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2. Bevezetés és célkitiizés

A dimorfizmus ismert jelenség a novények és az allatok vildgédban. Az
eukariéta mikroorganizmusok kozott is tobb példat taldlhatunk a
kétalakisagra. Az Ascomycota Candida albicans, vagy a Zygomycota Mucor
racemosus a legkordbban megfigyelt és leirt dimorf gombafajok kozott
szerepel (pl. Scherr és Weaver, 1953, Bartnicki-Garcia, 1963). A két alak
esetiikben az unicelluldris és a fonalas alak. A dimorf gombdk jellemzdje,
hogy kiilonboz6 kornyezeti tényezOk indukalé hatasara képesek e két forma
kozotti (legtobbszor reverzibilis) atalakulasra.

A patogén gombdk korében gyakori ez a képesség. A folyamatot
kivalté tényezok, a hattérben lejatsz6dé molekuldris bioldgiai folyamatok
ezért igen nagy érdeklodést valtottak ki és véltanak ki ma is, hiszen a réluk
nyert informécidk révén kozelebb juthatunk a gombds megbetegedések
gyogyitasahoz.

A dimorfizmus komplex folyamat, amely kornyezeti szigndlok
eredményeként a sejt milkdodésének jelentds megvéltozdsdhoz vezet.
Megismerésével informéciot nyerhetiink az eukaridta sejt
differencidl6ddsarol is.

Napjainkig tobb dimorf gombafaj szisztematikus vizsgalatat végezték
el: igy a mér emlitett humén patogén C. albicans, a novény patogén Ustilago
maydis, vagy a nem patogén, sarjadz6 élesztd Saccharomyces cerevisiae. E
fajok vizsgélata révén tobb az éleszto-micélium atalakulds mogott allo
konzervativ morfogenetikai folyamatrél szamoltak mar be. Vannak azonban
csak az egyes fajokndl megfigyelhet6 egyedi jellegek. Ezért a jelenség minél
atfogéobb  megismerésének, megértésének érdekében tovdbbi dimorf
gombafajok tanulmanyozdsdra van sziikség.

A Debreceni Egyetem Genetikai és Alkalmazott Mikrobioldgiai

Tanszékén folyé dimorfizmus kutatds egyik modellszervezete az Ascomycota



Schizosaccharomyces japonicus var. japonicus, egy olyan mikroorganizmus,
amely kivdléan alkalmas az egysejtli alakbdl (élesztd) - fonalas alakba
(micélium) torténd 4talakulds tanulmédnyozédsira, hiszen rendelkezik a
patogén gombdkndl megfigyelhetd dimorf ciklussal: az élesztdsejtekbdl
szilard taptalajon, 7-14 nap elteltével gombafonalakbdl 4ll6 valédi micélium
alakul ki  (Sipiczki és tsi, 1998a, 1998b). Jol alkalmazhat6
modellszervezetnek bizonyult a dimorf 4talakuldst kisér0 citoldgiai
folyamatok, a sejtvaz struktirdk és a sejtpolaritds valtozasanak kutatdsaban
is. Szemben a patogén dimorf gomba fajokkal a hifdk megjelenése e fajndl a
tdpanyagban gazdag teriiletek elérését biztositja, tehat nem patogén, a vele
folytatott munka az egészségre veszélytelen. ElOnyos tulajdonsagai kozott
szerepel, hogy haploid genomja révén minden genotipusos valtozds a
fenotipusban is megjelenik. A Schizosaccharomyces genus masik ismert
tagja, az élesztd genetikai kutatdsokban rutinszerlien alkalmazott S. pombe
(Yanagida, 2002). Amoah-Buahin és tirsai 2005-ben, majd Dodgson és tarsai
2009-ben megjelent cikkiikben bemutattdk, hogy ennél a fajndl is indukélhaté
az invaziv, fonalas alak kialakuldsa. A két faj parhuzamos vizsgélata tovabbi
adatokkal szolgdlhat mind a dimorfizmus, mind pedig a genusz
megismerésében.

Célunk a dimorfizmusrdl rendelkezésre &ll6 kutatdsi eredmények
bovitése volt a S. japonicus és a S. pombe vizsgalata altal. Ezéltal egy
komplexebb képet alkothatunk errdl az intenziven kutatott egészségiigyi €s
gazdasagi szempontbdl is fontos jelenségrol. A két fajt, mint jol kezelhetd
genetikai kisérleti alanyokat felhaszndlva céljaink szerint azonosithatjuk az
atalakulast kisérd citologiai valtozasokat és a benniik részt vevd géneket. A
tovabbi kutatasok révén pedig lehetOség nyilik arra, hogy megallapitsuk az

adott gének homoldgjai patogén fajokban milyen hatést gyakorolnak a dimorf



atalakulasra és a virulencidra. Ezaltal a folyamatban résztvevd gének és az
altaluk kodolt fehérjék leendod terdpids célpontokkd valhatnak.
Céljainkat a kovetkez0 kisérletekkel kivantuk elérni:

e A dimorf 4talakuldsok morfoldgiai és élettani Osszehasonlitdsa a S.

pombe és S. japonicus kozott

e A dimorfizmusban részt vevd gének identifikdldsa mutdnsok

izolalasan és proteomikai vizsgalatokon keresztiil

® Moddszerfejlesztés: A S. japonicus-rél rendelkezésre allé molekuléris

bioldgiai technikék és informacio bovitése érdekében



3. Irodalmi el6zmények

3.1. Fonalas novekedés a gombak vilagaban

A gombak korében gyakori fonalas novekedés a mikroorganizmusok szamara
taplalékot jelentd forrdsok: novényi, allati szervezetek €s a talaj tdpanyagban
gazdag részeinek gyors elérését szolgalja. A gombafonalak csirdz6 spérakbol,
sejtekbdl, vagy mar meglévd fonalakbdl (eldgazasok révén) alakulnak ki.
Ezeket a hosszu, tubuldris alaki szerkezeteket hifaknak nevezziik. A
novekedés sordn az eldgazé hifdk az djabb fonalakkal egyiitt héilézatot,
gombafonal szovedéket hoznak létre, amit micéliumként ismeriink (van der
Valt és Yarrow, 1984).

A fonalas gombak enzimek, antibiotikumok, gydgyszer alapanyagok
termelése révén jelentds szerepet tOltenek be a gazdasigban. A rengeteg
lehetdség koziil példaként megemlithetjiik a glitkoamildzt (Aspergillus niger),
penicillint (Penicillium chysogenum) (pl. Vandersall és tsi, 1995, Brakhage,
1998). Masrészt a kibocsdjtott mikotoxinok révén nagy karokat is okoznak.
Ismét a felsorolds teljessége nélkiil megemlithetiink példdkat, mint az
aflatoxinok (A. flavus), citrinin (Penicillium és Aspergillus fajok) (pl. Bennett

és Klich, 2003).

3.2. Dimorfizmus a gombak vilagaban

A dimorf gombak a tobbsejtii hifakbol allé valddi micélidlis alak
mellett unicellularis formdban is megfigyelhetdek. Ennek a két megjelenési
formédnak koszonhetd elnevezésiik is. Gyakran egy harmadik fonalas alak a
pszeudomicélium is azonosithatd fejlédésiik sordn. Bar mind a
pszeudomicéliumot, mind a valédi micéliumot alkot6 hifdk hosszabb, fonalas
struktdrdk, mégis tobb, fontosabb tulajdonsidgban eltérnek egymastdl (van der

Valt és Yarrow, 1984). A pszeudohifat hosszikas, egyedi sejtek lancolata



épiti fel, amelyek a sejtosztodds utdn a sejtszepardcié hidnydban egyiitt
maradnak. Altaldban a tdptalaj felszinén nének. A szeptumok mentén
befliz6déseket lathatunk. A valédi hifak ezzel szemben olyan eldgazo
fonalas csO-szerli  struktirdk, melyek egyenes, éaltaldban invaziv
novekedéstiek €s valddi szeptumok tagoljak.

A patogén gombdk esetében az atalakulds, nemcsak a megjelenési
forma, hanem az életm6d megvéltozdsaval is jar. A szaprofita egysejtli vagy
fonalas alakbdl (ez fajonként véltozd), parazita egysejtli, vagy fonalas alak
jon létre (Howard, 1962). E tulajdonsdg lehetové teszi szdmukra a
gazdaszervezetekbe val6 bejutdst, alkalmazkodast az adott kornyezethez és a
sikeres ,,tdpanyagszerzést”.

A nem patogén fajok esetében a fonalas alak kialakuldsa a
tdpanyagban gazdag tdvolabb eso teriiletek elérését teszi lehetdévé: példaul a

S. japonicus esetében (Sipiczki és tsi, 1998a).

3.2.1. Humanpatogén dimorf gombafajok

A C. albicans az egyik intenziven kutatott humdnpatogén, dimorf
gombafaj. A normdl mikrofléra tagjaként megtaldlhat6 az emberi
emésztorendszerben. A szervezet immunrendszerének allapotatdl fiiggéen
valtoz6 sulyossagu fertézések (a borgombdsoddstdl a letdlis szisztémads
megbetegedésekig) korokozéja lehet (pl. Odds, 1994, Dupont, 1995, Weig és
tsi, 1998). Tobb patogénnel ellentétben, amelyek egy meghatarozott
virulencia faktorral rendelkeznek (pl. Clostridium tetani), a C. albicans
esetében szamos faktort tartanak szamon, amely a betegség kialakuldsahoz
vezet. Megtapadds (adherencia), csirdzds, enzimtermelés €s a morfoldgiai
valtas, azaz a sarjadzo éleszto és a fonalas alak kozotti reverzibilis dtalakulds
képessége, mind hozzajarul a virulencidhoz. Ez utébbi 4talakulds a

patogenezis igen fontos 1épése, hiszen azok a mutdnsok, melyek az



atalakulasra nem képesek akar avirulensek is lehetnek (Odds, 1985, Lo és tsi,
1997, Gale és tsi, 1998, Jackson és tsi, 2007). A mér felsorolt morfoldgiai
alakok mellett megfigyelhetd egy harmadik alak az &l-vagy pszeudohifa
kialakuldsa is (pl. Molero és tsi, 1998, Sudbery és tsi, 2004).

A hisztoplazmézis kérokozdja a szaprofitaként a talajban, 25°C-on
fonalas novekedést mutaté Histoplasma capsulatum egy alkalmas gazddban,
37 C°-on sarjadz6 gombasejteket képez, ez utébbi a patogén forma (Mareska
és Kobayashi, 1989). Ez a hOmérséklet indukdlta 4atalakulds jellemzi a
Paracoccidioides brasiliensis-t és a Coccidioides immitis-t is (Brummer és

tsi, 1993, Stevens, 1995).

3.2.2. Novénypatogén dimorf gombafajok

Szamos novénypatogén gomba is dimorf. Koziilik csak két példat
emlitiink meg. A kizarélag kukoricdn €él6skodé U. maydis nem patogén,
haploid sejtjeinek fuizidjaval (megfeleld parosodasi tipusok esetén) jonnek
l1étre azok a patogén dikarion hifdk, amelyek a kukorica minden zold részén,
levelén, csovén, cimerén spordkkal toltott, Oridsi tumorok kialakuldsat
indukéljdk (pl. Bolker, 2001, Ruiz-Herrera és tsi, 1995). A szilfavész nevi
betegséget a Ceratocystis ulmi nevii dimorf gombafaj okozza (Hornby és tsi,

2004).

3.2.3. Nem patogén dimorf gombak

A dimorfizmus kutatdsdban nagyon fontos szerepet jdtszanak a
betegséget nem okozo di- és polimorf gombafajok. Ezek ugyanis
»veszélytelen” modell szervezetként szolgdlhatnak az informdciogytijtés
soran.

A Sa. cerevisiae diploid sejtjei nitrogén ¢€hezés hatdsdra

megvéltoztathatjdk novekedési mintdzatukat: az ovalis, unicelluldris



élesztdsejtek sarjadzdssal lednysejteket hoznak 1étre, melyek megnyilnak és
osztddasukat kovetden djabb lednysejteket kapunk. Ennek a folyamatnak a
tobbszori ismétlddése kovetkeztében egymashoz lazén kapcsolddd, megnyult
sejtek lancolata jon létre, beflizOdésekkel a szeptumok mentén. Az igy
kialakult dlmicéliumot (pszeudomicéliumot) alkoté fonalak unipoldris
sarjadzasi mintdzatot kovetnek (Kron és tsi, 1994).

Az invaziv novekedést ennél a fajndl haploid torzsek esetében is
megfigyelték. Haploid MATa parosodasi tipusd torzs feromon hatdsara
invaziv, fonalas novekedést mutat: a sarjadzé lednysejtek az anyasejttol
tavolabb es6 végiikon ujabb ledanysejtet hoznak 1étre, mig az anyasejt maga is
Ujabb lednysejtet hoz 1étre az ellenkezd oldalon. Ez az un. bipoléris sarjadzas
(Erdman és Snyder, 2001).

A Yarrowia lipolytica szamos metabolit szekréciéja miatt (pl.
citromsav, lizin) gazdasédgi jelentdsséggel biré dimorf gomba. Vad tipusu
torzsének tenyészetében élesztosejtekkel, pszeudohifdkkal és valodi hifakkal
taldlkozhatunk. Ez utébbiakat szeptumok tagoljdk és a hifasejteken beliil egy
sejtmag taldlhat6 (Barth és Gaillardin, 1997).

A hasado6 élesztd S. japonicus szintén rendelkezik élesztd sejtekkel
jellemezhetd unicellularis alakkal és fonalas formaval (pszeudo- és valddi
micélium). A micélium kialakuldsanak elsddleges feltétele a szilard t4ptala;.
Komplett tiptalajon, 30°C-on, 14 nap elteltével szépen kifejlodott
sugdrirdnyban novekvd micélium lathat6 a telep koriil. A folyamatot a
nitrogén gradiens irdnyitja (Sipiczki és tsi, 1998a). Napjainkban a University
of Sussex egyik kutatdcsoportja dolgozik a mésik hasadoé élesztd, a S. pombe
fonalas alakjanak megfigyelésével, amelyet két cikkiikben is megjelentettek

(Amoah-Buahin és tsi, 2005, Dodgson és tsi, 2009).



3.2.4. Dimorf atalakulast befolyasol6 tényezok

Mir Pasteur is megfigyelte, hogy Mucor fajok aerob kornyezetben

(példaul a kenyér felszinén) filamentézus névekedést mutattak, mig anaerob

viszonyok kozott kiilondlld sejteket latott a mikroszképja alatt (Orlowski,

1991). A 1. tablazatban is lathat6, hogy a hémérséklet, oxigén tenzid, CO,

koncentracid, pH, a nitrogén koncentricid, a hasznosithatd szerves nitrogén-

forras eldsegitheti, vagy gatolhatja az 4talakulést.

1. tablazat: A dimorf atalakulast befolydsolo tényezok

' példdk a dimorf 4talakulést kivalté tényezékre a teljesség igénye nélkiil

Dimorf faj Dimorf atalakulast Az atalakulas Irodalmi
neve Kivalté tényezé(k)" iranya hivatkozas
anaerob kornyezet,
magas CO2
koncentracio, alacsony | eldsegiti az
pH, cAMP magas unicellularis alak Orlowski,
M. racemosus | szintje, kialakulasat 1991
Shepherd és
szérum, 37°C tsi, 1980,
homérséklet, semleges | el0segiti a fonalas | Molero és
C. albicans pH, forma kialakulasat | tsi, 1998
eldsegiti a fonalas | Gimeno €s
Sa. cerevisiae | N-éhezés forma kialakulasat | tsi, 1992
gatolja a fonalas
Y. lipolytica | N-éhezés forma kialakuldsat | Szabo, 1999
Mareska és
H. capsulatum Kobayashi,
eldsegiti az 1989
P. brasiliensis | hdmérséklet valtozas unicelluldris alak Brummer és
(25-37°C) kialakuldsét tsi, 1993
Amoah-
N-éhezés, szilard eldsegiti a fonalas Buahin €és
S. pombe taptalaj forma kialakuldsat | tsi, 2005
N-éhezés, szilard eldsegiti a fonalas | Sipiczki és
S. japonicus | taptalaj forma kialakuldsat | tsi, 1998a




A dimorf atalakuldst fajonként természetesen nemcsak egy tényezo
alakitja. Tobb feltételnek kell egyszerre teljesiilnie ahhoz, hogy a kerek,
ovdlis, vagy hosszikds, egyedi sejtekbdl fonalas forma alakuljon ki. Ez

természetesen az ellenkezd irdnyban lejatsz6do folyamatra is igaz.

3.2.5. Citologiai valtozasok a dimorf atalakulas soran

A S. japonicus élesztd sejtjei folyékony tdptalajban tenyésztve
konnyen hozzdjutnak a szamukra fontos tdpanyagokhoz. Azonban szilard
taptalajon ez a szabdly nem érvényesiil, a telepeket alkot6 unicelluléris sejtek
lassan érik el a tdvolabb taldlhatd, tdpanyagban gazdag teriileteket. A S.
Jjaponicus a gyorsabb novekedést, a tenyészet életben maradédsat, hifai
segitségével éri el. A hifdk novekedési ratdja 12-30-szorosnak bizonyult
élesztosejtjeihez képest. Bar az élesztdsejtek mindkét végiikon egyarant
novekednek, a hifdk pedig unipolérisan (csak az egyik vég novekszik), a
szamok mégis azt bizonyitjdk, hogy az utébbi mdd a sikeresebb. A két forma
kozotti alapvetd kiillonbség a sejtek polaritdsabdl adédik (Sipiczki és tsi,
1998a).

Az éleszto-micélium 4dtalakulds egyik elsddleges, legfontosabb 1épése
a sejtpolaritas megvaltozasa. Mig a sarjadzé élesztok unicelluldris, ovalis-
kerek sejtjei apikdlis és izotrop novekedési szakaszokon mennek keresztiil és
a hasado élesztok hosszikas sejtjeinek novekedése a sejt fejlodési allapotatol
fliggben unipoldris (pre-NETO), vagy bipolaris lehet (post-NETO)
(Mitchinson és Nurse, 1985). Addig az éleszté-micélium dtalakulds
eredményeként kialakul6 hifdkban, hasonléan a fonalas gombdk hifdihoz, a
novekedés az apikdlis végre 6sszpontosul, vagyis unipoldris (pl. Gow, 1994,
Sipiczki €s tsi, 1998a, 1998b, Harris és Momany, 2004, Steinberg, 2007).
A folyamat a S. japonicus sejtjeiben jelentdés vakuolarizacioval és

aszimmetrikus sejtosztédassal parosul. A citoplazméban jelen 1év0 kisebb



vakuolumok fiziéjaval a sejt térfogatdnak nagy részét kitevd vakudlum
alakul ki. A poldris helyzetli kompartmentet tartalmazd sejt osztodasat
kovetden egy rovidebb, a citoplazmaban gazdag lednysejt és egy citoplazma
masik felét és az 6rids vakudlumot hordozé utédsejt alakul ki. A szeptum az
élesztosejtekkel ellentétben nem a sejt, hanem a citoplazmaval kitoltott
teriilet kozépvonalaban alakul ki. A citokinezis a szeptum képzéssel
befejezddik. Nem koveti a szeptum felhasadésa, vagyis a sejtek nem valnak
szét. A kisebb, apikalis sejt lesz a hifa cstcssejtje, amely tovabb novekszik,
majd a kordbbiakhoz hasonléan aszimmetrikusan osztédik. A szubapikalis
sejteket mindkét végiikkon szeptumok hatdroljak. Szdmukra a tovédbbi
novekedést, egy ujabb novekedési pdlus, az eldgazasok 1étrehozdsa biztositja
(Sipiczki és tsi, 1998a).

A citoszkeleton alapvetd szerepet jatszik a sejtalkotok pozicidjanak
meghatdrozasdban és irdnyitott transzportjdban, ezdltal a dimorf
atalakulasban, a sejtpolaritds kialakitdsdban. Az élesztd és a hifa sejtekben
egyarant megfigyelheté F-aktin foltok poldrisan a novekvd végeken €s az
0sztddo sejtekben a szeptum kialakuldsanak helyén halmozddnak fel. A C.
albicans hifdjanak novekedési periddusdban kizardlag a hifacsics az, ami
novekszik, az aktin is itt figyelhet6 meg (Hazan és tsi, 2002). A Sa.
cerevisiae pszeudohifdinak sejtjeiben az aktin elrendezédése monopolaris, a
novekvd végre korlatozédik (Cali és tsi, 1998). S. pombe és S. japonicus
élesztd sejtjeiben egyarant megfigyelték az F-aktin poldris, bipoldris
elrendez6dését (Marks és Hyams, 1985, Sipiczki és tsi, 1998b). A S.
Jjaponicus hifdiban az aktin a novekvd végen figyelheté meg (Sipiczki és tsi,
1998b).

A sejtvaz alkotok kozott a polaris novekedés kialakitdsdban a
mikrotubulusok is fontos szerepet jatszanak. A S. japonicus hifasejtjeiben

megfigyelhetd mikrotubulusok példdul hosszabbak, mint az élesztOsejtekben,



pedig nem jutnak el a meghosszabbodott sejt mindkét polusdig, hanem az
orids vakudlumok kozelében végzédnek. A mikrotubulusok és vakuélumok
igy vezethetnek a sejtorganellumok aszimmetrikus elrendez6déséhez, az
aszimmetrikus sejtosztoddashoz, valamint az egyik sejtvég novekedésének
ledllasahoz és az unipolaris novekedéshez (Sipiczki €s tsi, 1998a, 1998b). A
S. pombe mikrotubulusokhoz kapcsolt markereket kédolé génjeinek (fea2,
mal3, tipl, teal, tea4) diszrupcidja utdn, a micélidlis novekedést indukdlod
koriilmények kozott, a mutdns tenyészetekben abnormadlis filamentumok
alakultak ki (Dodgson és tsi, 2009).

Az eukariota sejt novekedésének €s differencialodasanak hatterében a
vezikulumok transzportja dll. Ez a folyamat magdban foglalja az exocit6zist
és endocitozist (Fisher-Parton és tsi, 2000). A sejtmembranon keresztiil
torténd  anyagfelvételt endocitézisnak nevezziikk. Az  endocitétikus
membrantranszport a plazmamembrantdl a lebontasért felelos kompartmentig
tart; a lizoszOmaig az dllati sejtekben €s a vakuolumig a gomba és ndvényi
sejtekben (Geli és Riezman, 1998). Sa. cerevisiae-ben a vakudlumok a
legnagyobb kiterjedésii organellumok (a sejtek térfogatdnak egynegyedét
teszik ki), melyeknek legfontosabb feladatai az elsddleges és mdsodlagos
metabolitok tarolasa, szallitisa, a makromolekuldk emésztése €s a citoszol
pH-janak fenntartdsa (Klionsky és tsi, 1990). Az endocitézis a
membrantranszport révén jelentds szerepet jatszik a tdpanyag felvételben,
membrin receptorok szabdlyozdsaban, transzporterek és ioncsatorndk,
valamint membranok tujrahasznositdsdban, ezdltal fontos szerepet tolt be a
hifak apikalis novekedésében (Fisher-Parton és tsi, 2000, Penalva, 2005).

El sejtek festésére alkalmas membranszelektiv fluoreszcens festéket a
membran internalizacié kovetésére Vida és Emr (1995) hasznalta eldszor a
Sa. cerevisiae sejtjeiben folyd endocitézis kutatdsa sordn. Az FM4-64

(amfifil jellegli, azaz hidrofil és hidroféb részt is hordoz) ttja a membranba



épiilve az endocitézis utvonalat koveti: elsddlegesen az élesztd sejtek
plazmamembranjit, aztdn a citoplazmatikus kompartmentek membranjat
(korai és késdi endoszomdk), végiil a vakuélum membrint teszi lathatova.
Mivel az FM4-64 csak kis mértékben toxikus €s a tobbszori megvilagitas
utdn is jol detektdlhatd, a festék segitségével az endocitdzis utvonalat
fluoreszcens mikroszkdppal, €16 sejtekben is konnyen nyomon kovethetjiik
(Vida és Emr, 1995).

A Sa. cerevisiae-t kovetden, a festék segitségével fonalas gombak
hifdiiban (Neurospora crassa, A. nidulans, Magnaporthe grisea) 1is
megfigyelték az endocitétikus folyamatokat, melyek érdekessége, hogy
segitségiikkel az apikdlis és a hifacsics mogott 1€vé kompartmentekben
lejatsz6dé membrantranszportrél is képet kaphattunk (Fisher-Parton és tsi,
2000, Atkinson és tsi, 2002, Penalva, 2005). A hifacsicsban a
plazmamembrdn és a korai endoszémdk utdn a Spitzenkorperként ismert
organellumkomplex is l4thatéva valt, melynek kozponti jelentdsége van a
polaris hifa novekedésben a szekrécids vezikulumok irdnyitdsa révén. A C.
albicans-t vizsgédlva annak hifdiban szintén megtaldltik ezt a komplexet,
melynek polaris novekedésben betoltott szerepét a sejtekben  és
pszeudohifakban a polariszoma létja el (Crampin és tsi, 2005).

Hasad¢ élesztogombdk endocitézisanak vizsgélatat eldszor S. pombe-
ban tanulmanyoztik. A kapott adatok a Sa. cerevisiae esetében kapott
eredményeket tdmasztottdk ald. Az eltérések a festék felvételének

gyorsasagdban és ardnyaban mutatkoztak (Gachet és Hyams, 2005).

3.2.6. Novekedési stratégiak
A kiilonbozd gombafajok eltérd stratégiat haszndlhatnak a hifdk
novekedése sordn, de eltérhet egy dimorf gombafaj unicellularis és fonalas

formdjanak novekedési stratégidja is.



Kiilonbséget taldlunk példaul a Sa. cerevisiae unicelluléris
élesztdsejtjei €s a pszeudohifdit alkoté6 megnyult sejtek novekedése kozott. A
Sa. cerevisiae €lesztd sejtjei aszimmetrikusan osztddnak, egy kisebb méretii
lednysejt fizédik le az anyasejtrél. Az anyasejt rogton djabb sarjadzasba
kezd, mig a lednysejt a kritikus méret eléréséig a sejtciklus G1 fazisaban
novekszik. Ennek eredményeképpen az anya és lednysejtek aszinkron
sarjadzanak. Ezzel szemben a Sa. cerevisiae pszeudohifdinak lednysejtjei
szinkron novekednek (Gimeno és tsi, 1992): a pszeudohifdk sejtjei
szimmetrikusan osztédnak addig visszatartva a mitdzist, amig a sarj az
anyasejt méretét el nem éri. Igy az anya és a lednysejt a kovetkezd ciklusban
egyszerre sarjadzik, kihagyva a G1-es novekedésbdl ad6do6 idoveszteséget. A
sejtciklus sordn igy nem a G1/S, hanem a G2/M atmenet és szabdlyozdsa

vélik hangstlyossd (Kron és tsi, 1994).

3.2.6.1. A fonalas forma novekedése

A gyors novekedés egyik stratégidjanak kulcsfontossagu szerepldi a
vaku6lumok. Mint az aldbbi példdk is mutatjdk a vakudlumok a gyors és
hatékony hifa novekedés elemei is lehetnek:

A C. albicans élesztosejtjei és pszeudohiféi hasonldak a Sa. cerevisiae
élesztosejtjeihez €s dlhifaihoz, alak, méret és a sejtciklus eseményeinek
bekovetkezésének sorrendjében (Sudbery és tsi, 2004). A hifdk novekedése
azonban eltér a masik két alaktol. A fonalak a citoplazma térfogatanak
minimdlis novelésével, a lehetd legkevesebb energia felhaszndldsa révén
novekednek (Gow és Gooday, 1982, 1987, Barelle és tsi, 2003). A hifa a
novekedése sordn tobb vakudlumban gazdag hifasejtet hagy a hiata mogott,
melyek létrehozdsa a citoplazma képzéssel szemben igen gazdasdgos. A hifdk
apikdlis sejtjei kevés vakudlumot, de anndl tobb citoplazmat 6rokolnek,

metabolikusan igen aktiv szerepet toltenek be (Barelle és tsi, 2006). Mig a



szubapikadlis kompartmentek leginkdbb csak vakudélumokat tartalmaznak.
Kedvez6 koriilmények kozott a vakuolizalt sejtek citoplazmét szintetizalnak,
majd eldgazdsokat alakitanak ki. Minél tobb vakudlumot hordoz a
szubapikalis sejt, anndl késébb kovetkezik be az 1j eldgazds kialakuldsa
(Gow, 1994, Barelle és tsi, 2003). A C. albicans aszimmetrikusan osztddo,
valodi hifdiban Osszefiiggést taldltak a sejtciklus €s a vakuolaris &llapot
kozott. A jorészt vakudlumot tartalmazé szubapikdlis kompartment a
sejtciklus G1-es fazisdban reked, amig az apikalis sejt varakozas nélkiil tjabb
sejtciklusba kezd, igy a sejtciklus az apikdlis és szubapikdlis sejtek kozott
aszinkronna valik (Barelle és tsi, 2003).

A fitopatogén U. maydis haploid sejtjeinek fuzidjaval dikarion hifdk
jonnek létre. A fonalak megnyuldsa a citoplazmat tartalmaz6 binukledris
csucssejt novekedése révén valdsul meg, hitrahagyva az 6rids vakuélumokat
tartalmaz¢ iires, tavoli sejteket (Steinberg €s tsi, 1998). Az 6rids vakuélumok
a csucssejt nem novekvd végén alakulnak ki, a késObbiekben ezek bazilis
helyzeti vakuolumok alkotjdk a szeptummal elvdlasztott iires, tavoli
kompartmenteket.

A S. japonicus hifasejtjeiben kialakult Ooridsvakudlumok is a
gazdasagos, gyors novekedést szolgdljak, valamint a poldris helyzetiik révén
eldsegithetik az igy kijelolt vég novekedésének megallasat (Sipiczki és tsi,
1998a, 1998b).

Gyors hifa novekedésre taldlhatunk példit a vakudlumok
igénybevétele nélkiil is. Péld4ul a fonalas gomba A. nidulans hifainak csak az
apikdlis sejtjei novekednek (akdar 50 sejtmag is lehet ebben a
kompartmentben). A csuicssejt mogotti régidban egymassal kozel azonos
méret jellemzi a nyugalomban 1év0 hifasejteket, azokon beliil meghatarozott,

3-4 sejtmag szdmmal. Ezek a sejtek mar nem novekszenek, aktivitdsukat csak



eldgazdsok létrehozdsdval nyerik vissza (Kaminskyj és Hamer, 1998,

Mclntyre és tsi, 2001).

3.2.7. A dimorf atalakulas hatterében allé ismert jelatviteli Gtvonalak

A Sa. cerevisiae esetében szamos, a pszeudohifdk kialakuldsdnak
hatterében 4ll6 konzervativ udtvonalrél és a szabdlyozdsban részt vevo
fehérjérdl beszamoltak mar (pl. Pan és tsi, 2000): a MAP kinaz kaszkad a
haploid sejtek feromon kivéltotta parosodasat és a diploid sejtek nitrogén
éhezés hatdsara bekovetkezd fonalas novekedését is szabalyozza.
Ez azt jelenti, hogy a MAP kindz kaszkdd résztvevoi két kiilonbozd vélasz
kivaltasaért felel0s utvonal tagjai, amelyek két kiillonbozd szignalt érzékelve
aktivdlédnak. A fonalas novekedésben résztvevo fehérjék a Ste20p, Stellp,
Ste7p, Ksslp kindzok, a Stel2p transzkripciés faktor, amely a Teclp
transzkripcids faktorral egyiitt az éltaluk szabdlyozott gének promoterjeinek
FRE (Filamentation and invasion Response Element) régigjat felismerve
szabalyozzdk azoknak az atirdsat.
A viélaszt kivalt6 szignalkaszkdd mellett jelentds szerepiik van maguknak a
MAP kindzoknak is. A Fus3p MAP kindz vesz részt a parosodds
szabdlyozdsaban €s gatolja az invaziv novekedést, a Kss1p MAP kindz pedig
az invaziv és fonalas novekedést szabdlyozza. Amennyiben a Stel2p az
Mcmlp-vel képez dimert, ez a feromon vdlaszban szerepet jatsz6 gének
szabdlyozdsdhoz vezet; mig ha a Tecl-gyel képez dimert, a diploid sejtek
fonalas alakjanak kialakuldsaban részt vevo, tovdbbi géneket szabalyozza.

