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I. Bevezetés és célkitiizés

A dimorfizmus a gombak azon képessége, hogy kiilonb6zo
stimulusok hatasara, a sejtek kétféle megjelenési formaban szaporodnak,
vagy élesztOsejtet vagy hifat formalnak, melyet csucsi ndvekedés jellemez. A
természetben ez a jelenség nemcsak az adaptalodasban segit, hanem példaul
lehetdséget teremt a patogén gombaknak a gazdaszervezet fertézésére.

Szamos gomba képes ndovényeket, allatokat, és embereket fertdzni,
masok pedig szaprofita médon a talajban élnek €s az ottani szerves anyagokat
hasznaljak az ¢életfolyamataik fenntartdsdhoz. Azon fajok, melyek
dimorfizmussal rendelkeznek, jobban terjeszkedhetnek, adaptalodhatnak,
vagy ¢lhetnek olyan specidlis koriilmények kozott, melyek mas, egysejtes
rokonaik szamdara végzetesnek bizonyulnanak. A dimorf patogén gombak
kozott vannak olyanok, melyek a mezdgazdasdgban stlyos kéarokat okoznak
azzal, hogy a gazdandvényt elpusztitjak, vagy fogyasztasképtelenné teszik a
terményt. Ilyen példaul a kukorica veszedelmes, mikroszkopikus kartevdje az
Ustilago maydis, mely a ndvényi szovetek burjanzasat idézi el6 (Gao, 2013).
(1. abra A) A Fusarium genusz tagjai szintén nagy karokat okoznak a
mezdgazdasagnak, melyek kozott vannak olyan fajok, melyek toxinokat
termelnek, és ezek a terményekkel bekeriilhetnek az emberi és allati

szervezetekbe (Sobrova és mtsai, 2010) (1. abra B).



1. abra: Hirhedt novény patogén gombak altal okozott karok. A) Ustilago

maydis (Virok Viktor képe); B) Fusarium oxysporum. (Missouri Botanikus
Kert képe) [1, 2]

A Crypotococcus neoformans tiidégyulladas-szeri megbetegedést és
meningitiszt okoz olyan emberekben, akiknek valamilyen ok folytan
gyengébb az immunrendszere. (Steen és mtsai, 2002) A patogén gombaknal
emlitést kell tenni a dimorf Candida albicans-rol, mely normal esetben, egy a
bélben eléforduld mikroorganizmus, a bélflora alkotdja (Jacobsen és mtsai,
2012). Az immunrendszer gyengiilése kovetkeztében viszont sulyos
megbetegedéseket, akar halalt is okozhatnak (Pfaller és mtsai, 2006; Mayer
¢s mtsai, 2013).

E dimorf gombék tanulmanyozasa sokszor nehézkes, hiszen specialis
koriilményeket igényelnek, ha pedig diploidok, mint példaul a C. albicans,
akkor a génjei deletalasa, molekularis genetikai manipulacidja nem egyszerd.
Emellett eléfordul az is, hogy a genomjuk még nem annotalt. Problémat
jelent a patogenitasuk is, amely miatt a munka fokozott elévigyazatot
igényel.

A dimorfizmus genetikai hattere bioinformatikai és kisérletes adatok
alapjan nagyfoku konzervaltsagot mutat a gombdk vildgdban, ebbdl

kifolyolag a nem patogén, de dimorfizmust mutatdé organizmusok is kivalo



modellszervezetek lehetnek, melyek segithetnek e tulajdonsdg héatterében
meghuzdédé molekularis folyamatok részletesebb megismerésében. A
kiilonboz6 fajokban kapott eredmények osszehasonlitdsa pedig ravilagithat a
morfoldgiai atvaltas fajspecifikus elemeire is.

Eppen ezért a tanszékiinkén a Schizosaccharomyces japonicus hasadé
¢lesztdvel kezdtiink el dolgozni, mely a gombék egy kiilonleges, evolicids
szempontbol  koran ledgazd csoportjaba tartozik. Ez a faj a
Schizosaccharomycetales genusz filogenetikailag legidésebb tagja, mely
megorizte a valamikori k6z6s 0s dimorfizmusra valo képességét (Sipiczki,
1995). Raadasul haploid, igy a génmanipulaciok kovetkezményei azonnal
megnyilvanulnak és kdnnyen tanulmanyozhatok.

A munka sordn igy a célunk a dimorfizmus folyamatanak és genetikai
hatterének a megismerése volt a Sch. japonicus modellszervezetben, melynek
részletei az alabbi pontokban foglalhatok 6ssze:

1) Klasszikus genetikai és mikrobioldgiai kisérletekkel tovabb akartuk
vizsgalni a kornyezeti koriilmények éleszté-hifa 4talakuldsra vald hatasat.

2) Masrészt pedig célunk volt, a dimorfizmus molekularis hatterének
vizsgalata.

a) a dimorfizmushoz kothetd gének és szignal-transzdukcids
utvonalak azonositasa.

b) ennek megvalositasa érdekében egy dimorfizmusban szerepet
jatszo regulator gén delécioja.

c) az igy létrehozott mutans segitségével egy lehetésges jelatviteli
utvonal elkészitése.

3) Célunk volt tovabba, hogy a klasszikus és molekularis vizsgalatok
eredményeit Osszehasonlitva mas fajok eredményeivel, azonositsuk a
dimorfizmus fajtol fliggetlen, evoluciésan konzervativ és faj specifikus

résztvevaoit.



I1. Irodalmi attekintés

1.1 Dimorfizmus a patogén gombakban

A dimorfizmus sz6 szerint két formaban vald el6fordulast jelent. A
gombak esetében ez példaul a diffiz vagy kompakt hifa siiriséget, vagy a
sporaképzést is jelentheti. A leggyakrabban viszont egy képesség leirasara
hasznaljak, mely sordn a gomba képes ¢€lesztd (egysejtes) allapotbdl fonalas
(micélium) novekedési formaba, vagy fonalasbol éleszté formaba atvaltani
(Kadosh, 2013).

A dimorfizmust mutatd6 gombafajok élettere széles korben valtozik.
Egyesek valamilyen természetes anyag lebontasat végzik, mint pl. a
Yarrowia lypolytica, mely szénhidrogéneket képes degradalni (Spencer és
mtsai, 2002). Ezzel ellentétben a Candida albicans (2. abra A), a
Cryptococcus neoformans vagy a Hystoplasma capsulatum (2. abra C)
human patogén gombak, képesek a dimorfizmusukkal az immunszupresszalt
szervezet kolonizalasara (Noble és Johnson, 2007). Ugyanakkor masok
novényekben élnek. A kukorica veszedelmes dimorf patogénje az Ustilago
maydis, vagy a veszélyes toxinokat termelé Fusarium oxysporum egyarant
morfologiai atvaltds segitségével képes a gazdandvényeket fertdzni
(Michielse és mtsai, 2009; Elias-Villalobos és mtsai, 2011).

Bar az él6lények élettere kiilonbozik, viszont a kornyezetiikben
bekovetkezd valtozasokra (pl. alacsony homérséklet, pH hatasara) hasonlo
modon valaszolnak (Ruiz-Herrera és Sentandreu, 2002; Mayer és mitsai,
2013).

Egyesekrdl altalanosan elmondhaté az, hogy a fonalas formajuk az
invaziv, mely képes a szubsztratba belendni, mig az ¢€lesztd fazisu sejtek
konnyebben szétszorddnak (terjeszkedés) ¢és nagyobb stressztiliréssel

rendelkeznek (Isaac, 1996).
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Mig masokra, példaal emberi megbetegedéseket okozo gombakra (a
Hystoplasma capsulatum, Blastomyces dermatitidis és Paracoccidioides
brasiliensis) az jellemz0, hogy a kdrnyezetben fonalas formaban névekednek,
viszont gazdaszervezetbe keriilve élesztd fazisba valtanak és igy fertdznek
(Maresca és Kobayashi, 1989). Ennek soran az immunvalasz Sejtes elemeit
(Calderone és Fonzi, 2001). Sok tanulmany bizonyitja, hogy a dimorf atvaltas
elengedhetetlen a fert6zési mechanizmusukhoz. Ez azt is jelentheti, hogy a
dimorfizmus sériilése az atvaltas sikertelenségét okozza, ami azt
eredményezheti, hogy egy ilyen gomba nem képes gazdaszervezet fertdzésre,
¢és emiatt gyorsan elpusztul (Sanchez-Martinez és Pérez-Martin, 2001; Klein
¢és Tebbets, 2007).

A morfolégiai atvaltds tanulmanyozasa ezért igen fontos ¢és
sziikségszerli, ugyanis a molekularis genetikai kapcsolatok felderitése
segithet példaul a dimorfizmusban szerepet jatszd6 regulator gének
miikddésének megismerésében. Ha ismerjiik az érintett géneket, akkor ezek
potencialis célpontokka valhatnak, ami azt jelenti, hogy példaul egy embert
fert6z6 patogén gombanak célzottan ,kihuzhatjuk a méregfogat”, ami

innentdl kezdve a szervezet altal konnyen eliminalhato.

2. abra: Human patogén gombak fénymikroszkopos képe. A) Candida
albocans éleszté és B) hifas allpota sejtjei. (Peter Sudbery képe) C)

Hystoplasma capsulatum éleszt6 és hifas sejtjei [3, 4]
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A tovabbiakban a dimorfizmust befolyasold kiilsé kdrnyezeti

koriilmények hatasat vizsgaljuk meg.

11.2 Dimorfizmust befolyasolé kornyezeti tényezok

A dimorfizmust a kornyezeti koriilmények befolyasoljak elsésorban,
tulajdonképpen ez a kiils6-belsé  stimulusokra adott morfoldgiai
valaszreakci6. A kornyezeti koriilmények koziil a legfontosabbak: a
homérséklet, pH, tapanyag koncentracid, oxigén szint (Bahn ¢és
Miihlschlegel, 2006; Nemecek és mtsai, 2007; Selvig és Alspaugh, 2011). A
fenti faktorok a sejten beliil leforditddnak molekuléris jellé, melyet bonyolult,
de egyben kifinomult jelatviteli folyamatok kovetnek.

Ahhoz, hogy a dimorfizmus mechanizmusat, szabalyzasat megértsiik
mind klasszikus, mind molekularis vizsgéalati modszerek sziikségesek. A cél
annak a meghatarozasa, hogy pontosan, melyek azok a specifikus kiilsé
koriilmények, vagy bels6 allapotok, amelyek befolyasoljak az élesztd - hifa
atvaltast.

A dimorfizmus kutatas szakirodalma alapjan az éleszt6-hifa atvaltast
harom f6 kornyezeti koriilmény (minden dimorf gomba esetében)
befolyasolja. Ezek a homérséklet, a tapanyag (koncentricid), és a pH
(Samuel Baron, 1996; Ruiz-Herrera, 2012). Ehhez természetesen még tobb
faktor is tarsulhat fajtol, élettértdl és €letmodtdl fliggden, melyek az atvaltas
finomabb szabalyzasat teszik lehetové (Klein és Tabbets, 2007; Cooney és
Klein, 2008). Felvetddhet a kérdés, hogy miért kell ezekre a koriilményekre
morfologiai valtassal valaszolni? Az ¢él6lények tulélésének kulcsa az
allandoan valtozo kornyezet érzékelésében és az ehhez vald adaptacidban
rejlik. Ha példaul a C. albicans nem lenne képes érzékelni a megvaltozott

hémérsékletet vagy, és emiatt dimorf valtdsa nem kovetkezne be, akkor a
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szervezeten beliil keletkezett immunvalasz miatt elpusztulna (Lo és mitsai,
1997). A pusztulas bekovetkezhet példaul ugy, hogy a megvaltozott
hémérsékleten a sejt fehérjéi karosodnak, funkcidképtelenné valnak.

A gomba élettér kornyezeti pH-janak érzékelése szintén nagyon
fontos. Szélsdséges pH koriilmények karosithatjdk az extracellularisan
kibocsatott enzimeket, melyek funkcioképtelensége az organizmus defektiv
novekedését vagy pusztuldsat okozza. Tehat az azonnali valaszreakcio
nagyon fontos az adaptacid kialakitdsaban illetve ebbdl kovetkezden a
talélésben. Ez példaul a Candida albicans esetében azt jelenti, hogy élesztd
fazisban példaul mas szekretdlt aszpartil protedz (SAP-ok) gének
expresszidja torténik, mint hifas allapotban (Naglik és mtsai, 2003).

Osszegezve az el6z6 gondolatmeneteket lathaté tehat az, hogy példaul
a dimorf patogén gombaknak sziikséges, hogy az élesztd - hifa atvaltassal
reagaljanak a kornyezetiik valtozasara. Hogy milyen modon képesek ezeket a

fizikai/kémiai allapotokat érzékelni, a tovabbiakban ezekrdl lesz szo.

11.2.1 Homérséklet érzékelés

Ismert tény az, hogy a humén patogén gombak egy része 25°C —on
fonalas forméban, a kornyezetben szaprofita életmodot folytat. Viszont ha
gazdaszervezetbe keriil, példaul belégzéssel, akkor a test 37°C-0s
homérséklete indukalja a morfologiai atvaltast, és unicellularis forméat
oltve fertdzoképessé valik. Ilyen példaul a H.capsulatum humén patogén,
amely a hdmérsékletvaltozast harom ,,1épcsdsen” érzékeli. Az elsd fazisban
egy gyors intracellularis ATP csokkenést figyeltek meg melyet az oxidativ
foszforilacio szétkapcsolasa kovet. 24-40 ora elteltével a sejt belép a
masodik fazisba, melyet 4-6 napig tarté nyugalmi periddus kovet. Erre az

allapotra az jellemzd, hogy a sejtek meglehetésen kevés mitokondrialis
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elektron transzport komponenst tartalmaznak. A harmadik allapotban
tulajdonképpen a citokrom rendszer helyreéll, beindul a 1égzés, valamint egy
fazisspecifikus cisztein oxidaz aktivalodik, végiil pedig kialakul az élesztd
morfoldgia (Medoff és mtsai, 1986).

A kérdés a tovabbiakban az volt, hogy a hdémérsékletvaltozas
kozvetleniil hat-e a sejtre vagy kozvetett Giton torténik az érzékelés? A vélasz
az, hogy mindkét modon. Leach és Cowen szerint négy modon érzékelhetd a
hémérséklet egy sejt szamara: membran-fluiditas valtozassal, unfolded
protein response-al (letekeredett fehérje valassz), RNS homérokkel (RNA
thermometers) valamint a Hsfl transzkripcios faktorral (Shapiro és Cowen,
2012; Leach és Cowen, 2014).

A membran fluiditas valtozas homérsékletfiiggd. A sejt attol
fiiggden, hogy milyenek a hdmérsékleti koriilmények, képes membranjanak a
telitett és telitetlen zSirsav Osszetételét szabalyozni. Alacsonyabb hémérséklet
(15°C) esetén a telitetlen, mig magasabb hémérsékleten (37°C) a telitett
zsirsavak dominalnak. A H. capsulatum esetében végeztek érdekes kisérletet,
mely sordn parhuzamosan emelték a hOmérsékletet €és a palmitinsav
koncentraciot, s ez azt eredményezte, hogy a HSP82 protein transzkripcidja
novekedett. Ezzel ellentétesen, telitetlen zsirsav pl. olajsav és ndvekvd
hémérsékleti koriilmények csokkentették a transzkripcios szintet (Shapiro és
Cowen, 2012; Leach és Cowen, 2014). A C. albicans esetében a membran
fluiditast az OLEl-zsirsav deszaturaz regulalja, melynek transzkripcios
szintje a homérsékelt emelkedése soran csokken. (Leach és Cowen, 2014)
Kutatési eredmények szerint az OLE1 sziikséges a virulencidhoz (Xu és
mtsai, 2009). Az OLE1 kapcsolatban all a HSF1 transzkripcios faktorral,
mely az eldbbin keresztiil kozvetiti a homérséklet érzékelést. A HSF1
ugyancsak elengedhetetlen a C. albicans teljes viruleciajahoz (Nicholls és

mtsai, 2011). A C. neoformans esetében azonositottak egy transzkripcios
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aktivatort, az MGA2-t, melynek szintje megemelkedett, ha 25°C-helyett
37°C-on szaporitottak a sejteket. Az MGA2 regulalja az OLE1- zsirsav
deszaturaz transzkripcidjat, ez azt jelenti, hogy a C. neoformans
gazdaszervezet fertézés soran atrendezi a membran szerkezetét (Kraus és
mtsai, 2004).

A letekeredett fehérje valaszreakcié (UPR) valamint a hdsokk
stressz valasz egymassal szorosan Osszefliggnek. Stressz koriilmények kozott,
példaul a homérséklet emelkedésének hatasara a fehérje homeosztazis
gyakran felborul, ami letekeredett fehérjékhez ¢és aggregatumok
képz6déséhez vezet. Metzger ¢és mtsai. bebizonyitottak, hogy a
Saccharomyces cerevisiae-nél a letekeredett fehérje valasz sejtes hdméroként
szolgalhat (Metzger és Michaelis, 2009). Ennek harom f6 valasza lehet
harom kompartmentbdl: az ER-, a citoplazma- és a membran valasz. Ha az
ER-ban rosszul feltekeredett fehérjét detektal a sejt, akkor erre az ER
chaperonok, a KAR2 és HAC1 expresszidjaval, citoplazmatikus esetben az
SSA4 (hsp70) és STIl-aktivalasaval lat el chaperon funkciot (Shapiro és
Cowen, 2012; Leach és Cowen, 2014). A membranproteinek szerkezeti
valtozasanak érzékeléséért kozvetetten az Rpn4 transzkripciods aktivator felel
(Shapiro és Cowen, 2012; Leach és Cowen, 2014). Ezeket a megfigyeléseket
persze human patogének esetében is leirtak. Az A. fumigatus human
gazdaszervezet  fertdzése  soran, egy  nagyfokli  transzkripcids
szintemelkedésen megy keresztiil, melynek végeredménye egy nagyfoki
fehérje szintézis. Ilyenkor eléfordulhat, hogy az ER-ban sok fehérje nem
megfeleld térszerkezetet vesz fel, melyek toxikus fehérje aggregatumokat
eredményezhetnek. Ilyenkor az Irel ER stressz szignal aktivalodik, mely
aktivalja a HACl-et, ami az aggregatumokat szétvagdalja. C. neoformans-
esetében az Irel aktivacio még azol elleni rezisztanciaval is parosul (Shapiro

¢s Cowen, 2012; Leach és Cowen, 2014). Habar ez a hémérsékletmérés egy
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jol miikddo visszacsatolasos rendszer, sok transzkripcionalis és transzlacids
eseménynek kell torténnie, mig a fentebb emlitett ,,hdmérd fehérjék” kifejtik
hatasukat.

Az RNS hoémérék ezzel szemben a hdmérsékletvaltozast sokkal
gyorsabban képesek érzékelni, olyan méddon, hogy kontrollalni tudjék az
mRNS transzlaciot. S.cerevisiae-vel 23°C-t6l 75°C—ig végzett hdsokk
kisérletben tobb transzkriptum relativ olvadaspontjat hataroztak meg, igy sok
feltételezett RNS hOmérdt azonositva. Megallapitottak, hogy az alacsony
olvadasponti RNS-ek konnyen kitekerhet6k, dinamikusak, mig a magas
olvadasponttal rendelkez6 RNS-ek stabilak, nagy energia befektetéssel
tekerhetdk ki. Igy a végsé konkluzio az, hogy a szerkezetileg legstabilabb
MRNS-ek szintje a hésokk ideje alatt alig valtozott, mig az alacsony
olvadasponttal rendelkez6 mRNS-ek transzkripcios szintje tartdosan alacsony
volt (Shapiro és Cowen, 2012; Leach és Cowen, 2014).

Végezetiil emlitést kell tenni a Hsf1-HSP90 autoregulacios korrol.
A Hsfl egy transzkripcios faktor mely konzervalt az eukariotakban.
Aktivacioja a hdsokk proteinek szintjének emelkedését eredményezi.
S.cerevisiae-ben ¢és a patogén gombakban egyarant a Hsfl foszforilacio altali
aktivacioja figyelhet6 meg 30°C-rol 42°C-ra torténd valtas utan és regulalja a
HSP90, HSP104 és HSP70-fehérjék expressziojat (Shapiro és Cowen, 2012;
Leach ¢és Cowen, 2014). Miutan a sejt adaptalodott az emelkedett
hémérséklethez, a Hsfl alacsonyabb mRNS szintje volt megfigyelhetd, amit
a hdésokk proteinek megemelkedett szintje okozott, ezzel feltételezve a
fehérjék kozotti kolcsonhatas 1étezését. Késobb kisérletesen ezt ugy
igazoltak, hogy a HSP90-hez GFP-jelolést adtak, majd hésokkolva a sejtet
vizsgaltak, a fehérje lokalizacigjat. 60 perc eltelte utan a HSP90-GFP a

sejtmagban lokalizalodott, ezzel bizonyitva a kolcsonhatas, valamint az
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autoregulacios kor létezését (Shapiro és Cowen, 2012; Leach és Cowen,

2014).

11.2.2 pH érzékelés

Mint azt fentebb a hémérséklet esetében is lathattuk, ugy a pH
homeosztazis felborulasa is minden €16 szervezetre karos hatassal van, az
organizmus tulélése a szigora és kifinomult szabalyzason mulik. Ahhoz,
hogy egy sejt optimalisan miikodjon, sziikséges egy stabil, intracellularis pH
szint fenntartasa, melyben tobb komplex vesz részt, s mely tobb folyamatra is
kihat. Ilyen az ember esetében a H'/K'ATP-iz, mely a pH egyensuly
hianyaban, sok egyéb probléma mellett, példaul a gyomorsav termelés
elmaradasat eredményezheti (Freeman, 2000). Novények esetében a pH
szabalyzas a normalis fejlédéshez, a masodlagos transzportfolyamatokhoz,
elengedhetetlen (Morsomme és Boutry, 2000). Nem utols6 sorban nagyon
fontos emlitést tenni a mitokondridlis F1FO ATP-dzok szerepérdl, melyek
mind a ndvények mind az allati és gomba sejtek szamara, a proton gradiens
hajtoerejét felhasznalva, nagy mennyiségli ATP szintézisért felelnek
(Freeman, 2003).

A gombdk esetében tobb mechanizmus fejlédott ki a pH érzékelésre,
hogy a sejt a hirtelen felléepd kornyezeti valtozasokra a lehetd
leghatékonyabban ¢és leggyorsabban reagalhasson (Dunlap, 2011). Ha a
patogén gombdak csoportjat vessziik, a gazdaszervezet fertézése sordn, a
gazdan beliil szélsdséges pH-ji kompartmentek lehetnek, melyhez sziikséges
a timadonak adaptalodni, kiillonben elpusztul. Itt nem csak a H*-koncentracio
miatt mikodésképtelenné  valt fehérjékr6l van sz6, hanem a
tapanyagfelvételhez sziikséges proton gradiensrél, melyet extrém alacsony

H*-koncentracio mellett is biztositani kell a sejtnek. Bizonyos, a
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novekedéshez és patogenezishez esszencialis elemek, példaul a vas-ion
oldékonysaga is pH fiiggd (Bignell, 2012). De a fonalas gombak altal termelt
proteazok, celluldzok, szintén rendkiviil érzékenyek az extracellularis pH-

valtozasra (DunaevsKy és mtsai, 2000).

PacC/Rim101 szenzor

Sok tanulmany sziiletett, mely az Aspergillus nidulans-ban, és a S.
cerevisiae-ben vizsgalta a pH érzékelés ttvonalat. Az Gtvonal — A.nidulans-
ban - kézponti komponense egy transzkripcids faktor a PacC, ami egy DNS
kotd cinkujj protein, mely bazikus koriilmények kozott proteolitikusan
hasitodik (Bignell, 2012). A kaszkad folyamatot a kovetkezé szenzorok
inditjak: két feltételezett plazmamembran fehérje (PalH/Rim21, Dfgl6 és
Pall/Rim9), Brol doménnel rendelkezdk (PalC és PalA/Rim20) egy gomba
specifikus arrestin  (PlaF/Rim8), valamint egy kalpainszerli protedz
PalB/Rim13. Az érzékelés a kovetkezOképpen torténik: kozvetleniil a
receptorok érzékelik a pH-t majd ez a Rim8 ubiquitinaciojat valtja ki, ami az
endoszomalis elosztd rendszer (ESCRT VIVIII), a Riml3 és Rim20
komponenseinek Osszeszerelddését segiti. A Rim20 kotddik a PacC/Rim101
C-terminalis doménjéhez, és proteolitikus hasitast végezve eltavolitja a gatlo
domént, aktivalva ezzel a transzkripcios faktort. Ezutan a PacC/Rim101
komplex a magba transzportalodik (Bignell, 2012; Maeda, 2012).

A fenti szenzoros rendszer vizsgalata sordn azt tapasztaltdk, hogy patogén
gombak esetében a Riml0l1 utvonal nagymértékben befolyasolja a
virulenciat. C. albicans-sal folyatatott kisérletek eredményei azt mutatjak,
hogy a PacC/Rim101 szignalizacios rendszer sziikséges a szisztémas és szaj-
garatfert6zésekhez (Davis és mtsai, 2000; Nobile és mtsai, 2008). A Rim101

utvonalban sériilt sejtek képesek hifazni, de internaliziciojuk gyengébb, és
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igy ebboOl arra lehet kovetkeztetni, hogy a Riml101 szabalyoz olyan
sejtfelszini fehérjéket, melyek a gazda-patogén kolcsonhatasban nagy
szerepet jatszanak. Erre a bizonyiték az volt, hogy egy rimI0IA torzzsel
megfertozott egérben jelentdsen kisebb sejtkarosodast tapasztaltak a
kontrollhoz képest. A Riml0l —szamos mas virulencia gén mellett-
sziikséges egy, a virulencidban fontos szerepet jatsz6 gén, az ALS3
expressziojaban (Nobile és mtsai, 2008). Ezt az agglutinin szerli fehérjét hifas
allapotu sejtek termelik, és képes a gazda kadherinjeihez kihorgonyzddni,
torzsben részlegesen ugyan, de képes visszaallitani a sejtkarositd hatast
(Calderone és Fonzi, 2001; Nobile és mtsai, 2008; Bignell, 2012). Egy masik
patogénben a Cryptococcus neoformans-ban a Riml101 delécio a
kapszulaformalés defektusat és ennek kovetkeztében a virulencia csokkenését
eredményezte. A defektust wvaldsziniileg a sejtfelszini megvaltozott
poliszaccharid elrendez6dés okozhatta (Bignell, 2012). Olyan A. fumigatus
mutansok, melyek a PacC transzkripcios faktorban sériiltek, nem voltak

képesek invaziv fertdzésre (Bertuzzi és mtsai, 2014).

pH homeosztazis gombakban

A gliik6z lebontas soran nagy mennyiségii CO2 képzddik, ez a sejten
beliil H/HCO3™ -formajaban van jelen, mely a f8 intracellularis protonforras.
Ennek a folyamatosan képz6dé H*-nak el kell tavolitddni a citoplazmabdl,
ugyanis felhalmozodésa veszélyezteti a sejt metabolikus stabilitasat. Egyes
eukariota szervezetek ezt Uigy oldjak meg, hogy ATP felhasznalas mellett
protont pumpdlnak ki az extracellularis térbe, visszaallitva sajat pH
egyensulyukat. Ilyen proton pumpa a Pmal, mely igy energia felhasznalas

mellett elektrokémiai gradienst general (Ambesi és mtsai, 2000). Gombak
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esetében az ilyen pumpa esszencialis a hifas novekedéshez (Fajardo-Somera
és mtsai, 2013). Ugyanligy a gombakhoz tartozd, egy masik, hasonld
miikédési elvii proton pumpa a vakuolaris ATP-az (V-ATP-az), mely a
keletkez6 elektrokémiai gradiens altal aminosavak transzportjat teszi
lehetévé a vakudélum membranon keresztiil (Bignell, 2012). A V-ATP-azok
hibas miikodése esetén a gomba extrém lassu novekedést mutat, érzékeny
mindenféle stressz hatasokra (Kane, 2006). C. albicans-on végzett kisérletek
azt bizonyitjdk, hogy a patogén gombdk virulencidjaban is fontos szerepet
tolt be a V-ATP-az. A virulenciat tekintve, a Candida albicansban a
vakuolaris transzport sériilése vagy biogenezisének elmaradasa a hifas
atvaltas elmaradédsat eredményezi, ami igy nem képes a gazdaszervezet
fert6zésére (Palmer, 2011, Pérez-Martin, 2012).

A pH a dimorfizmusban szerepet jatszo enzimekre is komoly hatassal
van. Ezt a kapcsolatot tiikrozi a C. albicans-ban leirt sejtfal B-1,3 és 1,6
glikan keresztkoté enzimek (PHRI1 és PHR2) kifejezddése eltéré pH-n
(Davis, 2003). A PHR1 kifejez6dése foleg pHS,5 vagy ez érték felett
torténik, alkalikus koriilmények kozott, mig a PHR2-t a savas pH indukalja
(Calderon és mtsai, 2010). Kisérleti eredmények igazoljak, hogy ha a PHR1
funkcidja kiesik, akkor a C. albicans virulencidja nagymértékben csokken.
Tovéabba transzkripcids elemzéssel megallapitottdk, hogy a hifas novekedés
fenntartdsahoz (és nem az elinduldshoz) a PHR1 funkcio6 feltétlen sziikséges

(Calderon és mtsai, 2010).

11.2.3 A tapanyag érzékelése

Egy organizmus tapanyag érzékelése lehetdséget ad arra, hogy az
elérhetd tapanyagforrdst novekedésre, a tulélési stratégidk eldkészitésére

hasznalja, valamint specifikus transzport rendszereket, és metabolikus
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utvonalakat aktivizaljon (Rutherford, 2011). A tapanyagot a sejtek vagy
intakt formaban, vagy Aatalakitva (hidrolizalva, kelatolva) a plazma-
membranon keresztiil, szubsztrat-specifikus transzporterekkel veszik fel. A
tapanyag jelenlétét érzékeld receptor tovabbitja a jelet egy olyan kifinomult
jelatviteli rendszeren keresztiil, mely az eukariotdk kozott nagy
konzervaltsagot mutat. Hangstlyozni kell, hogy a jelatviteli halézat és a
tapanyag érzékelés egymassal szorosan Osszefiiggnek, emiatt sziikséges
mindkét teriilet ismertetése. Fontos megemliteni, hogy nagyon sok faktor
szerepelhet e témakorben, viszont a dolgozatban ezek koziil csak szén- és

nitrogénforras, mint legfontosabb tapanyagféleségekrol lesz szo.

Szénforras érzékelés gombakban

A glik6z szdmos mikroorganizmus szaméra a kedvelt, elsddleges
szénforrds és ezért gyakran limitdlo tényezd a kornyezetben. A
mikroszervezetek  egymassal  folytatott kompeticidja  kovetkeztében
kifinomult érzékel6 rendszert alakitottak ki e cukor megszerzésére (Bahn és
mtsai, 2007). S.cerevisiae boréleszt6 elég szEélséséges cukorkoncentraciokkal
talalkozik, mely lehet 1,5M-t6] egészen mikromolaris mennyiség. Ennek
megfelelden az élesztd bonyolult, és szigortian szabalyozott hex6z transzport
rendszert fejlesztett ki, hogy a ndvekedéshez sziikséges cukor
intracellularisan optimalis mennyiségben legyen jelen. Ehhez rendelkezésre
allnak hexoz transzporterek (Hxtlp-Hxt17p) és két specifikus gliikkoz szenzor
(Snf3p, és Rgt2p) csalad. A Hxt transzporterek facilitalt diffuzidval juttatjak
be a cukrot a sejtbe. Ezek a transzporterek eltéré affinitast mutatnak a
kiilonboz6, kornyezetben el6forduld cukorkoncentraciora. A HXT1 és HXT3
altalaban alacsony affinitdssal rendelkeznek, csak nagy koncentraciok esetén

aktivalodnak. A HXT2 és HXT4 kozepesen érzékenyek, mig a HXT6 és HXT7
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magas affinitassal rendelkeznek, melyek mar nagyon kis mennyiségi cukor
jelenlétében is kifejezoédnek (Kim és mtsai, 2013). Ezek a transzporterek
érdekes visszacsatolasi mechanizmussal rendelkeznek. Az Snf3p/Rgt2
utvonal kozvetleniil detektalja a gliikoz szintet, €s igy reguldlja az erre
megfeleld/sziikséges hexdz traszporter expresszidojat. A masik jelatvitel az
Snflp-Miglp, mely a glikoz metabolizmusat érzékeli, és nagy glikoz
koncentracio esetén gatolja a kozepes ¢€s nagy affinitdsi transzporterek
expresszidjat (Kim és mtsai, 2013).

C. albicans esetében a gliikoz, novekedésre és szaporodasra torténd
hasznalata mellet nagyon fontos szerepet tolt be az ¢lesztd-hifa atvaltasban,
igy a virulenciaban (Hudson és mtsai, 2004; Sabina és Brown, 2009). Ennek
a patogénnek a transzporterei hasonloak a S.cerevisiae-nél leirtakhoz. Nagy
affinitasu transzporterek a HGT4, HGT10, HGT12, mig gliikéz szenzorként
funkcional a Hgtdp (Horak, 2013) A gliik6z indukalt represszios rendszeriik
is hasonléan miikodik, és meglehetdsen nagy konzervativizmust mutat. A
gazdaszervezeten beliili cukorkoncentracid szélsGséges értékek kozott
mozog, igy valamilyen téren Osszehasonlithatd a gomba ,helyzete” a
S.cerevisiae-vel, és talan ezzel magyarazhato a glikoz érzékelés és
felvételbeli hasonlosag (Horak, 2013).

A fentiek a szénforras érzékelés egy olyan maodjat targyaltak, melyek
a gliikoz intracellularis transzportjat, és homeosztazisat befolyasoljak. Ezzel
parhuzamosan egy G-fehérje medialt jelatvitel is lezajlik, melyet a gliikkoz,
mint ligand indit be. (Rolland ¢és mtsai, 2002) A tapkozegben 1évo,
extracellularis gliikéz érzékelése G-protein kapcsolt receptor (GPCR)
segitségével torténik. A receptor egy 7 transzmembran doménnel rendelkezd
membranprotein, mely nagyszamu jelet tovabbit a kdrnyezetbdl, szabalyozva
a metabolizmust, novekedést és fejlodést (Van Dijck, 2009). Példaul a
S.cerevisiae GPCR (Gprl) gliikéz jelenlétében aktivalja a G fehérje alfa
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alegységét (Gpa2) mely képes az adenilat ciklaz (AC) enzimet aktivalni. Az
AC cAMP-t szintetizal, mely masodlagos hirvivéként aktivalja a cAMP
dependens PKA ttvonalat (Thevelein és mtsai, 2005). Kisérletesen
bebizonyitottak, hogy a GPCR-rdl szarmazo jel onmagaban nem elég, az AC
aktivalasahoz. Megallapitottdk, hogy a gliikoznak be kell jutni a sejtbe, és
gliik6z-6-foszfatta alakulni, mely képes belsd jelként (ismeretlen modon) a
Ras szignalizacidt beinditani. A Ras utvonal és a GPCR medialt jelzés egyiitt

fogja az AC-enzimet aktivalni (Conrad és mtsai, 2014).

