
sajatsagait vizsgaltuk. Ezek kozott egyetlen alkalommal sem leltiink myc morfoldgiat mutatd
torzset, tehat a myc morfologia koffeinrezisztencidval vald 0Osszefliggésére nem taldltunk

bizonyitékot.
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Szamos esetben megfigyelték, hogy sejtmorfoldgiai valtozasok gyakran egylittjarnak a
citoszkeletaris rendszer hibaival ( Cali és tsi., 1998 ; Raudaskoski és tsi., 1994; Richards és tsi.,
2000; That és tsi.,, 1985 ). S. pombe pszeudomicéliumot képz6é sepl-1 szeptaciés mutansanal
példaul a citoszkeleton modosult, ezaltal a sejtek enyhén rezisztensebbek a benomylra, egy
antitubulin fungicid toxinra ( Sipiczki és tsi., 1993 ). A S. japonicus myc mutansainal azonban nem
talaltunk szignifikdns benomylérzékenységet a vad tipushoz képest, tehat ebbdl feltételezhetd, hogy
egyiknél sem a citoszkeletaris rendszer hibajara vezethetd vissza a mutans fenotipus.

A S. japonicus mutansainak transzformalasara iranyuld torekvéseink kezdetben sorozatos
kudarcot mutattak. Mivel ezeket a transzformalasokat S. pombe és Saccharomyces cerevisiae
autondm replikacios szekvenciat ( ARS ) tartalmazo plazmidokkal végeztiik, arra a kdvetkeztetésre
jutottunk, hogy sem a Saccharomyces cerevisiae 2um plazmidjanak origdja, sem az S. pombe arsl
szekvencia nem tud replikacios origdként mitkodni S. japonicus-ban. Mivel a replikacios origd
fogalma még mindkét fajban vitatott ( Bielinsky és Gerbi, 2001 ), ezen ARS-szekvencidk
hatastalansaga S. japonicusban nem feltétleniil jelenti azt, hogy a S. japonicus egyaltalan nem képes
ezek felismerésésre. Tehat a dominans markerekként szolgald rezisztenciagéneket tartalmazd
pBEJ16 és pBGl plazmidokkal torténd S. japonicus transzformalasok kudarca azzal lehet
magyarazhato, hogy ezek a markerek nem megfeleld mértékben expresszalodnak a S. japonicusban.
Mas fajban is eléfordult mar ( Dipodascus magnusii ), hogy a vizsgalt faj az ismert transzformacios
plazmidok ARS szekvencidit nem tudta alkalmazni, ezért a faj sajat genomjaban kerestek ARS-t
megfeleld transzformacioés rendszer 1étrehozasdhoz ( Adamicova és tsi., 1998 ). Ennek alapjan mi is
ehhez a modszerhez folyamodtunk. fly médon taldltunk és klonoztunk meg egy 1,5 kb hossza
genomialis szakaszt, mely enyhe ARS-ként viselkedett S. japonicus transzformalasakor. A
megklonozott S. japonicus kromoszomalis szekvencia lehetévé teszi a bekeriilt plazmid autondém
replikaciojat mindkét vizsgalt hasadoélesztében ( S. pombe, S. japonicus ), tehat valoszinii, hogy
ezen fajok replikaciés origoja szerkezeti hasonlésagokat mutat. S. pombe - ben két
konszenzus szekvenciat talaltak az ARS elemekben: egy 11 bp hossziisagt motivumot
(A/T)(A/G)TTTATTTA(A/T) ( Maundrell et al., 1988 ), - ami er6s hasonlosagot mutat a Saccharo-
myces cerevisiae ACS-val ( ARS consensus sequence ), ezért PACS-nak nevezték el - és egy
variabilisabb nukleotidszekvenciat (A/T)(A/T)TT(A/T)TT(A/T)TT ( Zhu et al., 1994 ). A
megklonozott S. japonicus fragment ezen szekvenciak koziil egyikkel sem mutat teljes azonossagot
nukleotidsorrendjét tekintve. Leghosszabb A/T régidja a TTATTTAAA, melyet egy GG valaszt el az
ezt kovetd AAAAA nukleotidoktol. Ez az oligonukleotid mutat leginkabb szekvenciahasonldsagot a
PACS-val. Mostanaban végzett vizsgalatok alapjan azonban kideriilt, hogy ezen konszenzus
szekvenciak az S. pombe-ben valoészinileg - szemben a S. cerevisiae ACS-val - nem esszecialis
részei a replikacios origonak ( Clyne és tsi., 1995 ). Példaul, a (A/T)(A/G)TTTATTTA(A/T)
motivum teljes kivagdsa nem gyengiti az ARS aktivitast és nem is minden ARS szekvenciaban
talalhatdé meg ( Okuno és tsi., 1999; Clyne és tsi., 1995 ). Azt tartjak valosziniinek, hogy az ARS