A szabdlyozasban részt vevé masik utvonal a cAMP-fiiggé tatvonal,
amely kozponti szerepléje a madsodlagos hirvivé molekula a ciklikus
adenozin monofoszfat (cAMP). Koncentracigjanak jelent0s szerepe van a

morfoldgiai dtalakuldsban.



Szamos fajndl megfigyelték, hogy a cAMP-szint csokkenése elOsegiti a
micélidlis fazis kialakuldsat és fenntartasiat. A S. japonicus-szal folytatott
kisérletek sordn, indirekt médon kimutattdk a cAMP fiiggd ttvonal dimorf
atalakulasra kifejtett hatdsat. Koffein és teofilin hatdsdra, a cAMP
foszfodiészteraz gatlasa révén, magas intracellularis cAMP szint alakult ki,
amely a hifdk feldarabolddasat és az élesztofazis kialakulasat eredményezte.
Kiils6 forrasbol szarmazé cAMP adagolésa is a hifa novekedés elmaradasat,
valamint a hifa-éleszt 4atalakuldst indukalta (Sipiczki és tsi, 1998b). M.
racemosus-szal folytatott kisérletekben kimutattdk, hogy az élesztdsejtekben
a cAMP szint joval magasabb, mint a hifdkban, és tovabbi cAMP adagoléasa
megakadalyozza a fonalak kialakuldsat (Larsen és Sypherd, 1974).

A Sa. cerevisiae, H. capsulatum, C. albicans, S. pombe esetében a cCAMP a
kordbban emlitett megfigyelésekkel ellentétesen hat. Mind a négy fajnal a
kisérletek sordn kimutattdk, hogy a cAMP adagoldsa, magas szinten tartdsa
eldsegiti a pszeudohifédk, hifak kialakuldséat (Pan és tsi, 2000, Gancedo, 2001,
Medoff és tsi, 1981, Amoah-Buahin és tsi, 2005). Meg kell jegyezniink, hogy
a Sa. cerevisiae esetében megfigyelték, hogy a mesterségesen magasan tartott
cAMP szint kovetkeztében kialakult pszeudohifék tagjai kerek sejtek voltak,
szemben a nitrogén ¢éhezés hatdsdra kialakult megnyult sejtek alkotta
alhifakkal (Pan és Heitman, 1999).

Amig a Sa. cerevisiae parosodasdban elsddleges szerepet a MAP
kinaz kaszkad jatsza, addig a S. pombe esetében a parosodasban a MAP kiniz
kaszkad (feromon érzékelés) és a cAMP-fiiggd utvonal (tdpanyag érzékelés)
0sszehangoltan vesz részt (Pan és tsi, 2000). A fonalas alak kialakuldsaban
szerepet jatszé utvonalakrdl a kovetkezoket ismertiik meg (Amoah-Buahin és
tsi, 2005): A S. pombe esetében a feromon viélaszban részt vevd MAP
kinaznak (Spkl kindz) a kutatdsok szerint nincs szerepe a fonalas novekedés

kialakuldsdban; valamint a stressz valaszban szerepet jatsz6 MAP-kindz



kaszkad vizsgélt résztvevdinek (Styl, Pmkl) egyike sem sziikséges a hifa
novekedéshez. Ettol eltéréen a cAMP-fiiggd ttvonalnak jelentOs szerepe van
a S. pombe dimorf atalakuldsdban. A gliik6z receptor, G protein, adenilat
cikldz, a cAMP és a cAMP fiiggd protein kinidz egyarant részt vesznek a
fonalas alak kialakuldsédnak szabalyozasiban.

C. albicans esetében a MAP kinaz kaszkddnak, cAMP fiiggd utvonalnak
egyértelmll szerepét mutattdk ki a dimorf atalakulds sordn (pl. Madhani és
Fink, 1998, Lengeler és tsi, 2000, Gancedo, 2001, Monge és tsi 2006, Bahn
és tsi, 2007).

A fent emlitett dtvonalakban résztvevd fehérjéket kodold gének
mellett szdmos gén 1étezik, amelynek mutdcidja részben vagy egészben
hifazasra képtelen mutdnsokat eredményez; a fonalas forma kialakuldsanak
hidnya pedig gyakran avirulens torzsek 1étrejottét eredményezi (pl. Lo és tsi,

1997, Braun és Johnson, 2000, Saville és tsi, 2003).

3.2.8. Valédi micéliumok képzése hasadé élesztégombak korében
A S. pombe és S. japonicus fajok esetében megfigyeltek pszeudohifdkat,
melyek a tdptalaj felszinén novekedtek és valddi hifdkat, melyek invaziv

novekedésiek.

3.2.8.1. Schizosaccahromyces pombe micélium-képzése

A S. pombe sepl-1 mutins torzsének jellegzetessége, hogy a
sejtosztodast kovetden elmarad a sejtek szepardcidja, ezaltal akar 15 sejtet is
tartalmazo, eldgazé mikrohifa jon létre. Ezek a hifdk a valédi hifakkal
ellentétben megtartottdk bipoldris novekedésiiket (Sipiczki és tsi, 1993).
A S. pombe vad tipusu torzseinek (NCYC132, L972, L975) valddi hifa
képzésérdl azonban alig néhdny éve, 2005-ben szdmoltak be (Amoah-Buahin

és tsi, 2005). A vad tipusui torzs micélium képzését nitrogén szegény



kornyezet indukalta. Specidlis taptalaj kidolgozdasara volt sziikség a hifazas
vizsgdlatihoz (LNB), amely limitdlt nitrogénforrds mellett, gazdag
szénforrast tartalmazott. Egyéb OsszetevOk, mint a tdptalaj foszfor, vagy kén
tartalménak csokkentése, vagy a szénforrds megvaltoztatasa (gliik6z cseréje
glicerinre) nem valtottdk ki a hifdk kialakuldsat. A micéliumok csak szilard
taptalajon, 30°C-on jottek 1étre. Az invaziv novekedésii, eldgazd, valédi hifdk
alkotta micéliumok megkozelitdleg két hét elteltével alakultak ki. Ehhez
hasonlé hifa novekedést értek el a kiils6 forrdsbdl szarmazé cAMP adagolas
hatdséra is. A csoport munkdjanak djabb eredményeként 2009-ben megjelend
cikkiikben beszdmolnak a S. pombe komplett tdptalajon indukalt micélium-
képzésérol, valamint néhdny olyan génrdl, amely feltehetden szerepet jatszik

az atalakulds soran (Dodgson és tsi, 2009).

3.2.8.2. A S. japonicus életciklusa és micélium-képzése
Eletciklus

A S. japonicus természetes koriilmények kozott haploid, azaz
egyszeres kromoszoma készlettel rendelkezik. Elegendd mennyiségi
tdpanyag jelenlétében vegetativ modon, kettéhasaddssal szaporodik, mely a
sejtek eldozetes megnyuldsaval, ill. szeptum képzddésével jar. N-szegény
kornyezetben konjugéacié 1ép fel. A S. japonicus homotallikus (mitétikus
osztdédasonként véltja parosodasi tipusat), igy a sejtek egy telepen belill is
part taldlhatnak a konjugdci6hoz. Konjugacié sordn a sejtek dsszeolvadnak,
majd bekovetkezik a kariogdmia létrehozva a zigétat. A zigéta képviseli e faj
rovid diploid éllapotat. A zigéta azonnali meidzison megy keresztiil, amit egy
mitézis kovet, ezéltal 8 db, haploid, aszkuszban iil6 aszkosporit képez,
melyek kedvezd feltételek mellett kicsirdznak. A diploid 4llapot
mesterségesen,  szelektiv ~ koriilmények  1étrehozdsaval  4tmenetileg

fenntarthat6, ebben az esetben a diploid sejtek mitétikusan osztédnak.



Azonban, a zigétdhoz hasonldéan, N-éhezés hatdsara ekkor is bekovetkezik a
sporuldci6 és belépiink a mdar kordbban ismertetett haploid sejtciklusba
(Sipiczki és tsi, 1998a, 1998b, Bozsik €s tsi, 2002).
Dimorf ciklus

Késoéi exponencidlis fazisban a szilard tdptalajon tenyésztett
élesztdsejtek mérete és alakja is eltér a kiinduldsi tenyészet sejtjeitdl: erdsen
megnyult, szabalytalanul elgorbiilt sejtek, valamint tobbsejtes lancok
lathatéak. A megnyult sejtekben a novekedés bipolarisrél unipoldrissa valik,
a sejtosztédasokat nem koveti sejtszeparacid. 3-5 nappal a leoltds utdn a
taptalaj felszinén kisebb eldgazasokat tartalmazd, tobb sejtes pszeudohifakbol
all6 pszeudomicélium jelenik meg, majd 8-10 nap elteltével invaziv
fonalakbdl all6, sugéarirdnyban novekvo, valédi micélium figyelheté meg a
tenyészet koriil. Az eloregedett tenyészetekben a micéliumok kozott, a
feldarabolddott hifasejtekbdl 1étrejott artrospordkat lathatunk, amelyek
megfeleld koriilmények kozott Gjra élesztdsejtekké alakulnak (Sipiczki €s tsi,
1998a).
A hifdk novekedését a tenyészet koriil, a tdptalaj tdpanyagtartalmanak
csokkenése révén kialakult nitrogéngradiens befolydsolja. Az élesztd-hifa
atalakulas 19-35°C  kozott, kizardlag szilard taptalajon jatszodik le.
Amennyiben folyékony tdptalajon tenyésztjik a S. japonicus vad tipusd
torzsét, ugy nem kovetkezik be a hifazas ill. a mar kialakult hifdk egysejtii
élesztOsejtekké fragmentalodnak. A dimorf atalakulds tehdt az ellenkezd
irdnyban is lejatszodhat, amennyiben a kornyezeti feltételek megvaltoznak és
a sejtes formanak kedveznek (Sipiczki €s tsi, 1998a, 1998b).
Haploid sejtekbdl 1étrehozott protoplasztok fuzidjaval elddllitott diploid
sejtekbdl, a spordzdst gitld tdptalajon, hosszabb inkubéciés i1dd elteltével

szintén fonalas forma fejlédik. Ez kromoszomakészletét tekintve diploid.



Ezek a hifdk morfolégidjukban nem kiilonboznek haploid tarsaiktdl (Bozsik
és tsi, 2002).

A S. japonicus dimorfizmusit vizsgdlva Bozsik és tdrsai harom
monomorf, micélium-képzésre nem képes mutdnst izoldltak, amelyeket a
hibas gének szerint két csoportba soroltak. Egy csoportba az azonos génben
érintett mutansok tartoztak, amelyek allélikusak egymdssal (Bozsik és tsi,
2002). A késdbbiekben két masik a vad tipustdl eltéré micéliumot fejlesztd
csoportot is azonositottunk (Enczi és tsi, 2003). Az azonositott morfoldgiai

mutans tipusokat az 1. dbran mutatjuk be.

5

1. abra A S. japonicus morfolégiai mutdnsainak tipusai. Az els6é sor képein
(1) a vad tipusd 7-1, kontrol torzs, (2) a myc™ és (3) a myc” mutdnsok
lathatéak. A 4., 5. és 6. csészeképeken a myc mutdnsok tovdbbi hirom
altipusa lathato.

Az elsd csoportba a hiperaktiv micélium-képzd torzsek, myc*
tartoznak (1/2. ébra). Ezekre jellemzd, hogy az azonos id6 alatt a telepek
koriil kialakulé micélium mérete meghaladja a vad tipusét. A mdsodik un.
myc  csoportba a redukdlt micélium-képzéssel jellemezhet6 mutdnsok
sorolhatéak. Ez a myc™ csoport is hdrom alcsoportra bonthatd, a micélium

hossza és stirtisége alapjan:



a. a micélium hossza rovidebb, mint a vad tipusndl megfigyelt (1/4.
abra)
b. a micélium hossza megegyezik a vad tipuséval, de stirlisége eltér (1/5.
abra)
c. ritkdbb és rovidebb micélium a vad tipushoz hasonlitva (1/6. dbra)
A harmadik csoportba tartozé torzsek esetében (myc”) egyéltalin nem

figyelhet6 meg micélium-képzés (micélium negativ, 1/3. abra).

3.3. A S. japonicus rendszertani helye

A S. japonicus Eriksson rendszertana (1997) szerint az Ascomycota torzson
beliil a Taphrinomycotina altdrzsbe sorolhaté. A Schizosaccharomycetes
osztidly egyetlen rendjének  (Schizosaccharomycetales) genuszdba
(Schizosaccharomyces) négy faj tartozik: S. pombe, S. octosporus, S.
japonicus, S. kambucha (Sipiczki, 2000a, Singh és Klar, 2002). A genusz
legismertebb tagja a S. pombe, amelynek teljes genom szekvencidjat ismerjiik
(Wood és tsi, 2002). A S. pombe-nak két varietasa van: S. pombe var. pombe
és S. pombe var. versatilis.

A S. octosporus jellegzetessége, hogy 8 aszkosporat képez aszkuszdban (van
der Valt és Yarrow, 1984). A S. japonicus szintén 8 spOrds aszkuszokat
képez, valamint jellegzetes tulajdonsdga a valédi micélium-képzés (van der
Valt és Yarrow, 1984). A S. japonicus-nak két varietasa van: S. japonicus var
Jjaponicus és S. japonicus var versatilis. A S. octosporus és a S. japonicus
genomjdnak  szekvendldsit a  Broad Intézetben  végezték el
(http://www .broadinstitute.org/annotation/genome/schizosaccharomyces_gro
up/MultiHome.html).

Ebben a dolgozatban két varietas-t hasznaltunk: a S. pombe var. pombe-t és a
S. japonicus var japonicus-t, de az egyszeriiség kedvéért a varietas neveket

elhagytuk.



4. Anyagok és modszerek

4.1. Torzsek és taptalajok
4.1.1 Felhasznalt torzsek

A doktori munka soran felhasznalt torzseket az 2. tablazat tartalmazza.

2. tablazat: A kisérleteink sordan hasznalt torzsek listdja

Torzskonyvi szam

Genotipus

Forras

1. Schizosaccharomyces japonicus torzsek

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

vad tipus

Yukawa és Maki, 1931
Czechoslovak Collection of Yeasts
(CCY) Bratislava, Slovakia

1.1. Auxotrof mutansok

7-26 lys2-1 Bozsik és tsi, 2002
7-31 argl-1 Bozsik és tsi, 2002
7-70 leud-6 Bozsik Aniké
7-81 ura4-24 Bozsik és tsi, 2002
7-131 aded-12 Bozsik Aniké

1.2. Micéliumot nem

képz6 mutansok (myc™)

763 mye-4leul-10 1 B osik és tsi, 2002
7-96 myc 10 ura4-24 | Bozsik és tsi, 2002
7-148 myc-31 urad-24 | sajét izoldtum
7-154 e

myc-34 argl-1 sajét izoldtum
7-155 e

myc-35 leu4-6 sajét izoldtum
7-156 e

myc-36 leu4-6 sajét izoldtum
7-157 myc-37 ura4-24 | sajdt izoldtum
7-159 myc-39 lys2-1 sajét izolatum
7-163 myc-43 argl-1 | Addm Csaba
7-176 myc-56 agl-1 Katké Ménika
7-182 myc-4 ade4-12 e g

sajt izoldtum

7-191 myc-34 ade4-12

sajt izoldtum




Torzskonyvi szam

Genotipus

Forras

2. Schizosaccharomyces pombe torzsek

L1972

h” vad tipus

Bern Collection, Svdjc
(Leupold, 1950)

L975

h* vad tipus

Bern Collection, Svdjc
(Leupold, 1950)

NCYC 132

h* vad tipus

National Collection of Yeast Cultures,
Norwich, United Kingdom N.C.Y.C. 132
N.S. (Mitchison és Creanor, 1971)

1165

leul-32

Bern Collection, Svdjc
(Kohli, 1976)
PREP41-GFP plazmiddal transzformalva

4.1.2. Alkalmazott tapkozegek

A kisérleteink sordn haszndlt tdpfolyadékok és tdptalajok Osszetételét,

valamint a hasznalt kiegészité oldatokat a 3. és 4. tdblazatok tartalmazzdk

(Sipiczki és Ferenczy 1977, Alfa és tsi, 1993, Bozsik €s tsi, 2002, Amoah-

Buahin és tsi, 2005)

3. tablazat: A felhasznalt tapfolyadékok és taptalajok osszetétele (100ml

Tapfolyadékok
YEL SML szSML
0,5g éleszt6 kivonat | 0,5g (NH4),SO4 SML+0,8M szorbit
3g gliikk6z 0,1g KH,POy4
pH4,8-5,2 0,05g MgS04x7 H,O
1g gliik6z
100pl sérga vitaminoldat
LNB EMML-N
6,7mg Yeast | 0,3g C,H,KO4
Nitrogen Base 0,268g Na,HPO4x 12H,0
1g gliikoz 2g glikkoz
2ml s6oldat (50x) 2 ml séoldat (50x)
100pl  vitaminoldat | 1001 vitaminoldat (1000x)
(1000x)

10ul nyomelemoldat (10000x)




Taptalajok

YEA SMA EMMA-N LNBA szSMA
YEL+2 | SML+2g agar | EMML-N+2g agar | LNB+2g agar | szZSML+2g
g agar agar

Aminosav és nukleotid kiegészités: Smg/ml nukleotidbazis, vagy aminosav a
torzs auxotrofidjdnak megfeleléen

4. tablazat: Kiegészit6 oldatok 100ml desztillalt vizben (Alfa és tsi, 1993)

Sérga vitaminoldat

Vitaminoldat (1000x)

1g citromsav

Osszetétel: | 0,2mg folsav 0,1g pantoténsav
0,2mg biotin 1g nikotinsav
200mg inozitol 1g myo-inozitol
40mg Ca-pantotenét Img biotin
40mg niacin
40mg pyridoxin-HCl
20mg aminobenzoesav
20mg riboflavin
Nyomelemoldat (10000x) Séoldat (50x)

Osszetétel: | 0,5g Hi;BO; 5,25g MgCl,x6 H,O
0,4g MnSO,4 5g KCl
0,4g ZnSO4x7 H,O 73,5mg CACLx2 H,O
0,2g FeCl,x6 H,O 0,2g Na;SO4
40mg molibdénsav
0,1g KI
40mg CuSO4x5 H,0




4.3. Kisérleti médszerek

4.3.1. Klasszikus genetikai modszerek

4.3.1.1. Micélium-képzésben sériilt S. japonicus mutansok (myc™)
izolalasa és szelektalasa

Mutagenezis:

Micélium-képzében sériilt mutins torzseket stabil auxotr6f markereket
hordoz6 torzsek (7-81 wura4-24, 7-26 lys2-1, 7-31 argl-1, 7-70 leud-6)
logaritmikus fazisban 1év6 tenyészetének UV mutagenezisével allitottunk eld
(2. dbra). A tenyészetb6l 10° db sejtet komplett taptalajra szélesztettiink, majd
UV fényforrds (Cole Palmer UV ldpma, 254 nm tartomény) ala helyeztiik 27-
30 masodpercre, mely tapasztalataink szerint a 10%-os tulélési ratat ado

besugarzasi dozisnak felel meg.

120
100 7
* 8o \’_‘\ —e— 7-26 lys2-1
e 60 \ _ /\\ —=—7-31 arg1-1
g = \\\.\ 7-70 leu4-6
§ 40 7-81 ura4-24
S 20 '\\‘%

0 5 10 15 20 25 26 27 28 29 30

Besugarzasi 1d6 (masodperc)

2. abra A hifa-képzésre nézve vad tipusu, auxotrof torzsek (7-26, 7-31,
7-70, 7-81) irtasi gorbéi. Meghatdrozott mennyiségli (10° db) sejtet 5,
10, 15, 20, 25, 26, 27, 28, 29, 30 méasodperces UV besugiarzdsnak
tettiink ki, majd megszamoltuk a tilélé sejtekbdl kialakult telepek

szamat. *: Az UV-mutagenezisnek kitett sejtek tilélési aranya (%).



Szelekcid:

A kisérletek sordn csészénként 1000 sejtet szélesztettiink, legaldbb 1000
csész€t vizsgdltunk meg. Azokat a tiléld sejtekbdl felnovekedd telepeket,
amelyek koriil 14 nap elteltével sem lattunk micélium novekedést, friss,
komplett taptalajra oltottuk at. Ezaltal kisziirhettiik azokat a telepeket,
amelyek koriil azért nem alakult ki micélium, mert fizikailag tal kozel voltak
egymdashoz (Sipiczki és tsi, 1998a). A friss, komplett taptalajokra leoltott
torzseket 21 napig 30°C-on inkubdltuk. Amennyiben nem lattunk a leoltott
tenyészet koriil micélidlis novekedést, a torzset micélium negativként (myc™)
a laboratériumi torzsgylijteményben taroltuk. A kivdlasztott telepek
auxotrofigjat replikdzassal, minimal és a megfeleld aminosav vagy szerves

bazis tartalmu taptalajokon vizsgaltuk.

4.3.1.2. Sporazas vizsgalata
Micélium-negativ (myc™) torzseink spordzasi képességét 30°C-on, sporaztatd
taptalajon (EMMA-N), 24 ora elteltével vizsgéltuk. Kontrolként a 7-1-es

torzskonyvi szamu, vad tipusu torzset hasznaltuk.

4.3.1.3. Keresztezés vad tipusu torzzsel: Back cross

A micélium képzés szempontjabdl vad tipusud €s a micélium negativ torzsek
keresztezésébOl szdrmaz6 oktddok vizsgédlatdval célunk az volt, hogy
megallapitsuk, hogy a myc muténs torzseink egy vagy tobb génben sériiltek.
A 7-63, 7-96, 7-148, 7-154, 7-155, 7-156, 7-157, 7-159, 7-163, 7-176
torzseket kereszteztiik egy micéliumképzésre nézve vad tipusu torzzsel, mely
auxotréfidja komplementer volt a keresztezési pérral (7-80 uracil auxotrdfia,
7-131 adenin auxotréfia). A keresztezéseket szomatikus hibridizacidval (a
modszer leirasat ldsd a 4.3.1.4. pontban) végeztiink. Ezzel a mddszerrel

elkeriilhetjiik azoknak a zigétikus aszkuszoknak a kialakuldsat és vizsgalatat,



amelyeket az ellentétes parosoddsi tipusud, de azonos torzskonyvi szadmu
mutansok sejtjeinek konjugicidjaval jonnek létre (Bozsik és tsi, 2002).
Ugyanis torzseink feltételezhetben homotallikusak, azaz osztéddsonként
valtozhat a pdrosoddsi tipusuk, igy sejtjeik képesek part taldlni a
konjugiciéhoz a tenyészeten beliill. Ha pedig az igy létrejott sporakbdl
felnovekvO telepeket is bevonjuk az analizisbe, hibds eredményeket
kaphatunk. A madsik fontos érv a szomatikus hibridizacié mellett, hogy ezzel
a modszerrel szexudlis folyamataikban valtoz6 —mértékben  sériilt
mutdnsainkat is keresztezni tudtuk.

A fuziok termékeként kapott diploid sejteket sporaztattuk €s az igy kapott un.
azigotikus aszkuszokkal dolgoztunk tovabb. A zigétikus és az azigétikus
aszkuszok jellegzetes alakjuk révén konnyen elkiilonithetéek. Mig a zigétikus
(sejtek konjugécidjaval 1étrejovo) aszkusz kiflihez, telefonkagyl6hoz hasonlo,
az azigétikus aszkusz kerek, vagy hosszikas zsdk alaka (Bozsik és tsi, 2002).
Ez utébbi aszkuszokat vizsgaltuk a tovdbbiakban. (Zigétikus aszkuszok
kialakuldsa igen kis eséllyel torténhet, a 1étrejott sporakbdl kialakulé vad
tipusi haploid sejtek, vagy backmutdlt sejtek kozotti parosodds és
aszkuszképzés eredményeként.) Mikromanipuldtorra szerelt kapillaristi
segitségével, az aszkuszfal spontdn felbomldsa utdn, komplett taptalaj
feliiletén kiilonitettiik el az egy aszkuszba tartozé sporatagokat.

Eldszor a felnovekvo telepek auxotréfidjat teszteltiik, és a tovabbiakban csak
azokat a diploidokat vizsgéltuk, melyek spdraiban képzddd telepek kozott
mindkét auxotréf marker megjelent, vagyis bebizonyosodott, hogy az illetd

diploid valéban a két sziil6torzs sejtjeinek fizi6jabdl sziiletett.



4.3.1.4. Szomatikus sejthibridizacié6 (protoplaszt fazié) (Sipiczki és
Ferenczy, 1977)

A moddszer lehetdvé teszi, hogy a hagyomdnyos mddszerrel nem
keresztezhetd (steril, vagy azonos pdrosoddsi tipusd) sejtekbdl diploidot
hozzunk létre. Mi az éltalunk haszndlt morfol6giai mutdns torzsek sterilitdsa
és homotallikus jellege miatt (az Onkonjugicié elkeriilése végett)
alkalmaztuk.

Az egyes torzsek exponencidlis szaporoddasi fazisban levo sejtjeit 0,65M KCl
oldattal mostuk, majd lysing enzim (L1412, Sigma) 3,5 mg/ml
koncentriciéji oldataban szuszpendaltuk fel. Igy 60-120 perc elteltével
protoplasztokat kaptunk, melyeket 0,8M szorbit oldattal kétszer mostunk ét.
A  masodik mosas utdn a fdzionalandé torzseket Osszeontottik,
lecentrifugéltuk és 30%-os PEG 6000:0,1M CaCl, 9:1 ardnyu keverékében
szuszpenddltuk fel. 20 percig szobahomérsékleten dllni hagytuk.
Szuszpenzionkat fedOagarba (45°C-os, 1%-os agart tartalmazé szSMA)
dgyazva szZSMA-ra szélesztettiik. 5-7 napos inkubaciét kdvetden a novekvo

diploid telepeket minimal taptalajra (SMA) izoléltuk.

4.3.1.5. Oktadanalizis

A protoplaszt fuzi6é eredményeként kapott diploid sejteket 24 6ran keresztiil
spoéraztatd taptalajon (EMMA-N) inkubdltuk. Majd steril kaccsal komplett
taptalajra csikot huztunk a jellegzetes alaki, nyolc spéras azigétikus
aszkuszokat (oktddok) tartalmazé tenyészetbdl. EbbOl mikromanipuldtorra
szerelt kapillaristii segitségével egy-egy aszkuszt elszepardltunk a
tenyészettdl. 6-8 6ra multdn az aszkuszfal spontdn lizise révén a spordk
kiszabadulnak, igy azokat egymadstdl olyan tdvolsdgra huztuk ki, amely
lehetové teszi, hogy kiilonallo telepeket képezhessenek (Bozsik €s tsi, 2002).

Az egy aszkuszbol szarmazd spordkbdl felnovekvd telepek genetikai



vizsgdlata az oktddanalizis. Kisérleteink sordn az {igy nyert telepek
auxotrofidjat és micélium képzési sajatossigait vizsgaltuk.

Sporak vizsgélatira alkalmas modszer még a random spdra analizis. A
spoéraztatas utdn kapott aszkuszokat tartalmazé tenyészetet B-gliikuroniddz
(Sigma, G0876) enzimmel kezeltilk, amig az aszkuszfal felbomlik és a
tenyészetben taldlhat6 sejtek elpusztulnak. Ezt kdvetden a mar csak spordkat
tartalmaz6 szuszpenziét komplett tdptalajra szélesztettiik (5x10%/csésze) és
vizsgaltuk a spérakbol novekvd kiilondllo telepeket. A vizsgdlatainkhoz mi
mégis tobbnyire az eldbb ismertetett mddszert hasznaltuk, mert megfigyeltiik,
hogy tobb napos enzimes kezelést kovetden is nagy szdzalékban lattunk,
egyiitt marad6 spordkat, amelyek kozosen képeznek (keverék) telepeket, igy
téves kovetkeztetés levondsdhoz vezethetnek. Az oktddanalizis elOnye, hogy

az egyetlen meiotikus osztédason beliili szegregacié nyomon kovetheto.

4.3.1.6. Farnezol hatasa az éleszt6-micélium atalakulasra (Hornby és tsi,
2001)

A vad tipusu torzs micélium képzésének érzékenységét vizsgaltuk. Farnezolt
(F203, Aldrich) névekvo koncentracidoban (0,025, 0,25, 0,5 1, 5, 10 mM)
tartalmazé YEA tdptalajokra csik form4jdban leoltottuk a vizsgédlando, vad
tipusd 7-1-es torzset. A ndvekedés valtozasat 30°C-on torténd 12-21 napos

inkubalas utan értékeltiik.

4.3.1.7. Acetil-szalicilsav hatasa az éleszto-micélium atalakulasra (Alem
és Douglas, 2004)

A vad tipusu torzs micélium képzésének érzékenységét vizsgaltuk. Acetil
szalicilsavat (A5376, Sigma) novekvo koncentraciéban (1, 2, 3, 4, 5, 10 mM)

tartalmazé YEA tdptalajokra csik form4jdban leoltottuk a vizsgédlando, vad



tipusu 7-1-es torzset. A vegyiilet savas kémhatdsat az agar hozzdaddsa eldtt, a
pH bedllitasaval kiiszoboltiik ki, igy a tiptalaj kémhatdsa nem befolydsolta a
gombafonalak novekedését. A 7-1-es torzset ezekre a pH4,8-5,2 kémhatésu
taptalajokra oltottuk le. A novekedés valtozdsat 30°C-on torténd 21 napos

inkubalas utan értékeltiik.

4.3.1.8. p-gliikkanaz teszt a sejtfal szerkezet integritasanak vizsgalatara
(Grallert és tsi, 1997)

A 30C-on inkubalt, YEL-ben tenyésztett logaritmikus fazisu tenyészeteket
centrifugaltuk, majd desztillalt vizzel mostuk. A sejteket ezek utan 3,5mg/ml-
es koncentracidju vizben oldott lysing enzimmel (L1412, Sigma) kezeltiik.
Megadott idokozonként (10, 20, 50, 70, 90, 170 perc) mikroszkép alatt,

Biirker kamraban szdmoltuk az életképes €s az elpusztult sejtek aranyét.

4.3.1.9. A mutinsaink ozmotikus és hdémérséklet érzékenységének

vizsgalata (Grallert és tsi, 1999)

Micélidlis mutdnsainkat kiilonb6z6 koncentraciéju klorid-sékkal: KCI (0,3,
0,6, 0,9 M); NaCl (0,3, 0,6 M); MgCl, (0,3, 0,6, M); CaCl, (0,1, 0,2, 0,6 M)
és szorbittal (0,9, 1,2, 1,8 M) kiegészitett komplett tdptalajokon 30°C-on
inkubdltuk. A kisérletet Grallert és tdrsai 1999-ben megjelent cikkében
taldlhaté leirds szerint végeztilk el, cseppentéses moddszerrel. Hasonld
cseppentéses médszerrel vizsgéltuk mutdnsaink novekedését 25, 30 és 37 °C-

on.



4.3.2. Molekularis biologiai médszerek
A DNS-sel végzett molekuldris bioldgiai mddszereket Sambrook és tsi.

(1989) leirasa alapjan végeztiik.

4.3.2.1. PCR (Polymerase Chain Reaction)

A reakcio részleteit a 5. tablazat tartalmazza.

5. tablazat Kisérleteink sordn a kovetkezo reakcid elegyet mértiik dssze S.

Jjaponicus szekvencidk amplifikdldsahoz

Osszetevé Térfogat/50ul | Végkoncentracid
szurt desztillalt viz (Millipore) 35,5ul -

PCR puffer 10x (Fermentas, B38) Sul 1x

25mM MgCl, (Fermentas, R0971) 4ul 2mM

dNTP Mix (Fermentas, RO181) 2ul 200uM

Primer I Il 1uM

Primer II 1ul 1uM

genomialis DNS Il 10pg-1pg

Taq DNS Polimeraz enzim (EP0401) 0,3ul 1,5 unit

A PCR reakciok sordn kiillonboz6 PCR primereket és programokat

hasznaltunk a szekvencidink amplifikéldsahoz.