Gombak nitrogénforras érzékelése

A nitrogénforrds megszerzése, homeosztazisa egy masik nagyon
fontos faktor az ¢él6lények szamdra. Nitrogén nélkil nem léteznek
aminosavak, nukelobazisok, egyszoval élet, igy ez is egy esszencialis biogén
elem. A gombéak szdmara a preferaltabb nitrogénforrasok az: NH4", NO2/
NOs™ -ionok, de ide tartoznak az aminosavak és az urea, melyek szintjét mind
intra- és extracellularisan képes érzékelni a sejt (Graeme M. Walker, 1998).

Az ammonium-ion €rzékelés terén az Gsszes eddig tanulmanyozott
gombara igaz az, hogy legalabb két NH4" -permedzzal rendelkeznek, melyek
az AmtB/Mep/Rh konzervativ protein csaladhoz tartoznak, ahol a Mep2
C. albicans-ban ¢s S. cerevisiae-ben szenzor funkcioval is rendelkezik. Ez a
transzporter €s érzékeld funkcid egyben nagyon hasonlit a fentebb leirt
GPCR rendszerhez, ugyanis a CAMP-PKA ¢és MAPK jelpalya itt is fontos
szerepet tolt be a jeltovabbitasban. A jelatvitelt a kiilsé kornyezetben 1évo
ammonium ionok inditjak be, akkor mikor a szallitasi folyamat bekdvetkezik
(Bahn és mtsai, 2007). S. cerevisiae-nél a Mep2 mutacidja a pszeudohifa
képzés eliminaciojat okozza, ami megerdsiti azt a tényt, hogy a transzportot

¢és az érzékelést kovetd jelatvitelt az ammonium ionok jelenléte inditja be
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(Bahn és mtsai, 2007). C. albicans-nal érdekes moddon a hifas atvaltas
el6idéz6je az, hogy a Mep2-n nem torténik NH4" - transzport. Kisérleti
eredmények szerint a Mep2 ilyenkor van aktiv formaban, ami a hifazasért
felels jelatvitelt bekapcsolja (Bahn és mtsai, 2007).

Az aminosavak érzékelésére szintén specializalt receptorialis
rendszerrel torténik. S.cerevisiae-ben az Ssyl-Ptr3-Ssy5 gének felelések a
szignalizacioért, melyek az extra- és intracellularis aminosavakat képesek
érzékelni (Liu és mtsai, 2008). Az Ssyl egy membran protein kettds
funkcidval (érzékelés és transzport) €s ehhez fizikailag kapcsolodik a Ptr3-
Ssy5 (Liu és mtsai, 2008). Aminosav kotddése soran az Ssyl aktivalja az
Ssy5 proteazt, mely aktival két transzkripcios faktort, melyet kovetden
aminosav permedzok ¢és aminosav metabolizmusért felelds gének
expresszidja indul meg (Bahn és mtsai, 2007). A C. albicans aminosav
szenzor rendszere hasonl6 a fentebb leirtakhoz, annyi kiillonbséggel, hogy itt
a Gprl (GPCR) is képes a fentiekhez hasonld funkciot betolteni. Ebben az
esetben a Gprl képes a metionint érzékelni, és indukalni az éleszté-hifa
atvaltast (Maidan és mtsai, 2005). A rendszer bonyolultsagat mutatja, hogy a
nitrogénforras érzékelése és az 4ltala indukalt szignaltranszdukcids utvonalak
miikddtetése mellett, mas Gtvonalakra is figyelnie kell a sejtnek. Példaul a S.
cerevisiae preferalt nitrogénforras jelenlétében egy ugynevezett nitrogén
katabolikus represszidval (NCR) gatolja azon gének kifejezddését, melyek az
alternativ nitrogén tartalmu tdpanyag (GABA, prolin) felvételét lehetdve

teszik (Conrad és mtsai, 2014).

Szén-dioxid érzékelés

A dimorfizmus jelenségének magyarazata, valamint a jelenség leirasa

Pasteur nevéhez kothetd, aki bebizonyitotta, hogy az O2 jelenlétében fonalas
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Mucor racemosus CO; — légkdrben unicellularis ndvekedésbe valtott at
(Ruiz-Herrera, 2012). Ez volt az els6 megfigyelés, mely egy kiils6 kdrnyezeti
koriilményre adott valaszreakciot vizsgalt.

A CO2 egy apolaris molekula, mely az egyik legfontosabb gaz az €16
organizmusok szdmara, ami lehet egyben 1égzési melléktermék vagy
tapanyag is. Mindezek mellett a CO2 egy szignalizacios molekula, mely
jelentdsen befolyasolja a patogén gombak novekedését, hiszen amikor a
patogén gombak bekeriilnek a szervezetbe a kiilsé koriilményekhez képest
jelentés CO2 — koncentraciondvekedéssel kell szembenéznilik. A levegd
0,036%-0s CO- szintjéhez képest egy gazdaszervezetben 5%-ra is emelkedhet
a koncentracio. Ha a C. albicans és C. neoformans esetét vessziik, a szén-
dioxid emelkedett koncentracidja eldsegiti a kapszulaképzddést és a hifas
atvaltast, amelyek e két patogénnek f6 virulencia faktora (Calderone és
Fonzi, 2001, Li és Mody, 2010). Candida albicans-on végzett kisérletek
igazoljak, hogy 5%-0s CO2-szint indukalta a hifas atvaltast illetve az agar
invaziot (Bahn és Miihlschlegel, 2006).

A szén-dioxid kémiai érzékelése a szénsav anhidrdz enzim
segitségével torténik, amely a CO2 + H2O = HCO3s™ + H reakciot katalizélja.
Ez az enzim egyarant fontos szerepet jatszik a pH egyensuly fenntartasaban,
a légzésben (Hamburger shift) és bioszintetikus utvonalakban (Elleuche és
Poggeler, 2010). Ennek az enzimnek tobb osztalya van: az o foleg
emldsOkben €s prokaridtakban talalhaté meg, mig a 8, az emldsok kivételével
minden él61ényben (Elleuche és Poggeler, 2010). A gombaknal elséként a S.
cerevisiae-ben irtdk le ezt az enzimet Ncel03 névvel, amit a patogén
gombakban is azonositottak. C. albicans Ncel03, mig a C. neoformans két 8
szénsav anhidrazat a Canl és Can2 névvel lattak el (Mogensen és mtsai,
2006; Innocenti és mtsai, 2010). A szénsav anhidraz ncelO3 delécidja

S. cerevisiae-ben letalisnak bizonyult, ugyanis a gomba képtelen volt a
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normal kornyezeti koriilmények kozott novekedni. Ellenben a magas szén-
dioxid (5%) koncentracio képes volt komplementalni ezt a fenotipust, amit
igy HCR (high CO: response) térzsnek neveztek el (Elleuche és Poggeler,
2010). A delécio kovetkeztében a C. neoformans és C.albicans mutansok is
mutattak ezt a HCR fenotipust, viszont kisérletek azt bizonyitottdk, hogy ez
in vivo nem jar avirulenciaval (Elleuche és Poggeler, 2010). Ellenben a
human epithelidlis modell rendszerben (ahol a szén-dioxid szintje
alacsonyabb a gazdaszervezethez képest) az ncel03A C. albicans mutans
torzs nem tudott 1ézioét okozni (Bahn és Miihlchlegel, 2006; Elleuche és
Poggeler, 2010).

Az eddigiek alapjan lathatd, hogy a morfologiai atvaltds nem csak egy
fenotipusos valtozas, hanem bonyolult jelzés-valasz reakciok Osszessége. A
fazisvaltassal egyidejliileg vagy hifa vagy élesztd allapotra specifikus gének
aktivalodnak, melyek a megvaltozott koriilményekhez valé alkalmazkodast,
igy a tulélést segitik. Fontos azt is kiemelni, hogy a f6bb kornyezeti faktorok
kiilon-kiilon is képesek a morfologiai atvaltast indukalni. Ahhoz, hogy
példaul a homérséklet hifazast valtson ki, sziikséges az Osszehangolt, az
¢lesztd ¢€s hifa allapotban kifejez6dd gének preciz szabalyozéasa, melyet a

jelatviteli kaszkadok hivatottak kivitelezni.

11.3 Kornyezet érzékelés integralt utvonala: cAMP-PKA és MAPK

jelatvitel

A fentebb Osszefoglalt fobb kornyezeti tényezdk jelatviteli
folyamataért két, az eukariotak kozott meglehetdsen konzervalt Gitvonal felel.
A protein kinaz A (PKA) és a mitogén aktivalt protein kinaz (MAPK)
olyan enzimek, melyek a fehérjék oldallancan 1év6 szerin, threonin, hisztidin

vagy tirozin aminosavakat foszforilaljadk, ezzel szabalyozva a fehérjék
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aktivitasat. A gombaktol az emberig altalanosan elmondhat6, hogy a PKA és
MAPK utvonal egymassal kommunikald jelpalya rendszerek, és mindkét
szignalizacio esszencialis az optimalis sejtmiikddéshez (Sengupta és mitsai,
2007). E tények fényében nem tudunk kizarolagosan PKA vagy MAPK
hatasrol beszélni, ugyanis ezek egyiittesen felelnek a sejtek kornyezethez
torténd finom hangolasaért (Gerits és mtsai, 2008). A PKA ¢és MAPK 1t a
dimorf gombak esetében a fonalas novekedéshez, és az ozmotikus stressz
valaszhoz sziikséges (Roberts és mtsai, 1994; Mayorga és mtsai, 1999;
Alonso-Monge ¢és mtsai, 2003). A két jelatviteli mechanizmus koziil itt a
CAMP-fiigg6 PKA utrdl, és ennek a gombak dimorfizmusdban ¢és
virulenciajaban betoltott szerepérdl lesz szo.

A cAMP fiiggd Protein kindz A (PKA) medidlt szignalizicio egy a
protein kindz A egy heterotetramer enzim, mely képes a fehérjék szerin és
treonin oldallancait foszforilalni, ezzel aktivalni az adott fehérjét (Fuller és
Rhodes, 2012). A PKA fehérje egy regulacios fehérje altal kotve van, mely
megakadalyozza az enzim ,,akaratlan” miikodését. (3. abra) Univerzalisan
leirhato, hogy valamely kiils6 kornyezeti tényezO6 hatdsara, a masodlagos
hirvivé cAMP keletkezik, mely hozzakotddik a PKA-t gatlo szabalyzo
fehérjéhez, ami igy konformacidé véltozdson atesve, lekapcsolodik az
enzimrél. (3. abra) Ez a PKA aktivacios kaszkadfolyamata. A jelatvitel
szabdlyazasa torténhet a cAMP-t szintetizal6 adenilat cikldz enzim oldalérol,
illetve a mar megszintetizalt cAMP lebontasat katalizalo foszfodiészteraz

részérdl (Fuller és Rhodes, 2012).
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3. abra A protein kinaz A aktivacios mechanizmusa. A) a cAMP kot6dése a
regulacios alegységhez [R], melynek kovetkeztében aktivalodik az enzim
katalitikus része [C]. B) Az utvonal inaktivaciés mechanizmusa, mely soran

az aktivalt foszfo-diészteraz [PDE] a CAMP-t hidrolizalja. [5]

A kaszkadot mar viszonylag részletesen ismerik S.cerevisiae-ben,
viszont sziikséges megemliteni néhany fontosabb jellemzdjét, és kiillonbségét
a patogén gombakhoz képest. A S.cerevisiae CAMP-PKA utvonala
elsésorban a tapanyag jelenlétének érzékelésére specializalodott, ahol az
adenilat ciklaz enzimet kozvetetten a gliikkoz jelenléte aktivalja. A cAMP
szint emelkedésével a PKA enzim aktivalodik, melynek Kkatalitikus
alegységét 3 gén is kodolja e fajban (Tpkl, Tpk2, Tpk3) (Thevelein és mtsai,
1999; Haesendonckx és mtsai, 2012). A PKA mRNS szintjének csokkenése
az energia felhasznalast fleg az asszimilaciora iranyitja at. Fontos, hogy a
gliikoz mellett a nitrogén forras jelenléte, vagy hidnya cAMP independens
modon képes aktivalni a PKA-t. Ez a jel a pszeudohifas novekedést
szabalyozza, ami eldsegiti a limitalo tdpanyag megszerzését (Tamaki, 2007,
Fuller és Rhodes, 2012). Ezen utvonal konzervativizmusara utal, hogy a

tavoli rokon és dimorfizmust nem mutatd Schizosaccharomyces pombe
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hasado6 éleszt6 protein kinaz A jelatvitele hasonlo a S.cerevisiae-hez, ugyanis
a glikéz érzékelésben tolt be fontos szerepet. A gliikkoz hatasara képzodott
cAMP jel aktivalja a PKA enzimet, mely represszalja a szexualis ciklusat és a
gliilkoneogenezis enzimeit, mint példaul az fbpl frukt6z-1-6 biszfoszfataz
enzimet (Hoffman, 2005).

Mivel a patogén gombdk ¢életben maradasanak kulcsa a
gazdaszervezethez torténd adaptacidban rejlik, emiatt jelfeldolgozo
rendszeriik kifinomultabb, és nagyobb felbontassal rendelkezik a fentebb
emlitett két fajhoz képest. A patogén gombdkban a PKA szabialyozza a
morfogenezist: C. albicans-ban és U.maydis-ban az ¢lesztd-hifa atvaltasért
felel, C. neoformans-nal a titan sejtfal formalodasért, valamint szamos penész
esetében leirtdk, hogy a spoérdk csirdzasaban fontos szerepet tolt be
(Sonneborn és mtsai, 2000; Schumacher és mtsai, 2008; Mehrabi, 2009;
Kronstad és mtsai, 2011).

A Candida albicans patogenitasahoz sziikséges a morfologiai
atvaltas. Szamara ez biztositja az immunrendszer kikeriilését, és a szovetek
flo8 transzkripcids faktorokon keresztiil. Ha az ttvonal barmely eleme
megsériil, az az atvaltds eliminalodasat vonja maga utdn, ami csokkent
virulenciat eredményez in vivo (Hogan és Sundstorm, 2009). A C. albicans-
nak ellentétben az S. cerevisae-vel, két PKA izoformaja van, a Tpk1 és Tpk2,
melyek az éleszt6hoz hasonléan eltérd modon befolyasoljadk a morfologiai
atvaltist (Hogan és Sundstorm, 2009). Erdekesség példaul, hogy a
C. albicans GPCR rendszere, ellentétben a S. cerevisiae-vel, az aminosavak
jelenlétét érzékelve képes a jelatviteli folyamatokat beinditani (Fuller és
Rhodes, 2012). Az eltéré élettér miatt a C. albicans PKA utvonalat egyéb
faktorok is aktivalhatjak. Ilyenek példaul a muramil dipeptidek, melyek a
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baktériumok sejtfalabol szdrmaznak, vagy az N-acetil gliikézamin, melyek
képesek az adenilat ciklazt aktivalni. Ugy tiinik, hogy a hifs atvaltast
befolyasold fobb kornyezeti koriilmények HSP90 dajkafehérje segitségével
(ezen keresztiil) képes csak fonalas novekedést el6idézni (Hogan ¢és
Sundstorm, 2009; Fuller és Rhodes 2012).

A ndvénypatogén Magnaporthe grisea a rizs egyik veszedelmes
kartevdje. Képes appresszoriumokat formalni, melyek segitségével fizikailag
képes attdrni a ndvény kutikuldjat és sejtfalat, minek kovetkeztében lehetdség
be az apresszorium kialakitasaban, ugyanis a gomba egy receptor
segitségével képes érzékelni a ndvény hidrofob felszinét, és ez a kdzvetlen
kontaktus inditja be az apresszorium formalast (Mehrabi, 2009). Kisérletek
soran a jelpalya tagjai koziil a G-protein o alegység kiiitésekor a patogén
képtelen volt apresszoriumot formalni, és csak akkor tudta a novényt fertdzni,
ha mesterséges sériilést idéztek el6 (Mehrabi, 2009).

A C. neoformans a legyengiilt immunrendszerii szervezetekben
meningoencephalitist okozd bazidiumos patogén gomba. A C. neoformans
egy ¢érdekes tulajdonsaga, hogy képes Un. titan sejt létrehozaséara, ami egy
vastag poliszaccharid kapszula szintézisét jelenti. A protein kinaz A jelatvitel
eldsegiti a titdn sejt formalodasat, mely rezisztenssé teszi a sejteket a
makrofagok altali fagocitozisra (Crabtree és mtsai, 2012). A PKA tovabba
regulalja az él6lényre jellemz6 pigment anyag szintézisét is, mely a
gazdaszervezet altal generalt oxidativ stressz ellen védi a sejtet (Fuller és
Rhodes, 2012). Fontos megemliteni, hogy a PKA regulacios alegység hianya
nagyobb méretii kapszulat eredményez, mely igy in vivo hipervirulenciaval
jar (Kozubowski és mtsai, 2009).

A cAMP-PKA jelatvitel human vonatkozidsa mas szempontbol is

nagyon jelentds, ugyanis az itt bekovetkezett véltozas szamos daganatos
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megbetegedés okozodja is lehet (Yu és mtsai, 2012; Berthon és mtsai, 2015).
A Lauren féle gyomorrakok esetében megfigyelték, hogy az adenilat ciklaz
enzim emelkedett szintet mutatott, ami ennek kovetkeztében magas cAMP
szintet is eredményezett. Ez a cAMP-PKA 0t magasabb aktivitasaval jart,
mely bizonyos fehérjék foszforildlasaval kifejezetten eldsegitette a tumor
metasztazisat (Hong ¢és mtsai, 2013). Ez azonban nem mondhatd
univerzalisnak. Példaul az el6bbivel ellentétben a hagyholyagbol szarmazé
daganatos sejtek vizsgalata soran azt tapasztaltik, hogy a cAMP szint

emelése csokkenti a sejtek invazidjat s a sejt osztodast (Ou és mtsai, 2014).

11.4 Egyéb kornyezeti faktorok

Quorum sensing

A quorum sensing (QS) a sejtstiriség altal 1étrejovo génexpresszids
regulacio. A QS sordn a sejtek kémiai jelzOanyagokat termelnek, melyek
koncentracioja a sejtszammal n6. Ezek az un. autoinducer molekulak, melyek
sokrétli funkciot aktivalhatnak a sejtekben. Baktériumok esetében példaul,
konjugaciot, kompetenciat, vagy biofilm képzést, mig gombak esetében a
morfogenezist és a dimorf atvaltast szabalyozzak (Miller és Bassler, 2001;
Albuquerque és Casadevall, 2012). Emellett az egyik ilyen anyagrdl, a
farnezolrol megallapitottak, hogy rivalis gombakkal szembeni védekezésben
1s szerepet jatszik, dimorfizmus gatldsaval ¢€s apoptdzis indukcidjaval
(Nickerson ¢és mtsai, 2006). A mar targyalt patogén gombak koziil a
C. albicans is termeli ezt az anyagot. Ez egy hidrofob sesquiterpén alkohol,
mely képes a C. albicans biofilm képzését és éleszté-hifa atvaltasat
szabalyozni (Ramage és mtsai, 2002). A farnezol lipofil természete miatt
képes atoldodni a lipid kettds rétegen, mely a sejtbe keriilve az adenilat ciklaz

(Cyrl) enzimhez kotédik, mely igy a cAMP szintézist gatolja. Ennek
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kovetkeztében a protein kinazA (Tpkl/2) blokkolva marad a regulacios
alegység altal, igy a hifas megnytlas elmarad (Lindsay és mtsai, 2012).
Tulajdonképpen a farnezol igy a sejteket €leszté formaban képes tartani.
Erdekes jelenség, hogy létezik egy idé korlat, mig a sejtek reagalnak a
farnezolra. A hifas indukcio utan 2 6raval adott farnezol mar nem tudta
gatolni a fonalas novekedést, viszont a hifas atvaltas utan 24 oraval a sejtek
ismét képesek voltak érzékenyekké valni a farnezolra (Nickerson és mitsai,
2006). Ez az ugynevezett elkotelez6dés, ami tulajdonképpen id6éfiiggo,
melynek valtakozésa felel az érett, vastag biofilm kialakulasaért.

A biofilm élesztd allapotu és hifas sejtek szovedéke, mely védelmet
nyGjt a sejtek szamara példaul az antimikotikumokkal szemben (Bouza,
2014). De kisérletesen megallapitottak, hogy farnezollal kezelt C. albicans
sejtek, hidrogén-peroxid és ozmotikus stressz rezisztanciaja is szignifikansan
novekedett (Deveau és mtsai, 2010). Patkanyokon végzett vizsgalatok azt
mutattak, hogy azok az egyedek hamarabb elpusztultak, akiket farnezollal
elokezelt C. albicans-sejtekkel fert6ztek, ugyanis ezek a sejtek
rezisztensebbek voltak az immunrendszer oxidativ stressz valaszaval
szemben (Nickerson és mtsai, 2006). A farnezol mellett talaltak mas QS
molekulat is, melyek jelenléte szintén elGsegitette a hifas atalakulast. llyen

volt példaul a tirozol (Chen és mtsai, 2004).
11.5 A hasado élesztok, mint modellszervezetek
Doktori tanulmanyaim sordn az élesztdk dimorfizmusanak genetikai

vizsgalataval foglalkoztam. Ehhez a Schizosaccharomyces japonicus fajt

hasznaltam modellszervezetként. (4. abra)
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4. abra: A Schizosaccharomyces japonicus vad tipusu sejtjei. Az dbran a 7-1
torzskonyvi szamu torzs lathat6. A sejtek YPA taptalajon 30°C-on 1 napig
inkubalodtak.

Ez a faj a hasadd ¢élesztok kozé tartozik, s kozeli rokona az
Schizosaccharomyces  pombe-nek.  Mindkét faj  sejtjei  eukariota
sejtfelépitésiiek, nagy elonyiikk mas élesztokhoz képest, hogy genetikali
allomanyuk haploid, igy a létrehozott mutacié azonnal megnyilvanulhat
fenotipusosan. Raadéasul, a teljes genetikai allomanyuk szekvencidja
ismert.[6]

Wood és mtsai. 2002-ben a Sch. pombe teljes genom szekvenciajat
annotaltak. Erdekességképpen megemlitheté, hogy az emberi genommal
torténd bioinformatikai O0sszehasonlitasok alapjan 289 hasadd élesztd gént
talaltak, melyek homoldgjai az emberben kiilonféle betegség kialakulasaért
feleldsek. Ezek koziil 23 gén az emberi daganatos megbetegedéssel hozhatd
Osszefliggésbe, igy megerdsitve azt, hogy a hasadd élesztok alkalmas
modellszervezetek az Osszetettebb eukariota sejtek ¢és sejtfolyamatok
tanulmanyozasara (Wixon, 2002; Wood és mtsai, 2002).

Tovabbi eldny, hogy egyszeriien tenyészthetéek és nem patogének. A
Sch. pombe-re kidolgozott molekularis biologiai modszerek évtizedek ota

rendelkezésre allnak, melyek nagy része a Sch. japonicus-ra is alkalmazato.
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Jol kidolgozott protokollok segitségével a laboratériumi munka kényelmes és

egyszerl veliik. [8]

11.6. Sch. japonicus jellemz6i

A Sch. japonicus hasad6 élesztét 1928-ban Japanban izolaltak eperrél. Ez
a Schizosaccharomyces genusz filogenetikailag legid6sebb tagja (Sipiczki,
1995). Ezen hasadé éleszt6, eltéréen a genusz tobbi tagjatol, dimorfizmust
mutat, vagyis képes egysejtes éleszté formabodl fonalas novekedési formaba
valtani (Sipiczki, 1998a). Raadasul egyarant képes valdodi- és pszeudohifat is
létrehozni, amit feltehetéen a tapanyagok kimeriilése és azok hianya okoz
(Sipiczki, 1998a).

Mivel bioinformatikai 0Osszehasonlitasok alapjan, a dimorfizmusért
felelds gének egy része evolucidsan konzervativ, azaz nagy hasonldsdgot
mutatnak a kiilonbozé fajok hasonmas génjeivel (Pan és Heitman, 1999;
Nadal és mtsai, 2008), mas gének pedig fajspecifikusak, igy a dimorfizmus
genetikai hatterének tanulmanyozasara érdemes tobb fajt is megvizsgalni.
Hiszen ezzel fel lehet tdrni a morfoldgiai atvaltds fajtol fiiggetlen,
evolucidsan konzervalddott génjeit és utvonalait, de a fajspecifikus jellemzdit
is.

Ezért tanszékiinkon mar korabban elkezdtiik a Sch. japonicus
dimorfizmusdnak kutatasat. Ennek sordn kideritettiik, hogy a kornyezeti
koriilmények hatassal vannak a hifaképzésére. A korabbi eredmények azt
mutattak, hogy feltehetden a tdpanyagok hidnya indukdlja a morfologiai
atvaltast, mely folyamat szabdlyozasaban a cAMP szintnek is fontos szerepe

van. (Sipiczki és mtsai, 1998 a,b)
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I11. Anyagok és médszerek
I11.1 Felhasznalt torzsek (1. tablazat)

1. tablazat: A kisérleteink soran felhasznalt Sch. japonicus térzsek

Torzskonyvi szam

Genotipus

Forras

7-1 CCY-44-5-1 (CBS 354)

vad tipus

Yukawa és Maki, 1931

Tr-150

pkalA::KanMX6

Ebben a tanulmanyban
készitett torzs

111.2 Felhasznalt taptalajok: (2-6. tablazat)

2. tablazat: Komplett tapfolyadékok Sch. japonicus tenyésztésére:

YEL (100ml)

YPL (100ml)

YPL+1M szorbitol

(100ml)
1g éleszt6 kivonat 1ég e%lerslztc’i kivonat
(Scharlau, 07-079-500) | Serla)
3g D-gliikéz (VWR) (Schariau) YPL+ 18,217 g
szorbitol

pH:5,2

3g D-gliikéz (VWR)

pH:5,2 _
YEA (100ml) YPA (100ml) YPA-I-(]il(\)/(I)rsrflc))rbltOI
YEL + 2 g por agar YPL+ 2 g por agar YPL+ 18,2179 szorbitol

+ 2 g por agar

3. tablazat: Minimal tapfolyadékok Sch. japonicus tenyésztésére:

EMML (100ml) SML
0,3 g kalium-hidrogén-ftalat | 0,5 g (NH4) 2SO4
(VWR) 0,19 KH2PO4
0,22 g Na2HPO4 1g D-gliikoz
0,5 g NH4Cl 0,05 g MgSO4 x 7
2 g D-gliikoz H20
2 ml s6oldat (50x) 0,1 ml vitamin oldat

0,1ml vitamin oldat (1000x)

0,01ml nyomelem oldat
(10000x)

pH:6,3

(sarga)

pH: 6,5
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4. tablazat: Antibiotikum tartalmi komplett taptalajok Sch. japonicus

szelekcidohoz
Taotalai Geneticin torzsoldat YPA/YEA - hoz
ptaiaj koncentracio sziikséges geneticin
100 ml szelektiv YPA
YPA + geneticin (G418) 100 mg/ml taptalajhoz: 400ul
G418 (400ug/ml)
100 ml szelektiv YEA
YEA + geneticin (G418) 100 mg/ml taptalajhoz: 400ul

G418 (400ug/ml)

5. tablazat: Minimal taptalajok kiegészitései

50x séoldat 1000x vitamin oldat 10000x nyomelem oldat
52,5 g/l MgCl2 x 6H20 | 1 g/l pantotén sav 5 g/l borsav
0,735g/l CaClz x 7TH20 | 10 g/l nikotin sav 4 g/l MnSO4
50 g/l KCI 10 g/l inozitol 4 g/l ZnSO4 X 7TH20
2 g/l NaSO4 10 mg/l biotin 2 gl/ FeCI2 x 6H20
0,4 g/l MoOs x 1H>0
1 g/l KI

6. tablazat: Taptalajok E.coli tenyésztésére

0,4 g/l CuSO4 X 5H20

10 g/l citromsav

LB (100ml)

LBA (100ml)

LB+ampicillin

0,5 g ¢lesztd kivonat
(Scharlau, 07-079-500)
1g tripton (Scharlau, 07-
119)

1 g NaCl (VWR)

pH: 7,0

LB +2 g por agar

kiegészités szelektiv
taptalajhoz: 100 ml
LB/LBA + 100 ul
ampicillin (50ug/ml)
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111.3. Klasszikus mddszerek

A dimorf atvaltast befolyasold faktorok hatasat parhuzamos ¢és
fliggetlen kisérletekkel egyarant teszteltilk. Csak akkor tekintettiink egy
faktort a dimorfizmus meghatarozo6 tényezdjének, ha egy adott kisérletben 3

vagy ennél tobb alkalommal megfigyelhetd volt a hatas.

111.3.1 Az éleszté-hifa atvaltas vizsgalata

A Sch. japonicus hifazasat befolyasolo koriilményeket YPA, YEA és
EMMA taptalajon vizsgaltuk. A vizsgalat sordn a petri csészébe Ontott agar
kozepére, kacs segitségével 7-1 torzskonyvi szamu sejteket oltottunk, majd
25°C, 30°C valamint 37°C-os inkubatorba helyeztiik a csészéket, melyeket 1
hétig inkubaltunk. A tovabbiakban minden csészés kisérletnél ezt a modszert
kovettiik. A repodukélhatésagot 10 ismétléssel megerdsitetiik. A kiértékelés
soran figyelembe vettiik a hifak elinduldsdnak megjelenési idépontjat, a hifdk

méretét, €s az adott csik mentén n. hifés kiindulasi gécok szamat.

111.3.2 Az adenin és guanin hatasa az éleszto-hifa atvaltasra

Készitettiink olyan YEA, YPA és EMMA taptalajokat, melyeket 0,5-2
mg/ml koncentracioji adeninnel valamint guaninnal egészitettiink ki. A
guanin esetében sziikséges volt a pH-t NaOH-dal bazikus iranyba eltolni,
ugyanis a semleges pH-n kolloid allapotban volt jelen. A csészéket 14 napig
mikroszkoppal a sejtek fenotipusat. Az eredményt, hirom kiillonb6zd

idépontban ismételt méréssel megerdsitettiik.
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111.3.3 Vas (II) és Vas (I1I) ionok hatasa hatasa az éleszto-hifa atvaltasra

Szakirodalmi adatok alapjan a dimorf gombak hifa képzését
indukaljdk bizonyos fémionok, kiilondsen a vas ionok jelenléte. 2,5; 5 és
10mM-os koncentracidban FeCly és FeCls-os YEA ¢és YPA taptalajokat
készitettiink, hogy megvizsgaljuk az Sch. japonicus dimorfizmusara kifejtett
hatasat. A csészéket a mar megszokott modon 7 napig 30°C-on inkubaltuk. A
vizsgalat soran ezek az eredmények harom parhuzamos méréssel lettek

leellendrizve.

111.3.4 Gliikoz, éleszté kivonat, pepton és agar koncentracié hatasa az

éleszto-hifa atvaltasra

E kisérlet sordn olyan YEA és YPA taptalajokat alkalmaztunk,

crer

Készitettiink 0,5%; 1%; 3%; 5% ¢és 10%(m/v)-os gliikéz tartalmu

crcr

crer

koncentraciot is valtoztattuk, 1% 2%; 5% és 8%(m/v)-os taptalajokat

készitettiink. A kisérletet 6 parhuzamos vizsgalattal tdmasztottuk ala.

111.3.5 Aminosavak, vitaminok és nyomelemek hatisa az éleszt6-hifa

atvaltasra

Az aminosavak, vitaminok, nyomelemek hatasat megvizsgaltuk YPA,
EMMA tiptalajokon, Ugy, hogy azokat kiegészitettiik kiilon-kiilon a

vizsgalandé anyaggal. Ezentill megvizsgaltuk azt is, hogy a sejtek képesek-e
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az egyes aminosavakat nitrogén forrasként hasznositani. Ekkor az EMMA
taptalajbol kihagyva az ammonium-kloridot, kiilonb6z6 aminosavakkal
helyettesitettiik a nitrogénforrast. A leucin, prolin, arginin, metionin, valin,
izo-leucin, triptofan aminosavakat 10mM koncentracioban alkalmaztuk.

A vitamin oldat Osszetételét nem valtoztattuk meg, csupan a
mennyiségét noveltiik meg kétszeresére, haromszorosara.

A nyomelem koncentraciot hasonléan a vitamin€hoz, két illetve
haromszoros mennyiségben alkalmaztuk. Minden véltoztatds csak kiilon-
kiilon volt tesztelve, a harom faktort egyszerre nem valtoztattuk. A csészéket
30°C-on inkubaltuk 7 napig. Ezeket a kisérleteket 4 kiilonb6z6 idépontban

megismételtiik.

I11.3.6 Stressz vizsgalat

A kalium-klorid stressz vizsgélat soran YPA taptalajgoz 0,75 illetve
1M-os végkoncetracioban adtunk KCl-ot. A vizsgalni kivant (7-1 és pkal
ezekbdl 10x, 100x és 1000x higitast készitettiink, melyekbdl egyenként - a
KCl-os YPA taptalajokra - 40-40ul-t csepegtettiink. A csészéket 30°C-on
inkubaltuk 2 napig.

A magas gliikoz koncentracid ozmotikus stressz hatdsat 20, 30 é€s
40%(m/v) gliikkoz tartalmi YPA-n teszteltiik. A 7-1 és pkal mutans sejtekbol
ODsg5=0,2-re allitottuk, és ezekbdl 10x, 100x és 1000x higitast készitettiink.
Minden sejt koncentraciobdl a csészékre 40ul-t cseppentettiink, majd ezeket
30°C-on inkubaltuk 2 napig.

A koffein sejtekre gyakorolt hatdsvizsgalatat olyan YPA taptalajokon

teszteltiik, melyek koffein végkoncentracidja 5 és 7mM volt. Ezekre a
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e ey

sejt szuszpenziobdl 10x, 100x és 1000x higitasban cseppentettiink 40-40pul-t.
A csészéket 30°C-on inkubaltuk 2 napig.

A H;0; stressz vizsgalathoz 150-150 ml YPL tapfolyadékba oltottunk
7-1 és pkal mutans sejteket, melyeket egy éjszakan at 30°C-on razatva
inkubdltunk. Az inkubdlds utdn megmértiik a sejtsiiriségeket, és mindkét
tenyészet stiriségét ODsg5=0,7 —re allitottuk. Ezekbdl 50-50 ml-t 4000 rpm-
en 2 percig centrifugaltunk, majd a feliiluszot eltavolitva a sejteket
ugyanezzel a fordulatszammal haromszor mostuk MilliQ vizzel. A pelleteket
30 ml MilliQ vizben vettiik fel, majd a sejtszuszpenziokat 10-10-10 ml-ként
szétosztottuk Falcon csdvekbe. Ezekhez a csdvekhez adtunk a 30%-0s H20--
ot ugy, hogy a végkoncentracid egyenként 5, 20, és 40mM legyen. Az igy
elkészitett hidrogén-peroxid tartalmu sejtszuszpenzidkat 30°C-on inkubaltuk
60 percig. Végezetiil a csoveket centrifugaltuk 4000 rpm-en 2 percig, majd a
pelletet kétszer mostuk MilliQ vizzel. Ezutan a sejteket 10 ml MilliQ vizben
vettlik fel, majd ezekbdl cseppentettiink YPA csészére 40ul térfogatokat. A
csészéket 30°C-on inkubaltuk 2 napig. Minden stressz vizsgalat harom

parhuzamos mérés eredménye.

