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1. Bevezetés

A gombdk daltaldban két formédban fordulhatnak eld: vagy unicelluldris
éleszt0-szerli, vagy multicellularis fonalas alakokban (micélium, vagy
pszeudomicélium). A di- és polimorf fajok jellegzetessége az, hogy
kiilonbozd kornyezeti hatdsokra képesek az élesztO-szeri és a fonalas alak
kozotti atvaltdsra. Szamos patogén gombafaj esetében a dimorf atalakulds
képessége Osszefiiggésben all a virulencidval, mert a gazdatest fert6zéséhez
sziikség van a morfoldgiai valtasra (pl. Odds, 1985, Lo és tsi, 1997, Madhani
és Fink, 1998). A dimorf &talakulds komplex folyamat, amely kornyezeti
szigndlok eredményeként a sejt milkddésének jelentés megvaltozdsihoz
vezet. Megismerésével nemcsak a gomba patogenezisrdl, hanem az eukaridta
sejt differencidlédasardl is informaciét nyerhetiink.

A dimorfizmus kutatdsidhoz eldnyos olyan fajokat valasztani, amelyek
nem patogének, azaz nem rendelkeznek megbetegitd képességgel, de
rendelkeznek az atvaltds tulajdonsdgaval.

Az Ascomycota Schizosaccharomyces japonicus var. japonicus, egy
nem patogén, dimorf hasadd élesztégomba, amely kornyezeti tényezdok
indukdlé hatdsara képes kiilonboz6 morfoldgiai alakok létrehozasdra. Az
éleszté-micélium 4talakulds sordn vagy a tdptalaj feliiletén novekvo
pszeudomicéliumot, vagy a tdptalajba behatold, invaziv valédi micéliumot
képez. A S. japonicus-t dimorf modellszervezetként sikerrel alkalmazzak. A
Debreceni Egyetem Genetikai €s Alkalmazott Mikrobioldgiai Tanszékén
elvégzett kisérletek a rendelkezésre all6 eszkoz €s modszerkészlet boviilését,
és tovabbi citolégiai megfigyeléseket €s molekuldris biol6giai adatokat
eredményeztek (Sipiczki és tsi, 1998a, 1998b, Bozsik és tsi, 2002). A
Schizosaccharomyces genus madsik ismert tagja, az élesztd genetikai
kutatdsokban rutinszerlien alkalmazott S. pombe (Yanagida, 2002). Amoah-

Buahin és tdrsai 2005-ben, majd Dodgson és tarsai 2009-ben megjelent



cikkiikben bemutattdk, hogy ennél a fajndl is indukdlhat6 az invaziv, fonalas
alak kialakulésa.

Célunk a dimorfizmusrdl rendelkezésre 4ll6 kutatdsi eredmények
bovitése volt: az 4dtalakulds hatterében lejatszodd citoldgiai, genetikai és
proteomikai valtozasokrol szerettiink volna, e két hasadé élesztdgomba faj (S.
japonicus €s a S. pombe) segitségével, minél részletesebb betekintést

nyujtani.

2. Uj tudoményos eredmények bemutatéisa
2.1. Eleszté-micélium stalakulas osszehasonlitisa

Els6 alkalommal vélt lehetdvé a S. pombe €s a S. japonicus micélium-
képzésének Osszehasonlitdsa, a mindkét faj szadmara éleszté-micélium
atalakulast indukdl6 LNBA taptalajon (1. dbra). A S. pombe micéliuma,
eltéréen kozeli rokonatol, koteges szerkezetli. A vezetd fonalak mogotti régid
kompakt és az eldgazasok altal erdsitett. A két faj micéliumot fejlesztd
tenyészeteit megvizsgalva azt lattuk, hogy a dimorf atvéltds és a hifdk
novekedése a tenyészetek periféridjardl, parhuzamosan tébb pontbdl indult. A
telepek koriil megjelend hifdk mellett a tenyészet belsd részein az

élesztdsejtes format figyelhettiik meg.