PCR primerek:

aktin gén részleges szekvencia:

ACTF: 5°-AGG MGG AGY AAM AAT CTT G-3°
ACTR: 5°-TGS CAT CAC ACW TTC TAY AAC-3’
ITS1-5,8S rDNS-ITS2 (McCullough és tsi, 1998):
ITS1:5°-TCC GTA GGT GAA CCT GCG G-3’
ITS4:5°-TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC-3’




A két szekvenciat két kiillonbozd bedllitdsokat tartalmazé PCR programmal
amplifikédltuk. Az aktinhoz az 1-es, az ITS-hez pedig a 2-es programot

hasznaltuk. A PCR reakci6 1épéseit a 6. tdblazatban foglaltuk dssze.

6. tablazat A kisérletek soran hasznalt PCR programok

Lépések Program

1. (Liu és tsi, 1999) 2.
1. inicializacié o o
(denaturélds) 95°C 2 perc (5 perc) 94 °C 2 perc
ciklusok (2.-5.) 30 30
2. hédenaturdlds 95°C 30 mésodperc (1 perc) | 95 °C 1 perc
3. primer kapcsolddas
(annealing) 55°C 2 perc 60 °C 1 perc
4. lassi homérséklet +17°C
emelkedés 1°C/5 mésodperc -
5. lanchosszabitas 72°C 1 perc (2 perc) 72 °C 5 perc
6. substrate clearance 72°C 10 perc 72 °C 15 perc
7. befejezés-tarolds 15°C 4°C

A S. japonicus aktin génjének részleges szekvencidjat Liu és tirsai 1999-es
cikkében taldlt PCR bedllitdsokkal amplifikdltuk, azok moddositdsaval. Ez
utébbiakat a programidd lerdviditése miatt vezettik be (a 6. tablazatban
zargjelben az eredeti idOintervallumokat tiintettiik fel azoknal a 1épéseknél,
ahol azt véltoztattuk). A keresett aktin szekvencidt a mddositott programmal
kaptuk. Jellegzetessége a lassu 1épcsdzetes homérséklet-emelkedés a primer-
kapcsolddas és a lanchosszabbitas 1€pései kozott.

A S. japonicus aktin génjéhez a primerek tervezésekor a S. pombe és Sa.
cerevisiae nukleotid és fehérje szekvencidkat a kovetkezd adatbazisokbdl
toltottiik le (a fehérje szekvencidkra a konzervativ régiok beazonositisahoz

volt sziikségiink):



1. S. pombe actl gén (SPBC32HS8.12¢c) és Actl protein:
Schizosaccharomyces pombe GeneDB
(http://www.genedb.org/genedb/pombe/)

2. Sa. cerevisiae ACTI gén (YFLO39C) és Actlp: Saccharomyces
Genome Database (http://www.yeastgenome.org/)

A primerek Tm értékeinek meghatarozasira a Promega cég weboldalan
(http://www.promega.com/biomath/calc11.htm) elérhetd kalkulatort
hasznéltuk.

PCR termékiinket 1%-os agar6z gélben 1xTBE pufferben 120V-on futtattuk.
Arrdl digitalis képet UVP géldokumenticios késziilékkel (Bio-Rad)
készitettiink. A futtatisok soran 1kb-os DNS markert (Fermentas)

hasznaltunk.

4.3.2.2. Szekvenalas és szekvencia-analizis

A gélelektroforézist kovetden a PCR termék visszaizoldlasat a Qiagen
(QIAquick Gel Extraction) kitjével végeztiik a haszndlati utasitdsban
megadott instrukcidk szerint. A tisztitott PCR terméket a németorszagi
Geneart szolgéltato laborjdba kiildtiik szekvendldsra
(http://www.geneart.com/).

A kapott nukleotidszekvenciat az NCBI (National Center for Biotechnology
Information) szerver BLAST (Basic Local Alignment of Search Tool)
adatbdzisdnak BLASTn és BLASTx szolgéltatdsai segitségével nukleotid és
fehérje adatbazisokkal vetettiik Ossze

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/). Igy a BLASTn-t vilasztva nukleotid

szintli Osszehasonlitidst végezhettiink szekvencidnk és a taldlatként kapott
potencidlis homolégok kozott. A taldlatként kapott szekvencidk kozotti
azonossag és hasonlésag értékeket a hasonld szekvencidk keresésekor

hasznaltuk. A BLASTx segitségével pedig megkaptuk a hasonlésag és az



azonossag mértékét szekvencidink fehérje atirata és az ez alapjan keresett
homoldg-jeldlt szekvencidk kozott. Tobbszoros illesztéseket a Jellyfish 3.2
szekvenciaelemzd programmal készitettiink.

A S. japonicus szekvencidkat megjelenésiik idejétdl fliggden két forrasbol
toltottik  le:  elészor (2006) NCBI  Trace Archive oldalardl
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Traces/home/) valtak elérhetové az adatok,
majd az annotdldst kovetden (2007) a Schizosaccharomyces group
adatbazisbol dolgozhattunk
(http://www .broad.mit.edu/annotation/genome/schizosaccharomyces_group/

MultiHome.html).

4.3.2.3. Torzsfa készitése

A torzsfak készitéséhez az amplifikélt S. japonicus részleges aktin szekvencia
alapjdn a  Schizosaccharomyces  adatbazisban  (Broad  Institute:
http://www.broadinstitute.org/annotation/genome/schizosaccharomyces_grou
p/GeneDetails.html?sp=S7000002306338484) taldlhat6 fehérjét hasznaltuk
fel. Az illesztéseket azokkal a protein szekvencidkkal végeztiik, amelyeket a
BLASTDp, vagy az NCBI Homologene
(http://www .ncbi.nlm.nih.gov/homologene/) adatbdzisaiban taldltunk. Az
illesztést a ClustalW2 (http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/) programmal
készitettiik. A Phylip formatumban kapott illesztéseket torzsfa készitésére a
Phylip 3.67 filogenetikai analizis programcsomaggal dolgoztuk fel
(http://evolution.genetics.washington.edu/phylip/phylip.html)  (Felsenstein,
1996). A torzsfa készitésénél két algoritmust a Maximum likelyhood-ot és
NeighbourJoin-t alkalmaztunk.

A torzsfdk grafikai megjelenitését a Treeview programmal végeztiik (Page,

1996, http://taxonomy.zoology.gla.ac.uk/rod/treeview.html).



4.3.2.4. Pulzalé6 eroterii gélelektroforézis
Ezt a technikdt a S. japonicus kromoszomdinak elvéilasztdsara,
kromoszoémaszdmanak meghatdrozdsra haszndltuk fel. Kisérleteink sordn a
BioRad CHEF DR III pulzal6 erdterti gélelektroforézis rendszert hasznaltuk
(CHEF=Contour-clamped Homogenous Electric Field). Kontrolként a S.
pombe 1972 mintdkkal dolgoztuk. A mintaelokészités sordn a S. pombe-ra
kidolgozott paramétereket alkalmaztuk (Smith és tsi, 1987), de a
késObbiekben a  gyakorlati  tapasztalatoknak  megfelelden  ezeket
modositottuk:
Stacioner fazisban 1évo tenyészetet S0mM EDTA-val kétszer atmostuk, majd
Img/ml koncentraciéji CPES pufferben oldott Zymolyase 20T (ICN)
enzimmel kezeltilk 37°C-on, 15 percig. Ezt kovetden a szuszpenziéhoz 45-
50°C-os hémérsékletli 1,5%-os Low Melt agar6zt (BioRad) adtunk, ezt
azonnal a mintaformédkba pipettdztuk. A megdermedt agardzba agyazott
sejteinket tovabbi 2-8 o6ran keresztiil 37°C-on CPE-ben inkubéltuk. Az
inkubdciods id6 elteltével CPE pufferiinket emésztd oldatra cseréltiik, mely
0,5-1mg/ml proteindz K enzimet (Sigma) tartalmaz és egy éjszakara 50°C-on
hagytuk. Masnap reggel mintdinkat egymast kovetden haromszor atmostuk
TE pufferben. A mintdk taroldsa felhaszndlasig 0,25M EDTA-ban, 4°C-on
tortént. (A felhaszndlt oldatokat Sambrook és tsi. (1989) leirdsa alapjan
készitettiik.)
Futtat4si paraméterek:
1%-o0s agar6zgél, 0,5xTBE puffer, 14°C
1. blokk 1: 5,4-5,4 40h 1,2V/cm, 106°
blokk 2: 1,8-4,5 60h 1,5V/cm 106°
2. blokk 1: 5,4-5,4 40h 1,2V/cm, 106°
blokk 2: 1,8-4,5 48h 1,5V/cm 106°
blokk 3: 1,8-1,8 24h 3V/cm 120°



3. blokk 1: 5,4-5,4 72h 1,2V/cm, 106°
blokk 2: 4,2-4,2 36h 1,2V/cm 106°
blokk 3: 1,8-1,8 36h 2V/cm 120°

Futtatds utdn a gélt Smg/ml etidium-bromidot tartalmazoé steril vizben 45
percig festettiik, majd egy éjszakdn keresztiil 0,5xTBE-ben aztattuk. UV

megvilagitds mellett digitdlis képet készitettiink.

4.3.2.5. Southern hibridizalas és detektalas

A CHEF DRI rendszerben futtatott és elvélasztott kromoszomakhoz S.
Japonicus genomjibdl izolalt gén darabokat hibridizaltunk.

A futtatdsi id6 végéhez érve digitdlis fotét készitettiink géliinkrél, majd 20
percre 0,25M HCIl-dal mostuk. Kétszer 15 percre denaturdlé, majd
neutralizalé oldattal kezeltik a gélt. Ezutdn a gélt Whatman papircsikra
helyeztiik, melynek két tilnyildé vége a 20xSSC-vel telt kddba ér. Nylon
membrannal (Hybond™-N+) és tovdbbi 20xSSC-vel nedvesitett papirral
fedtik le a gélt. E folé 8-10 cm magas papirvatta réteget tettiink majd
lesulyoztuk. Minimum 8-10 6ra vdrakozds utdn a Kkapilldris transzfer
eredményeként a membranhoz tapadé DNS-t UV besugdrzédssal (150mJ)
immobilizaltuk, desztilldlt vizzel tisztitottuk és szdradni hagytuk. A
hibridizalas elsé 1épéseként a membranunkat el6hibridizaciés oldatban
minimum 30 percig inkubdltuk. A  hibridizalast, hasonléan az
eldhibridizéldshoz 68°C-on végeztiik egy €jszakdn keresztiil. (A felhasznalt
oldatokat Sambrook és tsi. (1989) leirasa alapjan készitettik.) A PCR
termékiinket tisztitottuk €s megjeloltik a random primer DIG jelold kitet
hasznédlva. A mar kordbban meghatarozott koncentracié alapjan szamoljuk ki

a felhaszndlando jelolt préba mennyiségét. A jelolést és a detektaldst a Roche



Diagnostics cég labelling DIG jelol6 és detektalo kittel végeztiik, a gyartd
leirasat kovetve (DIG High Prime Labeling and Detection Kit II).

Fdlidba zarva rontgen film segitségével detektaltuk a kibocsatott jelet.

4.3.2.6. Fehérje extrakcio

Az extrakcié sordn, szilard tdptalajon novekedd, egysejtes €s micélidlis
fazisban 1év0 S. pombe tenyészettel dolgoztunk (LNBA). A tenyészet 18
napos volt. Az extrakcié kezdeti 1épései az agarkockdban névekvo micélium
kivondsdra, megtisztitdsdra irdnyultak. Ezt a sejtes fazisban 1évé minta
esetében is elvégeztiik, igy mindkét mintank feldolgozasa azonos volt.

Az agarkockdkat és az agarkockdkkal egyiitt kivagott hifasejteket ezért steril
eppendorf csovekben 95°C-on 4 percig rdzatott szarazblokkban inkubdltuk.
Majd centrifugéltunk és késlekedés nélkiil leszivtuk a feliiliszot. A csovek
aljara kiiilepedett micéliumot LNB tépoldatban vettiik fel. A tenyészeteinket
a tapfolyadék eltdvolitisa utdn 1-Iml 20%-os triklér ecetsavban (TCA,
Sigma) szuszpendaltuk fel. Az djabb TCA hozzdaddsa utdn iiveggyongyok
segitségével tortiik fel a sejteket. Centrifugdlds és szlrés segitségével
eltdvolitottuk az iiveggyongyoket és a feliilisz6t. A pelletet 1x minta

pufferben vettiik fel. Felhaszndlas el6tt 5 percig 100°C-on forraltuk.

4.3.2.7. SDS-poliakrilamid gélelektroforézis
A megfeleld osszetételli gélek elkészitése utan (7. tablazat) a mintdt S0 majd
200V-on 1-1,5 6rdn &t futtattuk. Futtaté €s minta puffereinket Sambrook és

tsi (1989) leirdsa alapjan készitettiik el.

7. tablazat Az SDS-poliakrilamid gélelektroforézis soran hasznalt gélek

Osszetétele



Futtaté vagy szeparal6 gél Koncentral6 gél

12% 30ml 5% 100ml
30% akrilamid mix | 12ml 30% akrilamid mix 17ml
3M Tris-HCIl pH8.8 | 3,8ml IM Tris-HCI pH6.8 12,5ml
10% SDS 300ul 10% SDS Iml
H,O 14ml H,O 69,5ml
10% ASP 300ul 10% ammonium perszulfat | Spl/ml
TEMED 12ul TEMED Tul/ml

A futtatdshoz méretmarkertént a Rainbow Molecular Weight Marker (GE)
terméket hasznéltuk.

A gélt 10%-os ecetsav €és 30%-0s metanolban oldott Comassie Brillian Blue
festékkel egy éjszakdn keresztiil festettiik. Majd 10%-os ecetsav €s 30%-o0s

metanol elegyében aztattuk.

4.3.2.8. Fehérjeminta elokészitése tomegspektrometriai analizisre

A festett gélt kisebb méretli, megkozelitdleg azonos darabokra vagtuk,
figyelve arra, hogy az egymds melletti zsebben futtatott sejtes és micélidlis
tenyészetbdl izolalt fehérjeprepardtum parhuzamosan futott, azonos méretii
darabjait vdgjuk ki. A tovabbiakban pedig kovettiik a Promega cég Trypsin
Gold termékéhez mellékelt leirdsat a gélben torténd fehérjeemésztésre
vonatkozdéan. A kiszaritott peptideket -20-80°C-on  taroltuk. A
tomegspektrometriai méréseket a Sussex Egyetem Proteomika Intézetében

végezték el LC-MS/MS modszerrel.

4.3.2.9. A fehérjeminta elemzése
A LC-MS/MS-t kovetden az adatokat a BioWorks 3.3.1 szoftver segitségével
dolgoztuk fel, amely a SEQUEST proteinkeresd algoritmust alkalmazta. A



taldlatokat tobb szempontbdl elemezte a szoftver. Ezek az értékek a P
(probability score), Sf (final score), XCorr (cross-correlation), DeltaCn (delta
correlation), Sp (preliminary score) és lons. Egy filter szett alkalmazasdval
szurtiik ki a hibas talalatokat. Ebben az esetben a sziirés soran az XCorr (XC)
és a DeltaCn értékekre fektettiik a hangsilyt. Az XC érték, a kereszt
korrelaciés érték, amely a lehetséges peptidek végsd besoroldsa. Akkor
megfeleld, ha értéke legaldbb 2,0 vagy anndl magasabb (egyszeresen,
kétszeresen és haromszorosan toltott peptidek Xcorr értéke >1,9, 2,2 és 3,75).
A DeltaCn legaldbb 0,1, vagy ennél magasabb érték esetében jelez helyes
taldlatot. Ez az érték azt mutatja, hogy egy fehérje esetében mennyire
kiilonbozik az elso lehetséges taldlat a masodiktol. Mivel a célunk az éleszto-
micélium &talakuldst kdvetden nagy mennyiségben expresszalddott fehérjék
kimutatdsa volt, ezeket a szliroket magasabbra allitottuk és a taldlatok
esetében a minimum XC érték 20,14 és a DeltaCN 1,9 volt. Ez adhat
magyarazatot a kis szdmban azonositott fehérjékre.

A fehérjékre vonatkozé adatokat a kovetkezd adatbazisbol toltotték le:

ftp://ftp.sanger.ac.uk/pub/yeast/pombe/.

4.3.3. Mikroszkopia

A mikroszképos  felvételeket Olympus BH-2, Zeiss LiveCell
fénymikroszképokkal és a Zeiss LSM 510 konfokdlis mikroszkoppal
készitettiik.

A Zeiss LiveCell mikroszképpal készitett felvételeket a AxioVision Veiwer
szoftver (Carl Zeiss Microlmaging GmbH) segitségével vizsgaltuk. A
konfokélis mikroszképpal készitett felvételek megtekintéséhez az
AimImageBrowser szoftver (Carl Zeiss Microlmaging GmbH) telepitésére
volt sziikség. A vad tipusi és morfolégiai mutdns torzseinkrol készitett

térhatdsu képeket Nomarski objektiv segitségével fényképeztiik.



4.3.3.1. Specialis targylemez
Kisérleteink sordn a S. pombe hifdk fejlodésének nyomonkovetésére és
konnyebb megfigyelésére specidlis targylemezt (Integrated BioDiagnostics,

u-slide VI) alkalmaztunk (3. dbra).

3. abra A micélidlis novekedés soran
felhaszndlt p-slide VI targylemez rajza
Méretek: 6 csatorna,
nyilas atmérdje: 4 mm
- A csatorna térfogata: 30 pl
- csatorna hossza: 17 mm
csatorna szélessége: 3,8 mm

csatorna magassaga: 0,4 mm

Ez az eszkdz nagyon hasznosnak bizonyult a hifdk fényképezése sordn,
ugyanis az agarba dgyazddott, furédott hifa fonalak fotdzdsat sokszor
nehezitette a vastag tdptalaj fénytorése. A targylemez segitségével
végigkovethettiik az egyes hifa fonalak struktirdjat, novekedését idoben, ill. a
A kisérletek kezdetén a targylemez hosszanti folyosdjat toltottiik fel a még
meg nem szilardult, agart tartalmazé t4poldattal (30ul). A taptalaj
megdermedése utdn vagy leoltottuk az egyik lyukba a tenyészetet, vagy oda
Ujabb tdptalajt csepegtettiink, olyan vastagsdgban hogy sejtjeink konnyen
elérhessék a csatorndt és ezutin kacsnyi tenyészetet helyeztink a
megszilardult taptalajra. A szemben 1év0 lyukat kisérleteinknek megfeleléen
toltottiik fel taptalajjal, vagy annak cAMP-vel (8-bromoadenozin 3°,5’-cAMP
ciklikus monofosztat, B5386 Sigma) kiegészitett keverékével, vagy cAMP
oldattal 4titatott filter papirral (cAMP torzsoldat: 0,1M-os, az alkalmazott

koncentracié: 50mM). Mivel tenyészeteinket akar tobb hétig is vizsgaltuk,



benedvesitett barsony darabbal biztositottuk a kelld nedvességet a téptalaj
szdmdra. A targylemezt a barsonydarabra helyezve zart petri csészében 30°C-

on inkubaltuk.

4.3.3.2 Fluoreszcens festések

Citolégiai  vizsgédlatokndl gyakran alkalmaznak fluoreszcens festési
eljarasokat. Ezeknek az a lényege, hogy ha egy fluoreszcens festékkel
megjelolt anyag specifikusan képes hozzdkotddni a sejt  bizonyos
alkotéelemeihez, akkor ezek az alkotéelemek kiilonbozd megvilagitas
hatdsdra oly médon fluoreszkalnak, hogy jol lathat6ak €s jol elkiiloniilnek a
kornyezetiiktdl. A megfestett részek lehetnek pl. a sejtmag, sejtfal,

vaku6lumok, az aktin, de mds fehérjék vagy fehérjecsaladok is.

4.3.3.2.1. Vakuolum festési eljarasok
Az itt felsorolt festékeket a S. pombe €s S. japonicus sejtjeiben és hifaiban
taldlhaté vakudlumok lathatova tételére és az endocitézis folyamatdnak

kovetésére alkalmaztuk.

FM4-64

Az endocitézis markerként is ismert amfifil festék a vakuélum membrant
teszi lathatéva (Vida és Emr, 1995). Szerkezetileg hdrom részre tagolodik:
hidroféb farok (1), amely eldsegiti a molekula beépiilését a membranba, fej
(2), amely megakaddlyozza a molekula 4tjutdsit a membrdnon és a test (3),
amely meghatdrozza a festék &ltal kibocsijtott fény jellegét. Az FM4-64
egyarant jol alkalmazhaté novényi, dllati és gomba sejtekben (Betz és
ts1,1996, Bolte és tsi, 2004, Vida és Emr, 1995, Fisher-Parton és tsi, 2000).
Elesztésejtek festéséhez exponencidlis fazisban 1év6 tenyészetet YEL-ben

mostuk, majd (16mM t6rzsoldatbol; Molecular Probes, T3166) FM4-64-et



adtunk a tenyészethez 20 uM-os végkoncentricioban. 30°C-on, 10 percig
inkubaltunk. Ujabb mosds és 30 perces inkubélds utin rodamin filtert
felhasznalva figyeltiik a sejteket a mikroszkopban. Az inkubdldsi 1d6 4-8
ordara novelésével értiik el az agarba dgyazott micéliumok FM4-64 festését.
Ugyanezt a festéket hasznaltuk a S. japonicus endocitézisdnak térbeli és

idébeli nyomon kovetésére is €16 sejtekben.

MDY-64

A Molecular Probes cég egy masik fluoreszcens festékét (yeast vacuole
membrane marker MDY-64, E komponens, Y7531) is haszndltuk a S.
Japonicus sejtek vakudlumainak lathatéva tételére. A vakudlum festd kit E
komponensének mukodése a mar emlitett FM4-64-hoz hasonld. A sejteket
10mM-os 5% gliikozt tartalmazé HEPES pufferben szuszpendaltuk fel, majd
hozzaadtuk a festéket (10mM torzsoldat). 10uM-os végkoncentraciéju
festékkel dolgoztunk. Rovid inkubdlds utdn a sejteket friss HEPES oldatban
vettiik fel és mintat készitettiink. A két azonos funkcidju festéket (FM4-64 és
MDY-64) kiilonbozé kutatéhelyeken, az adott labor preferencidi miatt

hasznaltuk.

CDCFDA (Roberts és tsi, 1991)

CDCFDA (5-(és-6)-karboxi-2',7'-diklorofluoreszcein diacetit) az alacsony
pH-val rendelkezd sejtalkotok (pl.: vakudlumok) specifikus festéke, mely a
diffiiz médon a lumenbe keriilve fluoreszcens termékké hidrolizal (Roberts és
tsi, 1991).

S. pombe és S. japonicus sejtek exponencidlis fazisban 1évo tenyészeteit YEL
+ 10mM citromsav oldatban mostuk, majd YEL/citromsav +25uM
CDCFDA-ban (10mM toérzsoldat; Molecular Probes, C369) szuszpendaltuk

fel. Ezt kovetéen 15 percig szobahOn inkubaltuk. A sejteket hdaromszor



mostuk a mar emlitett YEL/citromsav oldatban. A mikroszképos megfigyelés
sordn FITC filtert alkalmazva vélik l14thatéva a fluoreszcens jel.

Micélium festés esetében az agardzkockdkat 30-90 percig inkubdltuk azonos
koncentraci6ju CFCFDA-ban majd a festéket YEL-lel lecserélve tavolitottuk

el.

4.3.3.2.2. Sejtfal és szeptum festés (Johnson és tsi, 1979)

A kalkofluor, egy olyan szerves vegyiilet, amely UV fénnyel torténd
gerjesztés esetén fluoreszkdl (optimdlis hullimhossz 360-400 nm).
Segitségével példaul S. pombe sejtfalon nyomonkdvethetd a szeptum képzés,
vagy a szeptacié mutacidja (pl.: Johnson és tsi, 1979, Streiblova, 1984). A S.
Japonicus esetében is sikerrel alkalmaztdk a sejtpolaritds valtozas kovetésére
(Sipiczki és tsi, 1998b). Morfoldgiai mutdnsaink szeptum képzésének
jellemzésére haszndltuk. A sejteket a protokolnak megfeleléen kalkofluorral
(Fluorescent Brightener, Sigma) festettiilk, majd mintdinkat a tirgylemezre
cseppentettiik, fedélemezzel lefedtiik és UV filtert haszndlva elemeztiik a

mikroszkop alatt.

4.3.3.2.3. Sejtmag festés (Alfa és tsi, 1993)

A DAPI (4’,6—diamidino—2—fenilindol) a DNS kettds spiral kis arkainak AT
gazdag régidiba kotédd DNS festék. S. pombe és S. japonicus var versatilis
esetében sikeresen alkalmaztik a kroszomdémaszdmok meghatarozédsara és a
S. japonicus var japonicus sejtmagszaminak meghatdrozdsira élesztd és
hifasejtekben (Alfa és tsi, 1993, Sipiczki és tsi 1998a). Ezt a festést a S.
Jjaponicus var. japonicus kromoszémaszdmanak meghatdrozasara hasznaltuk.
Mintédinkat fedOlemezzel lefedtik és UV-filtert haszndlva elemeztiik a

mikroszkop alatt.



4.3.3.2.4. Aktin festés (Marks és Hyams, 1985)

A fallotoxinok alkalmasak az F-aktin jelolésére és azonositdsdra fixalt és
permealizalt sejtekben. Ezért az aktinfestéshez rodamin jelolt Phalloidin-t
(Molecular Probes, R415) haszndltunk a kovetkezd protokoll szerint: PM
oldatban oldott paraformaldehiddel 60 percen keresztiil szobahdmérsékleten
fixaltuk sejtjeinket, ezutdn haromszor mostuk PM pufferben. A sejtmembréan
permeabilitdsdnak novelése érdekében a sejtekre PM-ben oldott 1%-os
TritonX-100-at tettiink, ezt 45 méasodpercig hagytuk rajta. Majd djabb harom
mosds kovetkezett PM pufferben. 20 ul kezelt tenyészethez 1ul (0,2 unit)
festéket adtunk, ezutdn 60 perc inkubdlds kovetkezett. A mikroszopos

megfigyeléshez és a képek készitéséhez rodamin filtert hasznéltunk.

4.3.3.2.5 pREP41GFP plazmid felhasznalasa a hifasejtek megfigyelésére

A pREP41 a pREP plazmidcsaldd tagja, expresszidés plazmid. A pREP
plazmidok ugynevezett nmt promotere a S. pombe tiamin szintézisében részt
vevé nmtl gén promotere, amely tiamin jelenlétében maximalis represszidt,
azonban tiamin hidnydban magas expressziét mutat. A gén promoterét és
termindtorat tartalmazé DNS fragmenteket megfelelé plazmidba klénoztdk,
elddllitva a replikativ pREP (pREP3 LEU2 markerrel, pREP4 ura4
markerrel) és az integrativ pRIP vektorokat (Maundrell, 1993). A promoter
irdnyitott mutagenezisével kozepes (pREP41/42) és alacsony (pREP81/82)
expressziot biztosité vektort is eldallitottak, tobbféle markerrel (Basi €s tsi,
1993). A doktori munkdhoz biztositott eredetileg leu! auxotréfidt hordozé S.
pombe  torzset, GFP fehérjét kifejez6 pREP41-GFP plazmiddal
transzforméltdk (Craven és tsi, 1998). A S. pombe sejtjeiben felhalmozédd
z0ld fluoreszens fehérje segitségével a hifasejteket, a sejtalkotok szdmat és
helyzetét tudtuk alaposabban megfigyelni. A mikroszképos megfigyelés

soran FITC filtert alkalmazva vélik lathatéva a fluoreszcens jel.



5. EREDMENYEK

5.1. Micélium-képzés és citologia

5.1.1. A két faj micélium-képzési stratégiaja eltéro

A S. japonicus dimorf hasadé élesztdgomba, képes valédi micélium
képzésére (pl. van der Valt és Yarrow, 1984, Sipiczki és tsi, 1998a, 1998b,
Bozsik és tsi, 2002). A S. pombe vad tipusa, jol meghatarozott koriilmények
kozott szintén képes valddi micélium létrehozdsira (Amoah-Buahin és tsi,
2005, Dodsgon és tsi, 2009). Ebben a fejezetben a két azonos nemzetségbe
tartozo faj e tulajdonsdganak 6sszehasonlitdsat mutatjuk be.

A két faj vad tipusd torzseinek micélium-képzését limitdlt nitrogénforrast
tartalmazé és a S. pombe micélium-képzését indukdld taptalajon (LNBA),

azonos tenyésztési koriilmények kozott hasonlitottuk Ossze (4. dbra). A

telepeket a taptalaj egy-egy szeletének kivagésa utdn fényképeztiik.

4. abra Micéliumot képz6 telepek. (1) S. pombe NCYC132 torzs, 14 nap,
30°C, LNBA taptalaj. Méretvonal:30 um. (2) S. pombe 1975 torzs, 21 nap,
30°C, LNBA téptalaj. Méretvonal: 100 um. (3) S. japonicus 7-1 torzs, 8 nap,
30°C, LNBA téptalaj. Méretvonal: 100 um.

Szabad szemmel vizsgidlva a telepek alatt képzett micéliumokat,
megfigyelhetjiik, hogy az invaziv novekedés mindhdrom esetben a telepek
alatt, a fonalak dltal a tdptalajba vdjt, €k (bizaszem) alakud réseken keresztiil

indult meg. Mindegyik esetben egyontetiien az €ktdl sugdrirdnyban kifelé.



A S. pombe NCYC132 és L975 torzsei koziil a micélium-képzés
vizsgalatit a laboratériumi kisérletekhez gyakrabban haszndlt 1.975-0s
torzzsel folytattuk. Az L1975 torzs hifdi a novekedés korai szakaszaban
széttartbak azonban viselkedésiik a késObbiekben, az eldgazdsok
megjelenésével megvéltozik: egymdssal nagyobb, vastagabb egységekbe
csavarodva hatolnak be a tdptalajba (5. dbra). A korai fazis széttartdan
novekvé fonalai a késébb kialakulé vastagabb egységek vezetd szdlai
lesznek, melyek novekedésiikkel biztositjdk az egész egység tovabbi
fejlodését. Az eldgazdsok azok, amelyek a kotélszerlien Osszefonddott
fonalakt6l eltéré irdnyba novekednek, ezdltal kialakitva az egységek
halézatat. A kotegek vezetd szdlainak csucssejtjei meghosszabbodnak, ami
azonos a S. japonicus hifdindl litottakkal. A koteg belsejében 1évd hifak

jellegzetesen rovidebbek €s rovid sejtekbdl allnak.

5. abra Az agarkockdkban tobb micélium réteget kiilonitetiink el. A szeletek

tavolsaga: 7, 25, 37 um. Méretvonal: 25 um

Mikroszkép alatt vizsgdlva a micéliumot jol l14thatd, hogy a S. japonicus hiféi
széttartdan novekednek; megjelennek a mar ismert gyors novekedésii hifak
(melyek a novekedési front eldtt jarnak) és a micélium tomegét add tobb-
kevesebb eldgazast tartalmazé fonalak (Sipiczki és tsi, 1998a és sajit
megfigyelés alapjan). A tdptalaj felszinét6l mélyebbre hatolva mindkét faj

vizsgdlt torzseinek esetében siirlibb micéliumot taldlunk.



Miar a kisérletek kezdetén feltiint, hogy a két faj a hifa novekedés
gyorsasagdban is kiilonbozik. Mig a S. japonicus 7-1 torzsének 5-10 napos
tenyészeteit mar jOl lathatd micélium veszi koriil, addig a S. pombe L975
torzsének jellegzetes, koteges szerkezeti micéliumdnak megjelenéséig
legaldabb 14 napot kell varni.

Szabad szemmel megfigyelhetd, hogy mind a két faj azonos nagysigu
élesztdtelepet hoz 1étre. A telepek koriil képzett micélium hossza €s a
telepeket alkotd sejtek, igy a hifdk mérete is eltér. LNBA tdptalajon 14 nap
elteltével a S. pombe 1.975-0s torzse 1-3 mm-es micéliumot noveszt, mig a S.
japonicus 7-1 micéliuma akdr 10-17 mm hossza is lehet. A S. pombe
élesztdsejtjeinek atmérdje 3,5 mikron €s hossza a sejtciklus alatt valtozé 8-14
mikron (van der Valt és Yarrow, 1984). Mig a S. japonicus élesztOsejtek
atlagos mérete 5-9 x 6-14 mikron (van der Valt és Yarrow, 1984).