111.3.7 FBS indukcio

Komplett tapfolyadékhoz adott magzati borju vérszérum (FBS)(Sigma
F7524 500m, Lot:061M3395L) koncentraciot 1-50%-ig alkalmaztuk. Azért,
hogy kizarjuk a tapfolyadék alkotdinak (cukor, élesztokivonat, pepton)
olyan YPL-t készitettiink, melynek minden alkoté eleme dupla mennyiségii
volt. fgy példaul 10%-os YPL+FBS tapfolyadék esetén 50ml dupla
koncentracioja YPL + 40ml Milli Q viz + 10ml FBS szérum-ot adtunk.
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(6sszesen 100 ml 1x koncentracido a YPL-re nézve) Az inkubaciot 25, 30,
37°C-on végeztiik, razatas nélkiil 100ml-es Erlemeyer lombikban.

A szérum indukalé hatdsanak vizsgéalatahoz YPL + szérum tartalmt
tapfolyadékot forraspontig melegitettiik, hogy a fehérjéket kicsapjuk, majd
szobahOmérsékletre hitottik a folyadékot, melybe egy oltokacsnyi
sejtmennyiséget oltottunk. A szérummal végzett kisérleteket 3 parhuzamos

vizsgalat valamint, kiilonb6z6 idopontokban haromszor ismételtiik meg.

111.3.8 Eleszt6é vakuélum festés

A Sch. japonicus vakuolum festését a Molecular Probes Y-7531 Kittel
(ThermoScientific) végeztiik. A protokoll alapjan jartunk el: 108 sejt/ml
koncentracioban centrifugaltunk le sejteket. Ezeket SOmM-os natrium-citrat
pH:5 és 2% gliik6z tartalmu pufferben felszuszpendaltuk. 10mM-os karboxi-
DCFDA-bol adtunk a sejtekhez a festékbdl, hogy a végkoncentracié 10puM-
os legyen. Inkubaltuk a csdveket 15 percig 30°C-on. Majd fluoreszcens

mikroszkoppal (Olympus BX40) vizualizaltuk a vaku6élumokat.

I11. 3.9 Mikroszképos mérések

A sejtek hosszanak mérését Olympus BX40 fénymikroszkoppal
végeztiik. YPA taptalajrol egy oltokacsnyi sejtmennyiséget 1,5ml MilliQ
vizben szuszpendaltunk, majd a szuszpenziobol 10ul-t targylemezre
cseppentettiink. A fénymikroszkopos mérés 100x-os objektivvel ¢és

mikrométer skalas okularral tortént.
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111.3.10 pH hatasa a hatasa az éleszt6-hifa atvaltasra

A komplett taptalajok pH-jat (YEA, YPA) 37%-0s HCl-val illetve 5M-
koncentracioji NaOH-dal allitottuk be a kivant értékre. A vizsgalati
intervallum pH4-t61 pH8-ig terjedt. pH4 alatti kisérletet nem végeztiink,
ugyanis az agar ezen a koriilményen mar nem volt képes megszilardulni. A
bazikus pH fels6 hatara pH9 volt, ugyanis ezen érték felett a sejtek

elpusztultak. Az ereményt harom parhuzamos mérés alapjan értékeltiik.

111.3.11 Szeptum festés

A Sigma-Aldrich F3543-1G (calcofluor) festékével vizualizaltuk a
sejtek szeptumjait. Ebbdl 0,1mg/ml-es torzsoldatot készitettiink. Egy szilard
taptalajrol egy kis kacsnyi sejtmennyiséget levettiink, és 15-20ul vizben
felszuszpendaltunk. Ehhez adtunk a festékbdl ugy, hogy a festék

végkoncentracioja 1pg/ml-legyen.

111.3.12 Hifa izolalasa YPA szilard taptalajbél

Ahhoz, hogy meghatdrozzuk mely gének expresszalodnak a hifas
allapotokban, RNS-t kellett izolalnunk a hifadkbdl. Mivel kiilon indukalo
anyag nélkiil kialakult morfoldgiai atvaltast akartunk vizsgalni, ezért szilard
taptalajbol (YEA) kellett a hifakat izolalnunk. A probléma ezzel az volt, hogy
az agart nem tudtuk feloldani kémiai, fizikai modszerrel ugy, hogy a hifak
integritasa ne sériiljon. Volt példa, hogy sikertilt kioldani az agart, viszont ez
az RNS-ek mindségét teljesen tonkretette. Megoldasunk az volt, hogy az
agart 5%-o0s zselatinnal helyettesitettiik. Ezutan a petri csésze kozepére

¢élesztd csikot huztunk, majd 1 hétig inkubaltuk a sejteket, melynek hatasara
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megjelentek a hifak. Mivel a hifak nagy része citoplazma nélkiili, s inkabb
csak vakuolummal van Kkitoltve, ezért az izolalasnal csak a csucsi,
citoplazmaval telt koriilbeliil 3-4 mm vastagsagu részt vagtuk ki a taptalajbol
az RNS izolalas céljara. (5. abra)

A zselatinos hifa darabokat 6sszegytijtottiikk egy steril petri csészébe,
majd 37°C-os termosztatba raktuk. Ezen a hdmérsékleten a zselatin teljesen
elfoly6sodott, majd az igy kapott folyadékot eppendorf csdvekbe pipettazva

atmostuk DEPC-es vizzel. Ezzel a 1épéssel megszabadultunk a zselatintol,

majd a hifak igy készen alltak az RNS izolalas procedurajara.

5. abra RNS izolalasra hasznalt hifacsucsok

I11.4 Molekularis modszerek
111.4.1 Genomialis DNS izolalasa Sch. japonicus-bél iiveggyongy

segitségével

Vad tipusu 7-1-es Sch. japonicus-t 150 ml YPL-be oltottunk, és 16-
orat razattuk 30°C-on. A sejttenyészetet szétosztottuk S50ml-es Falcon
csovekbe, majd centrifugaltuk 4°C-on, 4.000rpm-en 5 percig. A feliiluszo
eltavolitdsa utan a pelletet kétszer mostuk MilliQ vizzel, ekdzben a sejteket
atpipettaztuk 2ml-es Eppendorf csévekbe. A mosott sejtekhez 200ul lizis
puffert adtunk (2% Triton X-100, 1% SDS, 100mM NaCl, 10mM Tris-HCI
pH:8,0, ImM EDTA pH:8,0) mellyel felszuszpendaltuk, majd ~200ul-nek
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megfeleld tiveggyongyot (425-600 um) (Sigma G8772-10G)) és 200ul fenol-
kloroform-izoamil alkoholt (Sigma P2069-400ML) adtunk a szuszpenzidhoz.
Ekkor egy sargas-fehéres kicsapddas volt lathatd, amit vortexeltiink 10-15
masodpercig. Az igy keletkezett homogén fehér szinli oldatot centrifugaltuk
4°C-on 4.000 rpm-en 10 percig. A csovekben harom fazis jelent meg, a
legfelsd vizoldhatd fazis melyben a sejtek DNS-e is talalhatd, a kozépsod
fehér, valtozo vastagsagu fazis, ami tomény kicsapodott fehérje, és az also,
liveggyongyot, fenolt és sejttormeléket tartalmazod fazis. A vizes fézist
ovatosan leszivtuk a fehérje fazisrol (~300-400ul-t) majd Gj 2ml-es
Eppendorf csdvekbe raktuk at. Ezutdn a tisztabb DNS érdekében még
egyszer fenol-kloroformot adtunk a leszivott felsé fazishoz. A centrifugalas
utan egy 0j, mar tisztabb felsd fazist raktunk at 2ml-es Eppendorf csdvekbe.
Ezekhez 1-1 ml 100%-os etil-alkoholt (VWR) adtunk egyenként. Az alkohol
hozzdadasa utan precipitaciot tapasztaltunk, a pelyhek a kicsapodott DNS
aggregatumok voltak. Ezt centrifugaltuk 10 percig 4°C-on, 10.000 rpm-en. A
feliiluszo eltavolitasa utan a pelletet (DNS+RNS) 100ul RNaz-0s 1xXTE-ben
(10mM TRIS-HCI, pH8; ImM EDTA, 1mg/ml RNaz) vettiik fel, melyeket
37°C-on inkubaltunk 30 percig. Ezutan 0,1 térfogat (10ul) 3M-os natrium-
acetatot és 2,5 térfogat (250ul) 100%-0s etil-alkoholt adtunk, majd a csoveket
-20°C-on inkubaltuk 30 percig. Centrifugaltunk 10 percig 4°C-on 10.000
rpm-en, majd a feliiliszot eltavolitottuk. A pelletet steril box alatt szaritottuk,
hogy az alkohol teljesen elparologjon. Ezutan 100ul 1xTE-vel feloldottuk a
DNS-t, és ellendriztiik a tisztasagat nanodrop-al (Biosystems ACTGene
UVS-99) A260/280= 1,7 és 1,8 tisztasagn, 2789 ng/ul koncentraciéju DNS-t

nyertiink ki ezzel a modszerrel.
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111.42 A pkal mutans készitéshez hasznalt primerek és restrikcios

endonukleazok (7. tablazat)

7. tablazat: PCR primerek és restrikcios enzimek.

Primer

Szekvencia

neve Sorszam (5°->3’) Leiras
A Sch. japonicus pkal
: GGAGGTCGACGC teljes,g,é n
SjPkalFor 461 AGCTATGA felszaporitasahoz
sziikséges forward
primer
A Sch. japonicus pkal
- TACCCGCTATCTC teljes gén
SjPkalRev 462 AAACGC felszaporitasdhoz
sziikséges reverse primer
A teljes KanM X6 kazetta
TACTTAAGGTAA felszaporitasahoz
SjAfllIFor - AACGACGGCCAG | SAikseges forward
T primer, az 5’ végen Aflll
enzim felismer6 hely + 3
bazis
_ TTGTCCTCCTGOA A teljes KanMX6 kazetta
SjKanRev - AGGGTGTT felszaporitésého;
sziikséges reverse primer
A KanMXG6 kazetta bels6
TTGGACGAGTCG 987-1008 nukelotid
KanMX6For 201 GAATCGCAG pozicitjghoz kotsdd
forward ellen6rz6 primer
A KanMXG6 kazetta bels6
CCTGATTGCCCGA 447-469 nukleotid
Kxtest 39 CATTATCGC pozicidjahoz kotsds
reverse ellenérzo primer
CAGCTTTGCGTAT | A Sch. japonicus pkal
SjPkalRDost 485 CTGTAATGATGAT | gént6l 1082 bp-al lentebb
GG kot6dd primer
. Tanszéki Felismeré .
Restr.enzimek \ . Tompa/ragados vég
szam szekvencia
Aflll (NEB) - CTTAAG ragados vég
Kpnl (NEB) - GGTACC ragados vég
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111.4.3 A pkal gén amplifikacioja

crer

A pkal gén felszaporitasahoz alkalmazott PCR reakcio Thermo Scientific

Phusion magas hiiségii polimerazzal tortént. (AB 2720 Thermal Cycler)

crcr

Osszetevok Térfogat (50ul
végtérfogat esetén)
7-1 Sch. japonicus genomi DNS (2690ng/pl) Tl
Phusion Polymerase puffer (F-530S) 10ul
Thermo Scientofic ANTP mix 10mM (R0191) 3ul
SjPkalFor primer (5x) 2ul
SjPkalRev primer (5x) 2ul
Phusion DNA polymerase (F-530S) 0,5ul
MilliQ viz 31,5ul
Osszesen: 50ul

crer

Hoémérséklet ido

98°C 1 perc

98°C 30 mésodperc

59°C 30 mésodperc 30x
72°C 50 masodperc

72°C 10 perc

10°C 0
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111.4.4 A KanMX6 kazetta felszaporitasa

Ezen szelekcios marker felszaporitdsa a 8. és 9. tablazatban leirt PCR
protokoll modositasaval tortént, a pSJK101 plazmidrol (10. tablazat). (Aoki
¢s mtsai, 2010) Mivel a KanMX6 kazetta mérete (1357bp) kisebb, mint a
pkal gén, ezért a szintézis id6t 45 masodpercre allitottuk. (11. tablazat)
Ebben az esetben a primerek 5° végére AfIIl és Kpnl restrikciés enzimek
felismer6 szekvenciajat terveztiink, melyek segitségével specifikussa tettiik a

ligalasi reakciot.

crer

Osszetevok Térfogat (50pl
végtérfogat esetén)
pSIK101 plazmid DNS (1978 ng/ul) (Furuya,2012) 1ul
Phusion Polymerase puffer (F-530S) 10ul
Thermo Scientofic ANTP mix 10mM (R0191) 3ul
SjKanAflll primer (5x) 2ul
SjKanKpnl primer (5x) 2ul
Phusion DNA polymerase (F-530S) 0,5ul
MilliQ viz 31,5ul
Osszesen: 50l

crer

Homérséklet ido

98°C 1 perc

98°C 30 masodperc

69°C 30 mésodperc 30x
72°C 45 méasodperc

72°C 10 perc

10°C 0
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111.45 A felszaporitott pkal klénozasa pJET1.2/blunt vektorba (Thermo
Scientific CloneJET PCR Cloning Kit, K1231)

A Thermo Scientific pJET1.2/blunt egy prokariota klonoz6 vektor,
melynek klonozo helyei egy restrikcios endonukleaz gén kozepébe esnek. (6
abra) Ha ez a vektor inzert nélkiil ligalodik, akkor az atirddé DNS hasitd

enzim a baktérium halalat okozza.

6. abra pJET1.2/blunt térképe a poliklonozé hellyel (Thermo Scientific)

A pkal PCR termékét kozvetleniil tudtuk a vektorba ligalni, ugyanis a
Phusion magas hiiségii polimeraz tompa végeket general. Ligalaskor a kit
altal javasolt protokoll kovettiik: (12. tablazat)

12. tablazat: Ligalas Osszetétele

Osszetevok (K1231) Térfogat

Reakcio puffer 2X 10ul

PCR termék (tisztitott, vagy nem
tisztitott) 1ul
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pJET1.2/blunt vektor (50ng/ul) 1ul

Viz (nukledz mentes) 7ul

T4 DNS ligaz Il

Osszesen: 20ul

A ligdtumot 5 percig inkubaltuk szobahdmérsékleten (22°C)

111.4.6 Baktérium transzformalas (Inoue és mtsai, 1990)

A ligitum (pJET1.2/blunt + pkal) 20ul-ét hozzaadtuk DH5a
kompetens E.coli sejtekhez (D.M. Woodcock és mtsai, 1989). Jégen allni
hagytuk a szuszpenziot 30 percig. Ezutan 42°C-on hésokkot alkalmaztunk 2
percig. A Iépést kdvetden +600ul LB tapfolyadékot adtunk a sejtekhez, majd
37°C-os inkubaci6 kovetkezett 30 percig. Végezetil LBA+50ug/ml
ampicillin tartalma csészékre 150-150pl-t szélesztettiink. A csészéket 37°-on
inkubaltuk 16 orat, majd az egyediilallo telepeket uj LBA-+ampicillin
taptalajra oltottuk at.

111.4.7 Colony PCR

Ez a modszer az iddigényes DNS izolalas helyett kozvetleniil, a
sejtekbdl a hdmérseklet hatasara kiszabadul6 DNS-t hasznalja diagnosztikai
célra. A baktérium telepekbdl 20ul vizzel, egy 1,5ml-es Eppendorf csében
szuszpenziot készitiink. (Itt fontos megemliteni, hogy a baktériumok
mennyisége az optimdlis PCR reakciohoz a lehetd legkisebb legyen.) A
szuszpenziot 95°C-on (szarazblokkban) 5 percig inkubdljuk, majd a cséveket

azonnal jégre helyezziik. Az igy keletkezett lizatum felsd vizes fazist, és egy
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also sejttormelékes fazist tartalmaz. A PCR reakciohoz a felsé fazisbol adunk

1-2ul-t. (13. tablazat)

13. tablazat: Colony PCR 0sszetétele

Osszetevok Térfogat (50ul végtérfogat esetén)
sejtlizatum felso vizes fazisa 2ul
Dream Taq polimeraz  puffer 50l
(EP0701) H
Thermo Scientific ANTP mix 10mM 3l
(RO191) H
pJET szekv.primer For (5x) 2ul
pJET szekv.primer Rev (5x) 2ul
Dream Taq polimeraz  enzim 050l
(EP0701) ~H
MilliQ viz 35,5ul
Osszesen 50ul

111.4.8 Plazmid izolalas baktériumbél (Brinboim és Doly, 1979)

A pkal plazmid konstrukciot hordozé baktérium torzsbol 200ml LB+
ampicillin tapfolyadékba oltottunk, majd 37°C-on razatva 16 orat inkubaltuk.
Az igy keletkezett baktérium sejteket 10.000rpm-en, 4°C-on 10 percig
centrifugaltuk, majd a feliilaszot eltavolitottuk. A pellethez 5ml DISH |
(50mM gliikkéz, 10mM EDTA, 25mM TRIS-HCI pH:8) oldatot adtunk, és
ovatosan felszuszpendaltuk. Ezutan 2 térfogat (10ml) DISH II (0,2N NaOH,
1% SDS) hozzaadasaval egy erdsen viszkozus oldat keletkezett, amit nagyon
ovatos fel-le forgatassal kevertiink 6ssze, majd 10 percig jégen inkubaltuk.
Végezetiil 1,5 térfogat (7,5ml) DISH III (3M KOOC-CHs, 11,5% ecetsav)
oldatot adtunk a csévekhez, majd ugyancsak fel-le mozgatassal kevertiik az
oldatot, melyet 10 percig jégen inkubaltunk. Centrifugaltuk a csoveket 5
percig 10.000 rpm 4°C-on, majd a tiszta feliilusz6t (20 ml) Gj csévekbe
raktuk at. Ehhez adunk 0,6 térfogat (12ml) 2-propanolt, majd Osszekeverés
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utan 10.000 rpm-en 4°C-on 10 percig centrifugaltuk. Ezt kovetden a
feliiluszot eltavolitottuk, majd a csdveket szaritottuk, hogy a 2-propanol
maradéktalanul elparologjon. A csévek aljan talalhatod pellethez 3ml 1x TE
oldatot + RNazt adtunk. Ezt inkubaltuk 37°C-on 30 percig (amig a pellet
teljesen fel nem oldédott), majd a 3ml-t szétosztottuk 2ml-es Eppendorf
csovekbe. Ezekhez 1:1 ardnyban fenol: kloroform: izoamil alkohol—t
(25:24:1) (Sigma P2069-400ML) adtunk, majd vortexeltiik a mintakat 10
masodpercig. Centrifugalast kiviteleztiink 10.000rpm-en 4°C-on 10 percig,
majd a felsé vizes fazist Gj 2ml-es Eppendorf csovekbe raktuk at. Ezekhez
0,5térfogat natrium-acetatot és 2 térfogat 100%-0s etil-alkoholt adtunk,
Osszerazas utan inkubaltuk a csoveket -20°C-on 30 percig. Végezetiil a
csoveket centrifugaltuk 10 percig 10000rpm-en 4°C-on, majd a feliiluszot
eltavolitottuk és a pelletet steril fiilke alatt szaritottuk. A pellet mennyis€gétol
fiiggden 150-300 pl 1xTE-ben vagy MilliQ vizben feloldottuk.

111.4.9 Restrikcios emésztés

A pJET1.2/blunt+pkal plazmidot és a KanMX6 PCR terméket
egyarant Kpnl ¢és AflIl restikcidos endonukledzokkal emésztettiik (14.
tablazat), ugyanis ez altal a pkal gén nagy része eltavolithato.

14. tablazat: A restrikcidos emésztés osszetétele

Osszetevok Térfogat
pJET1.2/blunt+pkal/ KanMX6 PCR

. 2ul
termék
NEB, Aflll (R0520S) 1ul
NEB, Kpnl (R0142S) 1ul
New England Biolabs, puffer 2 2ul
MilliQ viz 14l

osszesen 20pl

A fentiek alapjan 6sszerakott oldatot 37°C-on inkubaltuk 3 6rahosszat.
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A pJET1.2/blunt+pkal plazmidbol a két enzim 1168bp-t vagott ki, a maradék
3499Dbp-t kitisztitottuk, €s a ligalasi reakcidohoz ezt hasznaltuk.

111.4.10 DNS agaro6z gélbél torténé visszaizolalasa

A fentebb emlitett restrikcidos emésztés eredményeként keletkezett
plazmid konstrukci6 DNS darabot (3499bp) és a pkal kodold szakaszat
(1168bp) agardz gélen elvalasztottuk. A nagyobb méretii (tomegii) savot
szikével UV fény alatt 6vatosan korbevagtuk. Az UV besugarzast a lehetd
legrovidebb ideig végeztiik, hogy elkeriiljik a DNS karosodasat. 1,5 ml-es
Eppendorf csoveket kereszt irdnyban kettévagtuk, majd a csovek tetejét
eldobtuk. A keletkezett fél-csovecskék aljat tiivel kiszurtuk, majd félig
toltottik tiveggyapottal. (Sigma-Aldrich, 18421-500G) A kivagott agar6z
darabokat rahelyeztiik az igy 1étrehozott tivegyapotos félcsovecskék tetejére,
majd ezeket egy madsik 1,5ml-es Eppendorf cs6be helyeztiik. Ezutan
centrifugdltunk 10000 rpm-en szobahdmérsékleten 1 percig. Az
tiveggyapotos félcsovecskéket kidobtuk, majd a 1,5ml-es Eppendorfban
Osszegytlt folyadékot 0,1 térfogat natrium-acetattal és 2,5 térfogat etil-
alkohollal kicsaptuk. Végiil MilliQ vizben felvettiik a mintakat, és nanodrop

segitségével ellendriztiik a hozamot.

111411 KanMX6 ligalasa a pJET1.2/blunt+pkalszegélyi régiot

tartalmazo plazmidba (15. tablazat)

15. tablazat: KanMX6 kazetta ligalasa

Osszetevok Térfogat

pJETL.2/blunt+pkalszegélyi  régi6 .
3499bp (24 ng/pl) H
KanMX6 kazetta 1477bp (31ng/pl) 4ul
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NEB, 10X T4 DNS ligaz puffer 2l
(M0202) H
MilliQ viz 13ul
NEB, T4 DNS ligdz enzim (M0202) 1ul
osszesen 20ul

111.4.12 A Sch. japonicus integrativ transzformalasa elektroporatorral
(Aoki és mtsai, 2010)

A korabban elkészitett delécids konstrukcidt tartalmazéd plazmidrol
PCR-rel amplifikaltuk a pkalszegélyi régiot és KanMX6 gént tartalmazo
szekvenciat a pkal szekvenciaspecifikus primerekkel (7-8.tablazat). Ezt a
linedris DNS fragmentet (pkalA-konstrukcid) hasznéltuk aztan a 7-1 torzs
transzformélasahoz.

A sejteket 150ml YPL tapfolyadékba oltottunk és razatva 16 oOrat
30°C-on inkubdltuk. A tenyészet ODsgs-ja 4,7 volt melybdl ezutan 50ml-es
Falcon csovekbe osztottuk szét, majd centrifugaltuk 4000 rpm-en 23°C-on. A
pelletet haromszor 1ml, 1M-os szorbitollal mostuk, végezetiil a sejteket 200l
1M-os szorbitolba vettiik fel, hogy a sejtkoncentracié 1X10%en legyen. A
adtunk, majd szuszpendalas utan a cs0 teljes tartalmat atraktuk elektroporator
kiivettakba (BioRad Gene Pulser Xcell). Az elektroporacio kivitelezése
2300V, 25uF, és 200Q-on tortént, mely id6tartama atlagosan 4,3 msec-volt.
Ezutan azonnal 800ul, 1M-os szorbitolt adtunk a kiivettdkhoz, majd
inkubdltuk szobahdmérsékleten 10 percig. Végezetiil az -elektroporator
kiivettak tartalmat 50ml YPL-be pipettaztuk, és 16 o6rat inkubaltuk 30°C-on.
Az igy kapott sejttenyészetet lecentrifugaltuk, és a pelletbél 100-100ul-t

crer

csészéket 30°C-on inkubaltuk 6 napig.
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A transzformalas hatékonysaganak novelése ¢redkében a sejteket

c sy

YPL-ben, razatva. A sejteket 2 alkalommal MilliQ vizzel, 3 alkalommal 1M-
os szorbitollal mostuk, hogy a hidroxi ureat teljesen eltavolitsuk a sejtekrol.

Ezutéan a sejteket a fentebb leirt modon transzformaltuk.

111.4.13 Agaréz gélelektroforézis (Sambrook és Russel, 2006)

Az elektroforézishez TBE (Tris-Borat-EDTA) és TAE (Tris-Acetic
acid-EDTA) és 1 tomeg %-os agar6zt hasznaltunk. A futtatasi paraméterek:
120V, 1 o6ra futasi id6 volt. A marker 1 kbp-os DNS marker (Thermo
Scientific, SM0332) volt, melynek 100 bp-volt a legkisebb és 10.000 bp- a
legnagyobb savja. (7. abra)

GeneRuler™ DMNA Ladder Mix

0’GeneRuler™ DNA Ladder Mix,
ready-to-use

b ngpLS po %
10000 18.0 3.6
2000 1820 3.6
BOOD 180 3.6
000 180 2.6
4000 130 2.6
2500 180 3.6
J000 600 120
2200 160 3.2
2000 160 3.2
o 1500 160 3.2
§ 1200 160 3.2
=1 10000 600 120
Er Q00 17.0 3.4
a 8010 17.0 3.4
= TO0 17.0 2.4
‘% —— GO0 17.0 3.4
SO0 600 120
= — 400 200 4.0
L 200 20.0 4.0
1 — 200 20.0 4.0
= — 100 20.0 4.0
=
=y
=i

B pgflane, B om kength gel,
A TAE, T Wiem, 45 min

- O

7. abra Agardz gélelektroforézéshez hasznalt DNS marker és savjainak
méretei. (Thermo Scientific GeneRuler 1kb DNS Iétra) [9]
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111.4.14 RNS izolalas Sch. japonicus-bél

Tobb RNS izolalasi protokoll-t kiprobaltunk. A probléma ezekkel az
volt, hogy az RNS minésége ezekkel a modszerekkel alacsonynak bizonyult.
Végiil a Lyne és mtsai altal kidolgozott protokollt kdvettiik, mellyel mind az
¢lesztd mind a hifas allapoti sejtekbol kivald mindségli RNS-t izolaltunk
(Lyne, 2003). Az RNS-mintak elkészitéséhez 20 db, petricsészén
parhuzamosan tenyésztett Sch. japonicus éleszt6, illetve hifas allapota
sejteket hasznaltunk, melyeket egyenként egy csébe mostunk. Az élesztd
allapotu sejteket 48-6rds tenyésztés utan mostuk le a csészekrdl, mig a hifas
allapotu sejteket 6 nap inkubacidé uan vagtuk ki, és mostuk Ossze. Az igy
keletkezett ¢€lesztd ¢és hifas allapota sejtekkel dolgoztunk tovabb. Elsd
1épésként a sejteket mostuk DEPC-es vizzel haromszor. Ezutan 750ul TES
(10mM  Tris-HCI pH7,5; 10mM EDTA pHS8; 0,5% SDS) oldatban
ujraszuszpendaltuk a sejteket, majd azonnal 750ul savas fenol-kloroformot
adtunk a szuszpenzidhoz, amit rovid vortex kovetett. Az igy kapott
szuszpenziot 65°C-on inkubdltuk 1 oran keresztiil, mely soran 10 perces
1dokozonként 10 masodperces vortexet alkalmaztunk. Az inkubacid utan
jégen hitottik le a mintdkat, majd 10 masodpercig vortexeltik a
szuszpenziot. Ezutan 14.000 rpm-en 5 percig 4°C-on centrifugaltuk a
csoveket, majd a szétvalt fazisokbol a felsét Uj csdvekbe raktuk, a tobbit
kidobtuk. A folyadékfazist még két alkalommal savas fenol kloroformmal
tisztitottuk. Ezutan 0,1 térfogat natrium-acetat és 2,5V 100%-0s etanol
hozzaadasaval kicsaptuk az RNS-t. A jobb hozam érdekében a mintakat -
20°C-ra helyeztiik 20 percre. Az inkubacid utdn centrifugaltuk a mintakat
14.000 rpm-en 15 percig 4°C-on. A feliilusz6 leontése utdn 70%-0S
alkohollal mostuk a pelletet, majd a mintdkat szaritottuk steril fiilke alatt,
hogy az alkoholt maximalisan eliminaljuk. Végezetiil 100ul DEPC vizben
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vettik fel a mintdkat. A mintdk mindségét nanodrop segitségével

ellendriztiik, a tisztasdg A=260/280-on 1,9 és 2,0 értékek kozott volt.

111.5 Bioinformatikai modszerek

A Sch. japonicus genom adatokat a www.broadinstitute.org oldalrol

toltottiik le. A fehérjeszekvenciak keresését a www.broadintitute.org és

NCBI oldalak BLAST opcidja segitségével végeztik. A fajok kozotti

Osszehasonlitasokat a www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw?2/ és

www.ebi.ac.uk/Tools/psa/ oldalakon végeztik. Az RNS szekvenalasi

adatokat a UD-GenoMed szolgaltatta.

Az RNS szekvenalas kiértékelése soran a cosmid nevekhez tartozo
génnevek ¢és a funkciok a Broad Institute adatbazisa, illetve BLASTp
programja segitségével keriiltek meghatarozéasra. A funkcionalis csoportok
megallapitasa pedig a kozeli rokon Sch. pombe ortholog génjeinek besorolasa
alapjan tortént. (www.pombase.org, Fisson Yeast GO slim terms)

A Sch. pombe pkal target génjeit a http://www.pombase.org/browse-

curation/fission-yeast-go-slim-terms oldalon talalhatdo GO kategoriak alapjan

azonositottuk, majd az orthologjait megkeresve az adatbazisban,
megvizsgaltuk, hogy ezen ortholog gének mRNS szintje valtozott-e a mi
RNS szekvenalasi adataink szerint.

A DNS szekvencidkhoz tervezett primerek ¢és restrikciés hasito
helyek, valamint a plazmid térkép ellendrzése a SnapGene Viewer program

segitségével tortént.
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IV. Eredmények

IVV.1.1 A Sch. japonicus optimalis tenyésztési koriilményeinek vizsgalata

Munkank elsé 1épéseként az optimalis pH és homérséklettartomanyt
vizsgaltuk meg. Az abran jol lathatd, hogy a vad tipusu sejtek szaporodasa 30 és
37°C-on, pH4-7 tartomanyokban volt a legerésebb. (8. abra) Tovabbi

kisérleteinket, ezen eredményeket figyelembe vételével végeztiik.

8. abra Vad tipusu Sch. japonicus [7-1] novekedési vizsgalata kiilonb6z6
pH-n és hdmérsékleten YPA téptalajon. Al) pH4 25°C. A2) pH4 30°C. A3)
pH4 37°C. B1) pH7 25°C. B2) pH7 30°C. B3) pH7 37°C. C1) pH8 25°C. C2)
pH8 30°C. C3) pH8 37°C.

IV.1.2 Dimorfizmust befolyasolé Kkiilsé kornyezeti koriilmények

hatasanak vizsgalata

Mivel a Sch. japonicus dimorfizmust mutaté hasadd éleszto,
egyediilallo a Schizosaccharomycetaceae csalad tagjai kozott, s elég tavoli
rokona a S. cerevisae vagy C. albicans-nak, igy célul tiiztiik ki, hogy ezen
¢lesztd morfologiai atvaltasat, azaz az élesztd fazisbol fonalas ndvekedési
fazisba valo atalakulast szabalyzo korilményeket, és az atalakuldsban

résztvevd géneket felderitjik. Ugyanis az itt kapott eredmények
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ravildgithatnak a dimorfizmus evoluciésan konzervativ jellemzdire éppen
ugy, mint a fajspecifikus tulajdonsagokra.
A kutatasunk els6 részében a morfologia atvaltast indukalo illetve azt

gatl6 koriilményeket probaltunk keresni.

IVV.1.3 pH hatasa a morfologiai atvaltasra

A legtdbb patogén gombandl felfedezhetd, hogy a pH hatdssal van a
morfoldgiai atvaltasukra, ezért mi is megvizsgaltuk ennek hatdsat az
Sch. japonicus sejtek esetén. Azt tapasztaltuk, hogy komplett taptalajon pH4-
5-kozott a kontrollhoz (pH7) (9. abra C) képest gyorsabban valtottak at a
sejtek fonalas novekedésbe (9. abra A, B) és hosszabb hifakat produkaltak.

Bazikus pH-n (pH8) tobbnyire unicellularis formaban szaporodtak a sejtek és

csak néhany hifakezdemény jelent meg (9. abra D).

9. abra 7-1-es torzs morfologiai atvaltasanak vizsgalata kiilonb6z6 pH-val
rendelkezé YPA taptalajon. (inkubalas 30°C-on 7 napig) A) pH4; B) pH5; C)
pH7; D) pH8
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IV.1.4 A homérséklet hatasa a morfologiai atvaltasra

A dimorfizmust befolyasolhatja a hémérséklet is, ezért itt a célunk a
homérséklet és micelidlis novekedés kapcsolatdnak vizsgalata volt. Azt
tapasztaltuk, hogy 37°C-on a hifak novekedése szignifikansan gyorsabb a
25°C és 30°C-hoz képest (10. abra). Azaz, 25°C-on ez 1-1,5 hetet, addig
30°C-on ez 5 napot, 37°C-on 3 napot vett igénybe.

10. abra A homérséklet hatasa a 7-1 torzs morfologia atvaltasara. A) 25°C;
B) 30°C; C) 37°C, a csészék 7 napig inkubalodtak.

IV.1.5 Pepton hatasa a morfologiai atvaltasra

A korabbi adatok (Sipiczki 1998) és a sajat tapasztalataink is azt
mutattak, hogy a hifdk megjelenése és hossza kiilonb6zd lehet a kiilonbdzd
taptalajokon. Ezért kétféle komplett taptalajon is megvizsgaltuk a hifak
megjelenésének idejét és a hifdk hosszat.

Kisérletes adatok alapjan elmondhatjuk, hogy a YPA taptalajon
idoben szignifikansan gyorsabban indult meg a micelialis novekedés, mint a
YEA tapkozegben. Ez igaz volt akkor is, ha kiilonb6z6 hémérsékletet és pH-t
hasznaltunk. A két taptalaj kozott a kiilonbség, hogy a YEA nem tartalmaz
peptont, illetve a cukor koncentracidja 3%(m/m) a YPA 2%(m/m)-hoz
képest. Azt gondoltuk, hogy talan a fentebb emlitettek oOkozzak ezt a
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kiilonbséget, ezért elkészitettik a  YPA-t  3%(m/m)-os  gliikoz
koncentracioval, illetve a YEA-t 2%-0s cukor koncentracioval is. Minden
esetben hamarabb indult meg a fonalas novekedés a pepton tartalmu

taptalajon ahhoz képest, amelyik nem tartalmazott peptont (11. abra).