1. abra Micéliumot képzo telepek. (1) S. pombe 1975 torzs, 21 nap, 30°C,
LNBA taptalaj. Méretvonal: 100 um. (2) S. japonicus 7-1 torzs, 8 nap, 30°C,
LNBA taptalaj. Méretvonal: 100 um.



A S. pombe éleszté-micélium 4talakuldsanak kezdeti 1épéseit is
nyomon kovettiik. A specidlisan kialakitott tidrgylemez arra alkalmas
folyoséiban novekvd S. pombe élesztOsejtjei jellegzetes mintdzatba
rendezédtek. Ebben a kezdeti stddiumban a tenyészet kozponti részein
élesztosejteket, a periféridlis részeken pedig az osztdddsok utdn egyiitt
maradt, meghosszabbodott lednysejteket és 3-5 sejtbol 4llo, rovid
pszeudohifdkat taldltunk (2. dbra). A citoplazmdjukban zold fluoreszcens
proteint termeld sejtekben, jol kivehetové valtak a szeptumok és a sejtmagok.
Megfigyelésink szerint ezekben a tobb sejtbol all6 pszeudohifdkban
sejtenként egy sejtmag taldlhaté. Ugy gondoljuk, hogy a koteges szerkezet
kialakuldsdhoz nagy sejtslirliség és a jellegzetes elrendez6dés megtartdsa

sziikséges.

2. abra Tobbsejtes, rovid pszeudohifa a S. pombe 1165 torzsének 15 napos

tenyészetében. Méretvonal: 5 um

A S. japonicus micéliuma gyorsan fejlodott a legtobb, kiprobalt
taptalajon (kivételt a cAMP hozzaadésa €s az agar koncentracid csokkentése
jelentett — ekkor nem zajlott le a dimorf atalakulds). A S. pombe-hoz
viszonyitva az agarba furddott hifdinak a mérete, a Petri csészében, vagy a
csatorndkban tenyésztve, azonos 1id0 alatt hosszabbnak bizonyult. A
tirgylemezben kialakult fonalaiban jellegzetes, Oridsméretli, poldris

vakuo6lumait festés nélkiil is jol lathattuk.



2.2. A vakuolumok szerepe a hifa novekedésben
A S. japonicus élesztd-micélium dtalakuldsdban fontos szerepe van a
megfigyelt, poldris 6rids vakudlumok kialakuldsdnak. A S. pombe éleszto- és
hifasejtjeinek vakudlumait CDCFDA festéssel tettiik l14thatova (3/1. dbra).
Mindkét sejttipusban azonos jelintenzitast, ez alapjan feltételezhetden azonos
méretli vakuélumokat taldltunk, tehat tapasztalataink szerint a vakuélumok

nem jarulnak hozza a S. pombe dimorf atalakuldsidhoz.

3. abra A vakudlumok eltérd festédése a S. pombe 1975 és S. japonicus 7-1
hifaiban. (1) S. pombe agarban kialakulé micéliuma CDCFDA-val festve (2)
a S. japonicus agarban kialakul6 hifdii CDCFDA-val festve. Méretvonal: (1)
20 pm (2) 50 uym

A S. japonicus vad tipusi sejtjeinek vakudlumait a tdrgylemezben
festés nélkiil figyelhettilk meg, és az agarbdl kivagott mintdk esetében tobb,
specidlis festési eljarassal (FM4-64, CDCFDA) tettiik lathatévd. Az
élesztdsejtekben is tobbféle alakid vakudlumot taldltunk: ovdlis, kerek,
tubularis, amelyeknek a megfeleldit a hifasejtekben is megfigyeltiink.
Kizéardlag a hifasejtekben taldltunk a sejt térfogatdt majdnem teljes mértékben

kitoltd vakudlumokat, amelyeknek feltételezéseink szerint ldgosabb a



kémhatédsa, mint a kisebb méretiiecknek (3/2. dbra). A vakudlumok fizéja a
hifasejtekben is lejatszodik, ami azt a feltevésiinket tdmasztja ald, hogy a S.

Japonicus vakudlumai a hifdik névekedéséhez is sziikségesek.