A S. japonicus esetében az irodalmi adatok szerint a nitrogén gradiens
az, amely a micélium novekedést kivéltja €s irdnyitja (Sipiczki és tsi, 1998a),
ezért megvizsgaltuk a micélium méretét LNBA taptalajon. 5 nap inkubdlds
utdn a 6. dbran lathaté tenyészetek koriil YEA taptalajon 2-4 mm, LNBA
tdptalajon 3-8 mm hosszd micélium fejlédott. 21 nap elteltével is megmértiik
a micéliumokat és azt tapasztaltuk, hogy a két telep koriil kialakult micélium
mérete néhany milliméteres eltéréssel hasonld hosszisagi (18-23 mm). Tehat
a S. japonicus 7-1 dimorf &4talakuldsa gyorsabban végbemegy csokkentett
mennyiségll nitrogént tartalmazé tdptalajon, de kialakult micélium hossza

hasonl6 a két tdptalajon.

6. abra A S. japonicus 7-1 torzs micélium-képzése YEA (1) és LNBA (2)

taptalajokon



5.1.2. 8. japonicus hifai a specialis targylemezben

Kisérleteinkhez a tovédbbiakban az Integrated BioDiagnostics, p-slide
termékcsalddjabol valasztottunk egy specidlis targylemezt (14sd: Anyagok és
modszerek fejezet 4.3.3.1. bekezdés), amelynek egyik eldnye, hogy
sejtjeinket és a kialakult micéliumot konnyebben lathatéva tudtuk tenni, mint
az agarbdl kivagott szeletek esetében. A madsik eldnye az volt, hogy
meghatarozott idonként kovetni tudtuk a tenyészet véltozasait. A targylemez
kialakitdsa lehetové tette, hogy novekedést befolydsold, vagy a sejtalkotdkat
lathatova tévO vegyszereket is a tenyészethez adjunk a két végén 1évo
nyilason keresztil. A S. japonicus tenyésztési koriilményeit ebben a
tirgylemezben gyorsan optimalizdlni tudtuk: az 7-féle kiprobdlt taptalajbol
négyen tapasztaltunk novekedést (8. tablazat). A 1,5 % agart tartalmazd
taptalajon nem alakult ki a micélium. A késObbiek sordn a legrovidebb id6
alatt leghosszabb hifat biztosité 5. szamu tdptalajt hasznéltuk. A 6.-7. préba
Osszedllitdsakor a cAMP éleszto-micélium 4dtalakuldsra gyakorolt hatdsara
voltunk kivéancsiak. Az igy kapott eredményeink a kordbbi vizsgédlatokat
erdsitik meg, melyek szerint a magas cAMP koncentracié gétolja a hifdk

kialakulasat és a sejtes forma fenntartdsat segiti el (Sipiczki és tsi, 1998b).

8. tablazat A S. japonicus 7-1 torzs esetében kiprobalt taptalajok

(Jelmagyardzat: n: nem lattunk fonalas novekedést, i: valédi hifat lattunk)

probak osszetétel agar fonalas
elsé | csatornaban | hatso lyuk | koncentraciéo | alak
lyuk

1. YEA YEA YEA 1,5 % n

2. YEA YEA YEA 2,0 % i

3. SMA YEA YEA 2,0 % i

4, SMA LNBA YEA 2,0 % i

5. LNBA LNBA YEA 2,0 % i

6. LNBA LNBA LNBA+cAMP 2,0 % n

7. LNBA LNBA YEA+cAMP 2,0 % n




A novekedési fronttal szemben (hatsé lyuk) nitrogénben gazdag, komplett
szilard taptalajt csepegtettiink, ezaltal indukdlva a dimorf atalakulast,
biztositva a hifa novekedést irdnyit6 nitrogén gradienst.

A leoltott exponencidlis fdzisban 1év0 tenyészetekbdl 3 nap elteltével, a
tirgylemez csatorndjdban megjelentek a meghosszabbodott sejtek és

hifafonalak (7. abra).

7. abra A S. japonicus 7-1 hifa novekedésének kezdeti stadiuma a specidlis

targylemezben. Méretvonal: 10 um

A specidlis targylemez hosszanti folyosdjdnak térfogata 30 ul. Ebben a
rendelkezésre 4ll6 novekedési térben a tenyészet hifdit jol elkiilonithetéen
lehetett megfigyelni. A hifa fonalak 4tmérdje 6-10 pm, ezért tobb réteg hifa is

kialakulhatott tdrgylemeziink csatorndjaban (8. dbra).

8. abra A S. japonicus 7-1 hifdinak réteges elhelyezkedése a specidlis

tirgylemez csatorndjdban 1évé tdptalajban. A rétegeket 10 mikrononként
fotdztuk 30 db képet készitettiink, ebbdl 3 db-ot emeltiink ki: 8, 14 és 17.
képeket, amelyek egy-egy rétegnek felelnek meg. Méretvonal: 100 um



5.1.3. S. pombe hifai a specialis targylemezben

A S. pombe fonalas novekedésének kivaltdsa érdekében, a S.
Japonicus-hoz hasonl6an, tobb tiptalaj-kombindciét vizsgaltunk (a S. pombe
két vad tipusu torzse koziil a laboratériumokban gyakrabban hasznalt, 1.975-
0s torzsét hasznaltuk a tovabbi kisérleteinkhez). Az egyes kombindcidkban az
agar koncentracidjat, a tdptalajokat és azok helyét is véltoztattuk (9. tdblazat).
A 9. tablazat 1-5. prébdja esetén a Petri csészékben produkalt invaziv hifa
novekedését (4. dbra) nem tudtuk targylemeziink segitségével megismételni.
2-4 hét elteltével a csatorndkat és a beadagolds helyéiil szolgdlé lyukakat
kitoltd komplett (YEA), vagy a limitdlt nitrogénforrdst tartalmazé LNBA
tiptalajpan nem jelentek meg a hifdk. Az elsé négy komplett taptalajt
alkalmazé préba esetében megfigyelésiink Amoah-Buahin é&s tarsai
tapasztalatdt tdmasztotta ald, amely szerint a vizsgalt S. pombe 1.975 vad
tipusu torzsnek tdl magas a rendszerbe bejuttatott nitrogén mennyiség a
fonalas alak kialakuldsdhoz. Erdekes, hogy a csak LNBA-val feltsltstt 5.
préoba esetében az LNBA-t tartalmazd Petri csészékben tapasztalt invaziv
novekedést nem tudtuk kivaltani.
A hifdk novekedésének eldsegitése érdekében cAMP-vel (50 mM)
kiegészitett taptalajt csepegtettiink, vagy cAMP oldattal atitatott, steril
filterpapirt raktunk a novekedési fronttal szemben 1évo lyukba (9. tdblazat 6-
10. préba) (Amoah és tsi, 2005 alapjan). Majd mikroszkép segitségével
vizsgdltuk a tenyészet fejlodését. Ezeknél a kombinacidknal figyeltilk meg a
fonalas alakok kialakuldsat. A késdbbiekben 6-8. szamu taptalajt haszndaltuk a
hifanovekedés vizsgélatdhoz.
A kontrolként haszndlt S. japonicus 7-1 torzs esetében, az ugyanolyan
koriilmények kozott és mennyiségben adagolt cAMP gatolta a hifak
kialakulasat. Irodalmi adatok alapjan tudjuk, hogy a Sa. cerevisiae esetében a

tenyészethez adott cAMP a pszeudohifdk kialakuldsdhoz vezetett. Az



alhifakat alkot6 sejtek ugyanakkor alakjukban kiilonboztek a nitrogén €hezés
hatdséra kialakult fonalakat alkotoktdl. Mig az utébbiakat meghosszabbodott,
addig a cAMP-vel kezelt tenyészetek dlfonalait kerek sejtek alkottdk (Pan és
Heitman, 1999). A S. pombe sejtjei hengeres alakiak (van der Valt és
Yarrow, 1984). Megfigyeléseink szerint minden vizsgalt mintdban a cAMP, a
7-15 napos inkubdldst kovetden, a S. pombe hengeres sejtjeinek tovabbi
megnyuldsat és tobb sejtbdl 4116 rovid fonalak kialakuldsat idézte eld. A rovid
fonalakat pszeudohifaként kezeltik. A S. pombe pszeudohifii a mi
meghatdrozasunk szerint a tdptalaj felszinén novekvd 3-5 sejtes fonalak,
amelyek 1-2 eldgazdst tartalmazhatnak. Az kiilonbozteti meg Oket a valddi
hifédkt6l, hogy nem invazivak, azaz nem hatolnak be a taptalajba. Ezeket a
leoltott 10-15. napjan, a

csatorndkban tenyészetek novekedésének

tenyészetek periféridin figyelhettik meg. Tovabbi inkubdlds utin a

tenyészetekben megfigyeltiik a valddi hifdk kialakuldsat is.

9. tablazat A S. pombe 1.975 és 1165 torzskonyvi szamu torzsek esetében
kiprébalt taptalajok (' m: nincs fonalas novekedést, i: megnyiilt sejteket, tobb

sejtbol all6 pszeudo- és valddi hifét lattunk)

probak Osszetétel agar fonalas
elsé lyuk | csatorna hats6 lyuk | koncentracio alallc

n/i

1. tires YEA YEA 1,5 % n

2. YEA YEA YEA 1,5 % n

3. YEA YEA YEA 2,0 % n

4. LNBA LNBA YEA 2,0 % n

5. LNBA LNBA LNBA 2,0 % n

cAMP-vel kiegészitett taptalajok

6. LNBA LNBA LNBA+cAMP 2,0 % i

7. LNBA LNBA YEA+cAMP 2,0 % i

8 LNBA LNBA cAMP oldatba 2,0 % i

aztatott filter
9. SMA LNBA LNBA+cAMP 2,0 % i
10 iires LNBA LNBA+cAMP 2,0 % i




Mikroszképunk lencséje alatt a 7-10 napos tenyészet periféridjan megnyult
sejteket, tobbsejtes egyetlen eldgazdst tartalmazé képleteket lattunk. Ezzel

szemben a tenyészet belso részein az egysejtes forma dominalt (9. dbra).

U 9. abra A S. pombe L975 torzsének tenyészete

a 7. szamu taptalajon. Méretvonal: 10 pm

Kisérleteinket a vad tipusi torzs mellett egy olyan specidlis torzzsel is
elvégeztiik, amely a pREP41-GFP vektorral tortén6 transzformélast kovetden
a citoplazmdban felhalmoz6d6 GFP (green fluorescence protein) fehérjét
termelt (10. abra). A 1165-0s torzset a 9. tablazatban bemutatott 7. és 8.
szdmu tdptalajokon tenyésztettilk. Megfigyelésink szerint a fluoreszcens jel
nem jelent meg minden sejtben (ennek magyardzata az lehet, hogy a
transzformdlds utdn nem minden sejt hordozta a plazmidot, valamint bar
replikativ a plazmid, az osztédds sordn nem keriilt be a lednysejtekbe). Ez
esetiinkben hatrany és elony egyszerre, mert tobb alkalommal az érdekes
sejteket nem tudtuk megvizsgdlni, ugyanakkor a nagy sejtslirliségli

tenyészetben konnyebb volt felfedezni a ,,z6ld szinli” tobbsejtes fonalakat.

10. abra A GFP-t expresszalo 1165-6s torzs tenyészetének fluoreszkaldsa.

(1) a tenyészet kiilsé keriiletén a néhdny osztédds utin egylitt marado,



meghosszabbodott lednysejteket lathatjuk (2) az inokulum belsejében

élesztdsejteket taldlhatunk. Méretvonalak: (1) 10 um, (2) 5 pm

5.1.3.1. Koteges (,,rope”) szerkezet kialakulasanak kezdeti lépései és
micélium-képzés a csatornaban

A csatorndkban megfigyeltiik, hogy a megnyult sejtek vagy az osztdédas utdn
egyiitt marado, ledanysejtek a cAMP-t tartalmazé teriiletek felé orientdlodnak.
Ezzel elkezdddik a koteges struktira kialakuldsa a sejtek egymads irdnydba

fordulasaval (11. abra).

11. abra A S. pombe 1.975 torzsének sejtjei a targylemez folyoséjdban (a 7.
szamu taptalajon). A bekarikazott részlet nagyitva a masodik képen taldlhato.

Meéretvonalak: 20 um (1), 10um (2)

A 12. abréan jol lathatd, hogy a késObb kialakul6 pszeudohifdk elagazasai a
teriletek hatékony koloniz4dcidja mellett a struktira Osszetartdsara is
irdnyulnak, sok esetben nem kifelé, hanem a struktira belseje felé
novekednek. Ezt a Petri csészében novekvd tenyészetek esetében is

megfigyelhettiik.

12. abra A GFP proteint tartalmazé pszeudohifa
sejtek jol elkiilonithetéek a S. pombe 1165-0s

torzsének tenyészetében. Méretvonal: 10 um



A citoplazméban felszaporoddé GFP protein segitségével a meghosszabbodott
sejtek és az eldgazdsokat tartalmazé néhdny sejtes, rovid pszeudohifdk

szeptumainak helyzetét is megvizsgalhattuk.

Egy idOsebb tenyészet periféridlis régidjat vizsgilva a kovetkezo képet latjuk

(13. abra):

13. abra Tobbsejtes, rovid pszeudohifdk a S. pombe 1165 torzsének 15 napos
tenyészetében. Tovabbi magyardzat a szovegben. Méretvonalak: (1) 10 um,

(2,3) 5 um

A 13/1. 4dbran a két kiemelt tobbsejtes elem eltdvolodott a ,,rope” szerkezet
tobbi tagjatol, ez valdszinlileg a targylemez mozgatdsanak kovetkezménye
lehet, de igy a tobbi fluoreszcens sejttdl elkiilonitve vizsgalhat6. Az 13/2.
abrén lathato rovid pszeudohifa négy sejtbdl all, melyek mindegyike festodott
GFP-vel. Szintén jol lathatéak a nem festddott szeptumok, valamint a
citoplazma bizonyos sotéten maradt részein a sejtmag €és a vakudlumok
korvonala figyelheté meg. Egy eldgazds indul a szeptum aldl.

A 13/3. abran egy 5 tagu, a fejlodés egy késdbbi fazisdban 1év6 pszeudohifat
lathatunk. A cstcssejtje hosszabb, mint az azt kovetd sejtek hossza. Két
eldgazast tartalmaz. A csucssejttol szamitott harmadik sejtje kisméretii, ez a
S. japonicus valddi hifdindl is megfigyelhetd (pl. az 5.1.5. Vakudlum tipusok

S. japonicus hifasejtekben cimii fejezetben).



A fonalakon belill az egyes sejteket a S. pombe esetében is szabdlyosan
1smétlodd szeptumok valasztjak el. A sejtek a képeken nem olyan hossziak,
mint a S. japonicus hifdi esetében, ezt a telepek alatti micéliumot tartalmazé
agarkockdk esetében is megfigyelhettiik. A S. pombe stratégidja gy tlinik
inkdbb a stabil, erds, markans szerkezetii hifakdtegek kialakitdsa, mintsem a
S. japonicus-ndl megfigyelt joval hosszabb egymastdl széttartdéan ndovekvo
hifékéi.

Ebben a specidlis tdrgylemezben az agarkockdkban megfigyelt valddi
hifdkat a leoltott sejtslirliség €s az inkubdcids id6 novelésével értiik el (14.
abra). A 12. dbran néhdny sejtréteg alakitja ki a jellegzetes elrendezddést. A
14. ébrdn ugyanakkor az lathat6, hogy ha tobb sejtet oltunk le a csatorna

bevezetd nyildsdhoz, kialakulhat az invaziv fonalas alak.

14. abra A S. pombe 1975 torzsének micélium-képzése a targylemez

csatorndjaban (a 7. szdmu taptalajon). Méretvonal: 50 um

5.1.4. Vakuélumok a S. pombe hifasejtekben
A CFCFDA a vakudlumokat teszi lathatovd a S. pombe sejtjeiben. Ezt a
festést annak érdekében végeztiik el, hogy lathassuk, hogy a S. japonicus-hoz

hasonléan a micélium-képzés sordn kialakulnak-e poléris, 6rids vakuélumok.



A 15. dbrén meghosszabbodott sejtekben és az agarba fiir6d6 valédi hifdkban
intenziv fluoreszcens jelet lattunk. A meghosszabbodott sejtekben nem
taldltuk a poldris, Orids vakuolumokat. A hifasejtekben pedig hasonld
jelintenzitast tapasztaltunk, mint a 15/1. dbrdn bemutatott felvételen. A 15.
abran bemutatott képek alapjan azt feltételezziik, hogy ilyen szempontbdl

nincs hasonlésdg a két faj kozott.

15. abra A S. pombe 1.975 hifasejtjeinek vakudlum festése CDCFDA-val. (1)
A targylemez csatorndjdban 1évd sejtek (2) az agarban kialakulé micélium.

Meéretvonalak: (1) 10 um, (2) 20 um

5.1.5. Vakuoélum tipusok S. japonicus hifasejtjeiben

A S. japonicus hifdinak vizsgdlatdval egyértelmlien kideriil, hogy a hifak
novekedését a faj a vakudlumok méretének novelésével teszi gazdasidgossa
(Sipiczki és tsi, 1998b). A S. japonicus hifdiban eltéré méretli és alaku
vakudlumokat taldlunk, melyek a hifdk mas-mds régidinak jellegzetes
kompartmentjei (16. 4bra). A cstcsi részek kevésbé vakuolizdltak, itt
nagyobb méretli vakuélumok nem fordulnak eld. Ovalis, kerek, kis és
kozepes méterti vakuolumok leginkdbb a szubapikalis régidkban figyelhetoek
meg. Ahogy tavolodunk a hifacstcstol, ugy novekszenek a vakuolumok is: a
tubuldris alakdak a tdvolabbi régidkban, az O6rids vakuolumok pedig
leginkdbb a hifdk bazdlis részein taldlhatéak, polaris helyzetiiek (Sipiczki és

ts1, 1998a, 1998b).



16. abra Vakudlum tipusok a S. japonicus hifaiban. Az 1. dbran lathaté hifa
csucsi sejtjei (la) citoplazméban gazdagok és kevésbé vakuolizaltak. Ezeket
a sejt 4llapotdtdl, az osztédds oOta eltelt 1d6tél fiiggden citoplazmdban
szegényebb és vakudlumban gazdagabb sejt koveti (1b). Olyan sejteket is
lathatunk a képen, melyek az osztéddst kovetden Orids vakuolumokat
tartalmaznak és rendkiviil kevés citoplazma allomédnnyal rendelkeznek (2c).
Nyillal jeloltiik a szeptumok aldl indul6 elagazasokat. Méretvonalak: (1) 10
um, (2) 20 um

5.1.6. A S. japonicus vakuélumainak vizsgalata fluoreszcens festékekkel
A S. japonicus invaziv, elagazast tartalmaz6 hifainak jellegzetes vakudlumait
fluoreszcens festékek segitségével jellemeztilk. Ha a sejteket egyidejiileg
festjiik a két fluoreszcens festékkel, jOl lathatéan pirossal kirajzolédnak a
vaku6lumok kérvonalai (FM4-64), mig a vakuélum membranon beliili teret a
z01d szinlit CDCFDA teszi lathatova.

A vakudlumok alakja az élesztdsejtekben is dinamikusan véltozik, a 17.

abran lathat6an gomb alakitdl a tubuldrisig.



gomb tubuldris

17. abra A S. japonicus élesztosejtjei (1) FM4-64-gyel és (2) CDCFDA-val

kezelve, (3) dupla festés. Méretvonal: 5 um

A S. japonicus tenyészetébdl megpréobaltunk a felszin kozelében 1évo hifat

festeni FM4-64-gyel és CDCFDA-val (18. abra).

18. abra A S. japonicus tenyészetének felszin kozelében 1€vo hifait festettiik
(1) FM4-64-gyel és (2) CDCFDA-val kezelve, (3) dupla festés. A nyil

mutatja a fiziondl6 vakuélumokat. Méretvonal: 25 um

A képen lathat6, hogy a hifdk a hozzaférés nehézségei miatt sériiltek, ezért
bizonyos régidkban erdsen narancssarga festddés tapasztalhaté a sejt
lizisének kovetkeztében. Ugyanakkor ezen az dbran jol bemutathatd, hogy a

kialakult 6rids vaku6lumok gyengébben festddtek, mint kisebb tarsaik.



Felszin kozeli fonalak vizsgdlata sordn figyeltiik meg a 19. dbrdn bemutatott

vakudlum faziot.

19. abra Vakudlum fazi6 a S. japonicus egyik hifasejtjében. A nyil mutatja a

fiziondl6 vakudlumokat. Méretvonal: 10 um

Kisérleteinket 10-14 napos tenyészetek vizsgélataval folytattuk tovabb. Az
agarba furddott hifdink esetében a legeredményesebb modszer az
agarszeletek festése volt. Mintdinkat az agarbdl kivdgva nyertiik, ezeket az
agarkockdkat inkubdltuk a festékekkel (20. és 21. dbra). Novekvd hifdkat
csak FM4-64-el festve azt tapasztaltuk, hogy a jellegzetes vakuoldris
mintdzat jol lathato: a hifacsicshoz kozeli kisebb méretii és a tdvolabbi Orids
vakuolumok korvonalai szépen megjelennek a képeken. Erdekes, hogy

minden vizsgalt hifacsticson jol lathat6 erds festddés tapasztalhato.

20. abra Kiilonbozé kord hifasejtek
festédése S. japonicus 7-1 tenyészetében.

M¢éretvonal: 20 um




Az élesztisejtek €s hifdk festése sordn arra lettiink fegyelmesek, hogy a hifak
CDCFDA-val jelolt o6rids vakudlumai esetében kevésbé intenziv jelet

kaptunk, mint amit a kisméret{i vaku6lumoknél megfigyeltiink.

21. abra A vakudlumok eltérd festédése S.
Jjaponicus 7-1 hifaiban. A S. japonicus hifdit
CDCFDA-val festve lathatjuk, hogy a
nagyobb méreti vakudlumok kevésbé
intenziv zold szintiek.

Meéretvonal: 50 um

A miasik kiilonbség a festék bejutdsdanak iddtartama: az élesztOsejteknek
maximum 1 6rds inkubdlds elegendd, hogy a festék felvétele befejezddjon,
eljusson a végsd endocitétikus kompartmentig, mig a hifasejtek esetében

ehhez 4-8 6rds inkubadlasra volt sziikség.

5.2. Endocitdzis

5.2.1. Endocitézis a S. japonicus sejtekben

A S. japonicus élesztOsejtjeinek endocitotikus udtvonalat az FM4-64
fluoreszcens festék internalizicidja révén kovettik (22. dbra). A festék
endocitozissal keriil felvételre és ttja a plazmamembrantdl egészen a
vakuolaris membranig tart (Vida és Emr, 1995, Bone és tsi, 1998, Fischer-
Parton és tsi, 2000).

Az felvételeken az FM4-64 felvételének jellegzetes szakaszait lathatjuk: mar
az elsd kép elkészitésekor, 1-2 perccel a festék hozzdaddsa utdn egyértelmiien
lithatd a plazmamembran, majd 5-8 perc elteltével fluoreszcens foltok
figyelhetéek meg a sejtek két végében, amelyek az endocitézis helyét, a

novekvo sejtvégeket jeldlik ki. Ujabb 10 perc elteltével kisméretii korai és



késdi vezikulumokat, endoszoémékat lathatunk a sejtvégek kozelében. Egyre
tdvolodva azoktdl, kirajzolédnak a nagyobb méretli vakuélumok. Hatarozott
korvonallal rendelkezé vakudlumokat a festék hozzdadédsatol szamitott 39
perc, maximum 1 ora elteltével figyelhettiink meg. Oszt6do6 sejtek esetében a
festék akkumulaciéja nemcsak a két sejtpéluson hanem az ekvatoridlis sikban

is megfigyelhetd, a kialakul6 szeptum helyén.

4.5 perc 7,5 perc 16,5 perc 21 perc 25,5 perc 31,5 perc 39

7,5 perc 21 perc 25,5 perc 31,5 perc 39

22. abra Az endocitézis bemutatdsa S. japonicus 7-1-es torzsének élesztd
sejtjeiben. Az 1. sorozat a S. japonicus bipoldrisan novekvo élesztdsejtjének
FM4-64 felvételét, azaz endocitézisdnak utvonalat mutatja. A 2. képsoron
pedig egy osztédo sejt festék felvétele és endocitézisa kdvethetd nyomon.

Meéretvonalak: (1) 4 um, (2) 5 um

Az endocitézis a meghosszabbodott S. japonicus élesztd sejtekben is nyomon
kovethetd (23. dbra). A megfigyelt sejt mindkét végén lathatéak a
fluoreszcens foltok, kisebb mértékben a kevesebb citoplazmat €s a nagy
vaku6lumot tartalmazé oldalon és nagyobb mértékben a citoplazmaban

gazdagabb végen.



1 6ra 13 perc

5 perc 29 perc 58 perc
23. abra Az é€leszté-hifa atalakulds kezdeti stidiuméban 1évé sejt FM4-64

felvételének 1épései az id0 fiiggvényében. Méretvonal: 7 um

A hosszu festodési 1d0 az egyik ok, ami miatt a hifdkban a festékfelvételt
nem tudtuk nyomon kovetni. A kivagott agarkockdk vastagsaga eltérd volt,
ezért bizonyos fonalak elébb, mig masok késobb festddtek, ezért nem tudunk
a felvételrdl pontos informdacioval szolgdlni. Azt tobb esetben is lattuk, hogy
a plazmamembran nagyon rovid idd alatt festddott (7-10 perc, 24. dbra), de
ezt kovetden nincs adatunk az endocitdzis tovabbi 1épéseirdl. Csak a végso

fazist és az ahhoz sziikséges idOt tudjuk megbecsiilni adataink alapjan.

24. abra FM4-64 felvételének kezdeti
stddiuma a S. japonicus 7-1 hifdiban.

Meéretvonal: 50 pm




A specidlis targylemezben a két lyukon adagolt festék sem segitett az
endocitozis nyomon kovetésében. Azt gondoljuk, hogy az inokulum
nyilasdhoz kozel esO élesztosejtek felvették a festék jo részét, igy az nem

kell6 mennyiségben jutott el a tivolabb 1év0 hifasejtekhez (25. dbra).

25. abra FM4-64 felvétele a
tairgylemezben novekvd S.
Jjaponicus 7-1 tenyészeténél.

Méretvonal: 20 um

5.3. Farnezol hatasa az éleszto-micélium atalakulasra a S. japonicus-nal
A farnezol az tgynevezett ,,quorum sensing” molekuldk ko6zé tartozik. Ez az
egyik olyan kismolekuldju vegyiilet (amely a Chanel No. 5 parfiim egyik
OsszetevOje is), amely befolydssal bir a tenyészet novekedésére, a patogén
fajok virulencidjara, a C. albicans esetében pedig gatolja az éleszté-micélium
atalakulast (Hornby és tsi, 2001, Nickerson és tsi, 2006). Kisérletiinkben
vizsgaltuk a farnezol a S. japonicus 7-1-es, vad tipusu torzsének micélium-
képzésére gyakorolt hatdsat (26. abra).

1

-

26. abra A farnezol micélium-képzést gatld hatdsa a S. japonicus 7-1 torzs

esetében.



Miar 1 mM-os koncentridciéban is majdnem tokéletes mértékben gitolta a
micélium-képzést. A kovetkezd alkalmazott koncentrdaciéndl, 5 mM,
micélium nem alakult ki. Mdésik kisérletiinkben 1 mM volt a maximdlis
koncentraci6, a micélium novekedést pedig 12 nap utdn vizsgaltuk.
Megallapithat6, hogy a farnezolt 1 mM-os koncentriciéban tartalmazd
komplett taptalajon a hifa novekedés mar csak harom pontrdl indult meg és a
kialakult fonalak is rovidebbek voltak a kontrol csészén mérthez képest. A
fokozatosan csokkend koncentracié a hifa novekedés egyre tobb pontbdl

torténd meginduldsat és a hosszabb micélium kialakuldsat engedte meg.

5.4. Acetil-szalicilsav (aszpirin) hatasa az éleszt6-micélium atalakulasra a
S. japonicus-nal

A patogén gombafaj C. albicans esetében bebizonyitottdk, hogy a
ciklooxigendz inhibitorok: aszpirin, etodolac, diclofenac, celecoxib,
nimesulide, ibuprofen és meloxicam gatoltak a biofilm kialakuldsét, valamint
befolydsoltdk az éleszté-micélium atalakuldst (Alem és Douglas, 2004).
Emldsokben a ciklooxigendz enzimek (COX-1 és COX-2) a foszfolipidek
prosztaglandinnd alakitdsdban vesznek részt, mely vegyiiletek sokrétii
bioldgiai aktivitdssal rendelkeznek, mint példdul a gazdaszervezet
immunvalaszanak befolydsoldsa (Noverr és Huffnagle, 2004). A C. albicans
és a Cryptococcus neoformans egyarant termelnek prosztaglandinokat,
azonban ez utdébbi gombadkban betdltott szerepérdl nagyon keveset tudunk
(génreguldtorként, vagy akar virulencia faktorként is mikodhetnek). A
ciklooxigenaz gatlok (pl. aszpirin) jelentdsége abban rejlik, hogy ismert
antifungdlis szerekkel kombindlva hasznossa vdlhatnak a terdpids kezelések
soran.

Kisérletiinkben vizsgaltuk az aszpirin vad tipusi S. japonicus torzsiink

éleszto-micélium atalakuldsara gyakorolt hatdsét (27. dbra).



27. abra Az acetil-szalicilsav hatdsa a S. japonicus 7-1 torzsének micélium-

képzésére.

Az éleszté-micélium dtalakuldst mar a 2mM-os aszpirin koncentricid is
redukalta, azonban a tenyészet periféridjan helyenként még megfigyelhetd
volt az atvéltds. A novekvd mennyiségben alkalmazott aszpirin 4 mM-os
koncentraciéjandl minimdlis volt, 5SmM-os koncentraciéjandl pedig megsziint
a hifanovekedés. Az élesztOk még képesek voltak gyenge szaporoddsra
ezeknél a koncentraciokndl. 10mM-os koncentracié az élesztdsejtek
novekedésének ledllasahoz és pusztuldsdhoz vezetett. Mikroszkép alatt a 28.

abran bemutatott valtozasokat figyelhettiik meg.

28. abra A S. japonicus 7-1 élesztésejtjei (1) 0 mM és (2) 10 mM acetil-

szalicilsav jelenlétében. Méretvonal: 5 um.



Eloregedett élesztdsejteket lathattunk a kontrol telep kozepébdl vett, 14 napos
tenyészet mintdjaban. A maximdlisan alkalmazott 10mM-os koncentracional
a tenyészetben nagyon kis szdmban lattunk €l6 sejteket, leginkdbb

meghosszabbodott, elpusztult sejtek vazat talaltuk.

5.5. Schizosaccharomyces japonicus micélium-képzésben sériilt mutans
torzseinek izolalasa, genetikai analizise és jellemzése

Ahhoz, hogy a micélium-képzésben szerepet jatszd génekrdl minél tobb
informdciét megtudjunk, micélium negativ torzsek izoldldsat és
rekombindcids analizisét tlztiik ki célul. Feltételeztik, hogy e jelleg
héatterében azoknak a géneknek a mutédcidja all, amelyek részt vesznek az
éleszté-micélium atalakulds sordn lejatszodé folyamatokban.

Vizsgdlataink szerint a S. japonicus a késobb megismert S. pombe micélium-
képzésével szemben megtartotta azt az eldnyét, hogy az éleszté-micélium
atalakulas konnyebben indukdlhaté, a micélium-képzés gyorsabban
lejatszodik é€s a feltételek is egyszertibben biztosithatdak.

A S. Jjaponicus genomszekvencidjanak megismerésével
(http://www .broadinstitute.org/annotation/genome/schizosaccharomyces_gro
up/GenomesIndex.html) pedig molekuldris bioldgiai eszkdzkészletének

,hatranya” is csokkenni fog (Furuya és Niki, 2009).