aktivitasért S. pombe-ban egy meghatarozott, specifikus nukleotidsorrendii szakasz helyett olyan
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szekvenciak lehetnek felelosek, melyek akar 1 kb hosszusaguak is lehetnek, A/T nukleotidokban
gazdagok ¢€s sokszoros, replikacids enhanszer-régiok talalhatok rajtuk ( Okuno és tsi., 1999; Clyne
és tsi., 1995 ). Valdszintinek tartjuk, hogy az altalunk klonozott S. japonicus kromoszoémalis szakasz
bizonyos fokig hasonlit ehhez a struktirahoz, ezaltal kis hatékonysaggal lehet6vé teszi a replikacio
inicialasat mindkét hasadoélesztoben. Gyenge ARS aktivitasanak koszonhetden a transzformansok
lassan novekszenek és nagymértékili instabilitast mutatnak. Elgondolkodtaté azonban, hogy ha az
altalunk talalt, ARS-hatasu S. japonicus-szekvencia kismértékben a S. pombe-ban is miikodéképes
volt, a S. pombe ARS-¢ miért nem alkalmas az S. japonicus szamara. Erre az lehet a valasz, hogy
egy adott faj genomjaban rendkiviil sokféle tipusi ARS talalhat6, melyek szekvencidikban csekély
hasonlésagot mutatnak ( Clyne és tsi., 1997 ). Elképzelhetd, hogy a transzforméciokhoz alkalmazott
plazmidok ( pURNI1S8 , pJDB 207, pEVP11, pBEJ16 ) egy, azt altalunk talalttol eltérd tipusu S.
pombe ARS-t tartalmaznak.

A megklénozott, ARS aktivitdst mutatd genomidlis fragment 0sszehasonlitdé szekvencia-
analizisébdl kideriilt, hogy feltételezett transzlaciés termékének aminosav-szekvencidja
nagymértéki hasonldosagot mutat a S. pombe Cutl fehérjééhez. A Cutl egy magorsohoz kapcsolodod
mitotikus fehérje és esszencidlis szerepet jatszik a testvérkromatidak szétvalasaban ( Yanagida,
1998 ). Funkcionalis homologjai magasabbrendiiekben a szeparinok ( Amon, 2001 ). A Cutl- hez
hasonlé aminosav-szekvenciaju fehérjéket Saccharomyces cerevisiae-ben és Aspergillus nidulans -
ban is leirtak ( May és tsi., 1992; McGrew ¢s tsi., 1992 ). A S. japonicus a negyedik olyan gombafaj,
melyben Cutl-szerl fehérjét talaltak. Annak ellenére, hogy a klénozott fragment nem tartalmazza a
teljes gent, feltételezett transzlacios terméke elég hosszi ahhoz, hogy filogenetikai
Osszehasonlitdsokhoz alapul szolgalhasson. Mint ahogy az erés morfologiai és fiziologiai
hasonldsag alapjan azt eldre sejtettiik a hasaddélesztok szekvenciai kozelebbi hasonlosagot mutattak
egymassal mint barmelyik masik két fehérjével. Erdekes modon azonban mindketté inkébb az
Aspergillus megfelel6 fehérjéével mutatott erésebb hasonlosagot, mint a Saccharomyces cerevisiae
proteinnel. Ez az eredmény megerdsiti a korabbi feltevést, mely nukleotidszekvencia-
Osszehasonlitasok alapjan hatalmas filogenetikai tavolsagot sejtetett a S. pombe és a Saccharomyces
cerevisiae kozott ( Sipiczki, 2000 ).