2.3. Az endocitézis nyomon kivetése a S. japonicus sejtjeiben

A vakud6lum megjelenitéséhez alkalmazott festékek kozott taldljuk a
Vida és Emr altal élesztOk esetében el6szor hasznalt FM4-64-et (Vida és
Emr, 1995). Ez nemcsak vezikulumok festésére szolgdl, hanem endocit6zis
markerként is mikodik. A S. japonicus vad tipusu élesztOsejtjeiben az
endocitozis sordn idoben a plazmamembran valik el6szor lathatévd, majd a

korai és késoi endoszomdk és végiil a vaku6lum membran (4. dbra).

7,5 perc 16,5 perc 31,5 perc
4. abra. A S. japonicus bipoldrisan novekvo élesztésejtjének FM4-64

felvétele, az endocitdzis idobeli kovetése. Méretvonal: 4 pm.

Ezt az endocitézis markert a S. pombe esetében mar kordbban
hasznaltdk. A két kisérlet alapjdn megdllapithatd, hogy a két faj
élesztdsejtjeiben a folyamat azonos 1é€péseken keresztiil zajlik, de a 1épések
kozott tobb 1d6 telik el a S. japonicus esetében. Ez a sejtek méretének
kiilonbségébdl adddik. A S. japonicus hifdinak monopoldrisan novekvo
csucssejtjeiben megfigyelt jellegzetes erds festék akkumulacio, feltehetdleg a

fonalas gombdkndl leirt, aktiv membrintranszport folyamatokra utal. A



polaritdsban is sériilt mutdnsok tanulmédnyozdsa sordn az is kideriilt, hogy a

festék felvétel a sejt polaritasatol fiiggott.

24. A S. japonicus és a S. pombe morfologiai atalakulasaban szerepet
jatszo6 gének

A S. japonicus élesztd-micélium dtalakuldsaban szerepet jatszé gének
megismerése érdekében a micélium-képzésre nézve vad tipust, de kiillonbozo
auxotr6f markerekkel rendelkezd S. japonicus torzsekbdl, UV-mutagenezist
kovetden, micélium-képzésben sériilt myc™ mutdnsokat izoldltunk. Mutdns
torzseinket kereszteztik, majd rekombindciés analizist végeztiink.
Vizsgalataink alapjan hat gént azonositottunk, amelyek a S. japonicus
éleszté-micélium 4talakuldsaban részt vesznek.

Tapasztalataink szerint a S. japonicus dimorf atalakuldsat, a sejt
életében alapvetden fontos citoldgiai valtozasok kisérik. A sejtalak szerint
harom csoportba (sep-szerii, kerek és rovid sejtek) sorolt myc™ mutdnsainkndl
ezeket a folyamatokat vizsgéltuk mikroszképos, fluoreszcens mikroszképos

technikaval (5. abra).

5. abra Kiilonboz6 alaku sejtek a S. japonicus vad (7-1) és mutédns torzsek
exponencidlis fazisban 1évd tenyészeteiben. (1) vad tipusu torzs (2) osztédds
utdn egyiitt marado sejtek alkotta mikrohifa a 7-63-as mutdns exponencidlis
fazisban 1év0 tenyészetben (3) rovid és kerek sejtek a 7-148-as muténs 24

ords, YEL-ben nevelt tenyészetében. Méretvonalak: 3 um



Az egyes mutdnsokndl megfigyelt hibdk arra utalnak, hogy az aktin
disztribucid, a vakudlum fuizid, a sejt szeparacié az éleszté-micélium atvaltas
szempontjabol kiemelkedden fontos citologiai események.

A S. japonicus myc” mutdnsok ozmotikus érzékenységét KCl, CaCl,,
NaCl, MgCl,, szorbittal kiegészitett komplett taptalajokon végeztiik. Mert
ugy gondoltuk, hogy ezekbdl a stressz-érzékenység vizsgadlatokbdl tobb
adatot gytijthetiink a mutdciok hétterében all6 génekrdl. Mutdnsaink koziil a
7-159-es torzskonyvi szdmd mutdns esetében taldltunk kiemelkedd klorid
érzékenységet, ami esetleg a stressz tolerancia kialakitdsdban résztvevo,
szabdlyozé utvonal hibdjara utalhat. A 7-176-os torzskonyvi szdmu mutdns
jelentés B-glikandz érzékenysége azt mutatja, hogy a sejtfal osszetételének
megvéaltozdsa gatolhatja a poldris novekedés meginduldsat és igy az €leszto-
micélium datalakuldst. Erre mdas dimorf fajok esetében is tobb példat
taldlhatunk.