A B C

11. abra A pepton hatasanak vizsgalata. A) YEA 3%(m/m) gliikoz, B) YEA
2%(m/m) gliikoz, C) YPA (2%(m/m) gliikoz+ 1% pepton), 7-1 torzs, 30°C-
on inkubalva 7 napig. (A kiilonb6zé pH-val rendelkez6 taptalajokon és a

kiilonb6z6 homérsékleteken hasonld eredményt kaptunk)

Tovabba megvizsgaltuk azt is, hogy a YPA taptalaj pepton
koncentracidjanak novelése miként hat a hifdk kialakulasara. Ezért
készitettiink a 111.3.4 fejezetben leirtak alapjan YPA taptalajt. Azt
tapasztaltuk, hogy 1-3% pepton koncentracio még eldsegiti a fonalas formaba
torténd atvaltast, (11. abra C; 12. dbra A) viszont 10% kifejezetten gatolta
(12. abra C), és a sejtek élesztdé formaban maradtak 2 hét utan is. llletve a
sejtek mikroszkopos vizsgalata még azt is mutatta, hogy 10% pepton

jelenlétében a sejtek egy része elpusztult (12. abra D)
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12. abra A pepton koncentracid és hifaképzés kozotti 6sszefiiggés vizsgalata
a 7-1-es torzzsel. A) YPA kontroll 1%(m/m) pepton, B) YPA+ 5%(m/m)
pepton, C) YPA+ 10%(m/m) pepton, D) a 7-1 torzs sejtalakja YPA+
10%(m/m) pepton tartalmu taptalajon, E) a 7-1 torzs sejtalakja 1% pepton
tartalma YPA-n. A sejtek 7 napig inkubalodtak 30°C-on. A D) és F) abrakat
100x nagyitasu objektivvel fényképeztiik.

IV.1.6 Aminosavak hatasa a hifaképzésre

Mivel a pepton pozitiv hatassal volt alacsonyabb koncentraciokban a
hifaképzésre, s raadasul a szakirodalmi adatok szerint is képesek indukalni
bizonyos aminosavak a hifas névekedést pl. C. albicans-ban (Kim és mtsai,
2006; O’Connor és mtsai, 2010), ezért kisérleteinkkel azt vizsgaltuk, hogy a
kiilonboz6 aminosavak hogyan hatnak a Sch. japonicus hifaképzésére. Els6
lépésként YPA taptalajhoz adtunk aminosavakat, viszont itt nem
tapasztaltunk jelentés eltérést a kontrollhoz képest. Ahhoz, hogy mas
faktorok (pl. YPA esetében az élesztd kivonat) befolyasat kizarjuk, EMMA

minimal taptalajon is megismételtiik a kisérletet. Ezen vizsgalat soran az
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argininnel kiegészitett EMMA-n lattunk jelentGs hatast a hifas ndvekedésre

(13. abra A), mig a tobbi aminosav esetén nem volt jelentds valtozas.

13. abra Arginin hatasanak vizsgalata a 7-1 torzs hifaképzésére. A)
EMMA+10mM arginin; B) EMMA kontroll

Készitettink olyan EMMA-kat melyekbdl  kihagytuk a
nitrogénforrast, és ezt a vizsgalni kivant aminosavakkal helyettesitettiik.
Ugyanis kivancsiak voltunk, hogy a Sch. japonicus képes-e az adott
aminosavat nitrogén forrasként hasznositani. Azt tapasztaltuk, hogy a vizsgalt
aminosavak koziil a sejt a tobbséget tudta hasznositani, kivéve a prolint,
ugyanis ezen a taptalajon a sejtek nem voltak képesek novekedni, azaz nem
tudtak egyediili N -forrasként hasznositani. (14. abra F) Az izoleucin nem
volt jelentds hatassal a hifas novekedésre, mig a leucin kifejezetten gatolta a
fonalas novekedést. (14. abra B és C) Az arginin és metionin képesek voltak
elésegiteni a dimorf atvaltast (14. dbra D és E) Az arginin ilyen mértéki
indukalo hatasa talan annak az eredménye, hogy az aminosav lancaban 3

nitrogén csoport taldlhatd, mely viszonylag gazdagabb nitrogénforrasnak

szamit a tobbi aminosavhoz képest.

14. abra Sch. japonicus sejtek szaporodasa és hifaképzése N-forras nélkiili
(NH4CI), 10mM aminosavval kiegészitett minimal taptalajon (EMMA).
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A) EMMA + NH4CIl, B) EMMA-N+leucin, C) EMMA-N+izoleucin, D)
EMMA-N+metionin E) EMMA-N+arginin, F) EMMA-N-+prolin

IV.1.7 Adenin és guanin hatasa a hifaképzésre

Az ¢leszO-hifa atvaltas vizsgalata sordn megnéztilkk az adenin és
guanin hatasat is. Erdekes médon ezek a nukleobazisok is befolyasoltak a
hifaképzést. Vizsgalataink soran a hifazast indukalo YPA taptalajhoz 0,1-
2mg/ml koncentracioban adenint valamint guanint adtunk. Azt tapasztaltuk,
hogy az adenin mar 0,5 mg/ml koncentracioban képes volt a hifazast
szignifikdnsan gatolni, a sejteket élesztd allapotban tartani. A guanin szintén
képes volt gatolni a hifazast, viszont csak 1 mg/ml koncentracioban (15.

abra).

15. abra Az adenin és guanin hatasa a 7-1 torzs éleszté-hifa atvaltasra. A)
EMMA kontroll B) EMMA + 0,5 mg/ml adenin, C) EMMA + 1mg/ml
guanin.
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IV.1.8 Vitaminok és nyomelemek hatasa

A Sch. japonicus hifazasait minimal tapkozegben vizsgalva
megallapitottuk, hogy a taptalajt alkotd vitaminok koncentracioja is
befolyasolja a hifak méretét, novekedési sebességét, és a kiindulasi

gocpontok mennyiségét. Mar 2x mennyiségben is jelentdés indukalod hatést

mutattak, de a legszignifikansabb indukalo hatast 10x vitaminkoncentracion
értiik el (16. abra).

16. abra A vitamin koncentracié hatasa a fonalas novekesére. A) EMMA

kontroll; B) EMMA + 10x vitamin koncentracio

V.2 Hifas atvaltas indukcioja folyékony tapkozegben

Az ¢l6z6 kisérleti eredmények azt mutattak, hogy a Sch. japonicus
hifa képzéséhez szilard tapatalaj sziikséges. (Sipczki és mtsai, 1998) Mivel a
molekularis vizsgalatokhoz pedig a folyadék taptalajban vald tenyésztés
lenne az idedlis, ezért elinditottuk a tapfolyadékokban valdé morfologiai
atvaltds vizsgalatait is. Azaz, megprobaltuk a kiilsé koriilmények
véltoztatasaval és a tapfolyadékok maddositasaval kideriteni van-e olyan
kiirtilmény, amely indukdlja folyékony taptalajban is a hifaképzést, s

elegendd szamu €s hosszasagu hifat eredményez.
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IV.2.1 Minimal tapfolyadék és ozmotikus stressz hatasa

Elészor a minimal tapfolyadékban és a stresszkoriilmények kozott
vizsgaltuk a micelialis novekedést. Kisérleteink soran megéallapitottuk, hogy
minimal tapfolyadék, ami igencsak szegényes koriilményeket jelent a sejtek
szamara, illetve az 1M szorbitol ozmotikum hatasara is indukalodik az

éleszté- hifa atvaltas (17. abra). Azonban sem a hifak szama, sem a hossza

nem volt kielégitd.

17. 4abra Minimal koriilmények és ozmotikus stressz hatdsa 7-1 torzs
hifaképzésére. A) YPL, B) EMML minimal tapfolyadék C) YPL+1M
sorbitol, 37°C, 1 nap inkubacié utdn. Az abrakat 100x nagyitasu objektiv

hasznalataval fényképeztiik.

1VV.2.2 FBS (Fetal Bovine Serum) indukcié

Magzati borji vérszérum (FBS) hatasara a dimorf patogén gombak
egy része, igy a C. albicans fonalas novekedésbe valt at (Barlow és mitsai,
1974; Feng és mtsai, 1999, Nantel és mtsai, 2002) Ezért kiprobaltuk, hogy a
Sch. japoinicus-ra milyen hatassal van, van-e egyaltalan hatassal a szérum.
Laboratériumunkban komplett tadpfolyadék felhasznalasaval 5 és 10%

szérumot tartalmazo higitasi sort hoztunk létre, melyekbe Sch. japonicus-t
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oltottunk. A lombikokat 25, 30 és 37°C-os homérsékleten inkubaltuk, 16 orat.
Azt tapasztaltuk, hogy mindkét koncentracion és minden homérsékleten

képes volt a filamentdzus novekedést kivaltani az FBS, a kontrollhoz képest.

Azaz, a Sch. japonicus ugyantgy képes érzékelni az FBS-t, mind pl. a
C. albicans. (18. abra)

18. abra A Sch. japonicus sejtek morfologiagja YPL+ 10% FBS
tapfolyadékban. (razatas nélkiil) A-B) 7-1 kontroll YPL 25-30 és 37°C-on. C-
D) YPL+FBS 25°C-on. E-F) YPL+FBS 30°C-on. G-1) YPL+FBS 37°C-on.
B,D,F,H) szeptum festés calcofluorral. J) vakuolum festés Bar:10um. Az

abrakat 100x nagyitasu objektiv hasznalataval fényképeztiik.

A tovabbiakban megvizsgaltuk, hogy a szérumkoncentracid novelése milyen

hatassal van az éleszté-hifa atvéltasra. Eredményeink azt mutattdk, hogy a

crer
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valamint a hémérséklet emelkedésével. A legtobb hifat ugyanis 37°C-on

50%-os szérum koncentracié mellett mutattuk ki. (19. abra B, D)

19. abra A Sch. japonicus sejtek 50%-0s FBS- szérumban. A) YPL kontroll.
B) YPL + 50% FBS szérum okozta flokkulacio. C) Sejtmorfologia YPL-ben.
D-E) Az 50%-0s szérum hatasa a sejtmorfologiara. F) 6sszecsapzodas YPL +
50% FBS tapfolyadékban pH5,5-n G) &sszecsapzodas YPL + 50% FBS
tapfolyadékban pH:6,7-n. C) és D) Nomarski felvétel. Skala: 10 um. A

mikroszkdpos abrakat 100x nagyitast objektiv hasznélataval fényképeztiik.

Jellemzd volt, az erdteljes vakuolizacid, hasonldéan a sziladrd taptalajon
megfigyeltekhez (Sipiczki, 1998) (19. abra E), valamint, hogy nagyon
nagymértékii volt a fonalak Gsszecsapzodasa, kiilonosen 6,7 pH-n (19. abra

G) melyek egyben rendkiviil hosszaak is voltak. (19. abra E, 18. abra I, J)
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Mivel a szérum meglehetésen Osszetett €s sok komponenst tartalmaz, de
foleg peptideket és hormonokat (Barlow és mtsai, 1974; White és Larsen,
1997; Zeng, 2006), igy arra gondoltunk, hogy ha az FBS fehérjéi okozzak a
micelialis novekedést, akkor azok hatasa hokezeléssel eliminalhato.

Ennek kideritésé¢hez hokezelést alkalmaztunk, mely feltevésiinket

igazolta, ugyani az egy ¢jszakas 37°C-os inkubacio utan nem tapasztaltunk

fonalas novekedést a hékezelt FBS tartalmu tapfolyadékban (20. abra).

20. abra Sejtmorfologia vizsgalata a hdkezelt FBS tartalmt tapfolyadékban.
A) YPL+10% FBS szérum B) forraspontig hevitett YPL+10% FBS. Skala:
10um. Az abrakat 100x nagyitasu objektiv hasznalataval fényképeztiik.

V.3 Hifaképzésben szerepet jatszo gének azonositiasa
IV.3.1 RNS izolalas és szekvenalas éleszté6 és hifas allapotd

Sch. japonicus-bél

Célunk a hifazasban szerepet jatsz6 gének azonositdsa volt, melyhez
egy modern, és meglehetdsen jO hatasfoki moddszert, az RNS szekvenalast
alkalmaztuk. Az eljaras eredményeként a hifaban az éleszt6 allapothoz képest
2903 gén szintje szignifikansan valtozott, melybél 1366 gén szintje
emelkedett, mig 1537 gén szintje csokkent. Ezeket a szdmokat kicsit
ovatosan kell kezelniink, hiszen ez nem azt jelenti, hogy ennyi gén sziikséges

a hifazashoz, inkabb egy adott koriilményre adott szignifikans ,,génvalaszok”
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Osszessége. Mivel az értékek 2-es alapti logaritmikus skalan lettek
normalizalva, esetiinkben a szintvaltozasok -6 tol +6-ig terjedtek. A
biztonsag kedvéért azonban csak a jelentdsebb valtozast mutatd géneket, azaz
a -2 tél a -6 —ig terjedd csokkent értékeket illetve a +2-t6l +6-ig terjedd
emelkedett értékeket vettik figyelembe. Igy elmondhatjuk, hogy az
emelkedett kifejezddési szintet mutatd 117 és a csokkent szintet mutatd 112
gén bizonyosan részt vesz a morfologiai atvaltas folyamataban. (Fiiggelék 1.
tablazat)

Ezeknek a géneknek az elemzése soran a legszembetiindbb eredmény
az volt, hogy nagyon nagy szazalékban fordult elé Sch. japonicus specifikus

és hipotetikus fehérje, amelyek funkcioja jelenleg ismeretlen. (21. abra)

30
u Emelkedett szint

x B Csokkent szint
:thh“‘ji LI_J_IJ-_I- JLJ ‘14

21. abra A dimorfizmusban feltehetden jelentds szerepet jatszo gének
funkcioi és RNS szint valtozasa. (X-tengely: funkciok, Y tengely: a gének

szama)

Azok kozott pedig, amelyeknek a funkcidja meghatarozhato volt, igen
jelentds szamban fordultak eld a transzmembran transzport, a DNS javitas, a

mitokondrium organizécid, valamint az aminosav metabolizmus génjei. Ezek
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tobbségének mRNS szintje lecsokkent. A log> fold +2-t61 +6ig terjedd
intervallumban pedig a sejtfal biogenezis, a transzkripcids regulacid, energia
produkcié valamint a transzlacidoban szerepet jatsz6 gének mRNS szintje
emelkedett meg. (21. abra)

A tovéabbiakban szerettiik volna meghatdrozni azokat a géneket, amelyek
fajtol fiiggetlen résztvevoi a dimorfizmus szignal-transzdukcids itvonalainak.
Ugyan a C. albicans tavoli rokon, viszont sok dimorfizmusban szerepet
jatszo génje mar ismert, ezért dontottiink ugy, hogy ezt a patogént valasztjuk
Osszehasonlitési alapként.

Biswas 2007-es o0sszefoglaldo cikkében kozolt, a dimorfizmust
regulald fontosabb géneket és az altala szerkesztett itvonalat véve alapul,
megprobaltunk mi is az RNS szekvenalasi adatainkbdl egy jelatviteli
rendszert szerkeszteni (Biswas és mtsai, 2007). A Candida gének illetve
géntermékek homologjainak azonositasaval meg is talaltuk a MAPK ttvonal,

illetve a cCAMP-PKA 1t fontosabb elemeit a Sch. japonicus-ban is. (22. abra)
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22. abra Az élesztd hifa atvaltas feltételezett jelatvitele. Az dbra Biswas
2007-ben kozolt Candida albicans szignalizacidja alapjan késziilt. Piros
betlikkel az RNS szekvenalds adatok alapjan csokkent expresszios szintii
gének neve lathatd, mig zolddel az emelkedett génkifejez6dés szint van
jelolve. A zardjelben a C. albicans orthologjai lathatok (Biswas és mitsai,
2007).

Mint lathat6, a fenti gének mindkét fajban egyarant részt vesznek a

morfologiai atvaltdsban az éleszté formabol fonalas formaba vald
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atalakulasban. Igy e gének a dimorfizmus olyan résztvevéi, melyek
feltehetden fajtol fiiggetlenek, s evoluciosan konzervaltak.

Koziiliik is kiemelendd egy érdekes és egyben meglepd gén, melyrdl
szakirodalmi adatok, mint hifazast regulalo transzkripcios faktort emlitenek.
Ez az NRG1, mely C. albicans-ban, C. neoformans-ban egyarant a
patogenezisben fontos szerepet jatszo génként jelenik meg (Braun és mtsai,
2001; Murad ¢és mtsai, 2001; Cramer és mtsai, 2006). S. cerevisiae esetében
az NRGI inkébb a stresszvalaszban ¢és a gliikoz anyagcserében tolt be fontos
szerepet (Park és mtsai, 1999; Vyas és mtsai, 2005). Erdekes azonban, hogy a
Schizosaccharomycetaceae csalad tobbi tagja (melyek egyébként nem
mutatnak dimorfizmust) nem rendelkezik ezen génnel, ami talan arra enged
kovetkeztetni, hogy a hifdzdshoz mint 6sibb jelleghez sziikséges e gén
jelenléte.

A masik ilyen fontos regulatora e folyamtnak a pkal kinaz, mely
szintén részt vesz a legtobb ismert patogén gomba dimorfizmusaban
(Robertson és Fink, 1998; Pan és Heitman, 1999, Cassola és mtsai, 2004,
Cervantes-Chavez és mtsai, 2009). Az Sch. japonicus-ban raadasul azért is
érdekes ez a gén, mert ellentétben a S. cerevisiae és C. albicans-al, e fajban
csak egyetlen gén kodolja a PKA Kkatalitikus alegységét (SJAG 04312),
hasonléan a kozeli rokon Sch. pombe-hoz (Maeda 1994). Ezért a

tovabbiakban e regulator gén vizsgalatara 6sszpontositottunk.
1VV.3.2 pkal gén bioinformatikai analizise
A PKA protein a CAMP-PKA tutvonal egy tetramer szerkezetii fontos

regulatora, melynek katalitikus alegységét kodold gén bioinformatikai és

kisérletes vizsgalatat végeztiik el a tovabbiakban.
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A bioinformatikai  Osszehasonlito  algoritmusok — segitségével
megallapithatd, hogy a pkal gén az egysejtii eukariotaktol kezdve az emberig
milyen mértékii konzervaltsagot mutat (D’Souza és Heitman, 2001). Ezért
munkankban a BLAST algoritmus segitségével Osszehasonlitottuk a pkal
proteint mas patogén és fonalas gombaban talalhato protein kinaz A — val.
Erdekes bar nem meglepd eredmény, hogy a pkal és a megvizsgalt patogén
és fonalas gomba PKA enzimek meglehetésen nagy hasonlosaggal
rendelkeznek. Kiemelend6 a C. albicans protein kinaz A tpk2 gén altal kodolt
enzime, mely az Osszehasonlitottak koziil 48% - ban azonossagot mutatott a
Sch. japonicus Pkalp fehérjével. A két faj PKA enzimének paronkénti

illesztéssel készitett abrdjan is latszik, hogy milyen mértékii egyezés van e

két fehérje kozott (23. abra)

Sch.japonicus_pkal
C.albicans_tpk2

Sch.japonicus_pkal
C.albicans_tpk2

Sch.japonicus_pkal
C.albicans_tpk2

Sch.japonicus_pkal
C.albicans_tpk2

Sch.japonicus_pkal
C.albicans_tpk2

Sch.japonicus_pkal
C.albicans_tpk2

Sch.japonicus_pkal
C.albicans_tpk2

Sch.japonicus_pkal
C.albicans_tpk2

MEVKYMSANSGIREQQPFEEGRTQKKYEMAP -HAWNEDTVPNRTDTEEGRFNEKN- -
----- MD ---HQQQQQLQHQQYQQQFQQPQQQLYPGEQIVHPAAAQTGQNTTNVTAVSS
*

DELV-ITPEELEKQRQREIRGARIMPLLDLQRKRIRPQTHQTKGRYNMEDFSFSRTLGTG
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ok . ROkk . KOOk KK

SFGRVHLVQSKHNHLFYAIKVLEKRKVVEMKQVEHSCDERQILSRVQHPFITILWGTFQD
SFGQVHLVRSVHNGRYYAIKVLKKHQVVKHKQVEHTNDE?RHLKLVEHPFLIRMWGTFQD
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LAGYPPFYSNNPMKLYENILESTVKYPSHFSPLATDLISRLLQRDLSKRYGNLKNGSLDI
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ILHPWFEDINWESILTRKVEVPYVPPIRAGTGDSSQFEVYADAPLDYGDNTSPQFTELFQ
RNHPWFSEVVHEKLLAKDIETPYEPPITAGVGDSSLFDHYPEEQLDYGSQGEDPYASYFL
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DF*
DF*
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23. abra Bioinformatikai paronkénti illesztés a C. albicans tpk2 ¢és
Sch. japonicus pkal génjének. A piros betiik Kis, hidrofob [valamint aromas]

oldallancu aminosavakat; a kék betiik a savas oldallanci aminosavakat; a
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magenta szinli betlik a bazikus oldallanci aminosavakat; a zold szini betiik

pedig a hidroxil, szulthidril és amin csoportokat jel6lik. [10]

IV.4 Protein kinaz A (PKA) gén torlése a Sch. japonicus
kromoszomajarol.

IV.4.1 A pkal delécios konstrukcidéjanak elkészitése

Ahhoz, hogy egy gén funkciojat kideritsiik, illetve regulator gének
esetén a ,target géneket” azonosithassuk, a leghatékonyabb moddszer a
vizsgalandd gén deletdlasa és a delécidos mutans torzs analizise. Mi is ezt a
modszert kovettiik. Igy a 7-1 vad tipusi Sch. japonicus torzsbdl genomi
DNS-t izolaltunk, melyr6l magas hiiségli polimeraz segitségével (Phusion)
felszaporitottuk a pkal gént. A PCR termék a gén start kodonjatol 273
bazisparral, a stop kodontol 173 bazisparral hosszabb. Azért igy terveztiik
meg a konstrukcidt, hogy maradjon elég méretli szakasz a homolog
rekombinaciohoz. (24. abra A)

A
'EijalFor (2. 21) (1676 .. 1694) SjPkalRev
So0 000! 15007 =
START STOP
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1693 bp

24. abra A pkalgén amplifikacioja PCR-rel. A) konstrukcié vazlata és
primerei (SjPkalFor és SjPkalRev) B) a pkal PCR termék gélelektroforézis
képe. A sav mérete 1693bp. (1 = PCR termék, M = 1 kb-os méret marker) Az

A) abra a SnapGene viewer program segitségével késziilt. [8]

Az igy keletkezett linearis termék mérete 1693 bazispar volt, melyet

pJET1.2/blunt klénozé vektorba (2974 bp) ligaltunk. (25. 4bra)

S pJET1.2 e

25. abra A pkal gén pJET1.2/blunt vektorba ligalva. A teljes DNS
konstrukcio mérete 4667 bp.

Ezutan, a plazmidot emésztettiik AflII és Kpnl restrikcidés endonukledzokkal,

melyek csak a pkal gént hasitjak a gén 229. valamint 1397. nukleotid

crcr

1168 Dbazispar hosszusagi darab, és a vektorhoz ligdlva megmaradt
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egyenként egy 229, és egy 302 bazisparos szegélyi szakasz. Ezek képezték a

kés6bbi rekombindcidhoz sziikséges homolog szakaszokat. (26. dbra)

< 229bp | 1168 bp . 302bp
AflII »l« < Kpnl
5'UTR pkal 3'UTR
.\""\_\\\\H_» 0 JET1.2 ) f--.—__f___/,,/ v'

26. abra A pJET1.2/blunt vektor + pkal szegélyi régiok kékkel, a restrikcios

enzimek vagohelye pirossal jelolve. A vektor teljes mérete 3499 bp.

Ezzel parhuzamosan, ugyancsak magas hiiségli polimerdzzal (New England
Biolabs Phusion HF polymerase) a KanMX6 kazettdt olyan primerekkel
szaporitottuk fel, melynek 5’ végei egyenként az AfIII illetve a Kpnl hasito
helyeket tartalmaztak. (27. abra) A PCR termék mérete 1467 bp-nak adodott.
E darab emésztése nem jart szignifikdns méretvaltozassal, ugyanis itt a

veégekrdl 3-3 bp vagodott le, kialakitva a ragadds végeket.

(1545) End

(1429 .. 1445) SjKpnIRev
(0) StartSjAfllIFor (1..17) TEF terminator

500 1000 7500
| TEF promoter | KanR >
§

27. abra A KanMX6 kazetta felépitése és primerjei. A felszaporitando

szakasz 1467bp. Az abra a SnapGene viewer programmal késziilt. [8]

Az igy létrejott pJET1.2/blunt + pkal szegély DNS-t ligaltuk a mar AfIII és

Kpnl enzimekkel emésztett KanMX6 szelekciés markerrel, 1étrehozva igy a
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delécids konstrukciot. (26. dbra A) Az igy keletkezett plazmid mérete 4976
bp, melybdl a delécios konstrukcidé mérete 2002 bazispar (28. dbra B)

A
: 5'UTR 229bp | KanMX 3'UTR 302 bp )
\\\\‘—\ . —

2000bp

1000bp
28. abra A pkal delécios konstrukcid felépitése. A) vazlata (233 bp upstream

a 302 bp downstream ¢és az 1467 bp KanMX kazetta) melynek teljes mérete
2002 bp. B) pkal delécios konstrukcioé gélelektrofoterikus képe (PkalFor és
PkalRev primerekkel). (1, 2 = PCR termékek, M = 1 kb-os méret marker)
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I1VV.4.2 Sch. japonicus 7-1 torzsének integrativ transzformalasa

elektroporatorral

Az ¢élesztOsejtek transzformalasat elektroporacioval végeztiik. Mivel a
legkozelebbi rokon faj, az Sch. pombe, melyre jol kidolgozott molekularis
modszerek vannak, ezeket az alapvetd molekularis technikakat alkalmaztunk
a Sch. japonicus esetében is. Igy a transzformélasban is kovettik ezt a
protokollt. (111.2.11. fejezet) Azt tapasztaltuk azonban, hogy a Sch. japonicus
meglehetdsen nehezen transzformdlhato. Ez azt jelenti, hogy szédmos
kisérletet elvégezve, tobbszori ismétléssel is mindossze 1-2 alkalommal
kaptunk transzformansokat. Ha pedig a transzformalas sikeres volt, akkor az
¢élesztd igen erdés nem homoldg rekombindcios javitd utvonalaval (NHEJ)
talaltuk szembe magunkat, ami miatt a kapott telepek 99%-ban nem a

célhelyre épiilt be a konstrukcionk. (29. abra)

29. abra Transzformansok ellenérzése PCR-rel. A képen lathato, hogy mind
az eredeti 1693 bp-os pkal® és a 2002 bp-0s pJET1.2/blunt +pkal szegély +
KanMX konstrukcié savja megtalalhato a transzformans sejtekben, vagyis a
nem homolog rekombinécid javité utvonal ,,aldozata” lett a konstrukcionk.
(az 1-5.-ig terjedd szamok a mintak sorrendjét jelolik, M = 1 kb-os méret

marker)
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A célhelyre torténd konstrukcio beépités sikertelensége és az NHEJ egyben
érdekes Sch. japonicus fenotipusokat is eredményezett. (30. abra)
Valoszintileg, a konstrukcionk olyan gént (géneket) szakithatott meg, melyek
a sejtciklusban, és/vagy a dimorf atvaltasban kozvetleniil vagy kozvetetten
fontos szerepet jatszanak. Ugyanis a vad tipustol eltéré lancos morfologiaval
rendelkez6 mutansokat (30. abra A, B), kerekded sejteket, melyek
gyengébben tudtak hifakat 1étrehozni (30. abra C), valamint folyton fonalas

novekedést mutato (30. abra D) mutansokat egyarant kaptunk.

30. abra A NHEJ eredményeként létrejott transzformans Sch. japonicus

sejtek mikroszkopos képei, melyek ismeretlen génekben sériiltek. A)
sejtszeparacioban sériilt, lancos fenotipusu sejtek, (Normarski mikroszkopia);
és fluorescens mikroszkopos képe calcofluorral festve (B); C) lekerekedett,

»golyoszeri” sejtek melyek gyengébben tudtak hifazni; D) konstansan hifazé
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sejtek. A sejtek 30°C-on 5 napig inkubalt YPA csészérél szarmaznak. Az
abrakat 100x nagyitasu objektiv hasznalataval fényképeztiik.

Nagyon sok ¢élesztd ezzel a javitdé mechanizmussal rekombinalja a bejuttatott
DNS darabot. Ismert az a tény, hogy replikacié soran a replikacios villak
torést szenvedhetnek, és ilyenkor a homoldg rekombinacé részesiil elényben
az NHEJ-hez képest. Ezért tigy gondoltuk, hogy ha elérhetnénk azt, hogy
akkor transzformaljuk az éleszténket, amikor replikalja a genomjat (S-fazis)
akkor jo esélyiink van homoldég modon beépiilt transzformansokat kapnunk.
Ennek megvalositdsdhoz S-fazisban szinkronizaltuk a sejteket hidroxi-
ureaval (HU) a transzformdlds el6tt. Ennek az eredménye az lett, hogy

20%-al megemelkedett a homolog rekombinansok szama (31. abra 1-4)

1500 bp

1000 bp

31. abra A hidroxi-urea-val kezelt sejtek transzformalasabol kapott telepek
homoldg rekobinacidjanak ellendrzése. Az 1, 2 savok a SjPkalFor és
SjPkalRev primerekkel, mig a 3, 4 savok a SjPkalFor és SjPkalRDost
primerekkel késziilt ellendrzé PCR képe lathato. (M = 1kb-os méret marker)
IV.5 A protein kinaz A (pkal®) mutans jellemzése
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IV.5.1 A pkal deléciés mutans sejtmorfologiaja

Kisérleteink els0 1épése a létrehozott mutans torzs fenotipusos
vizsgalata volt. Elsddleges fenotipusos eredményliink, hogy a Sch. japonicus
pkal gén delécidja nem letalis. A morfologiai vizsgalatok azt mutattak, hogy
bar a sejt alakjaban nem tortént valtozas, a sejt méretére viszont a pkal gén
hianya befolyéssal volt. Mérési eredményeink alapjan a vad tipusi sejtek

atlagosan 5,5 um, mig a pkal mutans sejtjei 6,2 pm nagysaguak voltak YEA

taptalajon, 25°C-on (32. abra) Hasonld mértékii eltérést tapasztaltunk 30°C és
37°C-on is.

32. abra A) vad tipus [5,5 um] és B) pkal mutans [6,2um] sejtmorfologiaja
¢és sejtmérete YEA taptalajon 25°C-on 1 nap utan. Az abrakat 100x nagyitasu

objektiv hasznalataval fényképeztiik.

IV.5.2 A pkal mutans morfologiai atvaltasanak vizsgalata

Tovabbi kisérleteink a dimorf atvaltas vizsgalatara iranyultak.
Els6dlegesen azt szerettilkk volna megtudni, hogy a morfoldgiai atvaltas
modosult-e a mutansban, €s ha igen, akkor a vad tipushoz képest ez milyen

moddon valtozott. Ezért komplett taptalajon, hifazast indukald koriilmények
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cres

torzs esetében azt mar lathattuk.

Szilard taptalajon végzett vizsgalataink alapjan elmondhato, hogy
YPA taptalajon a mutans torzs hifai joval rovidebbek (33. abra B) a vad
tipushoz képest (33. abra A). Az EMMA minimal taptalajon pedig Szinte
teljesen eliminalodott a hifazas képessége. (33. abra D) A minimal
koriilmények hifaképzést gatldo hatasat, csak a vitamin koncentracio
megemelésével sikeriilt kicsit ellenstulyozni (33. abra F). Bar még igy is
jelentdsen elmaradt a hifak hossza a 7-1 vad tipust torszhoz viszonyitva (33.

abra E).

33. abra A dimorf atvaltas vizsgalata kiilonb6z6 koriilmények kozott. A) €s

B) YPA-n 30°C-on 10 napig inkubalva; C) és D) EMMA taptalajon 30°C-on

crer
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30°C-on 7 napig inkubalva. G), H) és K) 5% CO; atmoszféraban 30°C-on 7
napig inkubalva YPA-n; I) és J) YPL+ 50% FBS —ban 37°C-on; L) YPL +
5% pepton taptalajon 37°C-on inkubalva 7 napig. Az A), C), E), G) abrak a
7-1 vad tipusu sejtek, mig a B), D), F), H), K), I), J), L) abrakon a pkal
mutans sejtjei lathatok. (A <«—»-nyil a szeptumokat, a —» -nyil a
hifakezdeményeket, mig a _|_> - nyil a vakuélumokat mutatja) A

mikroszkdpos abrakat 100x nagyitasu objektiv hasznalataval fényképeztiik.

Vizsgélataink a szén-dioxid atmoszféraban torténd hifaztatast is
magaba foglaltdk, ugyanis szakirodalmi adatok alapjan a patogén gombak
képesek a gazdaszervezeten beliil, az emelkedett CO2 szintre dimorf
atvaltassal valaszolni (Bahn ¢és Miihlschlegel, 2006). Tovabba kivancsiak
voltunk, hogy a Sch. japonicus vajon e téren is mutat-e hasonlosagot a
patogénekhez, illetve a mutacio miként befolyasolja e gaz érzékelését. Azt
tapasztaltuk, hogy 5% CO- hatasara a 7-1-es vad tipus képes érzékelni a
CO2-t de a taptalaj felszinén képezte a hifakat, ellentétben az eddig
megszokott agar invaziés képpel szemben (33. abra G). Ugyanakkor a
mutans sejtek hasonlod koriilmények kozott teljesen képtelenek voltak hifa
létrehozasara. (33. abra H) A 33. K abra azonban arra is ravilagit, hogy a
sejtek képesek voltak a morfologiai atvaltasra, s inkabb a hifdk megnyulasa
gatlodott. Vizsgalataink azt is megmutattak, hogy a pkalA sejtek megdrizték
az FBS érzékelése valodi hifa (33. dbra I) és pszeudohifa (33. abra J)

létrehozasanak képességét, illetve az erds vakuolizaciot (33. abra L).
A morfologiai atvaltdst megvizsgéltuk mas koriilmények kozott is,

példaul 8% gliiko6z jelenlétében. Amint a 34. dbra mutatja, a magasabb

cukorkoncentracidra is masképpen reagalt a mutans sejt. Bar képes volt hifak
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1étrehozasara, azok inkdbb ,,érdesebb” feliiletli pszeudohifak voltak (34. dbra

B), szemben a vad tipusu torzs valodi hifaival (34. dbra A).

A

34. abra Hifa képzés tesztelése 8%-os gliikoz tartalmit YEA-n. A csészék
30°C-on inkubalodtak 7 napig. A) 7-1 kontroll sejtek; B) pkal mutans sejtek.

IV.5.3. Sporazas vizsgalata

Fenotipusos vizsgalatok soran feltlint, hogy a mutans sokkal
gyakrabban képez spdrat, mint a vad tipusu torzs. Azaz, mar 1-2 nap utan is
képes volt aszkuszok létrehozdsara mind komplett, mind minimal taptalajon
(35. abra A). Mivel a hasadd élesztonél a sporulacid csak specialis
koriilmények kozott, nitrogén ¢Ehezésre szokott beindulni, igy a fenti
eredmények azt sugalljak, hogy a pkal gén hianyaban a sejtek nitrogén

eérzékelése modosult.
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35. abra A pkal mutans torzs sporazasa minimal taptalajon. A) pkal mutans
B) 7-1 vad tipus kontroll. Az abrakat 100x nagyitasi objektiv hasznalataval
fényképeztiik.

gy a pkal mutans torzs sporaképzési hajlama fokozottabb volt a
kontroll vad tipushoz képest, amit a nagyszamu aszkusz jelenléte igazolt. (35.
abra A).