Osszefoglalasként elmondhatjuk, hogy ebben az értekezésben bemutatjuk, hogy e még
kevéssé alkalmazott modellszerevezet, a homotallikus hasadoéleszté Schizosaccharomyces
japonicus var. japonicus egyarant alkalmas klasszikus genetikai és molekularis biologiai
vizsgélatokra. Leirjuk benne az - els6ként altalunk izolalt - genetikai markerekként szolgald
mutacidkat, melyek szabalyos szegregaciot mutatnak és alkalmasak protoplaszt fuzioval végzett
hibridizaciokhoz illetve mikromanipulacié révén oktadanalizishez. Vizsgaljuk a S. japonicusbol
szarmazd els6ként megklonozott olyan szekvenciat, mely replikacidos origoként mikodik
transzformacios plazmidokban. Ez a genomialis fragment a S. pombe Cutl proteinjével mutat erds
homologiat és valosziniileg a S. japonicus kromoszoman nem ARS szerepet tolt be. Toreksziink

ezért arra, hogy Ujabb, pontosabb génkonyvtar segitségével aktivabb ARS funkcidval rendelkezd
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fragmentet klonozzunk a S. japonicus genombol, mellyel hatékonyabb transzformacios vektort

tudnank létrehozni e faj szamara.
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5. OSSZEFOGLALAS

A Schizosaccharomyces japonicus var. japonicus az élesztOgenetikai kutatasokban még
kevéssé ismert modellszervezet. A vele valo klasszikus genetikai és molekularis munka alapjait le
kellett fektetni. Ebben segitségiinkre volt az, hogy A S. japonicus morfoldgiailag és fizioldgiailag is
nagyon hasonld a genetikai kutatasokban mar rutinszeriien alkalmazott Schizosaccharomyce pombe-
hoz. A szoros rokonsagi kapcsolatot a két faj kozott az altalunk izolalt S. japonicus-szekvencia
molekularis analizise is megerdsitette.

A genetikai munkakhoz kivalé markerekként szolgald auxotréf mutdnsokat elséként mi
izolaltuk vad tipusu 7-1 térzsbol. Az izolalt mutans torzseket csoportokba rendeztiik, ahol egy adott
csoportba tartozé torzsek ugyabban a génben sériiltek, tehat egy adott auxotrof fenotipushoz talalt
csoportok szama a szintézisutvonalban résztvevd gének minimalis szdmat adja meg. Anyagcsere-
koztitermékek felhasznalasaval meghataroztuk az igy talalt auxotrof gének hozzavetdleges helyét a
szintézisutvonalban. Egyes csoportok helye - jellegzetes tulajdonsagaik alapjan - egészen pontosan
meghatarozhato volt, igy beazonosithattuk, melyik S. pombe génnel homologok. Ez alapjan tgy
talaltuk, hogy a S. japonicus 4-es uracil auxotrof csoportja a S. pombe ura4 génjével, a S.
japonicus 3-as uracil auxotrof csoportja a S. pombe ura5 génjével, illetve az S. japonicus 1-es
arginin auxotrof csoportja pedig a S. pombe argl génjével homoldg. Tovabbi egy homologiat
molekularis modszerrel, a transzformalasok soran sikeriilt talalnunk. Ez alapjan a S. japonicus 7-63
leu3-10 torzsben talalt mutacié a S. pombe leul génnel és annak homoldgjaval, a S. cerevisiae
LEUZ2 génnel is komplementalhat6 volt. Tehat a S. japonicus 3-as leucin komplementacios csoportja
ezekkel a génekkel homolog.

Osszehasonlitasokat végeztiink a két morfologiai allapot ( egysejtii élesztd és tdbbsejtii
hifaalak ) kozott citolégiai szempontbol. Nem talaltunk szembetiind kiilonbséget a kétféle alak
mitotikus osztodasanak egyes 1épéseit tekintve. A hifaknal a sejtmagvak az osztédads termindlis
fazisaban ellentétes iranyban, a sejtek végei felé csucsosodnak ki, mely valdszintiileg a hifasejt
intenziv megnyulasabol szarmazo torzitd hatdsnak koészonhetd. A fluoreszcens magfestés soran
megfigyelt harom kromoszéma meglétét pulzald erdterti gélelektroforézissel ( CHEF ) is
bizonyitottuk.