5.5.1. S. japonicus morfolégiai mutans (myc™) torzsek izolalasa

Az azonos id0 alatt képzett micélium mérete és slriisége alapjan harom
mutdns csoportot kiilonboztettiink meg, amit a 3.2.8.2. fejezet 1. dbrdjan
mutattunk be. A tovdbbi izoldlds és szelekcid sordn olyan mutdnsokat
kerestiink, melyek auxotréfidjukat megtartottdk, a4m micéliumot nem
fejlesztettek, azaz a bemutatott harmadik csoportba tartoznak. Azért tartottuk
ennek a myc™ fenotipusnak a vizsgélatat kiemelten fontosnak, mert a mutaciéd

hatterében 4116 gén sériilése nemcsak részlegesen gétolta, vagy felgyorsitotta,



hanem egyértelmiien megakaddlyozta az élesztd-micélium atalakuldst.
Kisérleteink sordn a harmadik csoportba tartozd, részben kordbban, részben
altalunk ennek a programnak a kereteiben izoldlt myc™ mutdnsok genetikai
analizisét végeztiik el.

A tanszéki torzsgyljteményben hdrom myc torzs (7-63, 7-96, 7-147)
szerepelt (Bozsik €s tsi, 2002). E harom mutdns mellé tovdbbi 8 mutans
torzset izolaltunk. Tobbszoros kontrol tesztek utdn a kovetkezd tiz micélium-
képzésre képtelen torzset valasztottuk tovabbi vizsgélataink alanyainak: 7-63,
7-96, 7-148, 7-154, 7-155, 7-156, 7-157, 7-159, 7-163, 7-176 (a vastagon
szedett torzskonyvi szdmok az Ujonnan izoldlt micélium negativ torzseket
jelentik). A 7-147-es mutans az Gjabb vizsgdlatok eredményei szerint utdlag

elvesztette myc™ tulajdonsdgat.

5.5.2. Keresztezés vad tipusiu torzzsel: Back cross

Mutansaink mindegyikét protoplaszt fizidval kereszteztiik olyan micélium-
képzésre nézve vad tipusu torzzsel, amely auxotréfidja komplementer volt a
mutanséval (7-80 wura-, 7-131 ade-). A heterozigéta fuziés termékek
sporaztatd tiptalajon azigotikus aszkuszokat képeztek (29/1. abra). Az ilyen
aszkuszokbol kiemelt oktddokban mindegyik esetben micélium-képzésre
nézve 4 myc” : 4 myc szegregaciés mintdzatot kaptunk, ami azt jelzi, hogy a
muténsok valéban egyetlen génben sériiltek. Erdekesség, hogy az idésebb
sporazo tenyészetekben nemcsak 6-8 spords aszkuszok akadtak, hanem 14-16
sporat tartalmazdak is (29/1-2. dbra). Ennek az lehet a magyardzata, hogy a
diploid sejtek egymadssal fuziondltak €s tetraploid zigotdkat hoztak 1étre. A
tetraploid zigétdkban lezajlott a spoéraképzés, melynek eredménye e

nagyszamu sporak megjelenése az aszkuszokban.



29. abra: Azigotikus aszkuszok és zigotikus dridsaszkuszok a mutdnsok és a
vad torzsek fuzigjaval 1étrehozott diploidokban. Csillag jeloli az azigotikus

(2n) aszkuszt. Nyilhegy jeloli a zigotikus (4n) aszkuszokat. Méretvonal: 5 um

5.5.3. Rekombinacids analizis

Kisérleteinket a mutansok egymds kozotti keresztezéseivel folytattuk, annak
érdekében, hogy kideriiljon vajon a mutdnsok azonos vagy eltérd génekben
sériiltek. Torekedtiink arra, hogy az 0Osszes lehetséges parositdsban
elvégezziik a keresztezést. Mivel a keresztezések protoplaszt fuzidval
torténtek, a pdrositdsok feltétele az volt, hogy a keresztezendd mutdnsok
eltér6 auxotréfidval rendelkezzenek. Azokban az esetekben pedig,
amelyekben az azonos auxotréf marker akaddlyozott benniinket a parositasok
elvégzésében, auxotroéf markerét tekintve rekombindns torzseket hasznaltunk
(ezeket az auxotréfidgjukban eltéré6 am az eredeti myc mutéciét hordozo,

micélium negativ torzseket az adott mutans és egy vad tipusu, értelemszertien
mas auxotr6f markerrel rendelkezd torzs fizi6jabdl szarmazé rekombinans
sporaklonok szelekcidjaval nyertiik), vagy az elvégzett kisérleteink alapjan
feltételeztiik a myc* utédok lehetéségét. Péld4ul nem végeztiik el a két leucin
auxotrof torzs 7-63 és 7-155 keresztezését, de a kapott adataink alapjan
14ttuk, hogy a 7-155x7-157 keresztezésben myc" rekombindnst kaptunk, ami
azt jelenti, hogy a 7-155 torzs mutacidja eltér a 7-157-es torzs mutdcigjatol.
Ez pedig azt jelenti, hogy nem tartozik egy csoportba a 7-156-0s, 7-96-0s és

7-63-as torzsekkel sem.



A protoplaszt fizié eredményeként, minden parositasnél tobb diploid fuzids
terméket izoldltunk és spordztattunk. A mikromanipulacié soran elkiilonitett
sporaklonokat izoldltuk, majd meghataroztuk auxotréfidjukat és micélium-
képzési jellegeiket. Eredményeinket a 30-32. dbrdkon és a Melléklet 1-2.
tdblazataiban foglaltuk ossze.

Két micélium-negativ torzs keresztezésekor egy adott oktddbol

szarmazo6 sporakbol felnovekvo telepek vagy csak myc , vagy kiilonbozd

ardnyban myc  és myc’ (rekombindns) fenotipussal rendelkezhetnek. A
micélium negativak vagy az egyik, vagy a madsik sziil6i jelleget 6rokolt
mutansok lehetnek, vagy dupla muticiét hordozé rekombinansok. Ez utébbi
genotipust molekuléris bioldgiai adatok hidnydban, és a hifa novekedés
alapjan fenotipusosan, nem tudjuk beazonositani. Azonban az oktad tobbi
sporajabol felnovekvd telep fenotipusa alapjan feltételezhetjiik, hogy két
mutdciot is hordoznak. Példdul egy teljes oktad egyik tagja vad tipusd, akkor
az egyik myc™ sporanak dupla mutdnsnak kell lennie.

Amennyiben egy keresztezésben az Osszes, kihuzott oktdd vizsgalatat
kovetden egyetlen alkalommal sem taldltunk olyan spdrabdl felnovekvd
telepet, amely koriil micélium alakult ki, azt feltételeztiik, hogy a két sziil6i
torzs azonos génben sériilt. Myc® spéra képzddése esetében pedig tgy
gondoljuk, hogy kiilonb6zd génekben bekovetkezett muticidk okozzdk a
micélium képzés képességének elvesztését a keresztezett torzsekben.

A vizsgalt oktadjaink kozott kaptunk csak sziil6i fenotipust mutatd

8 myc : 0 myc’ oktddokat. Az azonos génben sériilt muténsok esetében csak
ilyen oktadokat lattunk. Ez azt jelentette, hogy a 8 myc utéd a két sziil6

genotipusat 4 myc : 4 myc aranyban hordozta (30. dbra).



2: 63x157-es keresztezés 5. szamu aszkuszanak bemutatasa
Sa 5b 5c 5d Se 5f 5g 7-157

myc | myc | myc | myc |myc | myc |myc | myc

leu- |ura- | leu- ura- |ura- |leu- |leu- | ura-

30. abra Azonos génben sériillt mutdnsok keresztezésébdl szarmazo
sporaklonok. (1) A két csészén a 63x157 torzsek keresztezésébodl izoldlt
sporakbdl képzddod telepek (csak 7 spora képzett telepet: Sa-g) 21 nap
inkubdlds utdn sem képeznek hifat. A 7-157-es mutanst nyillal jeloltiik.

(2) A 63x157 torzsek keresztezésébol szarmazd 5. szamu aszkusz spordibol

felnovekvo telepek micélium-képzése €s auxotrofidja.

Eltéré génben sériilt mutdnsok keresztezésekor is kaptunk olyan oktddokat,
ahol egyik spéra sem volt képes micélium fejlesztésére. Ugyanakkor ettdl
eltérd oktadokat is megfigyeltiink. Kaptunk 4 myc” : 4 myc™ szegregaciot
mutaté oktadokat is (31. abra). Ezekben az oktddokban mindegyik spdra
rekombinans lehetett. A 31. 4brdn lathaté csészeképeken is az oktad 7
sporaklonjabdl felnovekvo telepeket tudtuk bemutatni. Ebben az esetben a
nyolcadik spordbol képzddo telep fenotipusat a hét masik telep fenotipusa
alapjan meghatdrozhatjuk. A S. japonicus oktidjai ugyanis ugy alakulnak ki,
hogy a zigéta meiozisdt kovetden lejatszédik egy mitdzis, amely
eredményeként, paronként azonos genotipusi spordk jonnek létre az
aszkuszon beliill. A vizsgélt nyolc spoérds oktdd pedig parentdlis ditipusu
(esetiinkben ez 8 myc™ sporit jelent), tetratipust (esetiinkben ez 6 myc : 2
myc" spérit jelent), vagy nem parentdlis ditipusi (esetiinkben ez 4 myc™ : 4

myc” spérét jelent) lehet. A 7 spérabol felndvekvd telep fenotipusa alapjan



igy elegendd informdcionk van ahhoz, hogy kovetkeztessiink a nyolcadik

spora genotipusdra. A 31. dbran bemutatott aszkusz nyolcadik spéraja myc™.

2: 159x157-es keresztezés 7. szamu aszkuszanak bemutatasa

Ta 7b Tc 7d Te 7t 7g 7-157

myc | myc | myc’ myc~ myc | myc | myc myc~

liz- ura- ura- liz- liz- ura- liz- ura-

31. abra Eltéré génekben sériilt partnerek keresztezésébdl képzodott oktad.
(1) 159x157 torzsek keresztezésébdl szarmazd 7. szamu nem teljes oktad 7
életképes spordval. A 7-157-es torzset nyillal jeloltiik. (2) A 159x157 torzsek
keresztezésébdl szarmazd 7. aszkusz spordibol felnovekvo telepek micélium-
képzése €s auxotrofijja.

Olyan oktadokkal is taldlkoztunk, amelyekben a szegregdcié 6 myc™ : 2 myc*
volt (32. dbra). Ezekben az esetekben arra gondoltunk, hogy a szegregécid
oka lehetett crossing over, vagy génkonverzios nem reciprok rekombinacios

esemény. E16bbi esetben a 6 myc utddbol kettd rekombinans, dupla mutans,

mig 4 sziili myc~ genotipust hordoz 2:2 ardnyban. Igy a sziiléi allélok 4:4
aranyban képviseltek. Az utébbi génkonverzids esemény akkor jon létre, ha a
kialakulé Holliday struktdra felolddsa crossing over nélkiil jon létre, ekkor a
heteroduplexben a hibas bazisparosodas javitisa vagy az egyik, vagy a masik

allél irdnydban torténhet.



2.148x163-es keresztezés 2. aszkuszanak bemutatasa

2a 2b 2c 2d 2e 2f | 2g 2h

myc” | myc’ | myc |myc  |myc |my |myc | myc’

C
ura- arg- | arg- | ura- arg- prot | prot* | arg-
ura- * ura-

32. abra Eltér6é génekben sériilt partnerek keresztezésébdl képzodott oktad.
(1) A 148x163 torzsek keresztezésébol szarmazd 2. szamu teljes oktdd 8
életképes spordval. (2) A 148x163 torzsek keresztezésébdl szarmazd 2.
aszkusz spordibol felnovekvd telepek micélium-képzése és auxotréfidja

(prot* a prototrof telepeket jeloli).

6 myc" : 2myc” jellegli oktddot nem kaptunk. Ez az tn. diszparzités
jelenségének is betudhatd. Génkonverzi6 esetén vagy az egyik, vagy a mdsik
allélhoz torténik a hibds bazisparosodds javitdsa. Azonban, mint esetiinkben

is bebizonyosodott az egyik allél eldnyben részesiil a masikkal szemben.

A Melléklet 1-2. tabldzataiban Osszefoglalt eredményekbdl l4thatjuk, hogy
hdrom pdrositds esetében nem kaptunk myc”, rekombindns spérdkat. Minden
vizsgalt spérabdl felnovekvo telep micélium negativ volt. Ezek a kovetkezdk
voltak: 7-157x7-63, 7-156x7-157, 7-182x7-156. A spora-életképesség a
keresztezésekben az 4atlagoshoz volt hasonld. Ezek az eredmények azt
sugalljak, hogy a harom torzs azonos génben sériilt.

A Melléklet 2. tdblazatdban a 7-96-os mutdns egyetlen keresztezése
szerepel. A tovabbi pdrositdsokat azért nem végeztiik el, mert a 7-96-0s

mutans Bozsik €s tarsai 2002-es cikke alapjdn, a 7-63-as mutdnssal azonos



génben sériilt. A 159x96-os keresztezést a 7-159-es mutdns tovdbbi
vizsgdlata érdekében végeztiik el.

A Melléklet 2. tablazatiban feltiintettik az egyes keresztezések esetén
kihizott oktddok szdmat, valamint a teljes oktddokat (mind a nyolc spéra
telepet képez). A szamokbdl lathat6 és dltalanossdgban elmondhatd, hogy kis
szamu komplett oktdddal dolgozhattunk. Ebben a tdbldzatban a nyolc spords
aszkuszokbdl kihuazott oktddok szdma mellett taldlhatjuk a spora-
életképességet jelzd adatokat is. Ez az informacié az oktddok 8 spordjabol
életképes, telepet képzd spordk ardnydra utal. Egyetlen keresztezés esetében
kaptunk 100%-ot megkozelitd értéket (157x154). A legtobb parositdsnal 60-
85%-o0s életképességet mértiink (az atlagos életképesség 71,9 %). 90%-ot
meghalad6, magas életképességet a 157x163 (90,4%), 154x157 (97%)
keresztezésekben kaptunk. Mindkét keresztezésben a 7-157-es mutdns vesz
részt, ezért megvizsgaltuk a tobbi keresztezést is, ahol ez a mutdns szerepelt.
A spora-€életképesség szempontjabol a 7-157-es parral torténd keresztezések
73-97%-osnak, tehat az atlagosndl magasabbaknak bizonyultak.

Hérom keresztezés esetén kaptunk 60%-nal kisebb értéket: 176x63 (52,1%),
156x159 (57,5%) és 155x159 (58,3%). Ha a tablazatban megvizsgaljuk a
harom péarositasbol kettdben részt vevo 7-159-es mutans tovabbi parositisait,
lathatjuk, hogy keresztezésével olyan oktddokat kaptunk, amelyekben a
spora-életképesség alacsony, vagy dtlagos volt: 148x159 (60%), 159x163
(60,8%), 154x159 (63,2%), 159x96 (66,9%), 159x176 (68,1%), 159x63
(68,6%) és 157x159 (76,6%). Ezek koziil a 157x159-es keresztezésben
kaptuk a legmagasabb életképességet, ami feltételezhetden a par masik
tagjanak tudhaté be. Az 0Osszes, kihuzott oktdd vizsgdlata alapjan azt
figyeltik meg, hogy ha tobb a vizsgélt oktddok szdma néhdny kivételtol
eltekintve az életképesség adatok is magasabbak. Ha ezt is figyelembe

vesszilk a 159-es mutdns pdrositasaindl, akkor a 148x159 és a 156x159



keresztezéseket a kevés vizsgdlt aszkusz miatt kivehetjiik a tovabbi
elemzésekbdl.

A kihizott oktddok szdmdnak novelése és az életképesség javuldsa aldl
kivétel a 176x63-as keresztezés. A legkevesebb felnovekvod telepet ebben a
parositasban kaptuk (52,1%). Ez azt jelentette, hogy a kihuzott 23 oktad 8-8
spordjabol 4-4 fejlesztett telepet. Szintén alacsony spora-életképességet
tapasztaltunk 16 kihudzott oktdd esetében a 148x176-as keresztezésekben. A
tapasztalt alacsony életképesség egyik lehetséges magyardzata a 7-176-o0s
mutans gyenge életképessége lehet.

A myc”, rekombinéns spérdk ardnydnak elemzésekor a legmagasabb értéket
a 154x159-es pdrositasnal kaptuk (53,5%). Szintén 30% fo16tti a myc* sporak
ardnya a 63x159, 96x159, 148x156, 155x159, 156x159, 157x159, 157x163,
159x163 és a 159x176-0s keresztezésekben. Viszonylag kevés, 5-5 kihuizott
oktdddal dolgoztunk a 148x156 és 156x159-es keresztezésekben, ezért ezek
elemzésétdl a tovabbiakban ilyen szempontbdl eltekintiink. Megvizsgalva a
rekombindns spérdk szamdt a 7-159-es mutdns keresztezéseiben lathatjuk,
hogy a legtobb alkalommal magasabb 30%-nél (kivétel a 148x159, ebben az
esetben 6 oktaddal dolgoztunk). A 7-159-es torzs keresztezéseinél megfigyelt
alacsony spora-életképesség a sporak 25-40%-anak pusztuldsat jelzi. Az ezzel
parhuzamosan mért legtobb alkalommal az 4dtlagosndl magasabb myc* spérdk
aranyabol arra kovetkeztethetiink, hogy az oktddokban taldlhatd, bizonyos
genotipusi spordk nem voltak életképesek. Mivel a sziildi genotipust hordozé
muténsok és a rekombindns, myc’ spérdk is életképesek, azt gondolhatjuk,
hogy a két sziil6i mutaciét egyiitt hordozé spoéra nem novesztett telepet. Ez
jellemzd lehet a 154x159, 155x159, 163x159-es keresztezésekre (a 148x159
és 156x159-es keresztezéseknél a vizsgalt spordk szama alapjdn ilyen
kovetkeztetést nem vontunk le). A 63x159, 96x159, 157x159 és a 176x159-

es parositasok tovabbi vizsgédlatokat igényelnek.



Szintén magas rekombindns spdraszamot kaptunk a magas életképességet
mutatd 157x163-as keresztezésben. A 90,4%-os életképesség azt jelenti, hogy
minden 10. vizsgdlt spéra pusztult csak el. A magas rekombindns myc”
aranybol pedig arra kovetkeztethetiink, hogy a legtobb kapott spdra
rekombindns vad tipusu volt és az eldzdekben felsorolt keresztezésekkel
ellentétben a dupla mutans is életképesnek bizonyult.

A vad tipusu rekombindns spordk szdma a kovetkezd keresztezésekben nem
érte el a 11%-ot: 156x176 (7,4%), 163x63 (7,6%), 154x155 (10,5%) és
148x154 (10,8%). A 156x176-os keresztezés esetében kevés sporat
vizsgdlhattunk, igy ebbdl az értékbdl a myc” sporak jelenlétén kiviil, tovabbi
kovetkeztetést nem vonhatunk le. A fennmaradé harom (vastaggal szedett
keresztezések) eset érdekessége az volt, hogy az egymdssal keresztezett
mutansok mikroszkopos vizsgdlataink alapjan (lasd: 5.5.4.1.1. és 5.5.4.1.2.
fejezet) hasonlé morfoldgiai és citoldgiai jellegekkel rendelkeztek. Ez alapjan
pedig feltételezhetd volt, hogy a parokndl a muticidt azonos gének hibdi
okozzdk, ezért keresztezésenként az dtlagosndl tobb oktddot huztunk Kki.
Mindhdrom pérositds esetében taldltunk olyan oktddokat, amelyekben a
spérdk kozott rekombindns, myc’-ok is voltak, tehdt feltételezheten
mutdnsaink kiilonb6z8 génekben sériiltek. A myc* spérdk alacsony ardnyud
megjelenése a rekombindcidé kis gyakorisdgdval, azaz a gének esetleges
kapcsoltsdgaval magyardzhaté. Ez azt jelentené, hogy a 7-148, 7-154, 7-155
mutansok egy, a 7-163, 7-63 (és igy a 7-96 mutdns is) pedig egy masik
kapcsoltsdgi csoportot alkotnak.



5.5.4. Micélialis mutansok sejttani jellemzése
Az UV mutagenezissel eldéllitott mutdnsaink mikroszkdpos vizsgalata soran
tobb, a myc™ fenotipushoz tarsul6 jellegre lettiink figyelmesek. Ezeket a

tulajdonsagokat a Melléklet 3. tdbldzataban foglaltuk Ossze.

5.5.4.1. Az élesztésejtek alakjaban bekovetkezett valtozasok
A vad tipusu torzs fiatal, 24 6rds, YEL-ben rézatott,
tenyészetében ovalis, hosszuikds élesztdsejtek taldlhatdéak

(33. 4bra). Szilard téptalajon (YEA) vizsgidlva az

élesztdsejtek alakjdban végbemend véltozdsokat, l14thatjuk,
hogy a 3-6 napos tenyészetben mar megindul az az 4talakulds, melynek
eredménye a sejtek megnyildsa, poldris novekedés és a valddi hifdk
megjelenése. Ebben a tenyészetben a lekerekedd, hossziikds élesztdsejtek
mellett meghosszabbodott sejteket, a tenyészet sz€élérdl vett mintdban pedig

kisméretli hifakat lathatunk (33. abra).

33. abra A S. japonicus vad (7-1) tipusu térzséne (1) 24 oras és (2,3) 3
napos tenyészete. Méretvonalak: 5 pm (1), 10 um (2, 3)

Muténs torzseink esetében a szildrd taptalajon lattuk, hogy ez az étalakulés
elmarad. Munkdnk tovdbbi részében a mutdns tenyészetek mikroszképos
vizsgdlata sordn az élesztd sejtalakban bekovetkezd vdltozdsok mellett a
hifazas szempontjdbol alapvetd sejtpolaritds alakuldsét, a vakudlum képzést

és a sejtfal szerkezetének véltozasat vizsgaltuk.



5.5.4.1.1. sep-szerii novekedés

A S. japonicus vad tipusu torzsének tdpoldatban novesztett, exponencidlis
fazisdban 1évo tenyészetében az élesztOsejtek a szeptum képzést kovetden
elvdlnak egymadstdl, a kdvetkezd osztddas csak ezt kdvetden indul meg. A 7-
63, 7-96, 7-156, 7-159, 7-163 torzskonyvi szdmmal jelzett mutdnsok
exponencidlis fazisban 1év0 tenyészetében (YEL) a 34/1. dbran az osztédds
utdn egyiitt marad6 lednysejteket lathatunk. Az igy kialakult sejtlancok akér
6-8 sejtbdl is felépiilhetnek. Ezek a sejtldncok nem azonosak a S. japonicus
szilard taptalajon képzett valddi hifdival, hiszen emlékezziink csak arra, hogy
a szelekcié sordn épp a micélium negativ torzseket vélogattuk ki. Ez a
jelenség a S. pombe sepl-1 mutans torzsének mikrohifdira (Sipiczki és tsi,
1993) emlékeztet, ezért az ilyen fenotipust ,,sep-szerlinek” neveztiik el. Ha
ugyanezen mutdnsok 6 napos szildrd taptalajon (YEA) novekedd tenyészetét
vizsgaljuk (34/2. 4bra), eltérd képet latunk a mikroszkép alatt. A sejtlancok
felbomlanak, a sejtek lekerekednek. Két mutdns estében (7-63 és 7-96)
szdmos Orids sejt is megjelenik a tenyészetben, amelyben extrém méretii

vakuolum alakult ki.

34. abra A 7-63-as mutdns exponencidlis és stacioner fazisban 1évo
tenyészete. (1) Osztédds utdn egyiitt marad6 sejtek alkotta mikrohifa az
exponencidlis fazisban 1év6 tenyészetben. (2) Lekerekedett sejtek és Orids
méretll, nagy vakudlummal kitoltott sejtek a stacioner fazisu tenyészetben.

Meéretvonalak: 3 um.



Ha kalkofluorral festjiik a tdpoldatban szaporodd tenyészetet, a sep-szerlien
novekvo mikrohiféak tagjainak szdma is j6l kivehetové valik (35. abra). Amint
azt a S. pombe sepl-1 mutans torzsére is igaz: ezek a mikrohifdk nemcsak a
szabadon 4ll6 sejtvégen novekednek, hanem a kozbiilsé sejtek révén, a

szeptumok alatti eldgazasok 1étrehozaséaval is.

35. abra Mikrohifdk a 7-159-es mutdns exponencidlis fazisban 1évo
tenyészetében. (1) Fénymikroszképos morfoldgia (2) ugyanazon sejtek

kalkofluorral festve. Méretvonalak: 3 um

A mikrohifdk esetében kivédncsiak voltunk arra, hogy minden egyes sejt
tartalmaz-e sejtmagot, vagy az osztéddsok utdn sejtmagot nem Orokolt

hifatagok jottek létre. Ezért tenyészetiinket DAPI-val festettiik (36. dbra).

36. abra DAPI-val és kalkofluorral festett
mikrohifa a 7-159-es mutdns exponencialis

fazisban 1évo tenyészetében. Méretvonal: 2

um

A sep-szerli novekedést mutaté 7-163-as mutdns masik érdekessége a

sejteken beliil kialakul6 vakuolaris hal6zat szabdlytalansaga (37. dbra).



37. abra Mikrohifa és vad tipusu sejtek a 7-163-as mutans exponencidalis
tenyészetében. (1) Fénymikroszképos morfoldgia. (2) MDY-64 festett sejtek
morfologidja. A torzs jellegzetessége, hogy szabdlytalan, nagyméretii

vaku6lumokat tartalmaz. Méretvonal: 3 um

Ezeket a 7-163-as mutédnsra jellemzd vaku6lumokat egyarant megtaldljuk az
egyedi sejtekben és a mikrohifdkban is. A 7-80-as és a 7-163-as torzskonyvi
szamu torzsek keresztez€sébol tobb teljes oktdd sziiletett. A nyolc sporabol
felnovekedett nyolc telepbdl mintdkat készitettiink és megvizsgaltuk a

vaku6lum-morfoldgia 6roklodését (38. dbra). Azt tapasztaltuk, hogy a myc™
fenotipus €s a vakuolaris mintdzat egyiitt oroklddik.

.
- -

38. abra A nyolc aszkospérabol felnovekvo telepekbdl készitett mintak

vakuolumai (a sejteket MDY-64-gyel kezeltiik). Méretvonal: 3 um



5.5.4.1.2. Kerek sejtek

Myc™ mutdnsaink tenyészetében szildrd tdptalajon, az inkubdlas 6-10 napja
utdn, a vad tipustdl eltérd képet latunk: a megnyult sejtek és kialakuloban
1évo hifdk helyett lekerekedett, rovid élesztdsejteket taldlunk. Néhdny mutans
esetében (7-148, 7-154, 7-155, 7-176) az exponencidlisan novekvd
tenyészetekben is ezeket a jellegzetesen kerek sejteket figyelhetjiik meg (39.

abra).

39. abra Rovid és kerek sejtek a 7-148-as mutans (1) 24 6rds, YEL-ben
nevelt tenyészetében. (2) Vakudlummal kitoltott sejtek a stacioner fazisban

1évo tenyészetben. Méretvonal: 5 pm

A 7-176-0s mutdns esetében a kisérletek sordn megfigyeltiik, hogy a kerek
élesztdsejtek szOlofiirthdz hasonldan egyiitt maradnak. A sejtek nem minden
esetben vdlnak el egymadstdl, esetenként sep-szerli novekedési mintat

lathatunk (40. abra).

40. abra Egymashoz tapadd sejtcsoport a 7-176-0s

mutdns 24 6rds, YEL-ben nevelt tenyészetében.

Meéretvonal: 3 um

Kerek mutédnsaink, eltéréen a vad tipusi torzs élesztdsejtjeitdl, izotrép
novekedésliek. Hogy bizonyitsuk e feltevésiinket, fixalt sejtek F-aktin festését

végeztiik el.



A sejtekben az aktin foltok random eloszldst mutattak, szemben a bipoldrisan
novekvo, hosszikas alaku, vad tipusi sejtekben tapasztalt szabdlyos, a sejtek

két végére Osszpontosuld aktin eloszlassal (41. dbra).

41. abra Az aktin eloszldsdnak Osszehasonlitdsa a vad és mutdns sejtekben.

(1) 7-1 vad tipust torzs (2) 7-155 mutans. Méretvonalak: 3 pm.

A sejtpolaritas elvesztése nemcsak az aktin eloszlasban mutatkozott meg.
Kalkofluorral festve a sejteket lathatéva valtak a szeptumok és az osztédasbol
visszamaradt osztédasi heg nyomai (42. dbra). A vad tipusu sejtek esetében a
kialakul6 szeptum mindig a hosszanti tengelyre merdlegesen, a sejt kozponti
vonaldban jon létre. A kerek sejtben az el6z0 szeptummal kiilonb6ozd szdget
bezarva, ritkdn merdlegesen jonnek létre az djabb szeptumok. A mutdnsok
esetében tobbszor figyeltiink fel arra, hogy a kalkofluorral torténd festést

kovetben a sejt felszinén lerakddott szeptum anyag foltjai lathatdak.

42. abra Kalkofluor festés. (1) A vad tipusi torzs exponencidlis
tenyészetének sejtjei. (2) és (3) A 7-155 mutdns exponencidlis tenyészetének

sejtjei. (2) A mutdns sejtek szeptumai nem helyezddnek merdlegesen a



novekedés sikjara és (3) a sejtek felszinére a szeptum anyag foltosan rakédik

le. Méretvonalak: (1) 5 pm, (2, 3) 2 um

A vakudélumok jelentds szerepet jatszanak az éleszté-micélium dtalakulds
sordan (mint a 3.2.6.1 fejezetben kifejtettiik). A megnyult sejtek vakudlumai
fuziondlnak, majd a novekvd hifa egyik végében polaris sejtalkotoként fontos
szerepet toltenek be a bipolaris-monopoléris novekedés kialakuldsdban és az
energiakiméld hifa novekedésben. Kerek mutdnsaink esetében kisméret

vakuolumok toltik ki a sejteket (43. dbra).

43. abra A 7-154-es mutdns exponencidlis tenyészetében a vakudlumra
festett sejtek nagy szamdu, apré vakuélummal rendelkeznek (az alkalmazott

festék az MDY-64). Méretvonalak: (1) 5 um, (2) 3 um

Kerek mutdnsaink esetében az osztdddsok nem minden esetben jarnak azonos
méretli utddsejtek képzésével. A szeptum és sejtmag festéssel azt tudtuk

nyomon kdvetni, hogy minden utddsejt rendelkezik-e sejtmaggal (44. dbra).

44. abra A 7-154 mutans exponencidlis

tenyészetének sejtjei kalkofluor és DAPI

festést kovetden. Méretvonal: 2 um



5.5.4.2. Sporazas képességének tesztelése

Micélium-képzésben sériilt, myc™ torzseink spordzasi képességét sporaztatd
taptalajon (EMMA-N) vizsgdltuk (Anyagok és mddszerek 4.3.1.2. fejezet). A
kontrolként haszndlt 7-1-es torzskonyvi szamud, vad tipusi torzs
tenyészetében 24 oOra elteltével mar konjugéld sejteket, nagyszamu zigétikus
aszkuszt és szabad spordkat figyeltiink meg. Tenyészetében esetenként
taldltunk olyan aszkuszokat is, melyek két egymastdl el nem szepardlodott
lednysejt egyikének és egy masik ezektdl fiiggetlen sejt konjugdcidjanak
eredményeként alakultak ki. A késObbiekben a masik lednysejt is
konjugdlhatott egy arra alkalmas sejttel, igy 1étrejohetett egy egymadstdl a

szeptum révén elvélasztott dupla aszkusz (45. dbra).

45. abra Aszkuszok a S. japonicus 7-1 vad tipusud torzsének tenyészetében.
Sporaztatd taptalajon, 24 ora elteltével (1) 8 spdras zigétikus aszkuszokat és
(2) szeptummal elvdlasztott dupla aszkuszokat talaltunk. A szeptumot nyillal

jeloltiik. Méretvonalak: 5 pm

Mutansainkat vizsgadlva kordntsem lathattunk a vad tipusndl megfigyelt 70-
80%-0s spérazasi aranyt. A 7-154, 7-155 és 7-176-os mutdnsokndl nincs
konjugacid, nincs aszkusz- és sporaképzés. Ezek tehat sterilek.