A mutans sejtek hasonldan viselkedtek folyékony taptalajban is, ahol
a komplett tapfolyadékban (YPL) 30°C-on a pkal mutans teljesen
lekerekedett, az ¢hezéses allapotara emlékeztetd sejtalakot produkalt. (36.

abra B) Minimal tapfolyadékban (EMML) 30°C-on 1 nap utan nagyon nagy

hanyadban aszkuszok ¢€s szabad sporak jelenléte volt tapasztalhato.

36. abra Komplett tapfolyadékban torténd sejtalak Osszehasonlitas. A) 7-1
YPL 30°C B) pkal mutans YPL 30°C.
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I1V.5.4 Stressz vizsgalatok

A pkal mutans torzs stressztlirését is megvizsgaltuk, mely az
ozmotikus stressz hatasokat, kémiai, valamint a sotlirést elemezte. Azt
tapasztaltuk, hogy a 0,75M-os KCIl koncentraciora a pkal mutans
érzékenyebb volt (37. abra A2), 1M-os koncentracio esetén pedig képtelenek
voltak a sejtek az osztodasra (adat nem lathato). A vizsgalatokat 25-30-37°C-

on is elvégeztiik, s minden hdmérsékleten hasonlé eredményt kaptunk.

37. abra KCIl hatasanak vizsgalata. 7-1 [Al/B1l] és pkalA [A2/B2]
csepegtetés. Az A) abra 0,75M-0s KCl-os YPA 37°C-on; B) abra YPA 37°C-
on. A felsé ODsgs = 0,2 sejtkoncentraciot tartalmazott, az alatta levd sorokban

pedig 10x, 100x valamint, 1000x higitas lathato.
A sejtek érzékenységét SmM és 7mM koffein tartalmt taptalajon is

teszteltiik, és azt tapasztaltuk, hogy a pkal mutans rendkiviil érzékeny volt

minden homérsékleten a koffeinre. (38. abra)
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38. abra 5mM koffein hatéasa a sejtek szaporodasara. A) vad tipusu sejtek, B)
pkal mutans sejtek. Az 1-3 szamok a hdmérséklet emelkedését jelzik: 25, 30
¢és 37°C egyenként. A felsé sor ODsgs= 0,2 ezutdn 10x, 100x valamint, 1000x
higitas lathatdo. A csészék 2 napig voltak inkubdlva az emlitett

hémérsékleteken.

Ozmotikus  stressz  vizsgalatokat a  glilkkéz  koncentracio
megemelésével végeztiink. A koncentraciok 0,2M-t6l 2,22M-ig terjedtek (ez
5-40 tomegszazaléknak felel meg) melyekkel parhuzamosan a hémérséklet
(25-37°C) és a pH (4-8) is tesztelve volt. Eredményeink alapjan
elmondhatjuk, hogy a mutansunk a nagyobb cukor koncentraciokra (20-40%)
minden hdmérsékleten és pH-n érzékenyebben viselkedett, mint a kontroll
vad tipus. Ez a legszembetiindbben 37°C-on pH4-en volt tapasztalhato. (39.
abra D) A 39. abra A és B képein az is lathato, hogy a pkal mutans semleges

pH-n is hasonlé mddon viselkedett, mint azt pH 4-en lathattuk.
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39. abra Gliikéz koncetracid hatasanak vizsgalata csepegtetéssel. A) és C)

vad tipusu [7-1] sejtek, B) és D) pkal mutans sejtek. A) és B) csészék pH 7;
C) és D) csészék pH 4 —re voltak beallitva. Az 1-3 szamok a gliikoz
koncentraciokat jelolik: 20, 30 és 40% -nak megfelelden. A felsé sor ODsgs=
0,2 ezutan 10x, 100x valamint, 1000x higitas lathato. A csészék 37°C-on
voltak inkubalva 2 napig.

A stressz vizsgalatok sordn az oxidativ stressz hatdsat S
tanulmanyoztuk a mutansunkon. Azt tapasztaltuk, hogy 40mM H>O, —ra mar
jelentds érzékenységet mutatott a mutansunk, mig a vad tipus esetében nem
lattunk valtozast. (40. abra) Ez az eredmény Osszhangban van mas

dimorfizmust mutaté gombak oxidativ stressz érzékenységével. (Fuller és
Rhodes, 2012)
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20mM 40mM

40. abra Hidrogén-peroxid hatasanak vizsgélata. Az abra fels6 soraban (A) a
pkal mutans sejtjei, az alsé sorban (B) a 7-1 vad tipust sejtek lathatok.
Balr6l jobbra a stressz vizsgalat soran alkalmazott hidrogén-peroxid
koncentraciokat lathatjuk. A sejtek YPA csészén 30°C-on inkubélodtak 2

napig.

IV.5.5 A pkal altal szabalyzott gének azonositasa
IV.5.5.1 RNS szekvenalas pkal mutansbol

Mivel a mutédns torzsiink pleiotrop fenotipust mutatott, ezért szerettiik
volna meghatarozni a pkal gén altal regulalt géneket, azaz a mutans sejt
transzkripciés mintdzatat. Tanszékiinkon ezt RNS szekvenalas modszer
transzkriptomra gyakorolt hatasat.

A kisérlet soran a vad tipusu és pkal mutans torzs, éleszté allapota

sejtjeibdl total RNS-t izolaltunk. Az RNS mintak szekvenalasat, valamint
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kiértékelését kovetden megallapitottuk, hogy Osszesen 1986 gén MRNS
szintje valtozott meg szignifikansan a mutans torzsben a vad tipushoz
viszonyitva. A mutéacid kovetkeztében 979 gén expresszioja emelkedett, mig
917 esetben tapasztaltunk csokkent transzkriptum szintet. Sziikséges
megemliteni, hogy e gének koziil a kisebb mértékii valtozast mutatokat nem,
csak a logz fold 2 vagy ennél nagyobb (tehat a 4x vagy ennél nagyobb)
véltozasokat vettiik figyelembe a tovabbiakban. Igy 366 génnek allapitottuk
meg a funkci6it a www.pombase.org GO funkcionalis kategoriak szerint. (41.
abra) (Fliggelék 2. tablazat)

Gene name value 1 value 2 log2 (fold_change)
SJAG 02133 aminoacid permease 0 1,0132

SIAG_06576 hypothetical protein 0,177832 2,2703|  -3,674296091
SIAG_04575 meiotic chromosome segregation protein Meu6 1,4768 11,8061 -2,998986104
SJAG_04312 AGC/PKA protein kinase Pkal 27,7707 218,011 -2,972765482
SIAG_02947 general amino acid permease GAP1 10,7904 65,0844 -2,592563441
SIAG 03508 eukaryotic protein implicated in cell cycle regulation 42,2909 232,748 -2,460349603
SIAG_02126 trichothecene 3-0-acetyltransferase 1,15169 6,16883 -2,42124445
SIAG_04068 high-affinity fructose transporter ght6 114,034 16,0335 2,830302743
SJAG_02988 hypothetical protein // Thil domain-containing protein 121,352 15,4163 2,976669429
SJAG_04458 NAD binding dehydrogenase 2752,74 263,992|  3,382302236
SJAG_03203 hypothetical protein 406,375 30,2267|  3,748916264
SIAG_03644 glycerophosphodiester transporter 32,3747 2,03101 3,994597576
SJAG_00110 But2 family protein 107,797 487967 4465389633
SJAG_01096 amino acid permease 10,7493 0,428988 4,647161612

41. abra A pkal RNS szekvenalas adatainak részlete. Az abran a
legszignifikansabb valtozasok vannak kiemelve. Value_1 a pkal mutans

adatsora, value_2 a 7-1 vad tipusu sejt adatsora.

A funkcionalis kategoridk alapjan elmondhatd, hogy a szénhidrat
anyagcsere, a jelatviteli folyamatok valamint a transzmembran transzportért
felelds gének szintje valtozott leginkabb. Nagyon nagy mennyiségben
szabalyozodtak a feltételezett funkcioju fehérjék is. Erdekes modon, ezek
kozil nagyon sokan Sch. japonicus specifikusak, melyeknek vizsgalata
fontos és érdekes lenne e Osi, kevéssé ismert €lesztd szempontjabol. Masik

érdekes adat, hogy a pkal mutansban a pkalp partnere, a cgsl fehérjét
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kodold gén mRNS szintje jelentésen megemelkedett. (Fiiggelék 2. tablazat).
(42. abra)
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42. abra pkal mutans altal regulalt fontosabb folyamatok.

A pkal altal befolyasolt gének kozott megnéztiik, milyen regulator

funkcioji gének (kinazok, foszfatazok, transzkripcids reguldtorok) vannak.

Amint a kovetkez6 tablazat is mutatja, tobb ilyen gént is talaltunk, igy a pkal

feltehetden részben e regulatorokon keresztiil fejt ki hatasat. (16. tablazat)

16. tablazat: a pkal gén altal szabalyzott regulator funkcioju gének

Kozmid név Funkcido mRINS szint
valtozas
SJAG 03388 | Hsrl transzkripcios faktor +
SJAG 00995 | transzknipeios faktor TFITH komplex Radls alegysége +
SIAG 03354 | transzkripeids faktor TFIIIc komplexher asszocialt sfel -
alegység

SIAG 04813 | fork head transzkripcidos faktor Fkh2

SJIAG 03206 | transzkripcids faktor TFITH komplex ERCC-3 alegysége -
SIAG 03622 | mediator jomplex Med8 alegysége -
SJAG 04036 | transzkripcids faktor Papl/Caf3 -
SJAG 03384 | STE/STE11 protein kinaz +
SIAG_ 03880 | szénhidrat kinaz +
SJIAG 02950 | galaktokinaz Gall +
SIAG 02796 | piruvat kinaz +
SJIAG 02858 | CAMEK/CAMEKI protein kindz Cmk]1 +
SIAG 01245 | cAMP-fliged protein kinarz szabalyvzd alegysége Cgsl +
SJAG_ 02626 | protein kinaz inhibitor +
SIAG 04882 | nboz foszfat pirofoszfokinaz -
SJIAG 01805 | PLK protein kinaz Plo1l -
SIAG 02567 | foszfoprotein foszfataz +
SIAG 01241 | alkalikus foszfataz +
SIAG_ 04579 | nukleotid-cukor foszfataz +
SIAG 00711 | sav foszfatar -
S5IAG 01667 | kettos specifitast foszfataz Stpl -
SJAG 04939 | bisz (5-adenczil)-tnfoszfataz -
SJAG 01286 | CTD foszfataz Fepl -
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Ennek figyelembevételével, elmondhaté, hogy a pkal gén egy
sokoldalu reguladtor gén, tobb szaz mas gén mikodését befolyasolja
kozvetleniil vagy kozvetetten. E gének a legkiilonb6zobb feolyamatokban

vesznek részt, amint az alabbi sematikus abra is mutatja. (43. abra)

reguldtorok \\
Hsrl,Fkh2,Pap1,Stell, S

Med8,Gall,Cmk1,Plol

\/L L

metabolikus folyamatok,
szénhidrat

hifa metabolizmus
megnyulas @ mitokondrium
szervez6dés
stressz - =
% citoplazmatikus transzlacio és
valasz

fehérje modifikacd
sejt
névekedés oregedés hipotetikus riboszéma
fehérjék szintézis

43. abra A Sch. japonicus PKA ttvonal feltételezett szignalizacidja és

)
U

feltételezett célgénjei. A sziirke korok a fenotipusos vizsgalattal is
megerdsitett funkciok, a fehér korok az RNS szekvenalasi adatok alapjan

feltételezett folyamatok.

IV.5.5.2 A pkal szerepének kideritése a morfolégiai atvaltasban

Mivel az IV.5.2 fejezetben lathatdo, hogy a pkal mutans torzs hifai
rovidebbek, mint a vad tipusu sejteké, ezért szerettiik volna kideriteni, hogy a
target gének koziil, melyek lehetnek kapcsolatosak a morfologiai atvaltassal.

Ezért megkerestiik az irodalombol ismert, dimorfizmushoz kotheté Candida

gének homologjait az RNS szekvendldsi adatainkban. Tobb gént is
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megtalaltunk, bar ezek szdma az Osszeshez képest igen kevés (17. tablazat).
De feltehetd, hogy az Sch. japonicus-ban is sziikségesek a dimorfizmushoz, s

a pkal altal szabalyozodnak.

17. tablazat: a C.albicans dimorf gének homologjai Sch. japonicus-ban

Fonalas Homolog gének a Funkcio mRNS szint
novekedés Sch.japonicus-ban viltozds a
soran pkalA-torzsben
kifejezodd
gének a
C.albicans-ban
BCY1 SJAG 01245 Cgs! cAMP-fiiged protein +
kinaz szabalyzo alegység
FKH? SJAG 04813 Fkh? “fork head” transzkripcios -
faktor
GAPI SJAG 04637 Gapl altalanos aminosav +

SJAG 02947 Gapl permeaz

-+

SJAG 01998 Gapl
SJAG 02946 Gapl -
ERGI SJAG 00370 Ergl squalén monooxigenaz +
ECM33 SJAG 00340 Ecm33 | sejtfal fehérje -
GRE? SJAG 02960 flavonol +
reduktaz/cinnamoyl-CoA
reduktaz fehérje
ALD3 SJAG 03786 aldehid dehidrogenaz +
YMR91 SJAG 00366 gomba fehérje +
HSPIi2 SJAG 00223 hsp9-szerii fehérje +
PHRI SJAG_1290 Gasl sejtfal feherje +
AROIO SJAG 02734 piruvat dekarboxilaz +
PSTI SJAG 02697 Uhpl ubiquitinalt hsp szerd +
fehérje

IVV.5.5.3 pkal target gének osszehasonlitasa Sch. pombe és Sch. japonicus

fajokban

Osszehasonlitast végeztiink a legkdzelebbi rokon faj (Sch. pombe)
pkal mutans RNS profiljanak adataival is, annak kideritésére, hogy a pkal
target génjei mennyire valtoztak meg a két faj elvalasa 6ta. Erdekes modon, a

Sch. pombe pkal target gének tobbsége megtalalhatd volt, az eredeti
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tablazatunkban, amely a kismertékben mddosult, de szignifikans kiilonbséget
mutatd RNS szintbeli valtozasokat is tartalmazta. De ha a jelent6s valtozast
mutatd gének csoportjat vizsgaljuk, akkor is sok azonos pkal target gént

talaltunk a két faj kozott. (44. abra)

S.japonicus + S.japonicus -

/

S.pombe +

123

(/

S.pombe +

114 114

44, abra A pkalp altal szabalyzott gének szama. [+] -al jelolve az emelkedett

szintet és [ — ] al a csokkent szintii géneket.

Ugyanakkor az is szembetiind, hogy bar a gének egy résztét azonos médon
szabalyozzak, talalhatok voltak olyan gének is, melyek esetén ellentétes
iranyu valtozast talaltunk a két fajban. (44. abra)

A két faj pkal target génjeinek funkcioit tekintve, pedig
megallapithatd, hogy sok azonos funkciéji gén volt a transzkripcids
vizsgalatokban. (45. abra) Igy feltehetden a két fajban tSbbnyire azonos

folyamatokat, és szamos azonos gént regulal a pkal.

A B Emelkedett szint
B Csokkent szint
30
25
20
15
10
s N
: _mm s N
transzlacio szénhidrdt  transzmembrdan energia aminosav riboszéma
metabolizmus transzport generalds metabolizmus szintézis
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B Emelkedett szint

B Csokkent szint

50
40
30
20
10

T
transzlacio szénhidrat transzmembran aminosav riboszéma hipotetikus
metabolizmus transzport metabolizmus szintézis fehérje

45, abra A Sch. pombe és Sch. japonicus pkal gén altal kozvetleniil vagy
kozvetetten szabalyzott gének funkcidi. A) Sch. pombe pkal target gének; B)
Sch. japonicus pkal target gének.

95




V. DiszKkusszio

A dimorfizmus a patogén gombak egyik fontos jellemzdje, mely
szoros kapcsolatot mutat a virulencidjukkal. Munkank célja a dimorfizmus
vizsgalata volt a Sch. japonicus modellszervezetben, mely a
Schizosaccharomycetales genusz egyedi tagjaként, dimorfizmust mutat. Els6
1épésként az ¢élesztO-hifa atvaltast befolydsoldo kornyezeti koriilmények
hatasat vizsgaltuk klasszikus genetikai, és mikrobiologiai kisérletekkel.
Tovabba célunk volt, hogy a dimorfizmus molekularis hatterét, a szabalyzé
jelatviteli titvonalakat azonositsuk.

A Klasszikus kisérletek soran a szilard és folyékony tapfolyadékban
vizsgéltunk kiilonboz6 kornyezeti koriilményeket. Szdmos kornyezeti
koriilményt talaltunk, mely befolyasolja a dimorfizmust. Az egyik ilyen
koriilmény a hémérséklet, melynek indukald hatdsa a dimorfizmust mutato
gombak korében egy kozponti faktor. A mi esetiinkben a Sch. japonicus
morfologiai atvaltasat a hémérséklet emelkedése valtotta ki (10. abra),
ellentétben példaul a Hystoplasma capsulatum-nal tapasztaltakkal (Maresca
1989). Tovabbi kornyezeti koriilmény tekintetében az alacsony pH (pH4)
kifejezetten elésegitette a Sch. japonicus hifas atvaltasat (9. abra) ellentétben
a Y. lipolytica-nal és a C. albicans-nal tapasztaltakkal (Ruiz-Herrera és
Sentadreu, 2002; Vylkova és mtsai, 2011). Az alacsony pH altal indukalt
fonalas novekedés tekintetében a Sch. japonicus inkabb a C. neoformans-hoz
és az U. maydis-hoz hasonlit. (Ruiz-Herrera és mtsai, 1995; Wickes, 1996)

A tapanyag mindsége €és koncentracidja szintén fontos szerepet jatszo
faktor a dimorfizmusban. Megallapitottuk, hogy a szilard taptalajon a
Sch. japonicus hifaképzése nem csak az éhezés miatt indulhat meg, mint azt
korabban feltételezték (Sipiczki, 1998), hanem pl. a pepton egy bizonyos
tapanyaghoz kothet6 vizsgalatokat végeztiink minimal taptalajon is, ahol a
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vitaminok, és a nitrogénforrds tipusat valtoztattuk. Megallapitottuk, hogy a
megvizsgalt aminosavak koziil az arginin volt a legnagyobb mértékben
indukalé hatassal a hifazasra. (13-14 abrak) De a vitamin koncentracio
novelése és a hifas atvaltas mértéke is pozitiv korrelacot mutatott. (16. abra)
Nukleobazisokkal végzett kisérleteink soran viszont azt az eredményt kaptuk,
hogy adenin jelenléte megakadalyozta a hifas atalakulast (15. abra). Fontos,
hogy a purin bazisok gatlé6 hatasa nem igazan ismert a szakirodalomban.
Raadasul a Candida albicans-nal az adenin jelenléte elGsegiti a white és
opaque allapot kozotti atvaltast (Huang, 2012). Az Aspergillus nidulans
esetében viszont a hisHF transzkripciojat gatolja, ami kozvetetten
befolyasolhatja a dimorf atvaltast (Valerius, 2001). Sch. japonicus esetében
viszont kozvetleniil a hifazast gatolta, még tobb heti inkubacid utin is
stabilan ¢lesztd allapotu sejteket lattunk. Ez a felfedezés hasznos lehet a
dimorf patogén gombak elleni védekezésben, ugyanis e gombak fert6zo
képessége a dimorf valtason alapszik. Mivel nem ismerjiikk a pontos gatlo
hatast, illetve mely target gének ¢érintettek, ezért az adenin
hatdsmechanizmusanak vizsgalatara tovabbi kisérletek sziiksegesek.

A korabbi kisérleti adatok azt mutattak, hogy a Sch. japonicus
kizarolag szilard taptalajon képez csak hifat (Sipiczki, 1998a). Kisérleti
adataink alapjan azonban taldltunk olyan koriilményeket, mely soran
folyékony téaptalajban is képes volt fonalas formaban szaporodni. Az egyik
koriilmény a nagy ozmotikus nyomas hatasa volt, melyet 1M-0s szorbitollal
idéztiink el6. (17. abra) Ez megegyezik azon irodalmi adatokkal, melyek
szerint a fonalas novekedés indukalhaté ozmotikus stressz hatdsara, melyek a
MAPK szignalizaciéval vannak Osszefiiggésben (Duran és mtsai, 2010).
Ilyen a magas ozmotikus glicerol valasz (HOG) jelatviteli ut mely a
hiperozmotikus stressz érzékelésért felelds. Bizonyitott tény, hogy az eltérd

funkci6j6 MAPK  uatvonalak  egymassal ~ kommunikalnak,  ami
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megmagyarazza, hogy egy HOG tutvonal miért képes aktivalni a fonalas
novekedés utvonalat (Davenport, 1999). A masik koriilmény a magzati borja
vérszérum (FBS) hifazast indukalé hatasa (18-19 abrak), ami egyben az
egyik legmeglepobb eredményiink volt. E nem patogén szervezet szérum
hatdsara fonalasan novekedett, ami igy emlékeztet a patogén gombak
szérumra adott valaszreakcidjara (Sanchez-Martinez és Pérez-Martin, 2001).
Ezek az eredmények azt mutatjak, hogy a Sch. japonicus nem csak egy
egyszerli dimorfizmust mutatd éleszté, hanem egy nagyszerli modell
szervezetnek igérkezik, melyen a fent tapasztalt hasonldsagok fényében a
patogének dimorfizmusa is jobb hatasfokkal tanulmanyozhato.

Bar a fent emlitett kornyezeti koriilményekre adott hasonlo
valaszreakciok nagyon igéretesek, sziikséges viszont, hogy a Sch. japonicus
és a patogén gombdak jelatviteli folyamatainak Osszehasonlitasa, mivel
példaul ezek a jelfolyamatok felelések a patogén gombak fertdzéképességéért
(D’Souza és mtsai, 2001; Fuller és Rhodes, 2012). Ennek tudatiban
meghataroztuk, hogy mely gének vesznek részt az éleszté-hifa atvaltasban.
(21. abra) Azt tapasztaltuk, hogy a Sch. japonicus 2903 gén szintje
szignifikansan valtozott, de ezekbdl csak 229 gén az, melyek kifejezddési
szintje 2x-es, vagy ennél magasabb, illetve 2 vagy annal alacsonyabb volt.
Ez azt jelenti, hogy valosziniileg ez a 229 db gén, mely valamilyen modon
kozvetleniil 1s részt vesz az ¢€leszté-hifa Aatalakulds molekularis
folyamataiban. Ezeket az eredményeket bioinformatikai programokkal
Osszehasonlitottuk a C. albicans human patogén adataival és azt tapasztaltuk,
hogy a C. albicans dimorfizmusat szabalyzo f6bb tutvonalak génjei
megtalalhatéak a tavoli rokon Sch. japonicus-ban is (22. abra). Ezen gének
tehat olyan résztvevdi a gombdk dimorfizmusanak, melyek feltehetden fajtol
fliggetlenek. Fontos hangsulyozni, hogy bar a szekvenalasi adatok

szignifikansak voltak, ugyanakkor a gének pontos szerepének meghatarozasa,
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¢s az utvonal validalasa csak a gének tovabbi mutédcids analizise utan
torténhet meg. Eredményeink azt is mutatjdk, hogy a morfoldgiai atvaltas
igen komplex folyamat, hiszen szdmos kiilonb6z6 funkcidju gén vesz részt a
kialakitasaban. (21. dbra)

Ezutan, a szignifikansan valtozott génekkel bioinformatikai
Osszehasonlitdst végeztiink, majd kivalasztottunk egy, a patogén gombdik
dimorfizmusaban kozponti szerepet jatszo reguldtor gént, a protein kindz A
génjét. Ezt toroltik a Sch. japonicus kromoszomajarol (24-28. abrak), majd a
mutanst szamos kornyezeti koriilmény mellett vizsgaltuk. Ellentétben szdmos
gombéaval (Toda és mtsai, 1987; Sonneborn és mtsai, 2000) a gén hidnya
¢életképes fenotipust eredményezett, hasonléan a Sch. pombe-hoz (Kim és
mtsai, 2010). Megallapitottuk tovabba, hogy a gén deléciodja, ellentétben a
patogén gombaknal tapasztaltakkal, nem eliminalta teljesen az éleszt6-hifa
atvaltast. Azt tapasztaltuk, hogy bar a hifak a pkal mutansban is megjelentek,
de azok rovidebbek voltak. Azaz, nem az atvaltds mechanizmusa, hanem
inkabb a hifak megnyulasa gatlodik a pkalA mutansban. (33. A,B,G,H és K
abrak) A pkal gén sokoldalu szerepét mutatja, hogy a delécidja hatasara
stressz, pH, homérséklet érzékenységet €s a sejtek gyorsabb oregedését is
tapasztaltuk (37-40 abrak), ami e regulator gén sokoldalisagat mutatja. A
stressz érzékelés elsddlegesen a stressz aktivalt protein kindazokon keresztiil
valosul meg, melyek tagjai a MAP kinazoknak (Smith, 2010). A MAP kinaz
és PKA jelpalya kozott bizonyitottan kommunikdcid zajlik, mely igy
megmagyarazna, hogy az ozmotikus tolerancia miért kisebb a pkal
mutansunkban. Tapasztaltuk tovabba, hogy a mutans sejtek rendkiviil
érzékenyek voltak az oxidativ stresszre. (40. abra) A fenti eredmények
alapjan elmondhatjuk, hogy a stressz toleranciaban mutatott érzékenyég
hasonl6 volt méas gomba fajok PKA mutdns torzsénél tapasztaltakhoz

(Giacometti és mtsai, 2009, Fuller és Rhodes, 2012).
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Mivel az irodalomban nem kelld részletességgel ismert a PKA ut
szignalizacioja, ezért transzkriptom analizist végeztiink, hogy pontos képet
kapjunk a mutaci6é hatasara bekovetkezett génexpresszids valtozasokrol. Az
analizis eredményeként elmondhatjuk, hogy elsédlegesen a transzmembran
transzport, a jelatvitel és a szénhidrat anyagcsere génjeinek szintje valtozott
legszignifikansabban, valamint nagyszama Sch. japonicus specifikus
hipotetikus fehérje, melyek funkcioi még nem ismertek (42. abra). Az
elemzések alapjan azt is elmondhatjuk, hogy modell szervezetiink
dimorfizmusanak molekularis halozata, és szabalyzasa hasonldsagot mutat a
C. albicans, C. neoformans, és U. maydis-hoz illetve nyilvanvaléan a
legk6zelebbi rokonéhoz, a Sch. pombe-hoz. Az értékek Osszehasonlitasa
alapjan azt tapasztaltuk, hogy a MAPK jelpalya és PKA utvonal elemei
hasonloan szabalyozzak a dimorfizmust, mint a C. albicans-ban. Kutatasi
eredményeink megerdsitik a mar masok altal leirt eredményeket, miszerint a
PKA és MAPK utvonalak kozotti kommunikacid zajlik. (Sengupta és mtsai,
2007) Esetinkben ez a pkal és stell géneket jelentette. (22. abra)
Ugyanakkor a Sch. japonicus-nal ugy tiinik, hogy az effektor enzim, a PKA
szintje csokkenést mutatott, aminek az oka valdsziniileg a visszacsatolasi
rendszer eltérd6 mikodése, illetve a fazisvaltds target génejeivel
magyarazhato.

Osszehasonlitast végeztiink a legkozelebbi rokon faj, a Sch. pombe
pkal mutansanak transzkriptom adataival. A 44. abran jol lathato, hogy a
pkal targetgénjei igen hasonldak a két fajban. Bar vannak azért kiilonbségek
Is, illetve ellentétes modon szabalyzott gének. Ez felteheten az eltérd élettér
¢s a filogenetikai elvalas ota eltelt id6 miatt alakulhatott igy.

Sikeriilt azonositani azon géneket is, amelyek a dimorfizmushoz

kothetSk (17. tablazat).
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Az eddigi eredmények azt tamasztjak ala, hogy a Sch. japonicus igen
egyedi tulajdonsadgokkal rendelkezik. Fontos hangsulyozni, hogy tovéabbi
vizsgalatok sziikségesek, hogy nagyobb felbontasu képet kaphassunk a
szabalyzasrol. Ezek az ismeretek lehetdséget adhatnak a patogén gombak
elleni védekezés egy masik szemszogbdl torténd megkozelitéshez. Mivel a
PKA jelatvitel szamos patogén virulenciajahoz sziikséges, az utvonal célzott
megszakitdsa, gyengitése kiilonbozé gyogyszerekkel, terdpidkkal igen
hatékony lehet e gombék elleni védekezésben. Mindezek mellett a szdmos
PKA vizsgélat azt eredményezte, hogy olyan inihibitor molekuldkat fedeztek
fel, mely példaul az emlds sejtosztddast is gatolta, ami rendkiviili fontossagu
lehet egy daganatos elvaltozas kezelésében is. (Tortora, 2002) Célpontok
lehetnek a PKA altal szabalyzott gének, melyek nagyszdmban jelenleg
ismeretlen funkcidval rendelkeznek. Igy az eddigi eredményeink, valamint az
RNS szekvenalasi adatok tovabbi elemzése alapjan lehetséges, hogy ezek
hozzajarulhatnak 1j ,,gyogyszer célpontok” felfedezéséhez, illetve ezek
alapjan 1) gyogyszerek fejlesztéséhez, melyek hatékonyabb védelmet

biztosithatnak a dimorfizmust mutat6 patogén gombak ellen.
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V1. Osszefoglalas

Munkank célja a dimorfizmus vizsgalata volt Sch. japonicus
modellszervezetben. Ennek sordn a kiilsé koriilmények hatédsat, illetve a
micelidlis novekedés molekularis hatterét tanulmanyoztuk. Eredményiink az

alabbiakban foglalhatok Ossze:

- megallapitottuk, hogy a Sch. japonicus szilard taptalajon, fonalas formaba
torténd atvaltasa erésen fligg a kiils6 koriilményektol. (9-16. abrak) Sikeresen
azonositottuk a morfoldgiai atvaltast eldsegitd és gatld koriilményeket.
Megallapitottuk, hogy e koriilmények tekintetében csak részben hasonlit a

C. albicans-ra.

- meghataroztuk, hogy a Sch. japonicus — FBS valamint 1M-os szorbitol
hatéasara - képes folyadékban is fonalas formaban szaporodni, (17-20. abark)

mely nagyon hasznos lehet a dimorfizmus tovabbi molekularis vizsgalataban.

- sikeriilt a hifas allapotii sejtekbdl RNS-t izolalni, ezutan pedig RNS
szekvenalds modszerét alkalmazva elemezést készitettiink, melybdl
meghataroztuk a hifas allapotban expresszalodo géneket és ezek szintjét. (21.
abra és fiiggelék 1. tablazat) Ennek soran kideritettiik, hogy a Sch. japonicus
micelialis novekedése is igen komplex folyamat, hiszen szamos kiilonb6z6

funkcionalis kategoriaba tartozo gén miikodése mddosult. (21. dbra)

- a C. albicans dimorf atvaltasahoz sziikséges génjei alapjan
megszerkesztettik a Sch. japonicus feltételezett, éleszto-hifa atvaltasért

felelOs szignalizacios haldzatat (22. abra)

- bioinformatikai  Osszehasonlitdsok utan  kivalasztottunk egy a

dimorfizmusban feltehetéen szerepet jatszo kozponti regulator gént (pkal),
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amit toroltiink a Sch. japonicus kromoszomajarol. (24-28. abrak) E munka
soran kapott eredmények arra is felhivtak a figyelmet, hogy az Sch. japonicus
homolog rekombinacié tekintetében valosziniileg jobban hasonlit a fonalas
Oseihez, és a fonalas patogén gombakhoz, mint a kozeli rokon, fonalas

atvaltasra képtelen rokonahoz a Sch. pombe-hoz. (29-30. abrak)

- karakterizaltuk a pkal mutanst, melynek hifas formaba torténd atvaltasa
idében lassabb volt, s rovidebb hifdkat eredményezett. A mutins torzs
fenotipusos vizsgalata ravilagitott arra is, hogy a pkal gén milyen sokoldala
regulator. Hiszen a mutans érzékenységet mutatott kiilonb6zo
stresszfaktorokra, sejtmérete rovidebbnek bizonyult, és aktivan sporazod

fenotipus jellemezte a vad tipushoz képest (32-40. abrak)

- a pkal mutansbol RNS-t izolaltunk, hogy a pkal delécid okozta pleiotrop
hatasrol és a pkal altal szabalyzott génekrdl részletesebb képet kaphassunk.
Az elemzés segitségével megszerkesztettilk a pkal szignalizacio feltételezett
utvonalat, meghataroztuk a pkal lehetséges cél génjeit, és ezeket az
eredményeket Osszehasonlitottuk a kozeli rokon Sch. pombe-val. (41-45.
abrak)

Summary

Dimorphism is an important feature of pathogenic fungi, and is in
close relation with their virulence and their adaptation to various
environments (Molero et al., 1998; Whiteway and Oberholzer, 2004).

Our aim was to study dimorphism and its genetic background in the
fission yeast Schizosaccharomyces japonicus. This model organism belongs
to the Schizosaccharomyces group, and it is unique in its group in showing

dimorphism. Namely, it is able to switch from yeast to hyphal morphology.
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First, we studied the effects of environmental factors on dimorphism.
Several external conditions were investigated both on solid and liquid media.
Our results showed that high osmotic pressure, which is involved in MAPK
signalling pathway (Duran et al, 2010), and poor conditions could cause
mycelial growth. However, the strongest inducer was the Fetal Bovine
Serum. Its positive effect could be hampered by heat and was dependent on
pH, temperature and concentration of the serum. Generally, the uninduced
and induced mycelial growth of Sch. japonicus could be improved by lower
external pH. This feature of the cells resembled C. neoformans and U. maydis
(Wickes, 1996; Ruiz-Herrera et al, 1995) rather than Y. lipolytica and C.
albicans (Ruiz-Herrera and Sentadreu, 2002; Vylkova, 2011). Higher
temperature also increased the morphological switch, unlike H. capsulatum
(Maresca and Kobayashi, 1989) and similarly to C. albicans (Soll et al,
2003). Peptone and certain amino acids also had rather a positive effect on
hyphae production. Now, our results also revealed that nucleobases, such as
adenine and guanine, inhibited mycelial growth, in contrast to
C. albicans, where the presence of adenine promoted the switch between
white and opaque forms (Huang, 2012).

Later, our aim was to identify the regulatory and molecular
mechanisms of dimorphism. Transcriptional profile of hyphae was
investigated and the genes which showed altered mRNA levels in hyphae
were identified. Comparison of these data with those of C. albicans
(reviewed in Ernst, 2000 and Biswas et al., 2007) revealed common genes of
the dimorphic pathways in the two distant relative species.

Several regulators, such as pkal gene was also found among the
dimorphic genes. Thus, a pkal deleted mutant was created, whose RNA
sequencing and phenotypic studies revealed the exact role of the pkal protein

in the cells. In contrast to other pathogenic fungi and similarly to Sch. pombe
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(Sonneborn et al, 2000; Toda et al, 1987), the absence of the pkal gene was
not lethal. Furthermore, it regulated not only dimorphism and elongation of
hyphae, but cell size, aging and stress responses as well. Its target genes
were involved in the transmembrane transport, signalling, and carbohydrate
metabolism.