Mivel a S. japonicus szexualis viselkedését tekintve homotallikus ( parosodasi tipusat
mitotikus ciklusonként valtogatja ) ezért masik torzzsel valo keresztezéskor az azonos telepben is
torténik konjugacié a sejtek kozott, mely megzavarhatja az eredményeket. Ennek elkeriilése végett
probalkoztunk az S. pombe-ra kidolgozott protoplaszt fuziés modszerrel ennél a fajnal. Sejtjei
konnyen protoplasztalhatonak voltak, a fizids modszer eredményesnek bizonyult, ezért minden
tovabbi keresztezést igy végeztiink. Heterotallikus mutans izolalasara iranyuld torekvéseink

sikertelenek maradtak.
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Az ¢élesztd-micélidlis morfoldgiai atalakulds genetikai és citoldgiai  jellemzdinek
megismeréséhez myc ( micélialis ) mutansokat is izolaltunk. Izolaltunk a vad 7-1 torzshoz képes
gyengiilt hifaképzésti ( myc™ ), hiperaktiv hifaképzésti ( myc'" ) tdrzseket sét olyanokat is, melyek
hifaképzésre tokéletesen képtelenek voltak ( myc™ ~ ). Ezen mutansokat fuziés matrix segitségével
komplementacids csoportokba rendeztiikk. Ennek alapjan a vizsgalt kilenc myc™ mutans torzs
mindegyike kiilonbozé génben sériiltnek bizonyult, mely arra enged kovetkeztetni, hogy ezen
morfologia szamos, egymastdl fiiggetlen celluléris folyamatban részt vevé gén hibajabol adodhat.
Ezzel szemben a vizsgalt négy myc™ ~ mutans torzs koziil harom azonos, a negyedik kiilonb6z6
génben sériilt volt, mely azt mutatja, hogy az ezen morfoldgiat mutaté mutansok kozt kell keresni
azokat a géneket, melyek kozvetlenill felelések a hifaképzés hibdjaért, a dimorf atalakulds
elmaradasaért. A myc fenotipus is sokféle gén 4ltal kodoltnak, azonkiviil erdsen
kornyezetfiiggbnek is bizonyult.

A myc és myc ~ mutansok tobbségénél a vad tipustol eltérd vakuolaris mintazatot
talaltunk. Szignifikansan gyakoribb volt kozottikk az olyan térzs, melynek citoplazméja sok apro,
egyforma méretli vaku6lumot taralmazott — szemben a vad torzsek néhany nagy, fuzionalt
vakuélumaval — ezen apr6é vakuolumok megléte fénymikroszkoppal nem volt kimutathatd, csak
vakuolumfestéssel megjelenithetd. Mivel az azonos génben sériilt hdrom myc™ ~ torzs is egyforman
ilyen mintazatot adott, tovabb erdsitette a feltevést, hogy a myc™”™ ~ mutécio és a kiilonds vakuolaris
mintazat Osszefiigg egymassal. A dimorf atalakulds elsd 1épése a sok pici vakudlum egy nagy
proximalis vakuélumma valo sszeolvadasa. Ez marad el ezekben a myc torzsekben, tehat a myc™ ™~
fenotipus okozdja, vagy annak kovetkeztében alakul ki.