A S. pombe 1975-6s torzskonyvi szdmu heterotallikus torzs
élesztosejtes és micélidlis tenyészetének Osszehasonlité proteomikai
vizsgdlata sordn, 149 fehérjét sikeriilt azonositanunk. Kozottik a
metabolizmusban, a stressz védlaszban és a transzlicidban szerepet jatszo

proteineket taldltunk a legnagyobb szdmban (6. dbra).

Funkcid

6. abra Funkcid szerinti szazalékos eloszlas a 149 azonositott fehérje kozott.



A 149 fehérje koziil 11 olyat taldltunk, amely csak a micélidlis tenyészet
mintdjabol volt kimutathat6. Eredményeink alapjan ugy gondoljuk, hogy a S.
pombe micélium-képzésében a TOR udtvonal, a nitrogén mennyiség
érzékelése révén, fontos szerepet jatszhat. Egy masik a S. pombe micélidlis
mintdbol azonositott fehérje is befolydsolhatja a dimorf &talakuldst. A
konzervativ gomba fehérje homoldgjdnak, a Sa. cerevisiae SNO4
proteinjének diszrupcidja a pszeudomicélium-képzés sériiléséhez vezetett.
Egy masik elmélet szerint, amely az elsd szisztematikus gén diszrupcids és
tiltermeltetéses vizsgdlatokon alapult, a mitokondridlis miikodés fontos
szerepet jatszik a fonalas alak kialakuldsdban. Az éleszté-micélium
atalakulast szabdlyz6 jol ismert szigndl dtvonalak mellett a mitokondridlis
retrograd utvonal szerepét hangsilyoztdk, mint negativ reguldtor. Ot,
kizar6lag a micélidlis mintdnkban kimutathat6 mitokondridlis fehérjét

talaltunk.
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1. Introduction

Fungi generally display either of the two growth modes, unicellular yeast-like
or multicellular filamentous (mycelial or pseudomycelial). The di- and
polymorphic fungi, upon environmental stimuli, are able to switch between
the yeast-like and the filamentous growth modes. In many human and plant
pathogenic fungi, the ability to switch between these forms has been
correlated with virulence because during the infection process, morphological
transitions are often required (Odds, 1985, Lo et al, 1997, Madhani and Fink,
1998). Dimorphic transition is a complex phenomenon that involves
extensive modification of cellular machinery in response to environmental
signals. Understanding its process is not only important because its
involvement in fungal pathogenesis, but also it serves as an experimental
model of eukaryotic cell differentiation.

In order to investigate fungal dimorphism it is adviced to choose a
model species that is non-pathogenic and capable of switching between
unicellular and filamentous forms. The ascomycete S. japonicus var.
Japonicus (S. japonicus) is a non-pathogenic, dimorphic fission yeast capable
of producing alternate morphological forms in response to environmental
changes. It exhibits yeast to mycelium dimorphism, i.e. the ability to produce
a filamentous form which either grows on the surface of the substrate as
psuedomycelium or penetrates the substrate and forms a true mycelium
(Sipiczki, et al. 1998a; Sipiczki, et al. 1998b).

S. japonicus has proved to be an excellent model organism for
investigation of dimorphism. Experiments carried out by the research group
at the Department of Genetics and Applied Microbiology resulted in method
development, expanding data and tool resources, cytological observations
and molecular biological results (Sipiczki et al, 1998a, 1998b, Bozsik et al,

2002). S. pombe (one of the other species of the genus Schizosaccharomyces)



is one of the best-studied, routinely used model organisms in yeast research
(Yanagida, 2002). Its ability to induce invasive, filamentous forms has been
recently described by Amoah-Buahin, Dodgson and colleagues (Amoah-
Buahin et al, 2005, Dodgson et al, 2009).