A 7-63, 7-96, 7-148, 7-157, 7-159, 7-163 mutins torzsek esetében kis
szamban megfigyeltiink konjugdlo sejteket (46. dbra). Gyakran lattuk, hogy a
konjugicié folyamata a sejtvégek megnyuldsdval elindult, de kevesebb volt
az olyan eset, amikor a két sejt fuziondlt is. Az aszkuszképzés 24 O6ra

elteltével még nem, vagy elvétve volt megfigyelhetd. Ezekben a



tenyészetekben djabb 24 6rds inkubécié utdn mér l4ttunk aszkuszt, keveset
ugyan, de ez arra utalhatott, hogy az egyébként igen ritkdn bekovetkezd
konjugici6 esetenként befejezddott. Létrejott a diploid zigdta, majd a meidzis
is lejatszédott (amit mitézis kovetett), aminek eredményeképpen kialakult az
aszkusz, benne a 1-8 db aszkospdrdval. A 7-156-os mutdns tenyészete
kivételt képezett, mert bar itt sem taldltunk a vaddal megegyezd mértékii

sporazést, 40-60%-o0s sporazasi aranyt figyeltiink meg.

46. abra Steril és gyengén spordzé myc™ mutdnsok. (1) —l—es kontrol, (2) 7-

176-0s és (3) 7-96-0s torzskonyvi szamud mutdns torzsek. Méretvonal: 5 um

Meg kell jegyezniink, hogy a kisérleteket természetesen elvégeztiik a sziildi,
auxotrof torzsekkel is. A 7-26, 7-31, 7 -70, 7-81 auxotréf torzsek a vaddal
megegyezd sporaképzést mutattak.

A spérazas vizsgalata sordn tobb mutansndl tapasztaltuk, hogy a N-szegény
tdptalajon inkubdlt tenyészetben nagymértékii a sejtek pusztuldsa. 24 éra utdn
30%-os pusztulast lattunk a 7-176-0s, 50-50%-ost a 7-155-0s és a 7-154-es és
70%-ost a 7-157-es és torzskonyvi szadmu torzsek esetében. Tovdbbi mutans
torzseink tenyészetében is lathattuk, hogy a sejtek érzékenyek a nitrogén
mennyiségének csokkentésére, tobb elpusztult sejtet taldltunk a mikroszkdpos

felvételeken.



5.5.4.3. Sejtfal szerkezet integritasa

A S. pombe vagy a C. albicans esetében a sejtfal szerkezetében és kémiai
Osszetételében bekodvetkezd valtozdsok tobb tulajdonsdg, példaul a sejtalak
megvialtozdsdhoz vezetettek (pl: Ribas és tsi, 1991; Willer és tsi, 2005,
Herrero és tsi, 2004, Umeyama és tsi, 2006). Annak érdekében, hogy
megtudjuk, vajon hasonld véltozasok éllnak-e a S. japonicus mutansok
morfoldgiai jellegzetességei mogott is, hipoozmotikus koriilmények kozott
(vizben) teszteltilk a mutdns torzseink B-glilkandz érzékenységét (Melléklet

4. tablazat). A torzseket sejtalak alapjan harom csoportba soroltuk.

Tobb mint két 6rds inkubdlds utéan is jelentds eltérések tapasztalhatéak a vad
és mutans torzseink kozott: a mutans sejtek 60-100 szdzaléka, mig a 7-1-es
torzs sejtjeinek csak 40 szdzaléka pusztult el. Kisérleteink szerint a 7-176
mutans sejtjei bizonyultak a legérzékenyebbeknek: a sejtek 70%-a elpusztult
mar 50 perces enzimes kezelés utdn, holott a vad tipusu sejtek lizise csak
ekkor indult meg.

A 7-176-0s mutians kimagasl6 B-glilkandz érzékenységét egy madsik
megfigyelés is alatdmasztotta. A mutdnsok keresztezésekor elvégzett
protoplaszt fuzidndl felfigyeltiink arra, hogy a lysing enzimes kezelést
kovetden a 7-176-os mutdns tenyészetében a protoplasztok megjelenése
sokkal kordbbra volt tehetd, mint a tobbi mutins és a vad tipusi torzs
tenyészeteiben. A protoplaszt fizi6 sordn a sejteket 3.5 mg/ml koncentricidju
lysing enzimet tartalmaz6 kalium-klorid oldatban inkubdljuk a protoplasztok
kialakuldsdig, amely kb. 60-120 percet vett igénybe. A 7-176-0s mutansunk
sejtjei mar 16 perc elteltével az 47. abran lathato protoplasztokkd alakultak.



47. abra A 7-176-0s mutans sejtjei (1) lysing enzimes kezelés el6tt és (2) 16

perccel a kezelés és inkubdlds utan. Méretvonalak: 10 um

5.5.4.4. Mutans torzseink ozmotikus és homérséklet-érzékenysége

A S. pombe szamos morfologiai mutansdnal, példdul a sep, vagy az sph
(spherical, kerek) mutdnsokndl, a vad tipustdl eltérd kalium-klorid, kdlcium-
klorid, nétrium-klorid, magnézium-klorid, valamint szorbit és hdmérséklet
érzékenységet taldltak (pl.: Sipiczki és tsi, 1993, Grallert és tsi, 1999,
Sipiczki és tsi, 2000b, Miklos és tsi, 2008). Kézenfekvo volt tehat, hogy
megvizsgdljuk sep-szerli mutdnsaink tolerancidjat a felsorolt anyagokra
(Melléklet 5-10. tdblazatok). A vizsgdlatokat kerek mutdnsainkra is
kiterjesztettiikk, mivel kivdncsiak voltunk arra, hogy ez a sejtalak milyen
tiroképességgel parosul.

Jelent6s kalium-klorid érzékenységet a vizsgalt koncentraciok esetén
nem tudtunk kimutatni (Melléklet 5. tablazat). A 7-159-es mutans
érzékenysége tlinik a legnagyobbnak. A kisérlet egyik érdekes eredménye az
volt, hogy a vad tipusu torzs esetében a micélium-képzés képessége a
novekvd  kdlium-klorid  koncentriciéval parhuzamosan fokozatosan
redukalddott: 0,9 M-os koncentrdciondl szlint meg a micélium-képzés.

Jelentés natrium-klorid érzékenységet hairom mutansunk mutatott: 7-
159, 7-176, 7-154 (Melléklet 6. tdblazat). Egyikiik sem novekedett 0,6M-os

NacCl koncentracié mellett. A 7-159-es torzskonyvi szamu sep-szerli mutins



pedig hiperérzékenynek bizonyult, mert mar a 0,3M-os koncentracié is
megakadalyozta a novekedését. A 7-63, 7-155 és a 7-163 kisebb mértékben
ugyan, de szintén kevésbé novekedett az emelkedd NaCl koncentréaciét
tartalmaz6 taptalajokon. A 7-148-as torzskonyvi szamd mutdns torzsnél
inkabb rezisztenciat figyeltiink meg, nagyobb koncentracié esetén is szép
novekedést mutatott, szebbet, mint a vad tipus. Kontrol torzsiink nem
novesztett micéliumot a legkisebb vizsgalt s6 mennyiség mellett sem.

A Kalcium-klorid érzékenység mind a kerek mind a sep-szerli
mutansainknal érdekesen alakult (Melléklet 7. tablazat). A 0,6 M-os
koncentraci6 minden vizsgalt torzs esetében til magasnak bizonyult a
novekedéshez. sep-szerli mutdnsaink koziil a 7-159-es, 7-163-as és a 7-176-
os torzskonyvi szamd mutdnsokndl lattunk jelentds érzékenységet. A 7-159
és 7-176-os mutansok nem nodvekedtek 0,2 M-os koncentracidonal. Kisebb
érzékenységet mutattak a 7-63-as, 7-148-as és a 7-154-es torzskonyvi szamu
mutdnsok. A vad tipusu torzs esetében, bar a novekedés megegyezik a
kontrol csészén latottakkal, micélium-képzést nem taldltunk mar a 0,1 M
esetén sem.

A 7-159-es torzskonyvi szamu mutdns esetében jelentés magnézium-
klorid érzékenységrol beszélhetiink, hiszen mar 0,3 M-os koncentricional
sem tapasztaltunk novekedést. A micélium-képzést ez a s6 nem befolyésolta,
még az alkalmazott legnagyobb koncentracié mellett is tapasztaltunk ,,h+”
novekedést a vad tipust torzsiinknél (Melléklet 8. tdblazat).

A mutiansok ozmotikus érzékenységét ndvekvd koncentracidji
szorbit mellet is vizsgéltuk (Melléklet 9. tablazat). Hasonl6an a kéalium-
klorid teszthez, itt sem tudtunk kiemelkedd érzékenységet dokumentdlni. A
kerek €s sep-szerli mutansaink kismértékben, de érzékenyebbnek bizonyultak

a kontrol torzshoz képest. Ha a vad tipusi torzs micélium-képzését



vizsgaljuk, lathatjuk, hogy 1,8M-os koncentraciondl mar nem fejlesztett
micéliumot.

A 7-63,7-148, 7-154, 7-155, 7-157, 7-159 mutansok 37°C-on kevésbé
nottek, mint a vad (Melléklet 10. tablazat). Szintén 37°C-on a 7-156, 7-163,
7-176-0s mutansok mutattak jelentds, a vad tipustol €s a 30°C-on tapasztalttdl
eltér0 homérséklet érzékenységet. A 25°C-os inkubdlds hatdsa abban
titkkr6z0dott, hogy a mutansaink novekedése lassabban indult meg, mint 30°C-
on, ugyanakkor 11 nap elteltével a novekedés mértéke altaldban megegyezett

a vad tipuséval.

5.6. Proteomikai vizsgilatok éleszté6 és micélidlis fazisban 1évé
tenyészeteken

A folyadék kromatografidval kombinalt MS/MS, dupla tomegspektrometriai,
méréseket az ezredforduld utdn kezdték haszndlni a proteomikai
kutatasokban (pl. Peng €s tsi, 2003). Ezt a mddszert szdmos céllal hasznéljak:
komplex mintdk elemzésére, poszttranszlaciés moddositdsok kimutatdsara,
protein komplexek Osszetételének meghatarozdsara. A S. pombe esetében
tobb cikkben is beszamoltak a sejtes mintdkbdl azonositott fehérjékrdl (Sun
és tsi, 2005, Hwang és tsi, 2006, Schmidt és tsi, 2007). Schmidt 2007-ben
megjelent cikkében 1465 fehérje azonositasardl szamol be, ami a S. pombe
proteomjanak 30%-at reprezentdlja.

A vizsgélatokkal a célunk azoknak a fehérjéknek a beazonositdsa volt,
amelyek specifikusan (nagy mennyiségben) expresszdldodnak vagy
represszdlédnak az éleszté-micélium atalakuldst kovetden. Kisérleteinket a
két vizsgalt hasadd élesztd koziil a S. pombe 1.975-6s torzskonyvi szamu
torzsével végeztiik, mert a kisérlet elvégzésekor csak a S. pombe esetében allt
rendelkezésre olyan adatbazis, amelynek segitségével a fehérjék

azonosithatéak voltak (ftp://ftp.sanger.ac.uk/pub/yeast/pombe/). Az LC-




MS/MS tomegspektrometria eredményeképp kapott adatok alapjan az
élesztds mintdbdl 138, a micélidlis mintabdl 85 fehérje peptidjével talalt
egyezést a program (Melléklet 11. tdbldzat). Természetesen voltak olyan
fehérjék, amelyek mindkét mintdban egyarant el6fordultak, igy 6sszesen 149
kiilonboz6 fehérjét azonositottunk. A 149 fehérje azonositdsa sordn olyan
szlirrendszert alkalmaztunk, amely minimalisra csokkenti a hibds taldlatok
lehetdségét (lasd: Anyagok és moddszerek 4.3.2.9. fejezet). Feltételezhetd,
hogy a sziirés utdn olyan fehérjéket mutattunk ki a két tenyészetben, amelyek
amellett, hogy a megadott kritériumoknak megfeleltek, még nagy
mennyiségben is termelddtek az éleszto €s a hifasejtekben. Hiszen minél tobb
adat all rendelkezésre, minél tobbszor vizsgdlhaté ugyanaz a fehérje (azaz
nagy mennyiségben van jelen), anndl biztosabban azonosithatd.

A kapott fehérjéket funkcié szerint négy nagy csoportba sorolhatjuk (48.

abra): Funkcié

metabolizmus: 39%
stressz vdlasz: 18%
protein szintézis: 27%

egyéb: 16%

e e

48. abra Funkci6 szerinti szdzalékos eloszlas a 149 azonositott fehérje kozott

A legnépesebb csoportba, a metabolikus fehérjék kozé soroltuk a szénhidrat,
aminosav és nukleotid metabolizmusban részt vevd fehérjéket. Ebben a
csoportban a legtobb enzimet a glikolitikus enzimek kozott azonositottuk.
Ezek példéaul az enoldz, a foszfoglicerat kindz, a fruktdz biszfoszfat aldolaz,
az alkohol dehidrogendz és a glicerinaldehid-3-foszfat dehidrogendz

(GAPDH).



A stressz vdlaszban résztvevd fehérjék kozott mindkét mintdban
megtaldlhatjuk a hdsokk fehérjék tobb tipusit: Hsp60p, Hsp70p, Hsp90p.
Taléltunk a transzldciéban résztvevd riboszomadlis fehérjéket: 60S és 40S
alegységeket és transzlacids elongicids faktorokat (transzlacids elongacids
faktor 1, 2, 3).

A mitokondridlis fehérjék kozott azonositottuk példaul az energiatermelésben
résztvevd ATP szintézishez sziikséges atpl, atp2, atp4 génekrdl &tir6do
fehérjéket és a mitokondralis 1égzési lanc citokrém c-jét, vagy a citokrém c
oxidazt.

Az ,Egyéb” csoportot is tovdbb rendszereztiik: a szabdlyozédsban, a sejt-és
kromoszémaszerkezet fenntartdsidban, valamint a transzportban szerepet

jatszo6 fehérjéket taldltunk (49. dbra).

Egyéb
1. szerkezet: 34% Egyéb
2. szabdlyozds: 29% _ '
3. transzport: 29% '
4. egyéb: 8%

49. abra Az ,[Egyéb” csoportba tartozé fehérjék tovabbi osztilyozasa

Ha nemcsak az Osszesitett listinkat, hanem a két tenyészet ©Ondlld
eredményeit funkcié szerint vizsgéljuk, az aldbbi eloszldsokat kapjuk (10.
tdblazat). A tdbldazatban kiemeltiik azokat az alcsoportokat, amelyek a

kategdridkon beliil a legnagyobb ardnyban képviseltették magukat.



10. tablazat Funkcid szerinti eloszlas az €lesztd, micélidlis mintdnkban és

egyiittesen (* zardjelben az alkategoéridk fehérjéinek szdzalékos el6forduldsa

az Osszes azonositott fehérjéhez képest)

Funkcié osszesen (149) | éleszto (138) | hifa (85)
Szazalékos eléfordulas (%)
metabolizmus 38,9 36,9 50,6
glikolizis/gliikkoneogenezis | 29,3 (11,4)* 33,3 (12,3) 30,2 (15,3)
stresszvalasz 18,1 18,8 24,7
hdsokk 33,3 (6,1) 34,6 (6,5) 33,3 (8,2)
fehérje szintézis 26,8 28,9 11,8
riboszomalis protein 82,5 (22,1) 82,5 (23,9) 40,0 (4,7)
egyéb 16,1 15,2 15,3

Mindkét mintdban a metabolikus proteinek domindlnak. A glikolitikus
enzimek mindkét csoportban nagyon hasonlé ardanyban vannak jelen. A
transzlaciéban részt vevd fehérjék taldlhatéak az élesztékben a masodik
helyen. Ezzel szemben a micélidlis mintdb6l ebben a csoportban sokkal
kevesebb, csak 40 %-os volt a riboszomadlis fehérjék ardnya, azaz joval
kevesebbet mutattunk ki, mint az éleszt0kbdl. Ezért ez a csoport a negyedik
pozicioba keriilt. Mindkét mintdban a jelentOsnek bizonyultak a stressz
valaszban szerepet jatszo fehérjék, kozottik majdnem azonos ardnyban
taldltuk meg a hosokk fehérjéket. E mellet ozmotikus és oxidativ stressz
fehérjéket azonositottunk.

A két mintat 0sszehasonlitva azokat a fehérjéket soroltuk fel a Melléklet 12.
tdblazatdban, amelyeket adataink alapjan a micéliumokbdl igen, de az
€lesztokbdl nem mutattuk ki. Ezek az alfa-gliikoziddz, NAD-fiiggd malat
enzim, nuklearis telomer

sapka komplex alegysége, citrdt szintetdz,

replikaciés reguldtor, konzervativ gomba fehérje, ADP-ribozildlé faktor,



ubikinol citokrém c reduktdz komplex kozponti fehérje, citokrém ¢ oxidaz
alegység V, citokrom c, piridoxdl-reduktdz. Az itt lathatd fehérjék kozott
taldlunk extracelluldris, mitokondridlis fehérjéket, a sejtmagban, a Golgi-
appardtusban, a citoszolban elhelyezkeddket. Szerepilk az aminosav,
oligoszacharid, vitamin metabolizmustol indulva az apoptézisig és az

elektron transzportig szintén nagyon valtozo.

5.7. Kiegészit6 eredmények: modszerfejlesztések

Az izoldlt S. japonicus mutdnsok, ezdaltal a dimorf dtalakulds
mechanizmusdnak jobb tanulmdnyozhatésiga érdekében nélkiilozhetetlen
modszertani fejlesztésre és tovabbi informécidszerzésre volt sziikség. Ezért
kisérleteket kezdtiink (a dimorfizmus vizsgdlatival parhuzamosan) a S.
Japonicus konzervativ génjének izoldlasara, kromoszomainak elkiilonitésére
és kromoszomaszdmanak meghatdrozdasara annak érdekében, hogy a kapott
informéciot felhasznédljuk példaul a dimorfizmus hatterében all6 gének
térképezésére. Az elvégzett kisérletek egy hosszu tdvi moddszerfejlesztés
részeredményei. A dolgozat egységessége miatt eltekintiink a részletes
kifejtésiiktél. Ugyanakkor ismertetésiiket fontosnak tartjuk, mert ezek a
kisérletek és eredmények esszencidlisak ahhoz, hogy a S. japonicus-rél, igy a
dimorfizmusrdl is tobbet tudjunk meg. Az Eredmények utolsé fejezetében

ezeket a tapasztalatainkat mutatjuk be roviden, Osszefoglalas jelleggel.

5.7.1. S. japonicus aktint kédolé génjének izolalasa, kromoszéomainak
elkiilonitése és kromoszomaszamanak meghatarozasa

A S. japonicus genomjarol a 2006 O0szén megkezdett genomszekvenaldsi
projekt elinduldsdig igen kevés informécié allt rendelkezésiinkre, 4m annél
tobbet tudtunk a kozeli rokon S. pombe és a sarjadz6 élesztd S. cerevisiae

génjeirdl és fehérjéirdl (pl: Gallwitz és Seidel, 1980, Lees-Miller és tsi,



1992). E tuddsunkat felhaszndlva az aktin fehérjét kddold génre tervezett
primerek segitségével, PCR moddszerrel amplifikaltuk a S. japonicus aktin
génjének 716 bp méretli szekvencidjit. A tervezésénél a S. pombe és S.
cerevisiae aktin fehérjéjének aminosav és génjének nukleotid szekvencidit a
Jellyfish 3.1 szoftver segitségével illesztettiik. Az aktin fehérje a konzervativ
fehérjék kozé tartozik. Az illesztés soran tehat szdmos lehetdség adddott a
konzervativ, nagymértékben azonos fehérjeszekvencidk kivélasztdsara. A
kivalasztott aminosavakat kodolé kodonokra degenerdlt primereket
terveztiink és az Anyagok és moddszerek 4.3.2.1. fejezetében bemutatott PCR
programmal kaptuk meg azt a fragmentet, amely a szekvendlds és
szekvencianalizis eredményei szerint a S. japonicus aktin génjének 716 bp
méretli darabja. A kapott szekvencidit DQ867021 azonositéval, 2006
juliusdban elhelyeztiik az NCBI GenBank-jaban.

A szekvenciaanalizis sordn hasonld géneket és fehérjéket kerestiink
nukleotid és fehérje adatbazisokkal Osszevetve a kapott nukleotid-
szekvencidankat (BLASTn) és annak a program daltal elkészitett aminosav
atiratit (BLASTx). A BLASTn adatai szerint a fenti szekvenciaval
hasonlésagot mutaté gének mind aktin fehérjéket kédolnak. A BLASTn a
legmagasabb nukleotid szintli megegyezést egy zygomycota gomba, a
Mortierella minutissima részleges aktin szekvencidjaval mutatta (86%:
621/716), ezzel szemben a BLASTx a legmagasabb, 94%-os (219/232)
azonossagot a S. pombe actl génjével taldlta. A kapott nukleotid-szekvencia
a BLAST?2 illesztése alapjan 84%-os (595/708) megegyezést mutat a S.
pombe actl génjével. Ez utébbi illesztés utan megallapitottuk, hogy a 716 bp
szekvencia 7-712 bdazisparig tartd szakasza a S. pombe aktin filament
génjének (actl: 1128 nukleotid) 293-tél a 999. nukleotidig tart6 részletével

mutat megegyezést.



Ma maér (2007-t6l) a S. japonicus teljes aktin génjének szekvencidja ismert
(Schizosaccharomyces group database:
http://www.broadinstitute.org/annotation/genome/schizosaccharomyces_grou
p/MultiHome.html). A gén 1128 nukleotidbdl €piil fel, mely 375 aminosavat
kédol (azonosité: SJAG 03145). A kapott 716 bp szekvenciank nukleotid
sorrendje 99%-ban egyezik meg a gént atfedd szakasszal, ez az 1%-os eltérés
a szekvendlds pontatlansigénak tudhat6 be. A teljes aktin gén S. pombe actl
génjével torténd illesztése 84%-os (957/1128) megegyezést mutat, hasonléan
ahhoz amit taldltunk az 4ltalunk kapott PCR termék esetében. A kddolt
fehérje aminosav sorrendjét illetden magasabb értéket kaptunk. Az
azonossag: 97% (365/375). A hirom szekvencia illesztése az 50. abrdn
lathato.

1 11l 21 31 41 51 Bl 71
DpOa367021 - - —-——
SJAG 03145 MEEEIVALVIDNGIGHMCEAGFAGDDAPRAVFFSIVGRFRHOGINVGHGOFD SYVEDEAQSFRGILTLEY FTEHGIVINWD
SPBC32H8 12c MEEEIAALVIDNGEGMCEAGFAGDDAPEAVFPSIVGEPRHHGIMYGMGOED S¥VEDEAQSERGLLTLEY P IEHG IVNNWD

Consensus meeei alvidngsgmekagfagddapravipsivgrprh ginvonggkdsyvgdeagqskrgilcl ypiehgiv hwd

gl ol 101 111 1lz1 131 141 151
DQ8s7021  —-——————————————— EEHFLCLLELP* THESNREEMTOIIFETFNAPAFY VA INAVLSLYASGRTTGIVLD SGDGVT
SJAG 03145 DMEKIWHHTFYNELRVAPEEHPCLLTEAFPLNPESNREFMTOIIFETFNAPAFY VS IQAVLSLYASGRTTGIVLDSGDGVT
SPBC32H8 12¢c DHEKIWHHTFYNELEVAPEEHPCLLTEAPLNPESNEEEMTQIIFETFNAPAFYVATIQAVLELYASGRTTGIVLDSGDEYT

Consensus dnekiwhhtfynelrvapeehpcllteaplnpksnrekntgiifetfnapafyvsigavlslyasgrtbgivlidsgdogvt

lal 171 181 191 201 211 221 231
DOE367021 HIVPFIVEGYALPHATMRLDLAGRDLTDYLMEILMERGYTF3TTAEREIVRDIFEKLCYVALDFEQELOTALOSIILERSY
STAG 03145 HIVPIVEGYALPHAIMRLDLAGRDLTDYLMEILMERGYTFSTTAEREIVRD IKEEKLCYVALD FEQELOQTALQSSSLEKSY
SPBC32H8 12c HIVPIYEGYALPHAIMELDLAGEDLTDYLMEILMERGYTFSTTAEREIVED IFEKLCYVALD FEQELOTALDSSSLEESY

Consensus htypiyegyalphaimrldlagrdl tdylnkilnergytfsttaereivrdikeklcyvaldfeqelgtaagsssleksy

241 251 261 271 281 291 301 311
DOE367021 ELPDGOVITIGNERFRAPEALFNFPISWLGLENPGTHEATYHNS TMECDVD IRED LY GHIVMSGGTTHY FGTADEMIEE TOAT
SJAG 03145 ELPDGOVITIGNERFRAPEALFNFPSWLGLENEGIHEATYNSIMECDVD IRFD LY GNIVMSGETTMYFGIADEMOFE TOAL
SPBC32H8 12¢c ELPDGOVITIGNERFRAFEALFRPSALGLENAGIHEATYNSIMECDVD IRKDLY GNEVHMSGETTNYFGIADRMOEE TOAL

Consensus elpdgagvitignerfrapealfnpsvlglenpgiheatynsimkcdvdirkdlyomivmsggyttnypogiadrngkeigal

321 331 341 351 36l 371 381 391
DO867021  APIIMEVEIVLLLE-- -
STAG 03145 APSSMEVEIVAPPERKYSVIIGGSILASLATFQQMNISKQEYDESGESIVIRECE
SPBC32H8 12c APSSMEVEIVAPPEREYSVNIGGSILASLITFQOMUISKOEYDESGPGIVYEECE

Consensus apssnkvkivapperkysvwiggsilaslstfgqmwiskgqeydesgp ivyrkct

50. abra A S. japonicus aktin fehérjéjének részleges (DQ867021) és teljes
(azonosité: STAG 03145) szekvencidjat illesztettiik a S. pombe aktin

fehérjéjének aminosav szekvencidjaval (SPBC32HS8_12c)



A S. japonicus genomjabol PCR segitségével amplifikalt és digoxigenin
(DIG) jelolt részleges aktin szekvenciat (DQ867021) a CHEF DRII
rendszerben futtatott €s elvalasztott kromoszomakhoz hibridizaltuk. A gél
elektroforézis sordn a S. japonicus 7-1-es torzsének tenyészetébdl,
kontrolként pedig a S. pombe 1972 torzsének tenyészetébdl készitettiik a
mintdinkat. Amig a S. pombe hdrom kromoszom4ja éltal jelolt sdvok mindig
jOl lathat6éak voltak a gélen az elektroforézis utan, addig a S. japonicus-nal az
elektrokariogramokon csak egyetlen élesen kirajzol6dé vonalat lattunk (51/1.
abra). A S. pombe aktin génje és a DQ867021 szekvencia kozotti 84%-os
nukleotid szintli azonossdg a magyardzata annak, hogy a S. pombe masodik

kromoszémadja az 51/2. abran lathatéan pozitiv jelet adott. A S. japonicus

esetében a kariogramon lathaté egyetlen sav jel6l6dott a hibridizacié utin

(51/2. ébra).

5,7Mb

4,6Mb
3,5M

51. abra A S. japonicus DIG-jelolt részleges aktin és ITS1-5,8S rDNS-ITS2
szekvencidjanak hibridizdldsa a kariotipusokhoz. (1, 3) Pulzdl6 erdterti
gélelektroforézissel készitett elektrokariogram. ,,a” minta: S. pombe, ,b”
minta: S. japonicus (Futtatdsi paraméterek 1. (51/1,2. dbra) és 2. tipus
(51/3,4. dbra), lasd: Anyagok €s modszerek 4.3.2.2. fejezet). (2, 4) A mintdk
sorrendje: ,,a”: S. pombe 1972, ,b”: S. japonicus 7-1. A piros nyilak mellett a
S. pombe kromoszomdinak méreteit tiintettiikk fel (Smith és tsi, 1987). A
préba a S. pombe 2. kromoszémdjanak és a S. japonicus egyetlen

kromoszémadjanak savjaval adott pozitiv jelet (zold nyilakkal jelolve). A



préba a S. pombe 3. kromoszémdjanak és a S. japonicus egyetlen

kromoszémadjanak sdvjdval adott pozitiv jelet (sdrga nyilakkal jelolve).

A S. japonicus PCR segitségével felszaporitott ITS1-5,8S rDNS-ITS2
régidjat is jeloltik random primer DIG jelolé technikdval. Az igy kapott
préba az 51/3-4. 4abran lathat6 helyen, a S. pombe legkisebb
kromoszémadjanak megfeleld savval adott pozitiv jelet, mig a S. japonicus
esetében ismét egyetlen sav jelolodott.

A S. japonicus kromoszémaszamanak meghatdrozasara a klasszikus
modszert, a fluoreszcens festést hasznaltuk. DAPI segitségével tettiik a
kromoszémakat lathatova. A fluoreszcens festés sordn 3 db kromoszoma
rajzolodott ki a S. japonicus oszt6dé sejtjeiben (52/1. dbra).

Az 51. édbran bemutatott kariogramokon azonban tobb futtatasi
paraméter kiprobdlasa utdn is csak egyetlen sdvot lattunk az etidium-
bromidos festés utdn. Az 52/2. abran bemutatott elektokariogramon azonban

kirajzolddik a S. japonicus harom kromoszémadja altal adott harom sav is.
1 2:a b c

<« 6,5Mb
57Mb  —» 2 . 51Mb
4,6Mb >

“— 35Mb

3,5 Mb

52. abra Kromoszomaszdm meghatarozas (1) Fluoreszcens technikdval,
DAPI festéssel: a nyilak a 3 feltételezett kromoszomara mutatnak (2) Pulzalé
erdterli gélelektroforézissel készitett elektrokariogram. ,,a” és ,,b” minta: S.

pombe 1972, ,c”. minta: S. japonicus 7-1 (Futtatdsi paraméterek 3. tipus,



lasd: Anyagok és mddszerek fejezet). A S. pombe kromoszémadinak lathatova
tételére az eredeti felvételen lathatd sdvok (b) kontrasztjat csokkentettiik (a).
A nyilak mellett a S. pombe kromoszémadinak méreteit (Smith és tsi, 1987) és

a S. japonicus kromoszomdinak feltételezett méreteit tiintettiik fel.

A sejtek miikodésében betoltott alapvetd szerepe révén az aktin az eukaridta
organizmusok egyik legkonzervativabb  fehérjéje. A  gerincesek,
gerinctelenek, gombdk, novények €s protozodk aktin fehérjéje 70-90%-os
azonossagot mutatott, 374-376 aminosavbdl épiil fel (Gallwitz és Seidel,
1980, Lees-Miller €s tsi, 1992). E tulajdonsdga révén a kiilonb6z6 fajok aktin
fehérjéinek analizise alapjdn torzsfa készithetd, amely az altaluk elfoglalt
filogenetikai poziciokra utal. A teljes gén altal kddolt fehérjét figyelembe

véve elkészitettiink két torzsfat (53. abra).

A A thaliana

U.raydis

S.pombe

a0 a7

S.japonicu

96 MN.crassa

100

A nidulans

a0

S.cerevisi

29

K lactis



B A thaliana

U maydis

100

50

=15

S.cerevisi

100

100

5.pombe

97

S.japonicu

53. abra A: Maximalis valdsziniiség (Maximum likelihood) B: Neighbor-
Join algoritmusok; Hemiascomycetes: Sa. cerevisiae NP_116614, K. lactis
XP_453299; Euascomycetes: N. crassa XP_323513, A. nidulans P20359;
Archiascomycetes: S. pombe NP_595618, S. japonicus XP_002174311;
Kiilsé csoport: Basidiomycota: U. maydis XP_762364 és az A. thaliana
NP_187818;

Homol6g aktin fehérjék alapjan feléllitott torzsfidnk egybevdg azzal a
hipotézissel, mely szerint a S. pombe és a S. japonicus &ltal képviselt
Archiascomycota taxon kordbban elvdlt a Hemi- és Euascomycetes-ektol
(Fitzpatrick és tsi, 2006, Kuramae és tsi, 2006). Fitzpatrick 2006-os cikkében
a szuperfa analizishez haszndlt 153 fehérje kozott szerepelt az aktin is. A S.
pombe filogenetikai pozicidja az 4ltala elvégzett maximalis valdszinliség

modszer alapjan megegyezik a mi eredményeinkkel.