A S. japonicus transzformalasa a legkiilonb6zébb modszerekkel eredménytelen maradt.
Mindezekbdl arra kovetkeztettiink, hogy a mas fajbol szarmazé6 ARS ( autonom replikacios
szekvencia ) -t nem tudja hasznélni, ezért fajazonos ARS-t kerestiink a 7-1-es torzs genomjaban.
Ehhez genomialis génkonyvtarat hoztunk létre, leucinmutans torzseket transzformaltunk és leu'-ra
szelektaltunk. A plazmidvesztést mutatd torzsekbdl visszanyert plazmid altal tartalmazott
genomidlis inzertdaradot vizsgaltuk. Restrikciés emésztés és szubklonozasok utan egy 1,5 kb
hosszu fragmentet kaptunk, mely ARS funciét mutatott S. japonicus-ban és kismértékben S. pombe-
ben is. Mivel az igy kapott hipotetikus ARS igen gyengén miikodott ( plazmidvesztési érték kb 3%-
os! ) feltételezziik, hogy nem valdodi ARS-t, hanrem e funkciot is bizonyos mértékig ellatni képes
fragmentet kaptunk, mely a transzformalas hatasfokat 10x-esére emeli az integrativ transzformalas
mértékéhez képest. Sajnos azonban a génkoOnyvtarral torténd tovabbi transzformalasokkor sem
kaptunk olyan telepet, melynek plazmidvesztési értékei ennél sokkal kedvezdbbek lettek volna.
A kapott fragmentet megszekvenaltattuk, majd a szekvencidt szamitégépes homoldgiakeresésnek
vetettiik ala. Aminosavszinten talaltunk jelentdsebb homologiat a S. pombe Cutl fehéjével. Ennek
génje azonban — mint varhato is volt — nem képes ARS-funkci6 ellatasara a S. japonicus-ban.

Az izolalt hipotetikus S. japonicus ARS miikodését leteszteltiik egyéb transzformalasban is:

az inozitol szintézis génjét, mint dominans markert vittiik be S. japonicusba ¢ hipotetikus ARS
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mellett. Kaptunk pozitiv transzformansokat, bar ezek néhany mitozis utan elpusztultak, ami az
idegen fajbol szarmazo inozitolgén S. japonicusban torténéd nem megfeleld miikodésével
magyarazhat6. Tovabbi kisérletek jelenleg is folynak még hatékonyabban miikodd transzformaciés
rendszer kidolgozasara.
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6. TOVABBI TERVEK

--- Tovabbi célunk, hogy a meglévé S. japonicus ARS-nél hatékonyabb, aktivabb ARS-funkciot
mutatd gént izolaljunk. Ehhez még pontosabb S. japonicus génkonyvtarat készitiink.

- Igy - egy megfeleld transzformacios rendszer birtokaban - lehetdségiink nyilna a myc mutansok
transzformaléasara, ezaltal a dimorfizmusban szereplé gének feltarasara.

--- Tervezziik ezen kiviil, hogy tovabbi homologiakat keresiink a S. japonicus és a S. pombe gének
kozott. Ehhez S. pombe replikativ plazmidban ( pURN 18 ) készitiink S. japonicus 7-1 genomialis
génkonyvtarat és ezzel S. pombe-mutansokat transzformalunk.

--- Szeretnénk citologiai szempontbol behatobban tanulmanyozni az ¢€leszté ¢€s micélidris
megjelenési forma kozotti kiilonbségeket, - kiilonds tekintettel a magosztédasban tapasztalt
eltérésre - ehhez elektronmikroszkopos felvételek elkészitését tervezziik.

--- Hasonloképpen elektronmikroszkopos felvételekkel aldtdmasztva kivanjuk tanulméanyozni a

myc mutansoknal tapasztalt kiiloleges vakuolaris mintazatot.
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7. KOSZONETNYILVANITAS

Benké Zsigmondnak a S. japonicus genomialis génkonyvtar elkészitésében nyujtott segitségéért,
Szilagyi Zsoltnak a Southern Blot technika kivitelezéséért és az e téren szerzett tapasztalatai
atadasaért,

Olah Anita, Lakatosné Ica és Pasztorné Irénke laborasszisztenseknek a rutinszeriien alkalma-
zott technikék kivitelezésében nytjtott segitségéért, a kisérletek megfeleld eldkészitéséért.

Sipiczki Matyasnak a téma vezetéséért, gyakorlati és elméleti tanacsokkal torténd tamogatasaért, a
kutatds 6 vonaldnak megtervezéséért,

Nemes Janos Gabornak az illusztracids anyag megszerkesztéséért.

A kutatas anyagi feltételeit az OTKA és FKFP-palyazatokon elnyert 6sztondijak teremtették meg.
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