Taken together, our results confirmed that morphological switch is a
very complex process and involves several hundred different genes. Our
study could shed light on both the general and species-specific features of
dimorphism. The identified genes and the PKA pathway can be the molecular

targets of antifungal drugs and vaccines.
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IX. Fiiggelék

Fiiggelék 1. tablazat: a 7-1 torzs hifas allaoptu sejtjeinek RNS szekvenalasi

adatsora.

gene locus value_1 value_? log2(fold_change
SIAG_04620 SURY family protein-cell wal Supercontig_5.3:48 1,34213 132,085 6,6208
SIAG_02124 cobw Supercontig_5.1:42 1,12525 87,0783 6,274
SIAG_04836 hypothetical protein 8 példany Sj-ban 2-1 octofcry + nincs pom Supercontig 5.3:36 0,210294 12,7581 5,92286
SJAG_06639 hypothetical protein 5j specifikus Supercontig_5.5:39 0,242417 11,5173 557017
SIAG 02943 hypothetical protein Sj specifikus Supercontig_5.2:86 0,284394 10,8436 5,25282
SJAG_00240 alcohel dehydrogenase Adh4 Supercontig_5.1:37 2,05046 78,1664 5,25253
SJAG_00179 glutathione S-transferase Gst2 Supercontig_5.1:38 61,0483 2284,01 5,22548
SJAG_00922 OPT oligopeptide transporter Isp4 Supercontig_5.1:23 0,766471 18,9133 4,62502
SIAG_01093 hypothetical protein 8 példany Sj-ban 2-1 octofcry + nincs pom Supercontig 5.1:27 0,781951 18,8525 4,59153
SJAG_00161 hypothetical protein 3 példany S.pombe-ban és csak 1 5j-ben  Supercontig 5.1:39  8,5949 185,241 4,42978
51AG_06588 hypothetical protein Supercontig_5.1:25 0,122303 2,36716 427463
SIAG_06598 hypothetical protein 2 példany 5j-ban tobbiben 1-1 Supercontig_5.2:53 0,048232 0,91083 4,23912
SJAG_01986 alcohol dehydrogenase Supercontig_5.3:27 52,0618 928,611 4,15678
SJAG_00124 transcriptional requlator NRG1 Supercontig_5.1:¢ 1,65347 27,42 4,05163
SIAG_04365 hypothetical protein 5j specifikus Supercontig_5.2:25 3,79671 60,9574 400498
SJAG_02788 fungal protein Supercontig_5.1:14 1,54379 22,0862 3,8386
SIAG_04B08 hypathetical protein 8 példany Sj-ban 2-1 octo/cryo és nincs peSupercontig_5.3:93 2,29391 31,0942 3,76076
SJAG_02192 glucan 1,3-beta-glucosidase Bgl2 Supercontig_5.1:20 44,7915 592,145 3,72465
SJAG_05250 hypothetical protein Sj specifikus Supercontig_5.3:26 2,00037 25,7222 3,68467
SIAG_02896 hydroxymethylbilane synthase Supercontig_5.1:16  3,7764 48,3584 3,67868
SIAG_00018 hypothetical protein Sj specifikus Supercontig_5.1:42 0,787333 9,80367 3,63828
SJAG_03283 poly(A) binding protein Crp79 Supercontig_5.2:78 5,19426 62,2076 3,5821
SIAG 06641 hypothetical protein S specifikus Supercontig_5.18:4 0,701051 8,15079 3,53935
SIAG_04807 hypothetical protein 5j specifikus Supercontig_5.3:95 0,161994 1,85733 3,51922
SIAG_ 04590 sequence orphan//hypothetical protein Supercontig_5.3:55 43,7437 497,377 3,50719
SIAG_05920 hypethetical protein 1-1-1 5)/5cryo/Socto + nincs pombe-ban Supercontig_5.1:67 2,41048 25,6087 3,40924
SJAG_06591 hypothetical protein 5j specifikus Supercontig_5.1:25 0,462978 4,9073 3,40591
SIAG_01091 hypothetical protein 5j specifikus Supercontig_5.1:30 0,431899 4,41664 3,35418
SIAG_00703 DUF1674//hypothetical protein Supercontig_5.1:28 17,1817 166,72 3,27848
SJAG_00025 hypothetical protein 8 peldany S)-ban 2-1 octo/cryo s nincs pSupercontig 5.1:42 4,23882 39,9843 3,377
SJAG_04352 cyclophilin family peptidyl-prolyl cis-trans isomerase Wis2 Supercontig_5.2:25 153,316 14424 3,23389
SIAG_04575 meiotic chromosome segregation protein Meu6 Supercontig_5.3:58 5,77845 53,9157 3,22195
SJAG_01690 NADP-dependent L-serine/L-allo-threonine dehydrogenase ydfG Supercontig_5.3:21 75,5583 702,999 3,21786
SJAG_05015 NADPH dehydrogenase Supercontig_5.2:20 25,7366 239,405 3,21756
SJAG_01096 amino acid permease Supercontig_5.1:21 1,63212 15,0782 3,20765
SJAG_00100 meiosis specific cyclin Crs1 Supercontig_5.1:40 0,652209 5,89797 3,17681
$JAG_02127 trichothecene 3-0-acetyltransferase Supercontig_5.1:32 0,24939 2,24064 3,16743
SIAG_02967 hypothetical protein Sj specifikus Supercontig_5.2:16 1,80574 15,9852 3,14607
SJAG_04586 F-box protein Pofg Supercontig_5.3:56 0,741198 6,55334 3,1443
SIAG_02458 transcription factor TFID complex subunit A/SAGA complex subiSupercontig 5.1:77 3,28359 28,7066 3,12804
SIAG_00497 ribosomal protein subunit L34 Superconbig_5.1:32 7,74831 66,6521 3,1047
SIAG 04696 kinetochore protein Mis1s Supercontig 5.3:32 21,7939 173,395 2,99207
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5JAG_03607 hypothatical protein 5] spacifikus

SIAG_04842 pyruvate decarboxylase

SJAG_02569 transcription factor

SJAG_00110 But? family protein Schizosaccharomyces specifikus!!!

SIAG_04468, SIAG_04459,SIAG_D4470 STE/STEL1/COCI5 protein kinzse
Cde7; HAL protain kinase Ppk24; septin Spn7

SJAG_01975 kinetochora protein ftas

5JAG_05118 hypothetical protein 5] spacifikus

5JAG_00586 inositol metabolism protein Opi10

5JAG_05533 hypothetical protein 5] specifikus
SJAG_02940 trichothecene 3-0-acetyliransferase
5IAG_03078 hypothetical protein

5JAG_02928 hypothatical protein 5] spacifikus

5JAG_01095 hypothetical protein 5] specifikus

SIAG_00413 acetyl-CoA C-acetyltransferase Ergi0
5JAG_04774 hypothatical protein csak S.japanicus/S.pombe
SIAG_04554 wiskott-Aldrich syndrome binding protein Lsb1
SJAG_01552 hypothatical protein 5] spacifikus

SJAG_01828 hypothatical protein 5] specifikus

SIAG_01028 cell wall alpha-1,3-glucan synthase mok11
SJAG_00021 trichothecene 3-0-acetyltransferase

Suparcontig_5.2:14 0,160545 1,2713
Supercontiq 5.2:23 793,963 6285,86
Supercontig 5.1:99 11,699 90,864
Suparcontig 5.1:40 4,85139 37,6236

Supercontig 5.3:80 24,3614 181,765

Suparcontig 5.3:27 19,2601 142,939
Supercontig_5.18:1 0,168106 1,23871
Supercontig 5.1:30 25,3959 186,889
Supercontig 5.1:23 2,10119 15,262
Supercontig_5.2:78 468754 33,4948
Suparcontig 5.2:38 26,2828 180,837
Supercontig 5.1:17 2,65124 18,1782
Suparcontig 5.1:21 3,01066 20,2016
Supercontig_5.1:33 115,625 760,475
Suparcontig_5.3:15 0,681596 4,38397
Suparcontig 5.3:63 7,71143 49,4709
Supercontig_5.3:18 0,827828 5,22798
Supercontig 5.3:24 21,3735 134,438
Supercontig 5.1:21 14,2561 89,1101
Suparcontig_5.1:42 0,363405 2,26691

5JAG_02107 enalase//hypothatical protein 3 példany Sj-ban, 1-1-1 5.pombe Supercontig_5.3:30 100,982 606,231

5JAG_02827 ER oxidoreductin Erola

SJAG_02233 G-protein alpha subunit
SJAG_02313 D-3 phosphoglycerate dehydrogenase
5JAG_04835 hypothatical protein 5] spacifikus
SJAG_02825 hsp78-like protein

5JAG_00259 gar2 hypothetical protein
5JAG_06620 hypothatical protein 5] specifikus
SJAG_02459 hypothatical protein 5] spacifikus
5JAG_01553 hypothatical protein 5] spacifikus
SIAG-00262 SIAG 00254

5JAG_00305 3-hydroxyacy-ACP dehydratase Hid?
SIAG_02734 pyruvate decarboxylase

SJAG_03734 DNAJ domain-containing protein Pail
SJAG_03976 transcription like zf-ZZ type zinc finger protein
SIAG_04621 alpha-actinin

5JAG_02532 MS ion channel protein 1
SJAG_04185 71P 7inc transporter Zrt1
5JAG_02132 hypothatical protein 5] specifikus
SIAG_01477 fungal protein
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Supercontig 5.1:15 115,043 685,704
Supercontig 5.1:29 72,4352 422,518
Supercontig_5.1:46 130,633 751,39
Suparcontig_5.3:36 0,489561 2,74352
Supercontig_5.1:15 70,5992 393,06
Supercontig 5.1:37 162,571 901,255
Supercontig_5.3:11 B,90182 48,595
Suparcontig 5.1:77 12,8721 69,8884
Supercontig 5.3:18 3,07123 16,5416
Supercontig 5.1:36 13,1374 70,1069
Supercontig 5.1:13 42,9022 227,364
Suparcontig 5.2:37 62,8011 331,931
Supercontig 5.2:33 14,128 71,2615
Suparcontig 5.3:48 26,6304 129,846
Supercontig 5.1:92 15,03 72,9213
Suparcontig 5.2:29 380,009 1821,97
Supercontig_5.1:58 0,884706 4,23934
Supercontig_5.3:17 42,1373 200,821

2,98526
2,08497
2,057
2,95517

2,89941

280172
2,8814
2,87951
286067
2,83703
2,7825
277147
2,7463
2,71745
268525
2,68151
2,65885
2,65205
2,64401
2,64108
258578
2,57541
54425
,52405
248647
24TT02
24134
2,47087
2,44863
2,44081
2,420
244004
241587
2 40588
2,40002
2,356
2,28565
2,785
2,26105
2,26057
2,527



5IAG_00410 LYHRT protein//hypothetical protein

SIAG_00027 glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase Tdhi
5J4G_03390 hypothetical protein Sj specifikus

SIAG_03026 checkpoint clamp complex protein Hus1
SJAG_01768 ubiquitin-specific protease

SJAG_00019 amino acid permease

SIAG_02113 amino acid permease

Supercontig_5.1:34
Supercontig_5.1:41
Supercontig_5.2:10
Supercontig_5.2:28
Supercontig_5.3:23
Supercontig_5.1:42
Supercontig_5.2:28

51AG_02944 hypothetical protein 8 példany S.japonicusban 2-1 octo/cryo és Supercontig 5.2:91

5JAG_04303 meiotic recombination protein Rec25
SJAG_02191 GFO/IDH/MocA family oxidoreductase
514G _02710 hypothetical protein nincs S.pombe-ban
5IAG_01450 hypothetical protein 5j specifikus

Supercontig_5.2:26
Supercontig_5.1:20
Supercontig_5.1:13
Supercontig_5.3:16

51AG_02581 hypothetical protein 2 példany 5j-ban 1-1-1 5.pombe/S.cryo/S. Supercontig 5.1:10

§JAG_03204 phospholipase
SJAG_04268 HAL protein kinase Oca2
SIAG_03364 605 ribosomal protein L39
5IAG_04555 hypothetical protein Sj specifikus
SIAG_01475 SAGA complex/transcription initiation factor Taf9
SJAG_03809 Cdc20/Fizzy family WD repeat protein

SIAG_01742,51AG_05740 TENA/THI domain-containing protein; sequence

arphan hypothetical protein
SIAG_03747 poly(A) binding protzin Nab3
5JAG_01261 leucine carboxy! methyltransferase
SIAG_01725 transcription factor Atf21
SIAG_04008 cytochrome ¢ heme lyase
SJAG_01132 405 ribosomal protein 513
SIAG_00641 SAGA complex subunit Susi
SJAG_03671 cystathionine beta-lyase
SJAG_02478 beta-glucosidase Adg3
SJAG_01629 rbosomal protein subunit L2
5IAG_01421 hypothetical protein//sequence arphan
SJAG_00452 ubiquitin
SJAG_02017 translation elongation factor EF-1 gamma subunit
SIAG_02941 aminoacid permease
5JAG_01051 CUE domain-containing protein Cugl/4 family protein
SIAG_01846 But2 family protein But2
5JAG_02586 SNARE Slt1
5JAG_00714 aspartate ammotransferase

Pr—
SIAG_0 cw.:,

SIAG_03778 hypot t

SIAG_ 01836 CAF1 farmly rbonuclease

SIAG_04694,5)AG_04695: WD repeat protein Prp5; ribosomal protein
S]AG 04028 calcium permease
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Superconfig_5.2:62
Supercontig_5.2:27
Supercontig_5.2:95
Supercontig_5.3:63
Supercontig_5.3:17
Supercontig_5.2:37

12,4546 58,5436
212,005 992,684
10,7463 49,8876
0,33482 43,1582
21,1782 97,2966
1,086 5,51662
13,212 60,0681
2,67304 12,0684
64,707 287,698
36,4616 161,814
8,48208 37,5783
13,8562 149,941
15,4722 68,4428
17,9612 79,1993
30,6633 134,606
18647,3 814379
2,07371 9,05093
18,5542 80,6286
6,51237 28,422

ntig_5.3:2268120-2 13,4067 58,0025

Supercontig_5.2:17
Superconfig_5.3:12
Supercontig_5.3:22
Supercontig_5.2:33
Supercontig_5.3:10
Supercontig_5.1:29
Supercontig_5.2:15
Supercontig_5.1:81
Supercontig_5.3:24
Supercontig_5.3:15
Supercontig_5.1:33
Supercontig_5.3:28

66,3562 281,555
3,94661 16,6929
182,873 761,29
11,0087 46,0151
2025,88 8373,63
23,4864 96,1274
9,0791 36,9133
36,7821 149,215
26,6992 108,19
3,78823 15,2778
1113,92 474,01
565,985 2267,11

Supercontig_5.2:82 0,405318 1,62242

Supercontig_5.1:20
Supercontig_5.3:24
Supercontig_5.1:10
Supercontig_5.1:28
Supercontig_5.2:37
Supercontig_5.2:38
Supercontig_5.3:24
Supercontig_5.3:32
Supercontig 5.2:32

34,2419 136,232
223,447 888,238
36,4160 141,409
5,07151 19,5798
2,240%2 8,61327
1,51239 5,78516
9,6883 36,8926
123421 4699,7
12,7052 48,3406

2,2383
2,274
2,21484
2,20894
2,19981
2,19042
2,18476
2,17468
2,15256
2,14988
2,14726

2,1469
2,145

2,140
213415
212673
2,12585
2,11955

2,166

2,11316

2,08511
2,08055

2,0576
2,05172

2,473
203313
20047
2,002

2,0187
2,01184
2,00593
2,00202
2,00103
1,99223
1,99101

1,0572
1,94888
1,04286
1,93553
1,92002
1,92898
1,92782



SJAG_03142 quanyl-nucleatide exchange factor
SJAG_02812 translation elongation factor elF5A
SJAG_00802 nutritional copper sensing transcription factor Cuf1

a1

SIAG_01755 hypothetical protein/
SIAG_05322 RIA- binding prete|n
SJAG_03653 thioredoxin reductase Trrl
SJAG_01186 heat shock protein 5

kT s

$JAG_03203 hypothetical pratein e specifikus

Suparcontig_5.2:50
Supercontig_5.1:15
Supercontig_5.1:26
Supercontig_5.3:22
Supercontig_5.2:30
Suparcontig_5.2:15
Suparcontig_5.3:11
Supercontig_5.2:62
Supercontig_5.2:4
Supercontig_5.3:10
Suparcontig_5.2:50

I
equence arpnan
CYUTILG WiLld

SJAG_03123 cell wall bmsynthesm/ cell cycle regulator

D;"\ USEIB \au.-‘\__ di :n." L
5JAG_03141 homoserine kinase
SJAG_04681 IMPcyclohydrolase/phosphoribosylaminoimidzzolecarboxamidefon Supercontig_5.3:36

SIAG_06534 fungal protein Supercontig_5.2:21

SJAG_01027 transporter Sft2//hypothetical pratein Supercontig_5.1:21
5)AG_01669 P- type preton ATPase Pmal Supercontig_5.3:21
SIAG_05258 hy; i protein 5] specifku Supercontig_5.1:23
SJAG_02159 hyy Supercontig_5.1:12

SJAG_00972 NADPH- dependent diftavin oxdoreductzse
SIAG_01416 pig-L

SJAG_04660 xylose and arabinose reductase
SJAG_04225 plasma membrane protein

SJAG_03608 hexose transporter Ght5

CIAC NI09C horiE o brmal baim 14 AR 1 ©
5IAG_03815 -fike pratein//hypothetical protein 14 db 3
"\

Suparcontig_5.1:22
Supercontig_5.3:15
Supercontig_5.3:40
Supercontig_5.2:28
Supercontig_5.2:14
cryo-ban 6d Supercontig_5.2:37
Supercontig_5.2:38
Supercontig_5.2:38
Supercontig_5.3:62

SIAG_04557 hy in
SJAG_00785 Sed5 Vesicle prete|n Svp26

Supercontig_5.1:26
5JAG_00354 hypothetical protain Supercontig_5.1:35
SIAG_01970 thiaming- represswb\e acid phesphatase pho4 Supercontig_5.3:27
SJAG_03565 hypothetical protain 5j specifiku Suparcontig_5.2:13

SIAG_01766 glycine hydroxymethyltransferase ami a serine
nydroxymethyltransferase Shm2 csaldd

CIF 42D bl
5JAG_01691 hypot thetical protein/

SJAG:GGES-!TS#&:GGESBTS#&:W
SIAG_00717 C-5 sterol desaturase Erg3l
SJAG_02290 homocysteine methyltransferase
SJAG 00340 cell wall prote|n Ecrn33

oy

Supercontig_5.3:21
Supercontig_5.1:27
Supercontig_5.1:42
Supercontig_5.1:35
o/cryo s Supercontig_5.3:43
Supercontig_5.3:28
Supercontig_5.2:57
Supercontig_5.2:34

SIAG_04833 hypothetical protein 8 peldany

SJAG_UZUIS RNA- b|nd|ng prote|n
SJAG_03170 MSP domain-containing protein
5JAG_03058 actin
S-SR 0148
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51,4225 195,392
283,83 107,19
14,7653 56,0467
184,129 697,191
21,0887 82,5299
155,517 582,478
424467 158424
23,8813 88,6506
20,8517 77,08
B&ER 478
30,209 111,932
5,16537 19,0662
84,1764 209,977
3,03895 11,181
13,3065 48,9245
115,138 416,341
19,6349 70,9011
10,2305 36,795
27,2858 97,8192
13,5198 48,4599
27,9547 99,3833
6,86634 24,3734
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367,35 12842,1
087,569 345371
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8,1145 27,9066
68,2604 23¢209
6,314 23,6539
52,1702 177,046
32,1207 108,695
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17,6604 59,6134
665363 224,801
4,503 149,121
173,131 578,388
486,203 160526

6,675 21,994
79,1393 260,041
62,0036 20443
430,727 144616
65,5402 214754
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1,00513
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1,88067
1,880
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SJAG_02847 hemolysin-TII family protein
SAG_03243 3-isapropylmalate dehydratase Lew?

hypothetical protein 51 sp

u-rl'\ owz \‘-'v Slllal IV | ap

SJAG_01769 septin Spns

SIAG_04187 hsp104-like protein

§JAG_01007 nramp family manganese ion transporter
SJAG_03244 bcap family protein

SJAG_03600 rho guanine nucleotide exchange factor
SIAG_04568 decaprenyl diphosphate synthase subunit Dps1
SIAG_D4567 hsp16-like protein

5JAG_02968 iron/zinc ion transparter

SJAG_01732 WASp

SJAG_D2062 hypothet
SIAG_03178 hypothetical protein 5] specifikus

SIAG_D1770 DUF1212 family protein

SIAG_D0439 cyclin-dependent protein kinase regulatory subunit Sucl
SJAG_03777 transmembrane transporter

SIAG_02831 paxilin-like protein Pxl1

ceane in thiamin hvoothetical orotein

SIAG_04866 no messa thiaming Nmk1, yp
SIAG_01155 fungal protern
SIS SIA B4

5JAG_D0321 phosphoinositide phospholipase C Picl
SIAG_D4813 fork head transcription factor Fkh2
5JAG_02344 spermine family transporter

TAC NNAEN b M-ML,-_, o al-”\ leanienre ,M-m
u."\ _Wuioy l\‘du Lai Pl SUUCTIL

SJAG_D4898 RNA-binding protein wa2
SJAG_01033 inorganic phosphate transporter
SIAG_D4177 kinetochare protein Sim4
SJAG_03977 ADP-nibose diphosphatase
5JAG_02546 605 ribosomal protein L27/L.28
SAG_01718 STE/STEL1 protein kinase Byr2
SIAG_D4324 405 ribosomal protein 54

oA I L Elr:
k u-\nr-.nnl-r: nratain €1 enarifil

2JAG oo55o.v. 0mneliCal protein o) Specinku

SJAG_D0861 transcriptional corepressor Ssnﬁ

SJAG_01207 transcription factor TFIIH complex subunit Tfb5
SJAG_04591 oxidoreductase

SIAG_D4086 transcriptional regulatory protein Spp41

SIAG_02784 hypothetical protein S specifk.
SJAG_02000 tyrosine phosphatase Pyp?

5JAG_01089 UTP-glucose-1-phosphate uridylyliransferase
SJAG 00436 DNAJ domain-containing protein Mas5
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6,0064 18,0171
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SJAG_01850 NADP-dependent L- senne/L allo threomne dehydrogenase ydfG Supercontig_5.3:24

SJAG_00564 hsp60-like protein
SJAG_04913 sphingosine hydroxylase
SJAG_00890 mannose-1-phosphate guanyltransferase

5IAG_03871 alpha-1,2-galactosyltransferase gmh3

SJAG_04549 asparagine synthetase

SJAG_04475 405 ribosomal protein 52
SJAG_01476 RNA 3-terminal phosphate cyclase
SJAG_03438 CAMK/RADS3 protein kinase Mek1
SIAG_01230 Sds3-fike family protein Depl
SJAG_00176 Svfl family protein Svf2
SJAG_02828 DNA repair endonuclease Swil0
SJAG_00269 transcriptional coactivator
SJAG_03918 transcription factor

SJAG_01901 2ds family protein phosphatase type A regulator Zds1
5IAG_03652 high-affinity import carrier for pyridoxine

SJAG_00386 transcription factor
SJAG_02665 Vac7 (vacuolar)
SIAG_04327 glycosyl hydrolase family 16
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SJAG_04525,51AG_04527: hypothetical; double strand specific nbonuclease Supercontig_5.3:68

5JAG_03063 dienelactone hydrolase
SJAG_01061 saccharopine dehydrogenase
SJAG_05286 rhombmd famlly protease

. .
SIAG_02195 hypothetical protein ] specifiku

SIAG_01721 605 nbosoma\ protein L17

SJAG_04659 fungal protein

SJAG_01414 alcohol dehydrogenase Adhl
SJAG_02573 RNA-binding protein Csx1

SJAG_01114 rho-type GTPase activating protein Rga7
SJAG_00465 605 ribosomal protein L11

SJAG_00759 RNA-binding protein Mcp2

SJAG_03256 vacuolar amino acid efflux transporter Avtd
SIAG_00918 trafficking protein Pga2

SJAG_00416 vacuolar sorting protein Vps20
SJAG_01392 F-box protein Pof5

SJAG_01298 IMP dehydrogenase Gual

SJAG_04664 protein disulfide isomerase

CJAG 02134 hvoothetical protein 8 példiny S.iaponicusha
i\ o c chAa
S1AG_02134 otel ny S.Japonicusban

]

5JAG_03388 transcnptmn factor Hsrl
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SJAG_03057 alpha- 1 3 glucan synthaée Mok12
SIAG 00414 GTPase Cwl0
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50,9801 135,797
1641,09 4360,35
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711469 18,872
191,74 505,818
60,77 159,788
11,3973 29,8863
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10,2041 50,3144
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SJAG_00646 monopolin-like complex subunit Mde4
SAG_01057 dihydroceramide delta-4 desaturase
SJAG_04494 305 ribosomal pratein 512

SR 02003 5IAG 2004 53AC 02000

SJAG_04330 rRNA processing protein Rrp15
SJAG_03295 cell wal protein Psul

SJAG_00246 acetyltransferase

5JAG_02189 ranslation elongation factor eIFSA

SJAG_02649 beta-glucosidase Psu2
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SJAG_00642 2- oxoglutarate and Fe(I) dioxygenase domain-containin Supercontig_5.1:29

SIAG_04423 hypothetical protein
SJAG_00396 acetohydroxyacwd reductoisomerase
5JAG_01514 phospholipase D

5JAG_00523 405 ribosomal pratein S5

n .-m.-anl-p ratain 01 ¢ 1
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SIAG_02745 DUFL71S family protein
SJAG_00070 ribose 5-phosphate isomerase
SJAG_04584 transcription factor 2f-C2H2 type
SJAG_01925 exocyst compley subunit Secé
5JAG_00843 hypathetical protein
SIAG_02223 HMG box protem
5JAG_01129 P-type proton ATPase Pmal
SJAG_04886 DUF1720 domain-containing protein
CIAC-02903-CIAC 02804
5JAG_01930 transcription factor
SJAG_03903 glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase Tdhi
SIAG_01915 fungal protein

—

1A '\‘nn.-wnp
2JAL_U51%5 nypotnet ES"EFDJ specif

SIAG_04129 2F-AN1 type zinc finger protem
SJAG_02420 TENA/THI family protein
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SJAG_01869 NADH/NADPH dependent indole-3-acetaldehyde reductase AKR3 Supercontig_5.3:25

SIAC-00RESIA007

SJAG_03909 long-chain-fatty-acid-CoA ligase
SIAG_04107 fatty acid synthase beta subunit Fas!
5JAG_03269 hypothetical protein

SJAG_03006 ub\quwtm-protem ligase E3 Bri1
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Supercontig_5.2:30
Suparcontig_5.2:75
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SJAG_04725 vacuolar membrane amino acid uptake transporter Fnx1 Supercontig_5.3:25

SJAG_02785 protein kinase activator

SJAG_01780 metaxn 1

SJAG_00823 serine/threoning protein phosphatase
SJAG_04573 ubiquitin conjugating enzyme Ubc4
SJAG_03795 ER membrane protein DP1/Yopl

SIAG 00218 cell wall protein Gass
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707,847 1765,57
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504108 14,7643
36,3026 238,935
12,8762 31,8938
36,3252 91,2667
8,30697 22,9909
14,0347 34,6425
11,0909 27,3641
161,904 399,109
13,296 32,5583
Q80 22443
7,043 19,4803
264,635 649,263
0,50188 23,5146
61,7203 151,263
246,645 602,232
420939 10,2443
1016,95 247244
1R 2518
108,195 264,398
111,013 268,011
27,2616 65,7815
24143 %N
26,146 62,8081
10,6738 25,5998
66,3112 160,07
87,2025 208,639
4759,3 113647
374,701 893,866
130,367 310,6%

1,36333
1,35268
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12483
1, 4664
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1,39751
1,32667
1,32386
1,22286
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SJAG_00539 U2 snRNP-associated protein Sf3b14
SJAG_01131 195 proteasome regulatory subumt Rptﬁ
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SJAG_00532 ron-sulfur cluster aszembly scaffold protein Isul
SIAG_01716 cyc\in Clgl

SIAG_02190 hypothetical pratein 5] specifikus

5JAG_03145 actln Actl

SIAG_00409 glycerol-3-phosphate dehydrogenase Gpd1
SHREHESAIHE

\ o - -
hypoth teal nentain S enanifikine
I tnetc -" U &n "‘J SpeCinkus

SJAG 04663 45 r\bosomal protem g4

CIAC N7
2JAL WU/

] specifikus

SJAG 02218 MADS box transcnptmn factor Mbx

SJAG_00318 response requlator Mcsd

5JAG_01052 DNAJ domain-containing protein Mdj1
SJAG_04847 605 acidic ribosomal protein Rppd

SJAG_03373 fructose-bisphosphate aldolase Fbal
SJAG_00803 arrestin/PY protein 1

e

5JAG_01391 ribosome export GTPase

SIAG_01885 STE/STE20/PAKA protein kinase §j specifikus
SIAG_00249 zinc finger protein prl

SIAG_05750 hypothetical protein ) specif
5IAG_03483 GPI anchored cell surface protem
SIAG_01661 amidophosphoribosyltransferaze Aded
SJAG_041}’2 DUF3210 family protein

SJAG_03221 Swis protem

SIAG_03202 hypothetical protein 5] specifius

SJAG_01290 cell wal protein Gasl

5JAG_03250 sarting receptor for ubiguitinated membrane protein
SJAG_00726 60S ribosomal protein L28/144

5JAG_01011,51AG_01012

SJAG_00531 U4/U6 X US tri-snRNP complex subunit Prp4 family protein

5JAG_01595 guanosine-diphosphatase Gdal

SIAG ,’M};, AVHG.MhC-\. br C.AAII‘.AC‘.MCA orohan
TOTENN//Sequence orp

SJAG_01345 pheromone M-factor receptor Map3
SJAG_02047 TENA/THI domain-containing protein
SJAG_02133 aming acid permease 5] specifikus
SIAG_02334 XP-A family Rhp14

SIAG 01448 boi family protein
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26,5163 62,0979
79,5228 188,763
43,5509 103,363
316,76 750,797
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7,38037 17,4494
258,122 607,32
453,120 1064
4 A
15,5511 36,4842
767,242 1799,89
29,4649 92,5594
26,2366 61,2534
24,8826 58,0114
16,8875 39,2061
18,4227 85,4149
1337,04 3060,48
404,542 113071
23,0183 54,646
HA 304
298,301 679,987

2149 4884
35,6286 80,8296
25,4155 57,5667
538576 12,1931
335,721 759,23
1652600 245061
25,8204 58,34
14,1689 31,0827
3,223 81,6848
507,775 114497
13,9658 76,4904
3141,95 7070,65
06,6153 216,89
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47,3056 217,186
63,1573 140872
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SIAG_01606 605 ribosomal protein L7

5JAG_00280 fungal protem

SJAG_02421 TENA/THI family protein
SR04 A4

SIAG_00107 YigF family protein Mmf1

5JAG_00387 hypothetical protein 5] specifikus
SJAG_03943 acyl-coA desaturase

SIAG_03246 quanyl-nucleotide exchange factor Sec73

SJAG_00283 pyridoxine biosynthesis protein

SJAG_02521 ubiquitin-protein ligase E3

SIAG_04665 ribonucleoside reductase large subunit Cdc22
5JAG_00993 STE/STE7/MEK1 protein kinase Byrl
SJAG_03361 rho GDP dissociation inhibitor Rdil
SJAG_03335 605 ribosomal protein L18

SIAG_04673 thiamine transporter Thid

5JAG_04381 negative regu\ator MBF
SIAG_00994 hypothetical protein S specificus
5JAG_04326 ?"»‘5-
SIAG_03961 & aminolevuinzte synthase
5JAG_00597 ATP-dependent RNA helicase Prp43
SAG_05277 cytidylyltransferase

SIAG_03969 hypothetical protein

5JAG_03536 SNARE Psyl

5JAG_04228 DNAJ domain-containing protein
SJAG_00304 transcription factor Rsv2
SIAG_04579 nucleatide-sugar phosphatase
5JAG_00921 605 ribosomal protein L26
5JAG_04553 capper chaperone Scol
SJAG_02168 mannosyltransferase

SIAG_02850 adenylosuccinate lyase Ade8
5JAG_00192 F-box/WD repeat protein Pofl
5JAG_02096 thyroid receptor interacting protein
SJAG_02081 605 ribosomal protein L38
SIAG_02613 DUF1769 family protein
5JAG_01296 405 ribosomal protein 519
5JAG_02910 UNC-50 family protein

SIAG_02602 M-factor transporter Mam1
SIAG_03275 GTP cyclohydrolzse

5JAG_02842 sphingosine N-acyltransferase Lacl
5JAG_04506 myo-inositol transporter Iirl

SJAG 01417 monothiol glutaredoxin Grx5
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207,52 447,704
5064,05 109182
12,0973 69,0627
77,4441 166,791
55,262 118,042
36,2524 77,8860
18,7925 40,3653
79425 170544
60,5606 129,388
200,22 4377,73
14,0246 29,9448
16,4598 35,0992
171,324 364,450
204,577 434,145
59,8691 127,048
53,0405 112,398

1,1514
1,15098
1,14969
114813
1,147
1,14645
1,14612
1,14521
114407
TV
1,14235
1,14106
1,14003
1,13831
1,13765
1,13585
1,13568
1,13307
1,12992
1,125
1,12507
1,11973
1,11318
1,11215
1,115
1,107

1,10947
1,10929
1,10837
1,10815
1,10681
1,10571

1,101
1,1029
1,10248
1,10192

1,0044
1,00435
1,00249
1,08902
1,08554
1,08549
1,08345



SJAG_01714 cyclophiin family peptidyl-prolyl cis-trans isomerase Cyp2

SIAG_04911 U1 snRNP- assoctated protein Usp102

CIAC DN .n i'\Hl'.nnl't : q n‘-

2Rl uJ":S

5JAG_00435 rnRNA processmg protem
SIAGDALILSIAC O
SJAG_00899 SNARE Ykio

Supercontig_5.3:22
Supercontig_5.2:22
Supercontig_5.1:33
Supercontig 5.1:33
Supercontig_5.3:67
Supercontig 5.1:24

SIAG_04983 inner membrane transport protein yieQ !!! Erdekes!!! BLA Suparcontig_5.2:20

SJAG_00630 ketoreductase

SIAG_02662 U3 snoRNP-associated protein Utp16
SJAG_02921 cAMP-independent requlztory protein Pac2
SJAG_01764 U3 snoRNP-assaciated protein Nanl
5JAG_02839 lectin family glycoprotein receptor
SJAG_02085 sphingosina N-acyltransferase Lagl
5JAG_02418 HDEL receptor

SIAG_02202 hyr I

SJAG_05233 hy
SIAG_04930 ub|qU|ttn-pretein ligase E3
5JAG_01942 PEK protein kinase Hril
SJAG_02848 dynamin Dnm1
SJAG_02585 405 ribosomal protein 524

R -
i3l nentain 1 enecifibic
ical protein 2] SPECITIKUS

SJAG_04483 sporulzfion specific 1,3-beta- glucanosyltransferase Gas4

5JAG_01781 eukaryotic protein

SJAG_01803 zinc ion fransporter Zhfl
SIAG_03748 tho-type GTPase activating protein Rgad
SJAG_01013 nucleoparin Nup146

SIAG_00528 hypothetical protein 5] specifikus
SJAG_02012 GTPase acttvating protein Gyps1
SJAG_03975 hypothetical protein Sj specifikus
5JAG_01200 splicing factor Shu7

SIAG_04184 alpha-1,3-glucan synthase Mok13
SJAG_03941 histone H2B alpha Htb1
SJAG_00166 605 ribosomal protein L353

5JAG_02761 cenfrosomal transforming acidic coiled-coil protein Alp7

SIAG_03816 hypothetical protein 5] spacifikus
SIAC-0MELEAC 01
SIAG_00988 glutamate cysteine ligase Gest

5JAG_01785 hypothetical protein

SIAG_00118 rned|a| fing protein Mid2

5JAG_00058 U1 snRNP-associated protein Usp103
SJAG_02622 YTH family protein Mmil
SIAG-H2000,IAC02010

SJAG_01531 alpha,alpha-trehalose-phosphate synthase

SJAG 02390 translation initiation factor eIFS
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1471,4 317,01
16,1265 34,1601
202,823 429,442
15,1897 32,093
13,0358 69,6925
125,601 264,701
14,3384 30,1968
63,0079 132,882
1,60561 3,37785
37,0081 77,8441
51,8683 108,951
57,000 120,727
28,5149 59,6094
116,5% 243,46
17,8138 78,0897
19,7714 41,2893
49,4708 102,964
25,3002 52,6508
26,6772 55,413
129429 6842,17
83,2751 172,048
83,8836 174,079
176,183 363,497
36,3835 74,004
26,4869 54,3574
52,165 106,857
27,009 55,2588
3,08206 6,031
10,8026 22,083
5,49688 11,2359
608,014 1241,89
BU& 470
11,365 23,1241
24,6088 50,1082
536,02 1089,34
92,022 188,219
16,3964 33,1991
54,619 110,565
35,1324 71,069
41,6613 84,1046
1968,19 8014,42
217,965 439,951
421,265 850,128

1,0897
1,08288
1,08153
1,0792
1,07697
1,07551
1,0745
1,07448
1,07298
1,07109
1,07076
1,067
1,066
1,06203
1,06264
1,06235
1,0575
1,05565
1,05515
1,05449
1,05438
1,05328
1,04487
1,04176
1,0372
1,045
1,03381
1,02218
1,03155
1,03142
1,030%
1,02508
1,0248
1,092
1,0231
1,01832
1,01776
1,01742
1,01644
1,01502
1,01412
1,01325
1,01295



SJAG 00421 TATA- binding protein
AG_02792 hy

SJAG_04055 heat shock protem 5

5JAG_00288 protein disulfide isomerase

SIRGRE03EIAC0E180

SJAG_04073 KREY family cell wall biosynthesis protein

SJAG_01983 PTR famiy peptide transporter

5JAG_05000 RACK1 Cpc2

SJAG_01738 Teal anchormg protem ModS

SIAG_02328 hypothetical protein Sj specificus

SIAG_01411 605 aC|d|c r\bosomal protem Rppl 1

5JAG_00779 uridylate kinase

r\n ﬂe :\ oro |- in H :He.- 11

SJAG_00825 phosphatidylethanalamine N-methyliransferase Cho2

SJAG 03880 carbohydrate kmase

3*— WEUCl Protel
SIAG_ 016?1 succmate dehydrogenase Sdh1
SIAG_02389 NLI interacting factor famiy phosphatase
5JAG_02217 group Tintron splicing factor

SJAG_03785 ATP-binding cassette transporter abcl
SJAG_03542 histone H4 h4.2 nagyon érdekes 3 Blast!!!
SIAG_02412 hypothetical protein

5JAG_00221 2 0G-Fe(IT) axygenase superfamily protein 0fd2
SJAG_01821 Shk1 kinase binding protein 15
SIAG_04383 serpine1 like protein

SIAG_01788 fungal protein

5JAG_00940 605 ribasomal protein L17

SJAG_03423 605 ribosomal protein L13

SJAG_05288 meiotic forkhead transcription factor Meid
SIAG_01684 hsp10-like profein

5JAG_03637 morphogenesis protein Mor2

SJAG_01366 405 ribosomal protein 526

SIAG_02492 fungal protein

5JAG_00069 405 ribosomal protein 511
SRR

SJAG_03859 405 ribosomal protein S6

SIAG_05335 CUE domain-containing protein
5JAG_00284 mulidomain vesicle coat companent Sec6
SJAG_00790 heat shock protein BiP

SJAG_01498 zf-CCHC type zinc finger protein
SIAG_04166 Cdc25 family phosphatase Ibpl
SIAG_02369 hypothefical protain 5j-ban 3x annyi van!