Our aim was to further explore the cytological, genetical and
proteomical background of dimorphism using the two fission yeast S.

Japonicus and S. pombe as experimental models.

2. New scientific results
2.1. Comparing yeast-mycelium transition of the two fission yeast

On LNBA media, which supported the mycelial growth of both
studied Schizosaccharomyces species S. pombe and S. japonicus, we could
compare their characteristic mycelial growth (Figure 1.). The S. pombe
mycelium, unlike to its close relative, resembles a rope-like structure: behind
the fast growing region of the mycelium growing invaded filaments form a
dense network, hold together by branches. Examining the cultures of the two
species, we concluded that yeast-to-mycelium transition and establishment of
the mycelial phase occurred at the periphery of the inoculum, from a few
sites. Apart from the hyphae around the colonies we found yeast cells in the

middle of the colony.

Figure 1. Mycelium forming colonies. (1) S. pombe L1975 strain, 21 days of
incubation on 30°C, LNBA medium. Bar: 100 um. (2) S. japonicus 7-1 strain,
8 days of incubation, 30°C, LNBA medium. Bar: 100 pm.



We could also follow the early steps of the yeast-mycelium transition
of S. pombe. In the channels of the special microscope slide filled with media
inducing hyphal growth, the S. pombe elongated yeast cells arranged in a
special order. At a later stage of the hyphal formation we could observe
unseparated daughter cells more elongated then yeast cells, and short hyphae
consists of 3-5 cells (termed as pseudohyphae, Figure 2.) at the edge of the
inoculum and yeast cell in the centre. Using cells producing green fluorescent
protein we could differentiate septa and nuclei in these short hyphae.
According to our observation these pseudohyphae cells contains one nucleus
per cell. We think that characteristic cell distribution and high cell density are

required to create the rope-like mycelial structure.

Figure 2. Multicellular pseudohyphae in the culture of S. pombe 1165 strain

after 15 days of incubation. Bar: 5 um

The mycelia of S. japonicus grow faster on almost every, tested media
(except when we added cAMP to the media or dicreased the agar
concentration in those cases the dimorf transition did not occur). Comparing
the length of the invasive hyphae of S. japonicus with S. pombe, under the
same conditions whether culturing them on Petri dishes, or in the channels, S.

Jjaponicus hyphae grew longer. In case of the filaments growing to the



nutrient rich pole of the channels we could see its characteristic large polar

vacuoles as well.

2.2. Role of the vacuoles in the growing hyphae

These polar vacuoles appear through the extensive vacuolation play
central role in the S. japonicus yeast-to-hyphae transition. Vacuoles of S.
pombe yeast and hyphae cells were visualized by CDCFDA (Figure 3/1.).
Detection of the same signal intensity in case of both cell types, could mean
that the cells maintained the same vacuole size. According to this hypothesis

the vacuoles of S. pombe do not contribute to the dimorf transition.

Figure 3. Different signal intensity of vacuoles in S. pombe 1.975 and S.
Jjaponicus 7-1 hyphae cells. (1) invasive hyphae of S. pombe visualized by
CDCFDA (2) invasive hyphae of S. japonicus visualized by CDCFDA. Bars:
(1) 20 um (2) 50 pm

In the channels the vacuoles of S. japonicus wild type cells can be observed
without staining and in case of the agar samples these can be visualized by
fluorescent dyes (FM4-64, CDCFDA). Vacuoles in the yeast cells display

pleomorphism: ovoid, spherical, tubular shapes; the same types can be



observed in the hyphae cells as well. Exclusively in the hyphae cells we
found large vacuoles which filled up most of the cell. We assume that these
large vacuoles have more alkalic pH than the smaller ones (Figure 3/2.).
According to our observation vacuole fusion takes place in the hyphae cells,
that supports our hypothesis that vacuoles needed not only for the switch

between yeast and mycelial phases, but for the growth of the hyphae as well.