6. Eredmények megbeszélése

A gombadk altaldban két formdban fordulhatnak eld: vagy unicelluléris
éleszto-szerli, vagy multicelluldris fonalas alakokban (micélium, vagy
pszeudomicélium). A di- és polimorf fajok jellegzetessége az, hogy
kiilonb6z6 kornyezeti hatasokra képesek az élesztd-szerli és a fonalas alak
kozotti atvaltasra. Szamos patogén gombafaj esetében a dimorf dtalakulds
képessége Osszefiiggésben 4ll a virulencidval, mert a gazdatest fertdzéséhez
sziikség van a morfoldgiai valtasra (pl. Odds, 1985, Lo és tsi, 1997, Gale és
tsi, 1998, Jackson és tsi, 2007). A dimorfizmus kutatdsdhoz elényds olyan
fajokat valasztani, amelyek nem patogének, azaz nem rendelkeznek
megbetegitd képességgel, de rendelkeznek az atvaltds tulajdonsagdval. A
hasadé élesztOk (Schizosaccharomyces fajok) kivdld, nem patogén
modellszervezetek. Lindner 19. szdzadi leirdsdban ugyan olvashatunk az
ismert hasad6 élesztdgomba, a S. pombe fonalas alakjdnak kialakuldsardl is
(Lindner, 1893 www-rcf.usc.edu/~forsburg/history/lindner2.html), de ez a
fenotipus természetes koriilmények kozott azonban olyan ritkdan fordul eld,
hogy a kutatok nem is figyeltek fel ra. A joval késobb leirt masik hasado
élesztd fajnal, a S. japonicus-ndl mar régota ismert a jelenség, mert annyira
fontos része életciklusanak: valédi micélium-képzésérél mar az elsOként
elvégzett kisérletek ismertetésekor beszamoltak (van der Valt és Yarrow,
1984, Sipiczki, 1998a, 1998b). Ez volt az a tulajdonsdg, amely kiemelte a
genuszbdl és elinditotta azt a kutatds sorozatot, amelyben megalapoztik a faj
modellszervezetként valdé felhaszndldasit a dimorfizmus jellemzésére
(Sipiczki és tsi 1998a, 1998b, Bozsik €s tsi 2002, Furuya és Niki, 2009).
2005-ben jelent meg az a publikécid, amely beszdmolt arrdl, hogy nitrogén
szegény kornyezetben, magas gliik6z koncentricidju, szilard taptalajon a S.
pombe is képes az invaziv, fonalas novekedésre (Amoah-Buahin és tsi, 2005).

Ujabb kisérletekben bizonyitottdk, hogy nemcsak limitalt nitrogén mennyiség



mellett, hanem komplett taptalajon is megfigyelhetd a micélium-képzés, bar

hosszabb iddt vesz igénybe a kialakuldsa (Dodgson és tsi, 2009).

6.1. Micélium-képzés osszehasonlitasa a két Schizosaccharomyces fajnal

Ebben a dolgozatban a két Schizosaccharomyces faj micélium-képzését elsd
alkalommal hasonlithattuk Ossze gy, hogy a S. japonicus vad tipusu torzsét
kontrolként hasznaltuk a S. pombe Gjonnan megfigyelt micélium-képzésének
vizsgalatdhoz. Az 6sszehasonlitds sordn tobb azonos €s eltérd jellegre lettiink

figyelmesek.

6.1.1. A micélium-képzés gyorsasaga

Irodalmi adatokbdl feltételezhettiik, hogy a két vizsgalt faj koziil, az €leszto-
micélium 4talakulds a S. japonicus esetében gyorsabban lejatszédik: a valédi
micéliumok kialakuldsa komplett tdptalajon 8-10 napot vesz igénybe
(Sipiczki és tsi, 1998a). Ezzel szemben a S. pombe invaziv micéliuma
specidlis, aminosavaktdl mentes, minimélis nitrogén mennyiséget tartalmazo
taptalajon (LNBA), 10-14 nap alatt, komplett taptalajon pedig legalabb 14
napos inkubdcié utdn alakul ki (Amoah-Buahin 2005, Dodgson és tsi, 2009).
Az altalunk haszndlt targylemez csatorndiban, a S. pombe esetében
jellemzéen a micélidlis novekedés kezdeti allapotat tudtuk kovetni az
eldgazasokat tartalmazo, tobb tagbol allé pszeudohifak megjelenéséig. Ez 10-
14 napot vett igénybe €s a csatorna 50-100 pm hosszu kezdeti, bevezetd
szakaszat érintette. Ezzel a technikaval, a micélidlis novekedés késoi
szakaszdban, a 14 napot meghaladé inkubdcié utdn, 500 pm hosszu
micéliumot figyelhettink meg. Ennek eléréséhez, az éleszté-micélium
atalakulas indukdlasdhoz a S. pombe tenyészetéhez cAMP-t adtunk (mint
ahogyan arr6l a Bevezetés 3.2.7. fejezetében beszdmoltunk, a cAMP

ellentétes hatdst gyakorol a két hasad6 élesztégomba micélium-képzésére). A



tobb hetes inkubdlds sordn tdargylemeziinkben tobbszor ellendriztik a
tenyészetek alakuldsit. Néhdny esetben a bemutatott képeken is lathattuk,
hogy a targylemezek mozgatdsanak hatdsara elmozdultak a sejtek. Ezeknél a
mintdkndl, hosszabb inkubdlds utdn is csak egyiitt maradé lednysejteket és
meghosszabbodott sejteket lattunk. Ugy gondoljuk, hogy a kéteges szerkezet
kialakuldsdhoz nagy sejtslirliség és a jellegzetes elrendez6dés megtartdsa
szilkséges. A minta mozgatdsdval, a kialakult elrendez0désnek a
megbontdsaval, a sejtstirliség lokdlis valtoztatdsdval akaddlyozhattuk a
micéliumok kialakuldsat.

Ugyanez a tirgylemez lehetdvé tette a S. japonicus esetében (cAMP
hozzdaddsa nélkiil) a rendelkezésre 4ll6 teret kitoltd, tobbrétegii, valddi
micéliumok kialakuldsdnak alaposabb megfigyelését. 8-10 napos inkubaldst
kovetden a specidlis targylemez 17 mm hosszi csatorndit teljesen kitoltd
micélium jelent meg a S. japonicus mintdk esetében. A tirgylemezek
mozgatdsa utdn nem tapasztaltuk a S. pombe-nél emlitett gatld hatast.

LNBA téaptalajon a S. japonicus esetében az élesztO-micélium atvaltas
gyorsabban végbemegy, mint komplett tiptalajon (YEA). Ennek
eredményeként az inkubdlds elsd 5-10. napjdn hosszabb micélium fejlddik,
mint komplett tdptalajon. Az inkubdldsi id6 novelésével (3 hét) a micélium
hossza mindkét taptalajon kozel azonos lesz. Ez is aldtdmasztja azt a korabbi
megallapitast, mely szerint a S. japonicus dimorf atalakuldsat a tipanyag
mennyiség (nitrogén tartalom) csokkenése véltja ki (Sipiczki €s tsi, 1998a). A
nitrogén-éhezés a pszeudomicélium-képzés kivéltdja a Sa. cerevisiae-nél is
(Gimeno és tsi, 1992). A patogén dimorf gombafaj, a C. albicans esetében a
N-€hezés az egyik olyan tényezd, amely elOsegiti az atalakuldst, azonban
esetében a neutrdlis pH, a szérum, vagy az N-acetil-gliik6zamin is nagy
hatékonysaggal befolydsolja az atalakulast (pl. Ernst, 2000). Ez ut6bbi harom

indukal6 tényez0 szintén eldsegiti Y. lipolytica fonalas alakjanak kialakulasat,



ugyanakkor a nitrogén mennyiség csokkenése a kordbbi példdkkal
ellentétben, gétolja az élesztd-micélium atalakulast (pl. Szabo, 1999, Pérez-
Campo és Dominguez, 2001). A S. pombe vad tipusi torzseinek micélium-
képzését is a nitrogén szegény kornyezet indukdlta (Amoah-Buahin és tsi,
2005). Ezt tamasztja ald az a megfigyelés is, amely szerint a micéliumok
kialakuldsa lassabb és az invazi6 kevésbé hatékonyabb komplett tiptalajon,

mint nitrogén szegény taptalajon (Dodgson és tsi, 2009).

6.1.2. Micélium-képzési stratégiak

Meglepd, de a két Schizosaccharomyces faj micélium-képzési stratégidja
megfigyeléseink szerint kiillonbozik egymastdl. A micéliumok szerkezete és
felépitése is mas jellegli: mig a S. japonicus valdédi hifdi széttartdan
novekednek, addig a S. pombe micéliumédnak egységét az eldgazasok halézata
altal Osszetartott, vaskosabb szerkezetek, a kotegek biztositjdk. Bar ezeken
beliil a szerkezet stabilitdsa érdekében a hifak egymdssal érintkezve
novekszenek, a kotegek mégis a S. japonicus hifdihoz hasonléan
sugdrirdnyban terjednek. Az agarkockdkrdl és a targylemezek segitségével
készitett képeken ol lathatd, hogy sem S. japonicus, sem a S. pombe éleszto-
micélium 4talakuldsara nem jellemz6 a homogenitds. Az 1. dbran bemutatott
S. japonicus 7-1 torzs esetében is lathatd, hogy az &talakulds a kihuzott
tenyészet bizonyos pontjain indult meg, hasonléan az 5.1.3.1.-es fejezetben
bemutatott 14. dbrdn lathaté S. pombe tenyészetéhez. Az éleszté-micélium
atalakulas mindkét fajnal hasonléan, a tenyészet periféridlis részein jatszodott
le. A tenyészet kozépsé részein az élesztéforma domindlt. Amig a S.
Jjaponicus-nal hamarosan novekedésnek indultak a hifdk, addig a S. pombe
élesztdsejtjei fokozatosan meghosszabbodva lassan egy hifdkhoz hasonld,
koteges szerkezetet hoznak 1étre, amelyben szintén vannak eldgazdsok is. A

taptalajba behatold kotegek vezetd szdlainak csucssejtjei meghosszabbodott



képet mutatnak, ami azonos a S. japonicus hifdindl latottakkal. A koteg
belsejében 1évd invaziv hifdk jellegzetesen rovidebbek és rovid sejtekbol
allnak. A mikroszképos megfigyeléseink sordn a S. pombe esetében
alkalmazott citoplazmédban felszaporodé zold fluoreszcens protein révén
lathatova valt a szeptum, és esetenként a sejtmag elhelyezkedését és szamat is
meg tudtuk adni. A felvételek alapjan dgy tlinik, hogy a S. pombe micéliumat
alkot6 hifdkban a sejteket szeptum vélasztja el egymastol, a hifasejtekben egy
sejtmag taldlhatd, és hasonldan a kozeli rokondhoz az eldgazdsok a szeptum

alol indulnak ki.

6.1.3 Vakuélumok szerepe a hifa novekedésben

A két faj micélium-képzésének Osszehasonlitdsa sordn lehetdségiink
volt a vakuSlumok megfigyelésére is a S. pombe és S. japonicus
hifasejtekben. A 3.2.6.1. szamu fejezetben ismertettiik, hogy szdmos dimorf
gombafajnél (a S. japonicus-ndl is) a vakuélumok fontos szerepet jatszanak
az élesztd-micélium dtalakulds sordn. Ezért ugy gondoltuk, hogy a
dimorfizmus szempontjab6l érdekes lehet a vakudlumok szdmadnak,
méretének és elhelyezkedésének vizsgdlata az élesztOsejtekben és a
micéliumokat alkot6 fonalakban.
A sarjadzo €lesztd Sa. cerevisiae élesztOsejtjeiben kevés, 1-3 nagyobb méretii
vaku6lumot taldlunk. A pszeudomicéliumokat alkoté lednysejtek ilyen
szempontbdl nem kiilonboznek az anyasejttdl (Vida és Emr, 1995). Nagyobb
méretli és kisszamui vakudlumot taldlunk a C. albicans és a Y. lipolytica
sejtjeiben (Gow és Gooday, 1982, Swennen é&s Beckerich, 2007).
Ugyanakkor, a C. albicans hifdiban a vakuélum fiziét kovetden akér teljes
sejteket tolthet ki a vakudlum (Barelle és tsi, 2003). A S. pombe és a S.
Jjaponicus élesztOsejtjei nagyobb szdmban kis és kozepes méretll

vaku6lumokat hordoznak (Bone és tsi, 1998, Gachet és Hyams, 2005,



Sipiczki és tsi, 1998b). A S. pombe néhdny sejtes hifdiban az élesztdsejtek
vakuolumaihoz hasonlé méretli és mennyiségli vakuélumot lattunk a mintdk
CDCFDA festését kovetden. Az iddsebb micélium fonalaiban megfigyelt,
intenziv fluoreszcens jelbdl kiindulva (ldsd a magyardzatot aldbb)
feltételezhetéen nem valtozik a vakudlumok mérete, azaz a S. japonicus
esetében megjelend poldris, 6rids vakudlumokat a S. pombe mintdkban nem
lattuk. Ez arra utalhat, hogy a S. pombe esetében a vaku6lumok nem toltenek
be jelent0s szerepet a micélidlis novekedés sordn. Ugyanakkor a hifdk
vakuoldris mintdzatanak tovabbi vizsgalata sziikséges.

Mikroszkopos megfigyeléseink szerint a S. japonicus vad tipusu
tenyészetében az élesztdsejtek vakudlumainak alakja dinamikusan véltozik: a
gomb alakitdl a tubuldrisig. A hifdkban a vakuélumok mérete és alakja a
hifacsuicstdl vald tavolsagtol, valamint a hifasejt fejlodésétol fiiggott (az
ovdlis, kerek, kis és kozepes méterli vakudlumok leginkdbb a csucssejtek
szubapikalis régidiban, az Orids vakudlumok pedig a csucssejtektdl tdvolabb
figyelhetbek meg.) Ez a vakuolaris elrendez6dés, a fonalas gomba
Aspergillus oryzae—nal megfigyelt elrendez0déshez hasonlit (Shoji és tsi,
2006). A 19. abran bemutatott hifasejtekben lejatszodott vakudlum fizié azt a
feltevésiinket  bizonyitja, amely szerint vakudlumok fuzidja az
élesztdsejtekhez hasonléan a hifasejtekben is végbemegy, igy nemcsak az
éleszto-micélium atalakulashoz, hanem a hifa tovabbi novekedéséhez is

sziikséges.

6.2. Az endocitézis nyomon kivetése a S. japonicus sejtjeiben

A vakudélumok egyben az endocitétikus ttvonal résztvevdi is. Az
endocitézis a membrantranszport révén jelentds szerepet jatszik a tipanyag
felvételben, a membrin receptorok szabdlyozdsaban, a transzporterek és

ioncsatorndk, valamint a membranok ujrahasznositisdban, ezéltal fontos



szerepet tolt be a hifak apikalis novekedésében (pl. Fisher-Parton és tsi, 2000,
Penalva, 2005). Az FM4-64 fluoreszcens festék segitségével (Vida és Emr,
1995) a S. japonicus €16 sejtjeiben is nyomon kovettiik ezt az ttvonalat. A S.
japonicus élesztésejtjeiben az endocitézis utvonala a S. pombe
élesztdsejtjeiben a kordbban masok 4ltal tapasztaltaknak felelt meg (Gachet
és Hyams, 2005). A két faj FM4-64 felvételének gyorsasiga az egyik
kiillonbség, amit észrevehetiink. A S. japonicus élesztésejtek a S. pombe-hoz
képest nagyobbak, ami a festék felvételének lassuldsiat eredményezte, ez
pedig alkalmat adott arra, hogy az els0 Iépéseket konnyebben
dokumentédlhassuk. A felvételt kovetden a festék tovabbi tutja idében és a
1épéseket tekintve nem tért el a S. pombe esetében, kordbban masok 4ltal leirt
utvonaltdl (Gachet és Hyams, 2005).

A hosszabb inkubdlds utdn készitett képeken jol lathato, hogy a S.
Jjaponicus esetében, a hifacsics kozelében nagy mennyiségli FM4-64 festék
halmozdédott fel. Annak ellenére, hogy a csucsi részek kevés vakudlumot
tartalmaznak, mégis kiemelkedden erds jelet tapasztaltunk. A cstcstdl
tdvolabb esd sejtek gyengébben festddtek, ami azt sugallja, hogy a festék
felvétel nem korlatozhaté csak a hifa csucsi részére, de ott aktivabb. Szamos
fonalas gomba esetén bebizonyitottdk, hogy a szubapikalis sejtek esetében is
jelentds FM4-64 felvétel tapasztalhat6, ugyanakkor a festék felvétel gyorsabb
volt a hifacsicsndl (Fisher-Parton és tsi, 2000). A S. japonicus hifai esetében
a jelintenzitds az adott sejt citoplazma mennyiségétol és a hifacsucstdl valé
tdvolsagatol is fliggott. Ha egy kozbiilsd sejt eldgazast hozott 1étre, tehat
elegendd citoplazmaval rendelkezett a novekedés meginditdsdhoz, abban a
sejtben a jel erdssége is nagyobb volt, kiillonosen az 4j eldgazas csicsan. A
vakuSélummal teljesen kitoltott, kozbiilso sejtek esetében csak a sejtmembran

piros vonala rajzolédott ki. Ugy gondoljuk, hogy a hifacsticsokndl tapasztalt



erds jel azzal az aktiv membran transzporttal magyardzhato, ami elsédlegesen
ezen a helyen keresztiil jatszodik le €s a hifacstics novekedését szolgalja.

A kiilonboz6d koru S. japonicus tenyészetek CDCFDA-val torténd
kezelése utdn azt tapasztaltuk, hogy a nagyobb méretli vakudlumokkal
rendelkezd hifasejtekben kevésbé intenziv jelet kaptunk, mint a kisebbeket
tartalmazoé élesztOsejtekben. Ennek az lehet az egyik magyardzata, hogy az
élesztdsejtek kisebb térfogatukndl fogva gyorsabban veszik fel és
hatékonyabban juttatjdk el vaku6lumaikba a festéket, mint a nagyobb méreti
hifdk. A madasik magyardzat az lehet, hogy a nagy térfogatban ugyanaz a
festék mennyiség kisebb koncentraciéban van jelen, vagy a lehetséges
harmadik ok az 6rids és a kisebb méretli vakuélumok pH-janak kiilonbsége.
Breeuwer és tdrsai 1995-ben sziiletett cikkiikben két faktortdl teszik fliggdvé
a jelintenzitdst. Az egyik a bejutott fluoreszcens anyag koncentracidja,
amelyet az észterdz aktivitds, €s az anyag kidramldsa befolydsol, és a masik
az intracelluldris pH. Ez ut6bbi hatdssal van az észterdz aktivitdsra, amely
optimalis pH mellett a nem-fluoreszcens karboxi-DCFDA acetit csoportjat
eltavolitva fluoreszcens fluorofort, az 5-(és-6)-karboxi-2',7'-
diklorfluoreszceint hozza 1étre. A jelintenzitds igy a bels6é savas pH mérésére
is alkalmas (Nedergaard és tsi, 1990). Ez alapjan feltételezhetd, hogy a S.

Japonicus nagyobb vakuélumainak kémhatésa a ligosabb felé tolodott el.

6.3. A S. japonicus 7-1 éleszt6-micélium atalakulasat befolyasold
vegyiiletek

Az éleszté-micélium 4atalakuldst szdmos indukdld és gatld tényezd
befolydsolja. A baktériumok és az udjabb kutatisi eredmények szerint a
gombdk is kismolekuldk segitségével kommunikélnak egymassal (pl. Withers
és tsi, 2001, Nickerson és tsi, 2006). Ezt nevezziik ,,quorum sensing”’

szigndlmechanizmusnak. A QS azt a jelenséget irja le a mikroorganizmusok



kozott, amelyben az egyedi sejtek kis molekulatomegii jelzd részecskék
segitségével érzékelik, ha a populdcid elérte azt a minimalis egységet, vagy
»quoromot”, amely az egész populdcidra haté vélaszt indukdl. A ,,sensing” a
koriilmények érzékelésére utal, ilyenek példaul az egyedslriiség, tapoldat
Osszetétele, vagy mas fajok egyedeinek jelenléte (pl. Williams és tsi, 2000,
Hornby és tsi, 2001, Nickerson és tsi, 2006). A quorum sensing jelenségét
részletesen jellemezték a baktériumok korében, de a gombdkat kevesen
tanulmanyoztdk, irodalmuk meglehetésen korlatozott. A C. albicans,
esetében 2001-ben kezdddtek el az ilyen jellegli kutatdsok (Hornby és tsi,
2001). Napjainkig szdmos mds gombafaj esetében beszdmoltak hasonld
szigndlmechanizmusrél (pl. Nickerson és tsi, 2006, Lorek és tsi, 2008,
Derengowski és tsi, 2009). Az eddig azonositott vegyiiletek,
szignalatvonalak, enzimek és inhibitorok jelentosége az élesztd-micélium
atalakulds gatlasan keresztiil, a virulencia csokkentésében rejlik, ezért is
olyan fontos a kutatdsa patogén gombafajok esetében (Derengowski és tsi,
2009). A C. albicans esetében a farnezol volt az egyik ilyen azonositott
vegylilet (Hornby és tsi, 2001). A C. albicans esetében a farnezol micélium-
képzést befolydsolé koncentricidja tobb tényezotél fiigg. A dimorf
atalakulast kivaltd6 harom legfontosabb anyag az L-prolin, N-acetil-
gliik6zamin és a szérum. Az utdbbi esetében a tdpoldat szérum tartalmétol
fliggben maximum 250 pM is lehet a minimdlis gatlokoncentracid, de a
vizsgélt egyéb tapoldatokban mar 1-2 pM farnezol is 50%-al csokkentette a
csiracsovek kialakuldsit. Ez a hatds azonban a tenyészet ndovekedését nem
befolydsolta (Mosel és tsi, 2005). P. brasiliensis-nél 25 pM-ndl nagyobb
koncentraciéban jelenlévo farnezol befolyédsolja a tenyészet novekedését és a
C. albicans-hoz hasonldan ez a koncentréaci6 késleltette a dimorf dtalakulast
(Derengowski és tsi, 2009). A S. japonicus—nal altalunk mért farnezol

koncentracié, amely megakadalyozta az €leszt6-micélium dtalakuldst, SmM-



os volt. A tenyészet novekedését ez a koncentrici6 jelentésen nem
befolyésolta. Tehat ez az anyag a S. japonicus dimorf dtalakulédséra is hatdssal
van. A S. japonicus-szal végzett vizsgédlatainkat szilard téptalajon (YEA)
végeztilk, hiszen ez az egyik koriilmény, amely az éleszté-micélium
atalakulashoz sziikséges. A C. albicans esetében viszont a farnezolt a
tdpfolyadékhoz adtik. A két taptalaj fizikai formdja, emiatt a molekuldk
lassabb diffizidja lehet az egyik magyardzata annak, hogy a gitlé hatds
eléréséhez a két fajban akdr ezerszeres is lehet a fonalas novekedést gatld
koncentraciok kiillonbsége. A S. japonicus é€leszté-micélium atalakuldsat
szintén gatolta az aszpirin, vagy acetil-szalicilsav. Ezt a vegyiiletet tesztelték
a C. albicans esetében is, ahol 1mM-o0s koncentracido 95%-al csokkentette a
biofilm kialakuldsat, amely gydgydszati alkalmazdsokndl nagyon hasznos
lehet. A biofilm kialakulds gétldsa ellenére a tenyészetben élesztd és fonalas
format tovdbbra is megfigyeltek (Alem és Douglas, 2004). A S. japonicus
esetétben 2 mM-os koncentriciondl tapasztaltunk eltérést a micélium
novekedésben a kontrol tenyészethez képest. A koncentracié tovabbi
novelése mar a hifdk kialakuldsat is gdtolta, de egyben a tenyészet
életképességét is rontotta. A magasabb aszpirin tartalmui csészéken a sejtek
szeptdcigjanak elmaradasa a C. albicans-nal (Alem és Douglas, 2004) és a S.

Jjaponicus-nél is megfigyelhetd volt.

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

A micélium-képzés hatterében 4ll6 folyamatok megismerésének
érdekében klasszikus genetikai moddszerek felhaszndldsaval S. japonicus
micélium negativ (myc ) mutdns torzsek izolalasat és rekombindcids
analizisét végeztiik el. Nyolc Gj micélium negativ mutdns torzzsel boviilt

torzsgytjteményiink, amely hat myc gént reprezentél, amelyek a S. japonicus



élesztd-micélium 4talakuldsdban vesznek részt. Igy jelenleg, a Bozsik és
tarsai altal leirttal egyiitt, az élesztd-micélium atalakuldsban résztvevd 7 gént
ismeriink: mycl (myc-4, myc-10, myc-36 and myc-37 allélok), myc2 (myc-31
allél), myc3 (myc-34 allél), myc4 (myc-35 allél), myc5 (myc-39 allél), myc6
(myc-43 allél), myc7 (myc-56 allél).

Az izolalt myc” mutdnsainkndl a micélium-képzés elmaradasat okozo

mutdcidk morfoldgiai €s citologiai valtozasokkal jartak. Az altalunk vizsgélt
tulajdonsagok, mint az élesztd sejtalak és annak valtozdsa, a szeptum-képzés,
a vakuSlum méret és eloszlas, valamint az aktin elrendez6dés a micélium
képzés sordan igen nagy jelent0séggel birnak (a torzsek jellegzetességeit a
Melléklet 3. tablazatdban mutatjuk be). A sejtalak szerint myc™ mutdnsainkat
harom csoportba soroltuk: sep-szertii, kerek és rovid sejtek. Mint ahogy az
eredményeinkben bemutattuk, az egyes mutdciok a szigorian szabdlyozott
folyamatok felboruldsdhoz vezettek, szdmos jol dokumentdlhaté valtozast
okozva.
A myc mutdnsok segitségével azonositott, az atalakuldsban résztvevd S.
Jjaponicus gének funkcidit még nem ismerjiik, de a dimorf 4talakuldsra képes
fajok irodalmi adatai és a mutdnsainkndl megfigyelt egyedi jellegek alapjan
kovetkeztetéseket vonhatunk le arrdl, hogy az éleszté-micélium dtalakulds
melyik 1épésében vehetnek részt.

Ha a sejt nem megfelelden valaszol a nitrogén mennyiségének
csokkenésére, feltételezhetd, hogy hiba torténik a parosodds, valamint az
éleszté-micélium 4dtalakulds folyamataiban. A TOR szigndl utvonal a
nitrogén-éhezésre, homérsékleti €és ozmotikus stresszekre adott valasz
kialakitdsaban egyardnt szerepet jatszik a S. pombe sejtjeiben (Kawai és tsi,
2001). Ez az tutvonal tobb konzervativ fehérjét tartalmaz példdul a Tscl/2p,
Rheb fehérje, Torl/2p (Aspuria és tsi, 2007). Két kulcsszerepldje a Torlp és

a Tor2p kindzok. Mutécidjuk ellentétes hatast fejt ki: mig nitrogén-mentes,



spéraztatd tdptalajon tenyésztve a torlA sejtek teljesen sterilek, a
tenyészetben tovdbbra is hosszikds sejtek taldlhatéak, addig a komplett
tdptalajon tenyésztett ror2A mutansok belépnek a szexudlis ciklusba, sejtjeik
kisebbek, rovidebbek (Weisman és tsi, 2007). Az altalunk izolalt S. japonicus
mutansok kozott tobb steril torzset is azonositottunk a myc™ tulajdonsidggal
parosulva. E mellett mutansaink kozott talaltunk ozmotikus stresszre igen
érzékenyeket is. Ha feltételezziik, hogy a S. japonicus is rendelkezik a TOR-
hoz hasonlé mechanizmussal, akkor elképzelhetd, hogy a myc™
mutansainkndl tapasztalt sterilitds és ozmotikus érzékenység Osszefiiggésbe
hozhaté a TOR jelétviteli dtvonal valamelyik résztvevdjének mutdcidjaval.
Hiszen a S. pombe TSC/Rheb/TOR jelétviteli ttvonala szdmos folyamatot
befolyésol, igy a novekedésre és a sejtciklusra, a parosoddsra, az aminosav
felvételre, €s a stresszvalaszra is hatdssal van. Val6szintsithetd, hogy a MAP
kindzokkal Osszhangban részt vesz a kiilonb6zo stressz tényezOk kivaltotta
valaszfolyamatok szabdlyozédsdban (pl. Kawai €s tsi, 2001, Van Slegtenhorst
és tsi, 2004, Nakase és tsi, 2006, Weisman és tsi, 2007, Aspuria €s tsi, 2007).
Sajnos a S. pombe micélium-képzésének és a TOR szigndl tutvonalnak
kapcsolatardl nincs irodalmi adat. A S. pombe 1.975-6s torzskonyvi szamd,
micélium-képzésre képes torzsének, élesztd és micélidlis tenyészetébdl izolalt
peptidek tomegspektrometriai analizise utdn ugyanakkor az egyik fehérje,
amely a micélidlis mintdnkban kimutathatd, de az éleszté mintankbdl nem, az
SPBC16A3.08c gén éltal kodolt fehérje. Ez a S. pombe adatbédzisban talalt
informdcid szerint a TOR szignalitvonallal all kapcsolatban. A fehérje Sa.
cerevisiae homoldgja, az Stmlp, feltételezhetéen a transzkripcidt
befolydsolja tdpanyag hidnyos stressz koriilmények kozott €s egylittmikodik
a TOR jelatviteli utvonallal (Van Dyke és tsi, 2006). Egy masik, a fonalas
alak kialakuldsa szempontjabdl érdekes fehérje is van a 11 csak micélidlis

mintabdl kimutatottak kozott: ez egy konzervativ gombafehérje, amelyet az



SPCC757.03c gén kédol. Ennek Sa. cerevisiae homolégja a SNO4 proteint
kodold gén. Diszrupcidjat kovetden a fonalas alak kialakuldsa csokkent
mértékii, e mellett pedig az invaziv novekedés elmaraddsa figyelhetd meg
(Jin és tsi, 2008). Jin és munkatdrsainak a fonalas novekedést vizsgald
analizise egy masik érdekes kovetkeztetéssel is jart: szdmos olyan gént
azonositottak, amelyek a fonalas alak kialakuldsdnak befolyédsoldasa mellett a
mitokondridlis miikodéshez is hozzdjarultak (Kang és Jiang, 2005, Jin és tsi,
2008). Feltételezik, hogy a mitokondridlis szigndlok a retrograd dtvonalon
keresztiil (amely a mitokondrium és a sejtmag kozotti kommunikécidt segiti,
a Sa. cerevisiae esetében a mitokondridlis mikodési zavar érzékelésére
szolgdl) befolyésoljdk a fonalas novekedést (pl. Butow és Avadhani, 2004). A
kordbbi eredmények szerint ez az utvonal pedig kapcsolatban all a TOR
utvonallal (Komeili és tsi, 2000). Az altalunk azonositott 11 S. pombe
fehérjébdl 6t a mitokondriumban taldlhaté: NAD-fiiggd malédt enzim, citrat
szintetdz, ubikinol citokrém c reduktdz komplex kozponti fehérje, citokrém c
oxidaz alegység V és citokrom c.

A Y. lipolytica-ban szintén elvégeztek egy Osszehasonlitist az éleszto-
micélium 4talakuléds sordn termelddd fehérjéket illetden (Morin és tsi, 2007).
9 fehérje mutatott eltér0 mintdzatot a 2D gélen. A kiilonbozdként
expresszalédott fehérjék metabolikus ttvonalban €s stresszvalaszban vettek
részt.

Az altalunk vizsgélt S. pombe mintdkbdl kimutatott fehérjék szdma egyik
esetben sem elegendd ahhoz, hogy teljes korli elemzést és biztos
kovetkeztetéseket vonjunk le a két formdban megtaldlhaté proteinekrdl, de
ilyen jellegli vizsgélatokat még S. pombe-ban masok sem végeztek. A két
minta kozott kiillonbséget taldltunk a fehérjeszintézisben részt vevd fehérjék

ardnydban. Ez magyardzhaté azzal, hogy a S. pombe esetében az invaziv



micéliumok kialakuldsa nem egy kedvezd éllapot, amely a fehérjeszintézis
lassuldsdhoz vezethet.