SJAG 00320 small histone ub\uuwtmatmn factor Shfl
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553,527 116,63
31,873 64,2258
1327,97 26742
510,579 1027,03
685,563 1377,88
54,5391 109,538
17,1353 34,3969
1814,06 638,68
37,6538 75,4536
11,7362 23,501

1710 423,54
46,6017 83,1172
32,7421 65,4152
63,6855 127,103
45,242 90,2109
,25572 18,4459
22,5055 44,994
46,9762 93,4681
11,8645 23,60
15,7287 31,2517
047,155 1881,37
107,786 213,897
13,0746 67,4017
59,2764 117,19
723,65 1430,28
126,544 250,037
1718,35 330410
861,345 1700,33
451668 8,91518
894 616 176581
14,7813 29,1679
2016,39 396811
23,238 45,919
2746,34 539869
89,3198 195,152
1334,85 2621,69
66,6526 130,728
14,283 27,9695
201,138 431,049
55,1301 107,444
23,4757 45,7287
046377 184,25
45,4278 88,3268

1,01242
1,01079
1,0099
1,00827
1,00709
1,00607
1,00531
1,0042
1,00279
1,00176
1,00149
0,398665
0,998479
0,996965
0,995633
0004881
0,993695
0,092544
0,082263
0,990533
0,990112
0,988739
0,088728
0,983308
0,082925
0,982506
0,08204
0,981155
0,981001
0,980991
0,080611
0,976679
0,076432
0,075098
0,074447
0,973821
0,071841
0,969512
0,965916
0,962669
0,96193
0,961177
0,950277



SIAG_04949 Srp1 family splicing factor
CIAE-B4E08SIACD4E00

5JAG_04180 fungal protein
5JAG_01163 TatD protein
SIAG_03692 hyp
SJAG 04301 beta fructoiuranondase-like proteiny finvertase
SJAG_01762 MCM complex subunit Mcm3

5JAG_02093 lysophospholipase//phospholipase

5JAG_04339 nbosome biogenens protem

SIAG_03148 hyp

'.\"'\ ":ﬂ

thatinal i -
mnthetiral nrnt r\ arifike
[0t D ECIIR

SJAG_04317 cardiolipin synthase/hydrolase fusion protein
5JAG_05181 glutathione S-transferase Gst3

5JAG_00618 DNA polymerase alpha accessory factor Mcli
SJAG 05033 shert chan dehydrogenase

SJAG 04421 transcnption factor

SIAG_04786 hypothefical protein §] specifius
5JAG_02695 CLIP170 family protein Tipl

5JAG_01936 SMR domain-containing protein

SJAG_02298 AP-endonuclease Apn?

SIAG_00389 hypothetical protein

SJAG_01064 nuclear cap-binding complex small subunit
5JAG_03219 5CF ubiquitin igase complex subunit Skpl
S0 5A 03400

5IAG_04094 aspartate-tRNA ligase

SIAG_03301 RNA-binding splicing factor

SIAG_02776 pig-U

SJAG_01063 NADPH-adrenodoxin reductase Arhi
5JAG_00934 cryptic loci regulater CIrt

5JAG_00276 triose phasphate transporter

5JAG_06613 RNAseP RNAse MRP subunit Pop6
SIAG_01428,51AG_01429: BRCT domain- containing protein
5JAG_01220 hypothetical protein//
SIAC-04362-SIAG- 4363 leeosidase Halst

SJAG_03428 zf-CHY type zincfi inger protem

w‘-\ .J33J D Speci '\

SJAG_00640 I-Irell complex subunit Nbsl (intra S checkpoint)
SIAG_04514 metallopeptidase Omal

SJAG_03921 DNA-directed RNA polymerase III complex subunit Rpc37
SIAG-DMILEIRG- 04434

#LFHF‘B 'ni -“}‘G"_)ﬂ

n nnrﬂﬂ -_‘ .n.-nl-nn
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31,1675 15,5769
BEER W
61,8571 30,8257
25,6093 12,7718
29,0898 14,5071
5417 269,722
45,7579 22,7628
99,1574 49,3044
125,284 62,213
8,243 457014
10,0068 941828
166 13557
41,8728 20,7364
2031,89 105,23
27,529 13,6159
450,437 222,576
72,2119 35,6585
1292,59 637,925
12,5751 6,20191
15,4454 761611
55,4757 27,3386
71,7484 35,3445
0979 14737
424,443 208,869
27,1399 13,3516
86,5308 42,4717
04313 447756
10,1708 4 9865
34,4971 16,9124
17,893 8,76808
40,8824 20,034
18,0172 882501
22,3547 10,9385
64,1048 31,4903
201568 142,42
87,8869 42,8113
T4 26t
32,8745 15,9716
19,859 9,638
10,3786 5,03639
21,7748 10,5615
149,234 72,3406
0 1444

-1,00063
Loa
-1,0046
-1,00371
-1,00376
-1,00602
-1,00734
-1,008
-1,00991
-1,01023
-1,01208
191348
-1,01385
-1,01529
-1,01566
-1,00703
-1,01799
-1,0188
-1,01978
-1,02006
-1,02092
-1,02146
-1,02204
-1,02297
-1,02341
-1,02671
KL
1,028
-1,0284
-1,02906
-1,02934
-1,029%6
-1,00117
-1,03185
-1,03368
-1,03766
10407
-1,04146
1,047
-1,04315
-1,04385
-1,0447
L4733



SIAG_04515 UPFO136 family protein// hypothetical protein
SIAG_01543 pyr\doxal reductase/{ pyridoal reductase P\rl
5JAG_00105 ribosamal protein subunit L51-b

SIAC03370. LIAC002280

SJAG_04635 translation initiation factor

SIAG_00429 hypothetical protein

SJAG_00344 ribosome biogenesis protein Tsrl

SJAG_00757 Rech family ATPase Rhp57
SIAGBAZSIAG 403 IAG 04034

SIAG_02528, SJAG 02529' sporulatinn specific protein Spo13
SJAG_05607 hypothetical protei

SIAG_02647 cyclmsomerase 2 farmly protein

SJAG_00117 stress activated MAP kinase interacting protein Sinl
SIAG_02247 coenzyme A diphosphatase

5JAG_02374 Dhp1p-interacting protein Din
CIACAAN SIAC e 0

SIAG_01704 ATP{CTP) tRNA nucleofidyltransferase

SIAG_00698 CCAAT-binding factor complex suburit Php2
SJAG_00973 cyclin L family cyclin
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Supercontig_5.1:28
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§JAG_04428 hypothetical protein// sequence orphan csak pombe &s §Supercontig_5.2:24

5JAG_04518 hspa0-like protem

Supercontig_5.3:70

5JAG_00168 COP-diacylqlyceral-glyceral-3-phosphate3-phosphatidyltransfer: Supercontig_5.1:39

5JAG_03948 ATPase

SIAG_04136 ammonium transporter Amtl

SJAG_(0198 ATP-dependent DNA ligase Cdc17
5JAG_03491 integral inner nuclear membrane protein Ima1
5JAG_02954 galactose-1-phosphate uridylyltransferase Gal7
5JAG_03832 condensin complex subunit Cut14

SIAG-BHE SIACBHT8 NOT HUDP-aalactase-Fransperer
SJAG_03437 DASH complex subunit Dad3

SJAG_00471 nucleaparin Nup85
SIRGBABABSINE RIS D43

5JAG_04288 dephospho-CoA kinase

5JAG_01517 translation protein

SJAG_03911 transcription factor Rsv1

SJAG_02604 GTP binding protein

SJAG_00783 NuA4 histone acetyltransferase complex subunit Vid21
5JAG_00585 transcription factor thiic complex subunit sfc
SJAG_02646 cytochrome cl Cytl

SJAG_04710 DUF1688 family protein

SIAG_02429 sphingoid long chain base kinase
SIAC-0060LEIACOLI00

AT O00NE hunnhatical nentain ©

01
=100 UUUUB VDOLNetIcCal proteln 51 spe
SRk WMUVR TTYRULTIE ULl DTULENT o) ol
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181,3 87,612
386,879 187,156

26,05 12,5803
B3R W04
11,113 53607
6,27201 3,0043
220,23 106,172
6,98093 33612
64 A
35,444 17,0087
0,37147 443067
120,381 57,6501
34,1908 16,3598
36,8920 17,623
28,3085 13,557
754080 23,640
53,6511 25,6366
66,7513 31,803
66,0887 31,5515
34,4514 16,4461
11815 57,999
19,811 9,47025
15,5732 7,40991
53,7959 25,5017
763125 3,623
50,5217 23,8773
135,607 64,270
148942 7,10192
HheH s
27,022 12,9164
41,4688 19,6045
09,3041 427063
60,5551 28,5468
19,488 9,16673
13,5479 15,7784
108,851 50,9091
0,02195 4,146
26,3796 12,2673
91,7022 42,6271
30,5001 14,1774
128,426 59,6604
A 1B
0,1541 424183

-1,04788
-1,04802
-1,05011
105038
-1,05182
1,052
-1,05261
-1,05444
L8551
-1,05027
-1,0614
1,061
-1,06346
-1,06347
-1,06367
10eca
1,065
-1,06554
-1,06669
-1,06682
-1,0706
-1,07072
-1,07153
-1,07182
-1,07449
-1,07523
-1,07701
-1,07813
L0726
-1,07981
-1,08085
KE b
-1,0842
-1,08811
-1,08827
-1,0963
-1,09803
-1,1046
-1,10518
-1,10522
-1,10608
13003
-1,1097



5JAG_01419 MutS protern 3

Supercontig_5.3:15

SJAG:U4065 FRNA Bseudouridirre synthase
SIAG_04043 hypothetical protein
SASERG LG0T

SJAG_02728 fungal protem

SIAG_03599 SAGA comptex subunit Sgf11

14605246 hypothetical protein S specific

SIAG_02679 hrstone acetyttransferase complex subunit Ntol
5JAG_03799 CAMKK/META pratein kinase Ppk34
5JAG_00363 ww domain binding protein 11

SJAG 03734 DNA &' exonuclease

CIAC 04576, CIACDACTT

SIAG_01703 TORCL subumt Tcodd

SIAG_00388 hypothetical protein 5] specif

SJAG 01804 Ctrﬁ histone deacetylase complex subumt Pst2
5JAG_03805 ski complex TPR repeat subunit Ski3
SJAG_02607 replication licensing factor Cdt1

SJAG_04845 riboflavin kinase Fmnl

SIAG_02348 MCM complex subunit Mcm2

SIAG_04212 hypothetical protein//sequence orphan
SIAG_01407 niemann-Pick drsease type C2 proterrr hEl
SJAG_01907 U3 snoRNP-associzted protein Utp3

SJAG_04916 RNase P and RNase MRP subunit p30

SIAG_05196 spindle pole body protern Sadi

SJAG_OOBSO vacuotar protern sortrng-assocrated protein Vps41
SJAG_02182 DNA replication factor C complex subunit Rfc3
5JAG_00145 RNA binding protein mei2 (ste11 szabalyozza)
SJAG_01887 DNA repair protein Rhp41

SJAG_01001 Erd1

CIAC OAET

SJAG_03935 1-acylqlycerol-3-phosphate acyltransferase
SJAG_01890 5-adenosylmethionine transporter
5JAG_06514 endoplasmic reticulum membrang proten
5JAG_04533 metalloendopeptidase

5JAG_00091 fungal proten

5JAG_03380 actin cortical patch component Aipl
5JAG_05032 SUMO E1-like activator enzyme Rad31

CIAC AI00E CIAC AA00 CIAC 07000 sthaticalnratain

[ L e e e e e e e e e \JJ\J T r.Ju oo BT

SJAG 01841,51AG 01842 ferrochelatase; membrane transporter
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SJAG_03541 fungal protein

SJAG_04777 STE/STEL1 protein kinase
5JAG_04712 transcription factor

SJAG_04007 fungal protein

5JAG_04513 SNARE Bos1

SJAG_03510 hypothetical protein 5] specific
SIAC-RA0CACIACDAED

SJAG_04790 triglyceride lipase-cholesterol esterase
SJAG_03121 rhomboid protease
SIACRHOLEEIAC0I050

SJAG_01830 fungal protein

SJAG 03476 NADPH quinone omdoreductase{ARE binding protem

G HEE}‘ AVM.-M.- 3l orotein

n €1 ena
1aj .F__-

SJAG 00004 CAMK(CAMKL}MARK protein kmaee
SJAG_02082 SUMO conjugating enzyme Hus5
5JAG_00099 Delta(12) fatty acid desaturase
SJAG_01771 transcription coactivator PC4

Supercontig_5.2:13
Superconfig_5.3:14
Superconiig_5.3:29
Superconiig_5.2:33
Superconiig_5.3:71
Supercontig 5.2:12
Supercontig 5.3:12
Superconiig_5.2:46
Superconfig_5.3:24
Superconig_5.2:11
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5JAG_04370,50AG_04371,5]AG_04372 Pku80; DNAJ/TPR domain-contai Supercontig_5.2:25

SJAG_02623 short chain dehydrogenase

SJAG_02858 5-adenosylmethionine-dzpendent methyltransferase
SJAG_00851 kinesin-like protein Tea2

SJAG_00856 gamma tubulin complex eubumt Gl
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GJAG_00955 Rhase P eubumt

5JAG_01408 cell division confrl protein Cch
9 hypothetical protein S pombe-ban nincs meg
SIAG_ 03966 SJAG 06284

SJAG_01146 histone lysine methyltransferase Setd

SJAG_02285 tRNA nucleotidyltransferase

~ Ancid C1AC ONCH

5JAG_04879 DNA polymerase epsilon subunit Dpb4
SJAG_01539 NADH dehydrogenase
5JAG_01010 DNA replication factor C complex subunit Rfc2

CIA e 4 -\E rrtain! leananca
2JAk q 64251 Ty dl proteiny sequence o J"H

5IAG_D4312 cAMP dependent Protein kinase A catalytic subunit pkal

SJAG_04867 ferrous iron transporter Pcl1
SJAG_00524 prefoldin subunit 4

SJAG_04539 thioredoxin-like I protein Tl
5AG_04000 monooyyganase Cogb
SIACOOT6TCIACD07ER
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SIAG_04943 twao-component GAP Byrd

SJAG_00033 neddylation protein Denl

SJAG_00486 CDC7 protein kinase Spo4

SJAG_00797 ATP synthase complex assembly protein Atp25
5IAG_01534,5]AG_01535

SJAG_01952,5]AG_01953 mediator complex subunit Pmc3/Med27
SJAG_00577 U2 snRNP-associated profein sapfl

5JAG_05031 CTNS domain-containing protein

51AG_04870 diadenosine 5',5"-p1,p6-hexaphosphate hydrolzse Aps1
SIAG_01111 hypothetical protein

SJAG_02950 galactokmase Gall

51AG_02063,5)AG_02064

SJAG_02373 DNA replication factor C complex subunit Ctf8
51AG_00832 sulfatase modifying factor 1

SIACALAA0SIAC0140

SIAG_0321
SAG_04496 WDR24 farmly Wo repeat protein

SJAG_02061 ATP-dependent RNA/DNA helicase

51AG_03031 rab GTPase binding protein uprequlated in meiosis 11
SIAG_04481 spermidine synthase
CIAC026A0EIAC 00506 CIAC 1060T

SIAG_04231 dolichol kinase

5)AG_00682 cohesin loading factor Ssl3

5)AG_02673 DUF2009 protein

SJAG_00519 DUF962 family protein

SJAG_01083 karyopherin Kap113

SIAG_02161 glycerophosphoryl diester phosphodiesterase
SJAG_05241 DUF1680 family protein

SJAG_03999 meiotically upregulated Mugd7

SJAG_01082 BUE protein kinase Bubl

SJAG_00933 atypical/ABC1/ABCL-A protein kinase Abcl

Tv'\ :n.nv'\er - V'“'"\C
Cd

SIAG_03824 alpha-g
SIAG 03211 elongm C

5JAG_03621 DUFS5 famiy protein

SIAG_03236 tRNA d|hydrour|d|ne synthase Dus2
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SIAG_04881 pig-A
51AG_03282 meiotically upregulated Mugdd
51AG_03998 meiotically upregulated Mug57
S1AG 03377 phospholipase
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5JAG_01790 protein phosphatase type 24
SIAG_03775 imidazoleglycerol-phosphate synthase
5JAG_02066 SAGA complex subunit Spt8
5JAG_02201 ribosomal protein subunit L51-b
SIAG_04536
SIAG_03426 fungal protein

5JAG_00639 splicing factor Prpi7

SIAG_01624 GINS complex subunit Sld5

5JAG_02475 ribosome biogenesis pratein Rrp14-N
SJAG_05679 ribosome assembly protein
SIAG_02814 SIAG 02815

5JAG_03946 NADH kinase

SIAG_02443 LA family proten

SIAG_01049 DNA repair protein Rhp4?

5JAG_02306 ron-sulfur cluster biogenesis proten
SJAG_02690 ATP-dependent 3' o 5' DNA helicase
SIAG_05025 hypothetical protein mindekiben 3 példany!
SJAG_04458 NAD binding dehydrogenase

5JAG_05244 ribosomal protein subunit L37
SIAG_01996,51AG 01997

5JAG_00199 phospholipase

SIACD4440. CIAC 04420

SJAG_00500 DNA repair protein RAD16

hypothetical protzin
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5JAG_02155 fluconazole resistance protein//MFS family membrane fransporte Supercontig_5.1:11

SJAG_04530 Rad22 Rtil

SIAG_00445 membrane transporter
SJAG_01593 ubiquitin-protein ligase E3
SIAG_04072 hypothefical protein//seq
SIAG_05358 hypothetical protein S specifikus
SIAG_00668 superrmde dismutase Sod!
5JAG_01000 CMGC/CDK protein kinase Csk1

SIAG_04610 ribosome biagenesis protein Nopé

SIAG_04275 retromer complex subunit Vps5

5JAG_03584 ribosomal protein subunit 52

SJAG_04257 non-specific DNA binding protein Spt2

SJAG_04211 195 proteasome regulatory subunit

5JAG_02618 glutamine-dependent NAD synthetase

SIAG-03604 SIAC 03607 CAMICEAMIL proteir-kiRase-CAr-
SJAG_04791 sister chromatid cohesion protein/DNA palymerase eta Esol
5JAG_02946 amino acid permease// general amino acid permease GAP1
SJAG_00036 hydantoin racemase family protein

SJAG_05194 vacuolar sorfing protein Vps33

SIAG 00628 ribosomal orotein subunit 55
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SJAG_04237 ULK/ULK protein kinase Atgl

SIAG_04310 THO complex subunit

SIAG_02434 hypothetical protein

5JAG_00372 plasma membrane proteolipid Pmp3
SIAC02500 CHC 00088 vaeualr earborypeptidace
SJAG_03674 ATPase expression protein

SJAG_03214 RNA-binding protein Prp24

SJAG_00349 CIr6 histone deacetylase complex subunit Alp13
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SJAG_02262 hypothetical protein// RecQ medizted genome instabllity protein Supercontig_5.1:35

SJAG_04079 U2-associated profein

SJAG_00758 transcription factor TFIIH complex subunit Sali
SJAG_04637 general amino acid permease GAP1
§JAG_05206 tel Two Interacting protein 2

SIAG_00754 tRNA-splicing endonuclease subunit Sen54
S DA

SJAG_00657 rRNA processing protein Mis3

5JAG_02065 TPR repeat protein Oca3/ER membrane protein complex Ecm?

SJAG_00576 intermembrane space protein sorting protein
SJAG_01228 kinetochore protein Misi4

SIAG_00140 hy
SJAG_00854 exosomal 3- g exonbonuclease

SIAG_00233 SP)(/EXS domann- contammg protem
SIAG_04026 hypothefical poten 5 specifku
SJAG_011?2,SJAG_011?3

SJAG_04368 transcription factor TFIIH complex subunit Tfh4

SJAG_01205 DNA repair protein RADY

v-\ n n* N-Chiad
U ua E -“ M , l: ‘_‘\E‘_.

5JAG_02601 elongation factor 1 alpha ke proten

-

SIAG_01284 hypothetical protein// ZNF277 ortholog
SJAG_03504 Pof6 interacting protein Sip1
SJAG_03618 transcription factor TFIIH complex subunit Pmh1
5JAG_00860 ribosomal protein subunit 510
SIAG_01546 kinesin-like protein Pkl1

5JAG_03213 carbohydrate kinase

5JAG_03932 cytosolic thiouridylase subunit Ctul
SIAG_03284 ribosomal protein subunit L1
SIAG_02441 meiotically uprequlated Mugft
5JAG_02955 general amino acid permease AGP2
SJAG_01633 hypothetical protein

SJAG_01119 N-glycosylase/DNA [yase

SJAG_01623 RNase P and RNase MRP subunit

SIAG 01626 calreticulin/calnexin

140

Supercontig_5.2:31
Supercontig_5.1:27
Supercontig_5.3:45
Supercontig_5.1:25
Supercontig_5.1:27
Supercontig_5.1:29
Supercontig_5.3:29
Supercontig_5.1:30
Supercontig 5.3:12
Supercontig_5.1:39
Supercontig_5.1:25
Supercontig 5.1:37
Supercontig_5.2:32
Supercontig_5.3:11
Supercontig_5.2:25
Supercontig_5.3:11
Supercontig_5.1:10
Supercontig_5.3:13
Supercontig_5.2:12
Supercontig 5.2:14
Supercontig_5.1:25
Supercontig_5.3:18
Supercontig_5.2:64
Supercontig_5.2:34
Supercontig_5.2:79
Supercontig_5.1:74
Supercontig_5.2:12
Supercontig_5.3:20
Supercontig 5.3:10
Supercontig_5.3:20
Supercontig 5.3:20

445655 171
133,019 52,8706
18,424 7,05284
1865,52 713,785
A0 e
13,5003 5,15833
14,2159 543149
39,8544 15,2157
14,6775 5,59597
24,1044 918664
25,3625 9,66035
25,3665 9,65308
12,2855 4,66783
60,9718 23,1353
B S
132,343 87,873
15,1272 §,71912
76,2974 28,8292
10,2957 3,86941
20,2412 76473
82,0103 30,9304
11,4286 4,30447
78,5119 29,5677
27,6536 10,3993
12,7202 4,78193
16,5721 6,20686
AR 264043
0 B
38,0243 14,2066
13,0686 4,86115
12,9254 4,8209
13,5398 5,01198
19,3088 7,14689
28,1016 10,3886
18,2977 6,7613
122,825 45,3538
26,5006 ¢,8079
291,009 107,068
6,16933 2,25789
22,6437 §,26409
35,0187 12,7445
27,5674 10,0247
26,5927 9,65484

-1,38193
-1,38433
-1,38531
-1,38602
346t
-1,38802
-1,38809
-1,38918
-1,39115
-1,39169
-1,39255
-1,39386
-1,39613
-1,39805
-2
-1,40276
-1,40328

-1,4041
-1,40423

-1,4047
-1,40678
-1,40887
-1,40889
-1,41099
-1,41146
-1,41687
~H41680
-L41748
-1,42035
-1,42082
-1,42283
-1,43375
-1,43301
-1,43565
-1,43629
-1,43731
-1,43776
-1,44254
-1,45014
-1,45418
-1,45825
-1,45941

-1,4617



A7 by u-\m-,rm. : i L:.n\_\

_,.‘-\ sz LEN| \'
5IAG_02068 tnglycende ||pase cholesterol esterase
5JAG_05729 hypotheti (U
5949-9435975%:94359

5JAG_04922,51AG_04923 sporulation protein spo3
5JAG_03461 translation elongation factor EF- Tu Tuft
5JAG_00976 cytochrome ¢ oxidase subunit IV
SJAG_00558 phosducin family protein
5JAG_05558 fungal protem

5JAG_01995 oxoprolinase

5JAG_02975 hypoxia induced family protein
SIAG_05637 hypothefical protein 5] specifikus
5JAG_03822 alcohol dehydrogenase Adh4
5JAG_02769 acetyl-CoA hydrolase
5IAG_01638 LRNA acetyltransferase
5JAG_02951 gal10, UDP- glucose4 eplmerase/aldosel epimerase

SIAG 05746 hvoothetical or
'd\J

oRa
5p eCinKl

2JR_Ud :l u-' MKl
5IAG_01650 RNA- bmdmg protem Rnp24
SJAG 03288 N-acetyltransferase Ats1//hy
SIAG_06355 hypothefical protein//sequence orphan

5JAG_05175 pantothenate transporter

5JAG_02777 ribosomal protein subunit 518

SJAG_00327 DNA replication pre-initiation complex subunit Cdc45
5JAG_03685 telomere maintenance protein Ccql

5JAG_03412 fungal protem

5JAG_00889 ribosomal protein subunit 54

SIGOIBECIA3R

SJAG_01184 UPF0171 family protein//hypothetical
SIRG067LEINC0067

5JAG_03293 succinate-semialdzhyde dehydrogenase

5JAG_00310 mannan endo-1,6-alpha-mannosidase DCW1

S]AG 03936 5id2-Mob1 kinase complex regulatury subumt Hobl

SJAG_04?8? PO Ioop protein

SIAG_04614 TFIH complex cyclin Mcs2

5JAG_00624 lanosterol synthase Erg/

SJAG_01422 nuclear envelope protein Brré/Br1
SJAG_02397 peptidase complex beta subunit Qcrl
5JAG_03620 TLOc domain-containing protein 2
5JAG_03434 4-aminobutyrate aminotransferase
SIAG_01084 CAMK/CAMKI protein kinase Srkl
SIAG_00788 h
SIAG 04939 bi(5 -adenosyl- tnuhosnhatase

r\r\.ne :Hrnc:n\., qne rr\_\

141

Supercontig_5.2:16
Supercontig_5.3:29
Supercontig_5.3:21
Supercontig_5.2:22
Supercontig_5.2:11
Supercontig_5.1:22
Supercontig_5.1:31
Supercontig_5.1:21
Supercontig_5.3:27
Supercontig 5.2:17
Supercontig_5.3:13
Supercontig_5.2:37
Supercontig 5.1:14
Supercontig_5.3:20
Supercontig_5.2:11
Supercontig_5.3:23
Supercontig_5.3:20
Supercontig_5.2:79
Supercontig_5.2:28
Supercontig_5.1:41
Supercontig 5.1:14
Supercontig_5.1:35
Supercontig_5.2:16
Supercontig_5.2:10
Supercontig 5.1:24
Supercontig_5.3:11
Supercontig_5.2:79
Supercontig_5.1:36
Supercontig_5.2:34
Supercontig_5.3:13
Supercontig_5.3:50
Supercontig_5.1:29
Supercontig_5.3:15
Supercontig_5.1:65
Supercontig 5.2:14
Supercontig_5.2:10
Supercontig_5.1:20
Supercontig_5.1:26
Supercontiq 5.2:21

144,827 52,5346
44,9424 16,258
101,447 36,6691
#0088 25050
30,8136 14,352
61,418 22,1037
156,059 55,9077
60,0752 21,5073
133,862 119,227
23,4684 8,36705
46,7375 16,5711
49,3047 17,469
48,7629 17,1774
62,4435 21,9863
40,4474 14,2132
564,12 197,948
99,2179 34,7143
150,452 52,3167

36,03 12,5017
19,2573 6,68186
17,6212 6,08809
35,2549 12,1758
12,987 448221
19,1612 6,60178
§,53628 2,93231
14,801 5,07059
074643 32667
19,2757 6,57267
613002 20.0481
257,046 87,3413
208,657 70,4601
113,698 138,175
623667 20,0044
24,3319 §,1657
40,7971 13,6018
197,92 65,9854
36,0111 11,9929
115,108 38,138
26,7951 8,86688
246,869 81,6758
320,884 106,073
1828,97 604,417
13,2509 4,37283

146209
146603
146809
46003
14701
AT
-1.48007
-1,48104
148555
-1.48703
140501
140602
130527
150505
-1,50881
-1,51068
151507
1,523
182708
-1,52708
153005
-1,53361
15478
1,572
L4157
154546
45508
155223
KE
155729
1,86625
1,574
57465
15752
158467
15847
158627
150369
150547
-1,50576
15807
1,5074)
-1,50045



SJAG_05346 tuberin

Supercontig_5.2:22

5JAG_03764 dalichyl-phosphate-glucose-glycolipid alpha- glucosyliransferast Supercontig_5.2:18
SJAG_02724 replication fork protection complex subunit Swil

5JAG_00547 inorganic phosphate transporter
SHCA3480-S3ac-03400
SIAG_01040 CMGC/DYRK/PRP4 protein kinase Prp4

5JAG_00815 predicted: diydropteroatesynthase/2-amino-4-hydroxy-6-
hydroxymethyldihydroptendinediphosphokinase/dinydroneopterinaldolase

SIAG_05249 LRNA(Tle)-lysidine synthefase
5JAG_04025 mago-nashi

SIAG_04658 methyltransferase

SR OEHOLIAC 0T

SIAG_04843 fumarate hydratase
SJAG_01988 RNA-binding proten
5JAG_01085 fungal protem

SIAG_01505 acetate transporter
5JAG_00489 DUF953 family protein

5JAG_01763 ubiguinol-cytochrome-c reductase complex subunit 9

SJAG_05328 TRE Xcomplex subunit Tex1

5JAG_04989 Ino80 complex subunit Ies?

SJAG_00985 FO-ATPase subunit G

§JAG_03927 origin recognition complex subunit Orcl
5JAG_05199 inner membrane protein

SJAG_04647 mediator complex subunit Med31
SJAG_02200 Rec() type DNA helicase Hrgl
SJAG_02778 chromatin silencing protein Cir2

5IAG_03645 hypothetical protein § specifikus
5IAG_02148 glucose-6- phosphate 1-dehydrogenase
SJAG_04061 arqonaute binding protein 2
SIAG_02428 vahne tRNA ||gase VrsZNasz
SIAG_01965 hypothetical protein 5 specifikus

SIAG_02698 hellcase SWRI
5JAG_04258 P-type proton ATPase Pma2

SIAG_04578 nuclear membrane ergamzatmn protein Apgl2
51AG_00273 hypothetical protein 5] specificus
SIAG_04182 metal\epepndase ngZ

SIAG_00935 hypothefical protein

SIAG_00462 fungal protein

5JAG_03964 exopolyphosphatase

SAG 01625 m7G(5"\pppN diphosphatase
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SIAC-RL0LIAC-00340

SJAG:O323S cyc\o}nhilin family peptidyl-prolyl cis- trans isomerase Cyp3

SJAG_00165 hypothetical protein § specifikus
5JAG_D2790 DNA repair endonuclease
5JAG_01214 complexed with Cdc5 protein Cwf12
5JAG_05232 DNA replication protein Cdc24
5JAG_04042 FAD binding protein

SJAG_05005 fungal protein

5JAG_01578 chromodomain protein 2

$JAG_03710 Mdm10/Mdm12/Mmm1 complex subunit Mdm12

5JAG_02194 telomere end-binding protein Potl
SJAG_06110 ribosomal protein subunit 144

5JAG_03418 mitotic cohesin complex

5JAG_02886 gamma tubulin complex subunit Mod21
SJAG_03303 manganese superoxide dismutase

5JAG_02446 glucosidase

SJAG_02545 Smc5-6 complex SMC subunit Smc6
5JAG_02338 non classical export pathway protein
SIAG_01607 hypothetical protein Sj specifikus

SJAG_04408 lysine- tRNA ligase

SRR A0

5JAG_01332 Smc5-6 complex non-SMC subunit Nse4
5JAG_04179 NatA N-acetyltransferase complex subunit
SJAG_03835 gamma twbulin complex Spcd7/GCP2 subunit Alp4
5JAG_01221 ATP-dependent DNA helicase

SJAG_03198 3-oxoacyl-[acyl-camier-protein] reductase Oar
5JAG_03287 bouquet formation protein Bgt2
SJAG_02198 CAF assembly factor complex subunit B
SJAG_01472 WD repeat protein

5JAG_02302 GTPase

SJAG_02150 amino acid permease indal

SJAG_01761 meiotically upregulated Mugl74

SJAG_01634 U4/U6 X S tri-snRNP complex subunit Prp3
5JAG_03901 RNA methyltransferase Tgs!