2.3. Following the internalization of the endocytotic dye in the cells of S.
Jjaponicus

Out of the two fluorscent dyes we used for visualizing vacuoles FM4-
64 is the one that Vida and Emr applied on the yeast cells for the first time
(Vida and Emr, 1995). This stain not only labels the vesicles, but it serves as
an endocytosis marker. A time course examination of FM4-64 internalization
in S. japonicus wild type living yeast cells shows that the plasma membrane
became visible first then the early and late endosomes and finally the vacuole

membranes (Fig. 4.).

7,5 perc 16,5 perc 31,5 perc
Figure 4. FM4-64 internalization of the bipolarly growing yeast cells of S.

japonicus. Bar: 4 um.

This endocytosis marker has been used for S. pombe yeast cells. From these
experiments we concluded that the pattern of the uptake in the two

Schizosaccharomyces species are spatially the same, but because of the



difference in the cell size it is different in a timely manner: from one step to
another takes more time in case of S. japonicus. The characteristically strong
dye accumulation in the monopolarly growing tip cells of S. japonicus
hyphae is probably due to the active membrane transport, reported in case of
the filamentous fungi. Studies on the growth polarisation defective mutants

proved that the uptake of the dye is cell polarity dependent.

2.4. Genes playing important role in yeast-mycelium transition of S.
Japonicus and S. pombe

In order to reveal the genes playing important role in yeast-mycelium
transition of S. japonicus we isolated mutants defective in the morphology
transition (myc’). After the recombination analysis of the mutants we
identified 6 novel myc™ genes, which required for the initiation of the S.
Jjaponicus hyphal growth. The characteristic morphological traits fell into

three categories: sep-like, round and short cells (Figure 5.).

Figure 5. Yeast cell morphology in the logarithmic phase cultures of S.
japonicus wild type (7-1) and mutant strains. (1) wild type strain (2)
characterisctic microhyphae in the exponential growing culture of the 7-63

mutant (3) short and round yeast cells of the 7-148 mutant. Bar: 3um.

According to our results the dimorphic transition of S. japonicus assisted by
cytological changes. These changes were examined by differential

interference contrast microscopy and fluorescence microscopy. The defects



identified in the different mutant groups suggested that actin distribution,
vacuole fusion and cell separation are very important events during yeast-
mycelium transition.

The osmotic stress response of S. japonicus myc mutants was tested on
media supplemented with KCIl, CaCl, NaCl, MgCl, and sorbitol. The
sensitivity of the mutants to the different stress conditions could highlight the
genes involved in the mutations. The detected high chloride sensitivity of the
7-159 mutant may refer to the defect of the signaling pathway responsible for
the stress tolerance response. The 7-176 mutant showed increased f3-
glucanase sensitivity. Taken together the fact that this mutant is incapable of
polar extention and converting into mycelial growth, this sensitivity might be
attributed to the changes in the composition of the cell wall. This conclusion
was reported in case of other dimorphic fungal species.

Comparative proteomic analysis of S. pombe yeast and mycelial growth
forms (975 heterothallic strain) was performed and totally 149 proteins
were detected from the peptid samples. Most of these proteins are involved in

metabolism, stress response and protein synthesis (Figure 6.).

Function

Figure 6. Protein groups based on the function of the 149 identified proteins.



Out of the 149 proteins we have identified 11 proteins, which could only be
found in the mycelial sample. One of them plays a role in the TOR signaling
pathway that could suggest, that via nitrogen sensing, this pathway could
have an important role in the yeast-to-mycelium transition. An other protein
identified only from the mycelial peptid sample could also be important in
the dimorph phase transition: a conservative fungal protein. Disruption of its
Sa. cerevisiae homologue SNO4 protein can lead to the defect in the
formation of the pseudomycelium. We have identified five mitochondrial
proteins could only be detected in the mycelial peptid sample. A hypothesis
based on the first systematic gene disruption and overexpression analysis of
Sa. cerevisiae filamentous growth highlights the importance of mitochondrial
function during filamentous growth. Among the associated signaling
pathways playing important roles in the yeast-to-mycelium transition the
mitochondrial retrograde signaling pathway was identified as a key negative

regulator of yeast filamentous growth.
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