SJAG_04906 mannosyltransfarase

5JAG_00837 hypothetical protein 5] specifikus

SJAG_04380 tRNA specific adenosine deaminase

5JAG_01461 argininosuccinate fyase
GJAG_D0511 nuclear distribution protein nudr
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UG o 1 ratisticalnia s anacil(:

SIRGHO00E6 hymottictcal prolei Sy spaciikis
STRGOBEBY mottieHcal IS haciikis

STAGOB2b hipotholival protelhjfeitonorlholon

STAG D06Zhypotetiel prolelb) ol

SUAG ODRSH SIRE00ELUhvpulaelicel patiin MOiEe okl prolen bio
SIRGAOTBS hypottieical proteli &) sl

STRGODIT hypottielcsl piotel)

SIRG: G2k hypothelice!polel

SIRGORZOT o ttie el oISy hociikig

SIRG DA molh eliual piolei &) eneol ks

-2,03139
-2,03201
-2,03907
-2,04353
-2,04831
-2,04854
-2,05249
-2,05333
-2,05797
-2,06683
-2,06729
-2,06888
-2,07013
-2,08034
-2,08502
-2,10474
-2,11208
-2,11855
-2,12068
-2,13232
-2, 1414
-2,14539
-2, 14714
-2,14902
-2,16912
-2,18323
-2,18726
-2,19786

-2,246

-2,2412

-2,2354

-2,23808
-2,25634
-2,25653
-2,28301
-2,29083
-2,20361
-2,29623
-2,29646
-2,31898
-2,3476

-2,3272

-2.32783




CIAG 01

SAGOPRIE hpothetioal protenfiseauence olpha

AGIIBZ Hpothetivel proteln S el

FIAG 00T Otelvel protel S epeoii

RGO hymOTHENCRL plOteIN S Eheoliki:

AGHTRA60 ypoihelicel protel)

CIAG 6681 Dypothelival proten &) epeeliki

RGO b4 onlnolafinyhotislivel protel

WAG Oz hipothelical prolelyfeeatence ofpheh

OS0 POIICHOE! potel S ephelfikis

RGOl o thelival protel

-2,34261
-2,34401
-2,34504
-2,35556
-2,36899
-2,38174
-2,3804
-2,38693
-2,39267
-2,426
-2,43232
-2,44138
-2,45782
-2,46362
-247107
-2,48699
-2,49412
-2,51182
-2,58001
-2,61906
~LE2ked
-2,62783
-2,6335
-2,67344
-2,69481
-2,72105
-2,72877
-2,13197
-2,74276
-2,74417
-2,76634
-2,77218
-2,77638
-2,78932
-2,79003
-2,79526
-2,81963
-2,82278
285383
-2,87221
-2,87942
-2,8952
-2,0485




-2,9528
-3,00743
-3,01104
-3,0164
-3,02404
-3,04073
43,1825
43,2003
-3,9501
-3,3%61
-1,37468
-147066
-14748)
-148109
-3,56874
-3,58508
-3,730%
3,094
4217389
-4 20585
440774
-5,00684
-6,25643
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Fiigelék 2. tablazat: a pkal mutans torzs RNS szekvenalasi adatai

gene value 1 value 2 log2(fold_change)
i i 0] 1,0132 3

protein 0,17783] 22703 -3,674266001

5JAG_04575 meiotic chromosome segregation protein Meus 1,4768] 11,8061]  -2,998986104

SIAG_04312 AGC/PKA protein kinase Pkal 27,7707| 218,011)  -2,873765482

SJAG 02947 general amng acid permease GAP1 10,7904] 45,0844 —'2,592'553441

S]AG_03508 eukaryotic protein implicated in cell cycle requlation 42,2009] 232,748 -2,460349603

SJAG_02126 tnchothecens 3-0-acatyltransferase 1,15169) 6,16883]  -2,42124445

"""" 18,2604) 97,2508 =2,41208175

50,8422 265,296 =2,32807257

4,76509] 23,2295] -2 265362733

| 15,821)75,4696]  -2,254054836

23,1974] 108,508]  -2,231074813

3,10752] 14,3460]  -2,208003459

b o ) f 11,7234 52,7077 -2, 1686227

SJAG_D0168 COP-diacylglyceral-glycerol- 3-phosphate3-phosphatidyltransferasel 20,8615] 89,7200 -2, 104731438

S]AG_00020 tnchothecene 3-0-acatyltransferase 23,6001) 96,1754  -2,0269198953

Gapl 2,27436) 9, 24039 *2‘02!110426

| 5,63707] _ 22,88]  -2,021069664

5] 1] 160,635 680,527]  -2,004239736

SJAG_02649 beta-glucosidase Psul 132,902] 516,468)  =1,858316148

mide bigsynthesis 768,728| 2975,32]  =1,952499718

bein : 6,06279) 22,6011]  -1,898339234

ependent L-sering/L-allo- threonine deh 29,8284 110,62] -1,890853749

pothetical proteir 1,43851) 5,32869]  -1,889205656

514G_05002 fungal protein 33,7119] 124,213]  -1,861486327

5)AG_02652 Inear element associated protein Hopl 2,56840 9.4443] -1,878523413

AG saquence | 7,28796] 25,6766]  -1,816867233

o) 27,1249) 94, 8416)  -1,805802183

SJAG 03189 CUE domain-containing protain Cu 41,6908] 145,066 -LMWSM

SJAG 00691 glutaming amingtransferéase subunit 318,563 1060,96)  -1,735719648

5)AG_01450 hypothetical protein i 0| 28,3309 90,4712 -1,675082174

SJAG_02124 cobW 0,51332) 1,63898)  -1,674865062

$JAG_021325 urea transporter 4,7501] 15,1331]  =1,671677762

S1AG_03438 CAMK/RADS3 protein kinase Mekl 2,23200] 6,96237]  -1,641183286

5aG_00394 dolichyl-phosphate beta-glucosyltransferaze Algs 5,84533) 18, 0452]  -1,626358753

SJAG_00685 phosphoglycerate mutase family protein 52,8834 162,682]  -1,621167793

5JAG_02521 ubiquitin-proten bgasa E3 11,4044 35,0269)  -1,618872764

S]AG_00308 peptide release factor 223,714| 686,86  -1,618234496

SAG_04935 DNA replication checkpoint protein Drel 1,39277 4,23886)  -1,605719285

SJAG_00923 CobW/HypB/UreG nuclaotide binding domain-containing protain 83,2558 252,901)  -1,602950056

0 P 11,9667] 36,3256]  =1,601961268

AG_03506 decxyc 12,7504 38,3475)  -1,568590019

\G_00140 p150- Glued/hypothetical p I | 12,7402] 38,2673]  -1,586724188

0,99683| 2,98304]  -1,581361036

22.25771 66.55961  =1.580342244
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SJAG_04696 kinetochara protein Mis1S | 9,79103] 29,2568 -1,576239439
SJ.n.G 02940 mchnﬂwcenﬁ Qracetyltransferase 0,48429| 1,44394| -1,5:51:51719

nathetical protein | 0,56504] 1,66058]  -1,560771857
$Ja6_01380 RN m | | 2,24677] 6,6196]  -1,558691598
| 1,36039] 401584 -1,552168408
| 0,5875] 1,70454]  -1,536711876
5,54881] 16,0533 -1,532619587
61,3883| 176,78]  -1,525919441

5)AG_00070 ribose 5-phosphate isomerase
SIAG Ol644 ATP-dgpendenl [NA h@e Chil

5]AG_04184 alpha- 1,3-glucan synthase Mok13 3,85985) 11,0751|  -1,520703037
SAG_00711 acid phosphatase 46,6358) 132,85 151 zms?

SJAG 02708 Rech family ATPase R 211,888/ 601,935 1505305321
BRI, . | 85,5798[ 242,111]  =1,500326415
10,0391 28,3132]  =1,495844876
| 1,22178] 3,37188]  -1,48448308
b,83264] 18,7565 -

| 7,33335] 20,067]  -1,452280640

SJAG 03354 transxtnptmn factor thiic complex a box associated subunit sfcl

19,6414] 53475 -1 12
S1AG_ 01368 mathionyl- tRMA formyltransferasa Fmtl 45,6018( 124,387|  -1,444838531
SIAG 04813 fork head transcnphon factor Fkh2 15,1372) 41,1809)  -1,443876092
SJAG_01667 dual spacificity phosphatase Stpl 57,6524) 156,28)  -1,420603441
5JAG_01312 ubiquitin carboxy tarminal hydrolase Ubp11 55,449] 148,053 -1,416880377
§JAG_00383 RNA polymérasé 11 associated protein 16,302) 42,8748 =1,39508097
SJAG_00040 sister chromatid cohesion protein 44,318 116,475 =1,394055649
SJAG 00307 centromere-specific histone H3 CENP-A 336,571 875,14  =1,37860295!
S1AG_00100 meiosis specific cyclin Crsl 0,70145| 1,80329 =1,3622192
518604934 DNA-directed RNA polymerase I complex large subunit Rpcl 11,2561| 28,9263  -1,361674747
qlutathiona 5-transferase Gstl 12,7144 32,4388]  -1,351257060

| 146,734 372,156 -1,342704296
| 87,2082| 220,014 -1,3350509629
25,8181] 64,6501 -1,324470592
5 24 7463] 61,8018) -1,322302329
5JAG_03698 maistic cohasin complex subunit Rec1l 26,5138) 66,2097)  -1,320299139
5)AG_01518 peptida chain release factor 6,13843( 15,3168)  -1,319173304
inat inRec2s | 42,3346) 55,7026 !,-' 18464252
| 4,74604] 11 8284] = l?lw.f:
13,0732 32,5103]  =1,314284548

rotein | 8,16734] 20,3057 13139465?
SIAG_044927 inosine- undme prefem'ng nucleoside hydrolase 6,2764b| 15,4373 -1,20839745

5JAG_01836 CAF1 family ribonuclease £,73013) 14,4925 -1,293103827
5JAG_03622 mediator complex subunit Med 120,083 311,999 -1,273243303
5)AG_02758 ribosome biogenesis protein 167,600/ 401,805 -1,261395808
5)AG_00932 pre-605 shuttiingfactor 181,826) 434,03]  -1,255236254
5JAG_04717 menibrana transporter 37,7973| 90,0894]  -1,253074186
SJAG_00759 RNA-binding protain Mep2 5,90265) 14,0137)  -1,247403213
5)AG_04403 metallochaperong Cesl 21,4874] 50,9479) -1, 245531756
SIAG 03984 zin knuckle TRAMP complex subunit Airl 19,3564] 45,7082] " =1,239642248
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238,726) 550,463 -1,228687021
46,6222 109,171 -1,227500683
37,2507] 87,1385] -1,226042743
: ] e 30,8544 70,5411]_ -1,192087833
5JAG_00186 cystene desulfurase Nfsi 93,8048] 214,395 -1,192537608

SJAG 04080 GTPase raqulater 3,52023| B,0435)  -1,192153711
SJAG_DE186 U3 snaRNP protein Utp20 11,7265] 26,5877 -!,L&Cﬂﬁ!ﬂi
SJAG_03623 Rasl-Scd pathway protein Ral2 114,05) 257,749 =1,176300384

SJAG_00911 complexed with Cdcs protein Cwi4 46,6016) 105,093  =1,173215184

G_0¢ et B 1,02041] 2,20562]_ -1,169860502
i ; 440,5249| 987,414)  -1,164418106
SIAG_04939 bis(5'-adenosyl)-tnphosphatase 16,0321 37,0432 -1,164080442

SJAG 01169 FWA l:nndlnﬂ proten Mrdl 33,4727| 74,727  -1,158644677
SJN.'. 02883 potassium ion transporter T 8,5577| 19,0282 -1,153602073

i3 A e A o AR 47,9432| 106,457)  =1,150872705
SJnG 02155 ﬂucanazule realstaru:e Dmtem 82,4623 182,981|  =1,149887247
5JAG_03319 DUF1752 family protein 58,7677] 130,392 -1,149760016
SIAG_02102 mannosyltransferase complex subunit Algl 51,4759) 114,011)  -1,147203971
SIAG_00301 RAVE complex subunit Ravl 71,7088 158,66)  -1,145716374
SIAG_04920 gluconate transporter inducer Gtil 2,9197]  6,45] -1,143482193
5JAG_00111 ATP-dependant DNA rﬂase 38,4794] 84,9954 -1,14329846
SJAG 02662 U3 snoRNP-assocated protain Utplé 2,B8108] 6,26053]  -1,142537264
SJAG_03896 URMIL activating enzyme 68,9476 151,049]  -1,140014941
5JAG_01286 CTO phosphatase Fepl 38,7288| 85,3283  -1,139617505
5JAG_00881 aspartate kinase 16,8758] 37,1645]  -1,138960304
SJAG_04692 ATPase with bromodomain protein 24,8016] 54,5668  -1,137590246
SJAG_04198 RNA endaribonuclease 31,847| 69,8976  -1,134085444

SIAG_01419 Muts 8,24483] 18,0769] _ -1,13258564
: . D a2,4649] 71,1482 -1,131946493
SIAG_01420 BRCT dumln=-:ontalnlnn protein 10,822( 23,626 -1,12646768
SJAG_02496 D-amino acid owidase 41,6279( 90,3043 -1,118681023
S D 9u097[ 297,508 -1,116442046
35,5888| 77,0143 =1,113703062

5JA_D4332 nbose-phosphate pyrophosphokinase 100,515] 215,034)  -1,087153976

SJAG_02024 nbosome biogenasis protein Mral 36,8546| 78,7158]  -1,004808545
5JAG_00158 triglycende lipase-cholesteral asterage 33,4458| 71,3997)  -1,004002950
5JAG_01850 NADP-depéndent L-sering/L-allo- thraoning dahydrogenass ydfG | 58,5921 124,174]  -1,083585065
5)4G_01252 mago binding protein 18,7258| 39,6147 -1,081008522
5JAG_00731 ONA-directed ANA polymerase I and I11 subunit Rpc18 353,14| 746,957)  =1,08078495
SJAG_03043 605 ribosomal protein L43-B 4123,69| 8688,07)  -1,075000845

448,057] 941,858]  -1,071828821
5, 21441] 10,8557]  -1,071105737
7,99404] 16,7924]__ -1,070811741
45,1193] 94,572]  -1,067668422
) 3,36357) 7,01146] -1,059721606

AG 01811 nbosome biogenesis protein ¥

SIAG 03868 TatD DNase family Senl | 29,9506] 62,1235] ~1,052554208
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SJAG_01869 NADH/NADPH dependent indole-3-acetaldehyde reductase AKR3C2 1755| 3592,58 -1,033549253
SIAG_00363 ww domain binding protein 11 14,3329| 29,2719 -1,03018585
SJAG_03483 GPI anchored cell surface protein 8,79382| 17,9373 -1,028400838
SJAG_02113 amino acid permease 7,17653| 14,6289 -1,027462947
SJAG_01805 PLK protein kinase Plol 14,5273| 29,4957 -1,021738055
SJAG_04036 transcription factor Pap1/Caf3 84,3179| 171,081 -1,020768704
SJAG_02214 SUMO deconjugating enzyme Ulpl 17,6717| 35,8478 -1,02044375
SIAG_04840 tryptophan-tRNA Iig_ase Mswl 13,0265] 28,1257 -1,014056277
Sl 7 hypothetical protein 56,0986| 115,061  -1,013400525
SJAG_01433 RNA lariat debranching enzyme Dbri 0,04372| 18,2279 -1,01116013
SIAG_02752 shuttle craft like transcriptional regulator 15,5713| 31,3595 -1,010013161
SIAG_04904 protein disulfide isomerase 29,9305| 60,2779 -1,010012776
SJAG_00980 ATP-dependent DNA helicase Rdh54 1,94756| 3,90758 -1,004607635
SJAG_03206 transcription factor TFIIH complex ERCC-3 subunit 2093,483| 420,119 -1,003964863
SJAG_02622 YTH family protein Mmil 33,3894| 66,8083 -1,00063718

geng value 1 wvalue_2 log2(fold_change)
SJAG 03651 F-box protein Paf7 12,6268 6,29765 1 003603579
5JAG_00812 phosphatidyl-N-methylathanolamine N 490,997 244,874 1,003674609
SJAG_00181 aminopeptidase Ape2 632,117| 314,904 1005279532
SJAG_03204 phospholipase 27,2509 13,554 1,008061593
SIAG 00084 adenylyl-sulfate kinase 141,269| 70,0681 1,011615235
SJAG_D0372 plasma membrane proteolipid Pmp3 2475| 1227,53] 1,011670242
SJAG_01526 tubulin specific chaperone cofactor C 41,5569| 20,6017 1,012324648
5JAG_01292 glutaredean Grxl 2134,74| 1057,57] 1,01330721
5JaG_01570 GPL inosital deacylase 10,7381) 5,209568 1,018761589
5JAG_02886 gamma tubulin complex subunit Mod21 11,6851 55,7609 1,02030396
SJAG_03649 mitochondrial ibosomal protein subunit Ymls 7,9182| 3,90181 1,021028981
JAG_ 7 hypothetical protain .| 30,2844 14,9161 1,021704454
5JAG_04952 dolichol-P-Man dependent alpha(1-3) mannosyltransferase Alga | 223,241] 109,539 1027157339
02369 hypothetical protain - - | 9,6753] 4,74694 1,027308581
SJAG_02215 arrestin family protein 103,213| 50,567 1,029356599
SJAG_05342 APC amino acid transporter 101, 704| 49,8036 1,030054486
SJAG_04870 diadenosine 5',5"-pl,p6-hexaphosphate hydrolase Apsl 19,5399| 9,50895 1,038913423
SJAG_02345 AnA family ATPase Cdc48 160,892 78,1495 1,041784045
SJAG_03396 CAA Xprenyl proteas 239,575 116,27 1,042998468
:  hypothetical protein | 30,2402 14,6126 1,049254783
SJAG_03805 =ski complex TPR repeat subumt Ski3 12,8467 6,20642 1,049564579
SJAG_03401 arginine transporter Canl 20,4699 9.87235 1,052038607
SJAG_03384 STE/STE1] protein kinase 149,065 71,8462 1,052957798
SJAG_03712 methylenetetrahydrofolate reduct 175,786 84,6683 1,053926348
| _02237 hypothetical protain . | 7,22487| 3,47806) 1, 054688808]
SJAG_00487 SBDS family protein Rtc3 7532,49| 3621,06| 1,05671477
SJAG_01209 phosphoglucomutase 1374,85|) 659,924 1,058902434
5JaG_03404 endocytosis regulator 278,762 133,765 1,059333231
5JAG_02456 signal recognition particle subunit Sects 48,7213| 23,3363 1,06197679
SJAG_03659 S-adenosylmethioning synthetase 89,3024| 42,7601 1062433721
SJAG 03264 MT orng.ni:er Mto2 5,05151) 241783 1063001893
SJAG_03822 alcohal dehydrogenase Adhd 69,8533 33,4279 1063275548
5)AG_01686 amrestin/PY protein 2 23,1609] 11,0509 1,067527446
SJAG_D2216 CASP family protein 28,2326| 13,4548 106924108
SJAG_01290 cell wall protein Gasl 230,992| 110,028 1,069972179
SJAG_03825 UbE family methyltransferase 55,8796 26,5987 1,070965957
SJAG_04383 serpinel like protein 333,585) 158,59 1,072752614
02568 hypothetical protein 1,5427| 0,73339 1,072799135
5JaG_03648 inner membrane pephidase complex catalytic subunit 15,8171 7,51176§ 1,074262237
SJAG_01241 alkaline phosphatase 126,542 60,0682 1,074942965
SJAG_00057 hexose transporter Ghi2 185,811| 88,1328 1,076084966
SJAG_D0349 Clré histone deacetylase complex subunit Alp13 31,4192| 14,8988 1,076450311
05198 hypothetical protein 114,429) 54,222 1,07750249
SJAG_02780 membrane transporter E6,2355) 26,5892 1,080384215
5JaG 01477 funaal orotein 16.0843] 7.5994 1.081695728
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S14G_0d DB it ey 5 61,3729) 24,104 1,091734938
5AG_03220 kingtochare praten Mis12 19,2272] 8,96424 1,100895503
5JAG_03660 phosphoglycerats kinase Pakl 1142,98] 532,845 1,101012328
SJAG_01017 end lucanase Engi 44,8421 20,8836 1,102480194
51AG_03816 hypot rotein | 30,6007] 14,2400 1,107761226)
§JAG_05235 splicing factar Spfig 13,807] 6,42558)  1,112874887
5145 03828 glyceraldshyde-3-phosphate dehydrogenase Tdhl 4,20868| 1,93818)  1,11866526)
5JAG_01795 hydrolase 30,5746 18,2226]  1,118845051]
SJaG 02235 delta-1-pymoline-5-carboxylate dehydrogenase 54,6617 25,11 1,1222683
5JaG_03403 autophagy specific phophatidylinositol 3-kinase complex subunit| 309,934| 141,762 1,128490165
SIAG_04193 hypothetical protain ; : | 508,248] 415,245 1I1291234-!?
SJAG 03387 Lid2 complex subunit Snt2 176,202| 80,4934 1,130287833
SJAG_03861 glycine cleavage complex subunit P 31,1661) 14,1774]  1,13638465
$JAG_04864 cell wall protein Asll 296,112] 134,058]  1,14328564
SJAG_04767 rRNA processing protein Rrpl7? 11,1799 5,05171)  1,146063557
SIAG_04348 h i gl o | 63,7411] 28,76]  1,14816024
$JAG_02616 meiptic chromosome segregation protein §,45401| 3,81342|  1,148550384
SJAG_03423 605 ribosomal protein L13 421,948 190,098 1,150321861
51AG_04227 fungal protein 75,1859]) 33,712 1:157199912
SJAG_00340 call wall protein Ecmal 202,355] 90,7384 1,157262375
SJAG_04579 nucleotide-sugar phesphatase 38,572| 17,2643 1,150762113
5JAG_03376 STE/STE20/YSK protein kinase Sidl 16,8019 7,49312 1:164%!?925
S1AG_02324 ribosemal protein subunit S16 36,9087 16,4542|  1,165505039
5JAG_000BS DUF423 protein 207,193] 91,799 1,174424019
5JAG_02984 phosphoglycerate mutase family protein 125,238] 55,4745 1,17477571
5JAG 00774 estarase/lipase 26,9713] 11,9452 1,174994051
51AG_00527 zinc fingar protein Ythl 73,2442] 32,4046)  1,176515895
i v- 239,079 105"05. 1:.1515354!2
|| 32,8993 14,4942 1,182581181
30,0729] 13,2436 1,183168655
: 2 hypothetic: | 57,7237] 25,3786]  1,185551292)
514G 03526 Lsd90 praten 411,005| 180,402]  1,187940612
5)AG_00144 GRIP demain-containing protein 46,4983 20,3875 1,189493095
TR | 235,392] 102,205 1,203500513

tination protein mam3 11,9887 5,14823 1,218526815
| protein 5678,62| 2436,12|  1,218822049)
514603394 transcrptional regulator 15,4932] 6,63878 1,222645104
§JAG_01753 malate dehydrogenase 133,345 57,037 1,235103723)
5)4G_013786 aldehyde dehydrogenase 782,062] 325,078  1,239122454
SJAG_00936 peptidyl-tRNA hydrolase Pthl 39,9955 16,9626)  1,237480367
S1aG 00449 cyt me C oxidase copper chaperone Coxl7 308,994 130,904 1,239069642
SJAG_02577 hypothetical protei | 12,5981) 5,33495]  1,230648696
5)AG_03288 N-acetyltransferase Ats] 43,8467| 18,5491  1,241119077
S$)AG_00105 ribosomal protein subunit L51-b 40,7827| 17,1775 1,247437208
SJAG_04484 135 proteasome requlatory subunit 101,689] 42,5324 1,257520457
5)AG 03723 N-acetvlalucosamine-phosphate mutase 135,793 567741 1.25B106817
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SJAG_01959 Uba3-binding protein but2 // But2 family protein 6334,24| 2627,31 1,269585095
SJAG_02285 deoxyhypusine hydroxylase 11,4101] 4,73213 1,269749823
SJAG_04916 RNase P and RNase MRP subunit p30 20,1813| 8,31626 1,279012342
SJAG_02784 hypothetical protein 27,4425| 11,2907 1,281276983
SJAG_01723 605 ribosomal protein L§ 31,9664| 13,1185 1,284953511
SJAG_00257 hypothetical protein 6,04145| 2,47171 1,289385365
SJAG_D4525 hypothetical protein 40,5206| 16,5771 1,289463893
SJAG_04243 hypothetical protein 3094,03| 1263,32 1,292267064
SJAG_02975 hypoxia induced family protein 171,403] 69,6469 1,299261316
SJAG_00036 hydantoin racemase family protein 26,1033| 10,5867 1,301979251
SJAG_03878 alpha-1,2-mannosyltransferase 24,1237 9,76796 1,304322002
SJAG_04072 hypothetical protein 866,155| 350,648 1,304601722
SJAG_02091 phospholipase B Plb1 §1,6595| 32,9907 1,307561345
SJAG_00781 P-factor pheromone Map2 107,185| 42,8463 1,322860491
SJAG_03576 SWI/SNF and RSC complex subunit Ssrd 3,67373| 1,46654 1,324829179
SJAG_02951 UDP-glucose 4-epimerase/aldose 1-epimerase, galil £63,593| 224,969 1,324927477
SJAG_01985 hypothetical protein 16,2045 0,4824 1,327126521
SJAG_00519 DUF962 family protein 44,6291| 17,6195 1,340811729
SJAG_00370 squalens monooxygenase Ergl 34,4535] 13,3819 1,36436758
SJAG_00937 glutamate decarboxylase 116,354| 44,9592 1,371832539
SJAG_02950 galactokinase Gall 219,915| 84,4846 1,380185718
SJAG_01717 RNA hinding protein Mlo3 122,78 47,1563 1,380553145
SJAG_00366 fungal protein 76,6478| 29,3554 1,384618468
SJAG_01965 hypothetical protein 6,61563| 2,52104 1,391859541
SJAG_04152 NADH dehydrogenase 182,92 69,4154 1,397885155
SJAG_04821 UDP-GIcNAc transferase associated protein Algl4 15,1798| 5,75927 1,398194919
SJAG_03379 cytokinesis protein Cyk3 41,5025| 15,7068 1,401808958
SJAG_06622 glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase Tdhi 33,4488) 12,651 1,402703027
SJAG_04007 fungal protein 39,4467| 14,9129 1,403343778
SJAG_04043 hypothetical protein 43,4796| 16,3641 1,409804409
SJAG_02341 ubiquitin carboxy terminal hydrolase Uch2 46,3132 17,3398 1,417336185
SJAG_02734 pyruvate decarboxylase £,30232| 1,97599 1,424048095
SJAG_01155 fungal protein 3,77848| 11,2963 1,436197043
SJAG_02234 coatomer epsilon subunit 100,725| 37,1744 1,438040443
SJAG_02796 pyruvate kinase 310,217| 114,377 1,439480778
SJAG_05005 fungal protein 547,946 201,82 1,440964573
SJAG_02236 proline-tRNA ligase 63,2924| 23,2638 1,443945503
SJAG_03974 extender-the chronological lifespan protein Ecl2 1298,87| 473,64 1,455394213
SJAG_04055 heat shock protein § 1788,67| 652,006 1,455930097
SJAG_03903 glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase Tdhi 20,4668| 7,40484 1,466745086
SJAG_02989 cytoskeletal signaling protein 102,518| 36,9462 1,472379346
SJAG_01664 hspa0-like protein 1254,54| 450,137 1,47872241
SJAG_02567 phosphoprotein phosphatase 279,988| 100,429 1,479189072
SJAG_01412 RNA-binding protein 0,88324| 2,40021 1,484300347
SJAG_03388 transcription factor Hsri 65,2431 22,9032 1,510276149
SIAG 00555 zf-PARP type zinc finger protein 51,1196] 17,8322 1,519391845)
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SJAG_01944 CCR4-Not complex subunit Cafi6 90,2507| 31,3577 1,525118376
SJAG_D0B03 arrestin/PY protein 1 33,2346| 11,5225 1,528232223
SJAG_03937 RNA-binding protein 29,906| 10,2622 1,543094912
SJAG_03907 COPII-coated vesicle component Seci3 73,1098| 25,0599 1,544684147
SJAG_00218 cell wall protein Gass 64,30085| 21,9785 1,548871642
SJAG_02858 CAMK/CAMKL protein kinase Cmk1 20,426| 6,96254 1,552721095
SJAG_05301 origin recognition complex subunit Orp3 16,6406 5,65596 1,556863631
SJAG_03393 metallopeptidase 20,522| 6,96026 1,559958234
SJAG_01846 But2 family protein But2 299,945| 101,565 1,562294657
SJAG_00223 hspd-like protein 8098,24| 2739,46 1,563716861
SJAG_03377 phospholipase 45,9682| 15,5063 1,567781693
SJAG_03580 phospho-2-dehydro-3-deoxyheptonate aldolase 356,808 120,227 1,569387036
SJAG_00303 histone H4 h4.2 293,999| 98,8972 1,571809667
SJAG_03374 septin Spn4 740,273| 248,99 1,571969609
SJAG_01689 hypothetical protein 4,97724| 1,67011 1,575402827
SJAG_02233 G-protein alpha subunit 39,7901 13,3526 1,575506305
SJAG_02968 iron/zinc ion transporter 20,7078/ 6,94404 1,576327126
SJAG_00995 transcription factor TFIIH complex subunit Rad1s 35,1323 11,7708 1,577585652
SJAG_04944 coproporphyrinogen III oxidase 78,1023| 26,1667 1,577633043
SJAG_03395 inner membrane protein Mdm31 79,1722| 26,209 1,594931632
SJAG_00674 succinate-semialdehyde dehydrogenase £8,4808| 19,3568 1,595122576
SJAG_02122 hypothetical protein 421,884| 137,544 1,616953167
SJAG_01245 cAMP-dependent protein kinase requlatory subunit Cgsl 8977,35| 318,614 1,617065639
SIAG_04376 peptidase 1076,19| 349,034 1,622015415
SJAG_03958 xylose and arabinose reductase 146,192 47,308 1,62770829
SJAG_01216 glutathione peroxidase Gpxl 3612,22| 1164,24 1,633497271
SJAG_03603 high-mobility group non-histone chromatin protein £613,952| 197,444 1,63668234
SJAG_01199 thioredoxin peroxidase Tpx1 1966,67| 626,36 1,64953972
5JAG_00367 hypothetical protein 34,0802 10,844 1,662290756
SJAG_03818 gal10, UDP-glucose 4-epimerase/aldose 1-epimerase 73,0215/ 23,1382 1,658044668
SJAG_00698 CCAAT-binding factor complex subunit Php2 02,3545 29,1514 1,663617088
SJAG_02960 flavonol reductase/cinnamoyl-CoA reductase family protein 372,59| 116,824 1,673252266
SJAG_03641 glycine decarboxylase complex subunit H 129,948| 40,6714 1,675847872
SJAG_01861 hypothetical protein 185,567 57,981 1,678288053
SJAG_00409 glycerol-3-phosphate dehydrogenase Gpdl 256,986| 80,1207 1,681442836
SJAG_04953 cytosolic thioredoxin Trxl 2857,51| 876,347 1,705184407
5JAG_02338 non classical export pathway protein 857,321| 259,447 1,724395629
SJAG_03398 arginase Car3 317,981| 91,5507 1,796297742
SJAG_04299 uricase 18,9256| 5,39027 1,811909594
SJAG_02987 hypothetical protein 71,1353| 19,9815 1,831900767
SJAG_01578 fungal protein 12,795 3,5817 1,836803739
SJAG_03815 hspl6-like protein //hypothetical protein 14468,8| 3896,99 1,892513139
SJAG_01998 general amino acid permease GAP1 8,73998| 2,24259 1,899525502
SJAG_D4570 fungal protein 18,6082| 4,87684 1,931919962
SJAG_02626 protein kinase inhibitor 907,801| 237,300 1,935358128
SJAG 05182 alantoate permease 19,3888 4.96947 1.964059616
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SJAG_02961 NAD dependent epimerase/dehydratase family protein 255,439| 64,5141 1,985292399
SJAG_01416 pig-L 7,66588| 1,85502 2,047016673
SJAG_00027 glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase Tdhl 77,3797| 18,3811 2,07373203
SJAG_00699 tspQ/peripheral benzodiazepine receptor 1179,88| 274,717 2,102622042
SJAG_02697 ubiquitinated histone-like protein Uhpl 836,892 192,1 2,123183938
SJAG_00053 MSP domain-containing protein 32,0408 7,22 2,149839427
SJAG_04684 ER chaperone SHR3 ue Psh3 51,7653| 11,5251 2,167206067
SJAG_03303 manganese superoxide dismutase 1783,77| 385,445 2,210332687
SJAG_02744 cytochrome ¢ 639,032| 137,021 2,221491158
SJAG_01757 hypothetical protein 21,2808 4,4255 2,265640019
SJAG_02788 fungal protein 1,7318| 0,3578% 2,274829317
SJAG_01983 PTR family peptide transporter 7,00094| 1,39934 2,322802103
SJAG_03049 fungal protein 461,342| 88,7946 2,377292792
SJAG_03653 thioredoxin reductase Trrl 177,494| 29,361 2,585737246
SJAG_01095 hypothetical protein 23,5876| 3,57762 2,720956571
SJAG_01553 hypothetical protein 8,72883| 1,28541 2,763559689
SJAG_04068 high-affinity fructose transporter ghté 114,034| 16,0335 2,830302743
SJAG_02988 hypothetical protein // Thil domain-containing protein 121,352| 15,4163 2,976669429
SJAG_04458 NAD binding dehydrogenase 2752,74| 263,992 3,382302236
SJAG_03203 hypothetical protein 406,375| 30,2267 3,748916264
SJAG_03644 glycerophosphodiester transporter 32,3747| 2,03101 3,994597576
SJAG_00110 But2 family protein 107,797| 4,87967 4,465389633
SJAG_01096 amino acid permease 10,7493| 0,42899 4,647161612
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