A Melléklet 3. tablazatiban jellemzett mutdnsaink pleiotrép
fenotipusait eredményezhették olyan gének mutdciéi is, amelyek tobb
folyamat koordindlasaért felelések. Ezek lehetnek példaul medidtor
funkcidval rendelkezd fehérjék, vagy transzkripcids reguldtorok. sep-szerii
novekedést mutatd mutansaink (7-63, 7-96, 7-156, 7-159 és 7-163-as
torzskonyvi szdmi mutidnsok) elnevezése a S. pombe sepl-1 torzsének
hasonlé mikrohifai alapjan tortént (Sipiczki és tsi, 1993). A Seplp fork-head
tipusu transzkripcids faktor, amely azoknak az enzimeket kédolé géneknek a
reguldtora, amelyek a szeptum és sejtfal poliszacharidjainak a lebontdsat
végzik a lednysejtek szepardcidjakor a sejtosztddds sordan (Alonzo-Nunez és
tsi, 2005). Jelenlegi ismereteink szerint szerepe a sejtszepardcioban
betoltottnél joval szélesebb korlh (Rustici és tsi, 2004). Ha a Seplp
inaktivalodik, a sejt szepardciéja nem torténik meg, a lednysejtek egyiitt
maradnak, kialakitva a jellegzetes tobbsejtes, hifara emlékeztetd strukturat.
Ezek a mikrohifdk azonban nem azonosak a S. japonicus valddi hifdival. Az
egyik legfontosabb kiilonbség a novekedés polaritdsdban van, amely a valddi
hifdkban jellegzetesen monopoldris, mig a mikrohifdkban bipolaris. A S.
Jjaponicus sep-szerli mutdnsainak a telepei koriill nem alakul ki valddi
micélium, ami megerdsiti azt a kordbbi megfigyelést, hogy a sejtek egyiitt
maraddsa nem elégséges feltétele az élesztd-micélium atalakuldsnak (Sipiczki
és tsi, 1998a). A S. pombe sepl gén befolyésolja egy masik transzkripcids
faktor, az Ace2p expresszidjat. Az Ace2p dltal szabdlyozott gének altal
kédolt enzimek, példaul az Englp és az Agnlp, a szeptum szétvalasaban
vesznek részt. Az ace2A sejtek a sepIA sejtekhez hasonlé mikrohifdkkal
rendelkeznek (Martin-Cuadrado és tsi, 2003, Sipiczki, 2007). A S. pombe

tovabbi 15 izolélt sep génjében sériilt mutdnsok vizsgdlata sordn szintén



tapasztaltdk, hogy tobb egymadstdl latszélag fiiggetlen szabdlyz6 utvonal
sériillhet: a szexudlis differencidlodds elinditdsa Gl-ben, a sejtosztodds
szabdlyozdsa az M féazisban és az ozmotikus érzékenység (Grallert és tsi,
1999). A S. pombe sep mutdnsaihoz hasonléan a S. japonicus sep-szerli
mutdnsai esetében is megfigyeltiik a sejtszeparacié hidnyat, a fertilitds
csokkenését és az ozmotikus érzékenységet. A S. pombe SeplOp, Sepllp,
Sepl5p fehérjéi medidtor komplex alegységek, amelyek a transzkripcid
szabdlyozasaban kulcsfontossdgu szerepet jatszanak (Szilagyi és tsi, 2002,
Miklos é€s tsi, 2008). A sep9 gén a Sa. cerevisiae SPT8-hoz hasonlé fehérjét
koédol, amely a SAGA komplex egyik alegysége (Batta és tsi, 2009). A C.
albicans esetében is megvizsgiltdk az egyetlen fork-head transzkripcids
faktor (CaFKH2) szerepét. A vizsgdlatok kimutattdk, hogy a CaFKH2
nagyon fontos szerepet jatszik a kiilonb6z6 sejttipusok kozotti atvéltasban és
a virulencia kialakitasdban is. Hidnydban konstitutiv pszeudohifa-képzés 1ép
fel. Transzkripcids reguldtora a Cyb4p-nek (egy B-tipusu ciklin) és szdmos
hifaspecifikus és sejtszepardcioban részt vevd fehérjének (Bensen és tsi,
2002). A C. albicans hiarom madsik a micélium-képzés szempontjabol
kiemelten fontos transzkripcids regulatora az EFG1, CPHI és a TUP1 (Braun
és Johnson, 2000).

Az ot S. japonicus sep-szerien novekedd mutdns koziill adataink
szerint harom (7-63, 7-96, 7-156) azonos génben sériilt. Az ut6bbiakkal
feltehetden vagy azonos génben sériilt, vagy azonos kapcsoltsagi a csoportba
tartozik a 7-157-es mutdns is, de ez a mutins nem mutat sep-szertiséget,
hanem a sejtjei vad tipusiak vagy lekerekedettek. Az egyik lehetséges
magyardzat erre a kiillonbségre az, hogy a génterméknek (fehérjének) tobb
funkcidja is lehet a sejtben. Attdl fiiggden, hogy hol van benne a mutécio,
csak az egyik funkcidja esik ki (a hifazas elmarad), vagy az Gsszes, ami teljes

funkcidvesztéssel jar (a micélium-képzésen kiviil mds is sériil). A masik



magyardzat pedig az lehet, hogy a 7-157-es torzs nem allélikus a harom sep-
szeri mutanssal, hanem egy eltér0 génben sériilt, amely azonban nagyon
szorosan kapcsolt a benniik sériilt génnel és emiatt csak olyan kis
val6szinliséggel jatszodik le a rekombinécid, hogy a keresztezések sordn nem
talaltunk a vizsgélt utédok kozott myc” fenotipusi szegreganst.

A S. pombe sph- (spherical) mutins torzseinél, hasonléan a 7-154, 7-155, 7-
176-os mutdnsainkhoz, kerek, izotrop mddon novekvd sejtekkel
taldlkozhatunk, amelyek random aktin eloszldst mutatnak (Sipiczki és tsi,
2000b). Az aktin sejtvdz alapvetd szerepet jatszik a sejt polarizacidjaban,
morfogenezisben, az organellumok disztribucidjaban és a citokinezisben
(Drubin és Nelson, 1996). A vad tipusu, hosszikds S. pombe és S. japonicus
sejteknél az aktin a novekvo sejtvégeken és osztddaskor az osztddas sikjaban
figyelhet6 meg (Marks és tsi, 1986, Sipiczki és tsi, 1998b). A mutdnsokndl
tapasztalt apolaros aktin disztribuicié okozhatja polaris novekedésre vald
képességiik elvesztését, és magyardzatot adhat arra, hogy az izotrép médon
novekvé mutansaink miért nem képesek micélium fejlesztésre. Hiszen a hifak
kialakuldsanak alapvetd feltétele az aktin polarizalt, unipoléris elrendezddése
(Sipiczki és tsi, 1998b, Harris és Momany, 2004). A kerek sejtalak e mellett
még sterilitdssal is parosult. A S. japonicus kerek sejteket képzd myc™
mutdnsaiban sem taldltunk ivari folyamatokra utal6 jeleket, azaz
konjugaciéhoz megnyult sejteket, zigotakat, aszkuszokat és szabad sporakat.
Val6sziniileg a polaritds hidny lehet az oka annak, hogy a konjugéicids csovek
nem alakulnak ki, igy nem torténik meg a parosodds sem, hasonléképpen
ahhoz, amit a S. pombe-nél kordbban leirtak (Sipiczki €s tsi, 2000b).

A sejtciklus, vagy a sejtpolaritds mutdcidi mellett a sejtfal szerkezetének
modosuldsa is okozhatja a sejtalak megvaltozasat, példaul kerek sejtek
kialakuldsat (Ribas és tsi, 1991). A sejtfal szerkezetének gyengiilése

kovetkeztében ez a kevésbé merev struktira a sejtalak fenntartdsdban mér



kevésbé jatszik szerepet. Ezzel egyidejlileg a sejtben fenndllé citoplazmatikus
turgor ,kikerekiti” a sejteket és emiatt kerekebb sejteket lathatunk a
mikroszkép alatt. A sejtfal szerkezetének sériilése fokozhatja a sejtfal
érzékenységét a sejtfalalkotd poliszaccharidokat bonté enzimekkel szemben.
Ebbdl kiindulva megnéztiik a mutdnsaink B-gliikandz érzékenységét. A S.
Jjaponicus kerek mutdnsai érzékenyebbeknek bizonyultak. Koziiliikk a 7-176-
os torzskonyvi szdmud mutatta a legnagyobb B-gliikandz érzékenységet: mar
10 perces inkubdlds utdn a sejtek 50%-a elpusztult. Tehéat a 7-176-os mutdns
sejtek lekerekedését valdszinlileg a sejtfal Osszetétel megvaltozdsa okozta,
vagy ez is lehetett az egyik ok. Erdekes itt megemliteni, hogy a C. albicans
esetében a sejtfal B-1,6-gliikdn tartalmanak csokkenése az élesztd-micélium
atalakulas elmaraddsdhoz vezetett, ami egyben a patogenitds elvesztését is
okozta (Herrero €s tsi, 2004).

A sejtpolaritds elvesztése €s a sejtfal szerkezetének megvaltozdsa mds mdédon
is Osszefligghet. Kerek mutdnsaink esetében a 42. dbran bemutattuk, hogy a
kalkofluorral torténd festést kovetden a sejt felszinén szabdlytalanul és
véletlenszertien lerakddott szeptum anyag foltjai lathatéak. Ezek a
lerakdddsok szintén a sejtpolaritds elvesztésének eredményeként, a
szabdlyozatlan transzport folyamatok miatt alakulhattak ki.

Szinte minden vizsgélt S. japonicus mutins torzsnél taldltunk valamilyen
eltérést a vakudlumok mérete, eloszldsa, vagy szdma szerint. A fonalas alak
kialakuldsdnak egyik alapvetO feltétele a polaris helyzetli, 6rids vaku6lum
kialakuldsa a sejtvégeken (Sipiczki és tsi, 1998a, 1998b). Ezek az egyik
sejtvégen elhelyezkedd a vakudlumok egyrészt az azonos vég novekedését
gatoljak, masrészt a sejt novekedését is felgyorsitjdk térfogatuk kis energia
befektetéssel jar6 kiterjesztésével. Harom kerek (7-154, 7-155, 7-176-0s
torzskonyvi szamud) és két a vad tipushoz hasonlé élesztd sejtalakkal

rendelkezd (7-156, 7-157-es torzskonyvi szami) mutdnsunkndl a vad tipusu



sejtekhez képest kisebb méretii, de nagyobb szdmu vakudlumot figyeltiink
meg a sejtekben. Erre a vakudlum fuzi6 elmaraddsa lehet az egyik
magyarazat.

A C. albicans wall mutans sejtjei is izotrop novekedésliek és random aktin
elrendez6dést mutattak. Ehhez a néhany fenotipushoz tovabbi, a vad tipustdl
eltérd jellegek pdrosultak: a sejtekben a megszokott 1-3 nagyobb méretii
vaku6lum helyett sok kisebb méretli vakudlum alakult ki, valamint az
endocitdzis lelassult. A vizsgélati eredmények azt mutattdk, hogy a mutéacid
hatdsara elmaradt a C. albicans valddi hifdinak kialakuldsa. A WALI fehérje
a humdn Wiskott-Aldrich Szindréma proteinnel homol6g (WASP), amelynek
az aktin sejtvdz reorganizdcidjdban is fontos szerepe van. Ez a fehérje a C.
albicans esetében a homotipusos vakudlum fizié egyik résztvevdje is lehet
(Walther és Wendland, 2004). A S. pombe WASP homoldgjat is
megvizsgaltak, a wsp/A mutansok esetében depolarizélt aktin elrendez6dést,
csokkent fertilitast, €s ozmotikus érzékenységet talaltak. A S. pombe esetében
feltételezik, hogy ez a fehérje a miozin-I-gyel egyiitt (aktin dependens
molekularis motor), az aktin 0sszeszerelésében vesz részt (Lee és tsi, 2000).
A vakudlum fuzié a S. pombe sejtjeiben a Styl dtvonal dltal szabélyozott és a
V tipusti miozin (Myo52) kdzremiikodésével valésul meg (Bone és tsi, 1998,
Mulvihill és tsi, 2001). A myo52A sejtek vakudlumai kisebbek, mint a vad
tipuséi €s még hipoozmotikus koriilmények kozott sem képesek fuzidra
(Mulvihill és tsi, 2001). Hasonléan kisméretli vakuélummal rendelkeznek a
S. pombe ypt7 mutédns sejtek is (Bone és tsi, 1998). A gén egy Rab proteint
kédol, amely a Sa. cerevisiae esetében a in vivo vakudlum fuzié egyik fontos
résztvevoje (Haas €s tsi, 1995).

A 7-163-as torzs sejtjeiben ezzel ellentétben, a bemutatott képek és
megfigyeléseink szerint lejatszodik a  vakudlumok fuzidja, amely

nagyméretli, nem poldris elhelyezkedésli, szabdlytalan alakd vakudélumok



kialakuldsat eredményezi. Ezek a vakudlumok azt is bizonyitjdk, hogy a
vakudlum fizi6 sziikséges, de nem elégséges feltétele a S. japonicus
micélium-képzésének, ahogyan azt kordbban is sejtették (Sipiczki és tsi,
1998b). A vakudélumok fuziondlnak ugyan, de a sejtek mérete jelentdsen nem
véltozik. Igy a vakudlumok a sejtek térfogatdnak tdlnyomé részét kitoltik,
kevés helyet hagyva az egyéb sejtalkotoknak. Ennek a mutdns fenotipusnak
az okét kereshetjiik példdul a vakudlum fiizi6 szabdlyozdsidban, a vakuélum
membréanjanak lebontasiaban bekodvetkezett hibdkban, a sejtfal szerkezetének
sériillése miatt a fokozott folyadék felvételben is. A 7-163-as torzskonyvi
szdmd mutidns esetében a klorid és a P-gliikandz tesztek elemzésekor a
vadhoz képest nagyobb érzékenységet talaltunk, ami a sejtfal Osszetételének
valtozdsara utalhat. A S. pombe ypt71 génterméke, amely a kordbban emlitett
Ypt7p-el egyiitt a Rab fehérjecsaldd tagjai, a vakudlum fuziét gétolhatja,
mégpedig az Ypt7p-en keresztiil. A ypt7] mutdns sejteken beliil ezért Orids
vakudlumokat talaltak (Kashiwazaki és tsi, 2009).

A S. pombe heterotallikus vad torzsei a nitrogén forrds elvondsa utan
néhany osztédast kovetden nyugalmi dllapotba (quiescence) keriilnek. A
nyugalmi allapotba keriilt tenyészet ellendllova valik kiilonbozd stressz
hatdsokra, és a fennmaraddshoz elegendd aktivitdssal, metabolizmussal
rendelkezik. Ezt az allapotot morfologiai valtozdsok is kisérik: a sejthossz
csokkenése (lekerekedett sejtek), a sejtpolaritds elvesztése, vakudlum-szeri
organellumok kialakulédsa és lipid cseppek megjelenése a citoplazmaban (pl.
Su és tsi, 1996, Mochida és Yanagida, 2006, Sajiki és tsi, 2009). Erdekes,
hogy a nyugalmi allapotba valé belépéshez a MAP kindz kaszkad két tagjat a
Stylp-t és a Wislp-t (nitrogénforrds megvondsa okozta stressz valaszhoz is
sziikséges kindzok), a vakudlum fuzidhoz sziikséges Ypt5Sp, Vamb6p, Vpsl1p-
t (a HOPS komplex alkot6i, amelyek a vaku6lum fazidban vesznek részt) és

Wsplp, End4p fehérjéket (az aktin szerkezetének kialakitdsdhoz,



endocitézishoz sziikséges) taldltdk alapvetden fontosnak (Kaksonen és tsi,
2003, Takegawa és tsi, 2003, Sirotkin és tsi, 2005, Reiter és tsi, 2008, Sajiki
és tsi, 2009). Tehat azokat a fehérjéket, amelyek az éleszté-micélium
atalakulas esetében is fontos szereplonek bizonyultak. Mert lathattuk, hogy a
sejtpolaritds véltas, a megfeleld aktin elrendezddés, a polaris helyzetli 6rids
vakudlumok kialakuldsdhoz sziikséges vakudlum fazid, a S. japonicus
esetében is alapvetd fontossdgd az élesztdo-micélium 4dtalakulds sordn
(Sipiczki és tsi, 1998a, 1998b). Myc  mutdnsaink segitségével pedig
bemutattuk, hogy ha ezek a folyamatok kozvetve, vagy kozvetett mddon
sériilnek, nem kovetkezik be a dimorf atalakulds. Kerek, vagy tobbségében
lekerekedett sejteket tartalmazd S. japonicus mutansaink alakjat, a
sejtpolaritds elvesztését, a dimorf 4atalakulds elmaraddsiat okozhatta az is,
hogy a mutdns sejtek a tenyésztési koriilmények ellenére (komplett
taptalajon), kordbban keriiltek nyugalmi éllapotba. Dodgson és tarsai egy S.
pombe deléciés konyvtar segitségével 12, a micélium kialakuldsahoz
sziikséges gént azonositottak. A génekrdl atir6dé fehérjék kozott szintén
szerepelnek példaul a membran transzportban, aktin kialakuldsdban vagy a
transzkripcids szabdlyozdsban részt vevd fehérjék. A nyugalmi &llapot
kialakuldsa hasonléan az élesztd-micélium 4talakuldshoz citolégiai és
morfolégiai valtozasokkal jar. Ez is egyfajta alkalmazkodasi stratégia, azaz
valasz a megvaltozott kiilsd koriilményekre. Mivel a sejtek morfoldgiai
atalakulasa alapvetden azonos lépéseket igényel és a kivaltd tényezd a N-
éhezés (a nyugalmi allapot esetében a nitrogén hidny, az éleszté-micélium
atalakulasnal pedig a nitrogén mennyiség csokkenése), nem meglepd, hogy a
két folyamat soran, a valaszaddsban is hasonl6 fehérjék vesznek részt.
Muténsaink kozott kiemelkedd stressz-érzékenységgel a 7-159-es
mutdns rendelkezett. Négy teszt esetében (KCl, NaCl, MgCl,, CaCl,

érzékenység) ezt a mutdnst taldltuk a legérzékenyebbnek. Erdekes, hogy a



szorbit esetében nem taldltunk ilyen mértéki érzékenységet. Ez alapjan azt
gondolhatjuk, hogy a mutdns sejtek nem az ozmotikus stresszre, hanem a
magas klorid koncentraciora érzékenyek. Ehhez hasonl6 klorid érzékenységet
taldltak példaul Grallert és munkatdrsai a S. pombe sep mutdnsainak
vizsgdlatakor (Grallert és tsi, 1999). Mivel a 7-159-es torzskonyvi szdmu
mutdnsunk a vadhoz hasonlé [-glikandz érzékenységet mutatta,
feltételezhetd, hogy nem kozvetleniil a sejtfal szerkezetében bekovetkezett
mutdcié a felelds az érzékenységért. A jelenségre magyardzatot a kordbban
emlitett MAP kindz kaszkad sériilése, vagy sériilt szabdlyozdsa adhat. A S.
pombe esetében az Spc/Sty/Phh-MAP kindz kaszkad kiemelkedd szerepet
jatszik a kiilonbozo stresszekre adott tolerancia kialakitasdban: nitrogén-
éhezés, magas ozmolaritds, hdsokk, magas kiilsé pH (pl. Kato 1996). Egy
masik  Pmk/Spm1-MAP kindz kaszkad felelés a sejtfal integritds
fenntartasahoz, és az ozmotikus stressz valamint a homérséklet stresszre adott
megfeleld valaszért (Madrid és tsi, 2006). Feltételezhetd, hogy amennyiben
léteznek a S. japonmicus-ban, a S. pombe-nél ismertetett MAP kindz
kaszkadok, a S. japonicus 7-159-es torzskonyvi szamui mutdnsdnak stressz-
érzékenységére az ezeknek a szabdlyozdsdban bekovetkezd hiba adhat
vélaszt.

Habar a rekombindciés analizis sordn elvégzett keresztezésekkel célunk az
volt, hogy megéllapitsuk a myc™ mutdnsaink azonos, vagy eltéré génekben
sériiltek, néhany esetben tovabbi adatokat is nyertiink az oktddanalizis sorén.
Feltételezhetden a 7-159-es mutdns, egy masik sep-szerll (7-163) és két kerek
myc~ mutdnssal (7-154, 7-155) valé keresztezésébdl szarmazo, mindkét
sziill6i mutéaciét hordozé utddja életképtelen. Hasonld letalitdst tapasztaltak
tobb S. pombe sep mutins esetében. Példaul a méar ismertetett
kulcsfontossagu szerepet jatszo sepl €s a sepl5, valamint a sepl0 és sepl5

mutans géneket hordoz6 torzsek keresztezésénél (Grallert és tsi, 1999, Miklos



és tsi, 2008). Valoészintleg ezek a S. japonicus mutansok, olyan
meghibdsodott géneket hordoztak, amelyek olyan folyamatokban, vagy azok
szabdlyozdsdban vettek részt, amelyek egyiittes jelenléte mar nem volt
kompenzalhat6 a sejtek szamara.

A legtobb pdarositasnal 60-85%-os spora-életképességet mértiink. Bozsik és
munkatarsai 2002-ben megjelent cikkiikben mar beszdmoltak a S. japonicus
auxotr6f mutdns torzseinek keresztezésekor tapasztalt spoéra-életképesség
hasonlé alakuldsardl. Az a tény, hogy kiillonbozé mutdnsok (auxotréf, myc™)
keresztezése hasonl6 eredménnyel jart arra mutathat rd, hogy ez a tulajdonsag
a S. japonicus esetében fajra jellemzd, és nem a muticidk kéros
kovetkezménye.

Az itt ismertetett fenotipusok a kivalté gének sériilésének kozvetett,
vagy kozvetlen eredményeképp a monomorf forma kialakuldsat
eredményezték. Tobb patogén fajban is megfigyelték, hogy az ilyen mutans
torzsek nem okoznak betegségeket, avirulensekké valtak: példaul C. albicans,
U. maydis (Lo és tsi, 1997, Braun és Johnson, 2000, Saville és tsi, 2003,
Martinez-Espinoza és tsi, 1997). Az altalunk izoldlt myc™ mutdnsok tovabbi
vizsgalata elvezethet benniinket az atvéltasban szerepld fehérjékhez, azok
pontos funkcidjahoz és az 4atvaltds mechanizmusinak jobb megértéséhez.
Ezéltal az eukaridta sejt differencidloddsanak egyes lépéseit is jobban
megismerhetjiik. J6 okunk van feltételezni, hogy a gombak dimorf atvaltasi
mechanizmusainak vannak kozos, evolicids értelemben konzervalt elemei.
Ezek feltardsaval megnyilik a lehetdség arra, hogy olyan ,,tdmadaspontokat”
keressiink, amelyeken keresztiil gétolni lehetne a patogén fajokndl az
atvaltast, az artalmatlanabb formabol az artalmasabba. Ezekhez a
»tdmadaspontok”-hoz lehetne azutan specifikus gétlé anyagokat keresni,

amelyek a gombaellenes hatbanyagok 1) generdcidjét jelentenék.



8. Osszefoglalas

A tomlésgomba S. japonicus szamos olyan kedvezd tulajdonsdggal
rendelkezik, amelyek j6l felhasznalhatdé modellorganizmussd teszik a
dimorfizmus vizsgélatara: konnyen indukalhat6 éleszt6-micélium dtalakulas,
jol  dokumentdlhaté citologiai jellegek, haploid genom (amelynek
szekvencidjat a Broad Intézet honlapjan kozzétették), a rendelkezésre allé
auxotr6f és  morfologiai mutdciét hordozé  torzsekkel  bdvitett
torzsgyljtemény ¢és  folyamatosan  bdviild  molekuldris  bioldgiai
modszerkészlet. A vele rokonsdgban 1évé és a sejtciklus kutatdsban
kiemelkedd szerepet jatsz6 S. pombe (2001 Nobel-dij Sir Paul Nurse) invaziv
micélium-képzése jelenleg még kevésbé ismert, ugyanakkor a rendelkezésre
all6 molekuldris bioldgiai eszkoztdr révén szintén hasznos modellszervezetté
valhat az éleszt6-micélium &talakulds kutatisaban. Ebben a dolgozatban a
hangsulyt e tulajdonsag, azaz a dimorfizmus tanulmanyozdasara helyeztiik. Az
atalakuldas hétterében lejatsz6dd citologiai, genetikai és proteomikai
valtozasokrdl szerettiink volna, e két hasadd élesztogomba faj segitségével,
minél részletesebb betekintést nyujtani.

Els6 alkalommal valt lehetové a S. pombe és a S. japonicus micélium-
képzésének Osszehasonlitdsa, a mindkét faj szdmadra éleszté-micélium
atalakulast indukdlé LNBA tdptalajon. Megfigyeléseink szerint az agarba
fir6do, invaziv fonalak mindkét faj esetében széttartéan novekedtek. A S.
pombe micéliuma, eltéréen kozeli rokondtdl, koteges szerkezetli. A vezetd
fonalak mogotti régid kompakt és az eldgazdsok altal erdsitett. A két faj
micéliumot fejlesztd tenyészeteit megvizsgalva azt lattuk, hogy a dimorf
atvaltas és a hifdk novekedése a tenyészetek periféridjardl, parhuzamosan
tobb pontbdl indult. A telepek koriil megjelend hifdk mellett a tenyészet belsd

részein az élesztdsejtes format figyelhettiik meg.



A S. japonicus és a S. pombe €leszto-micélium atalakuldsdnak kezdeti
1épéseit is nyomon kovethettiik. A specidlisan kialakitott targylemez arra
alkalmas folyosdiban ndvekvO S. pombe élesztisejtjei jellegzetes mintdzatba
rendezédtek. Ebben a kezdeti stddiumban a tenyészet kozponti részein
élesztosejteket, a periféridlis részeken pedig az osztddasok utdn egyiitt
maradt, meghosszabbodott lednysejteket és 3-5 sejtbol 4llo, rovid
pszeudohifdkat taldltunk. A citoplazméjukban zo6ld fluoreszcens proteint
termeld sejtekben, jol kivehetové valtak a szeptumok €s a sejtmagok.
Megfigyelésink szerint ezekben a tobb sejtbol 4ll6 pszeudohifdkban
sejtenként egy sejtmag talalhato.

A S. japonicus micéliuma gyorsan fejlodott a legtobb, kiprobalt
taptalajon (kivételt a cAMP hozzdaddsa és az agar koncentracié csokkentése
jelentett — ekkor nem zajlott le a dimorf atalakulds). A S. pombe-hoz
viszonyitva az agarba furddott hifdinak a mérete, a Petri csészében, vagy a
csatorndkban tenyésztve, azonos 1id0 alatt hosszabbnak bizonyult. A
targylemezben kialakult fonalaiban jellegzetes, Ooridsméretli, poldris
vakuo6lumait festés nélkiil is jol lathattuk.

A S. japonicus élesztd-micélium dtalakuldsdban fontos szerepe van a
megfigyelt, poldris 6rids vakudlumok kialakuldsanak. A S. pombe élesztd- és
hifasejtjeinek vakudlumait CDCFDA festéssel tettiikk lathatéva. Mindkét
sejttipusban azonos jelintenzitast, ez alapjan feltételezhetéen azonos méretii
vaku6lumokat taldltunk, tehat tapasztalataink szerint a vakudlumok nem
jarulnak hozz4 a S. pombe dimorf atalakulasdhoz.

A S. japonicus vad tipusu sejtjeinek vakudlumait a targylemezben
festés nélkiil figyelhettilk meg, és az agarbdl kivagott mintdk esetében tobb,
specidlis festési eljardssal (FM4-64, CDCFDA) tettiik lathatovd. Az
élesztdsejtekben is tobbféle alaki vakudlumot taldltunk: ovalis, kerek,

tubuldris, amelyeknek a megfeleldit a hifasejtekben is megfigyeltiink.



Kizéar6lag a hifasejtekben taldltunk a sejt térfogatat majdnem teljes mértékben
kitoltd vakuolumokat, amelyeknek feltételezéseink szerint ligosabb a
kémhatdsa, mint a kisebb méretiiecknek. A vaku6lumok fizdja a hifasejtekben
is lejatszodik, ami azt a feltevésiinket tdmasztja ald, hogy a S. japonicus
vakuo6lumai a hifaik novekedéséhez is sziikségesek.

A vakud6lum megjelenitéséhez alkalmazott festékek kozott taldljuk a
Vida és Emr altal élesztok esetében eldszor haszndlt FM4-64-et. Ez nemcsak
vezikulumok festésére szolgdl, hanem endocit6zis markerként is miikodik. A
S. japonicus vad tipusti élesztOsejtjeiben az endocitézis sordn idében a
plazmamembrén vélik eldszor lathatéva, majd a korai és késéi endoszomak
és végiil a vaku6lum membrin. Ezt az endocitdzis markert a S. pombe
esetében mar kordbban haszndltdk. A két kisérlet alapjan megéllapithato,
hogy a két faj élesztOsejtjeiben a folyamat azonos 1€péseken keresztiil zajlik,
de az 1épések kozott tobb i1d6 telik el a S. japonicus esetében. Ez a sejtek
méretének kiilonbségébdl adodik. A S. japonicus hifdinak monopolérisan
novekvd csucssejtjeiben megfigyelt jellegzetes erds festék akkumuldcio,
feltehetdleg a fonalas gombdkndl leirt, aktiv membrantranszport
folyamatokra utal. A polaritdsban is sériilt mutdnsok tanulmanyozdsa sordn
az is kideriilt, hogy a festék felvétel a sejt polaritasitol fiiggott.

A S. japonicus €leszté-micélium atalakuldsdban szerepet jatszé gének
megismerése érdekében a micélium-képzésre nézve vad tipust, de kiillonbozd
auxotr6f markerekkel rendelkez6 S. japonicus torzsekbdl, UV-mutagenezist
kovetden, micélium-képzésben sériilt myc™ mutdnsokat izolaltunk. Mutans
torzseinket kereszteztik, majd rekombindciés analizist végeztiink.
Vizsgdlataink alapjan hat gént azonositottunk, amelyek a S. japonicus
éleszté-micélium atalakuldsdsban részt vesznek.

Tapasztalataink szerint a S. japonicus dimorf 4talakuldsat, a sejt

életében alapvetden fontos citoldgiai valtozdsok kisérik. A sejtalak szerint



harom csoportba (sep-szert, kerek és rovid sejtek) sorolt myc™ mutdnsainknal
ezeket a folyamatokat vizsgdltuk mikroszképos, fluoreszcens mikroszkopos
technikdval. Az egyes mutdnsokndl megfigyelt hibdk arra utalnak, hogy az
aktin disztribicio, a vakudlum fizio, a sejt szepardcié az €leszto-micélium
atvaltas szempontjabodl kiemelkedden fontos citoldgiai események.

A S. japonicus myc” mutdnsok ozmotikus érzékenységét KCl, CaCl,,
NaCl, MgCl,, szorbittal kiegészitett komplett taptalajokon végeztiik. Mert
ugy gondoltuk, hogy az ezekbdl a stressz-érzékenység vizsgalatokbdl
szarmaz6 eredményekbdl, tobb adatot gyiijthetiink a mutaciok hatterében allé
génekrol. Mutdnsaink koziil a 7-159-es torzskonyvi szamd mutdns esetében
taldltunk kiemelkedd klorid érzékenységet, ami esetleg a stressz tolerancia
kialakitdsdban résztvevO, szabdlyoz6 utvonal hibdjara utalhat. A 7-176-o0s
torzskonyvi szdmud mutdns jelent0s [-glilkandz érzékenysége azt mutatja,
hogy a sejtfal Osszetételének megvaltozdsa gitolhatja a poldris novekedés
megindulasat és igy az éleszté-micélium 4talakulédst. Erre més dimorf fajok
esetében is tobb példat taldlhatunk.

A S. pombe 1.975-0s torzskonyvi szdmu heterotallikus torzs
élesztdsejtes és micélidlis tenyészetének Osszehasonlitd proteomikai
vizsgilata sordn, 149 fehérjét sikeriilt azonositanunk. Kozottik a
metabolizmusban, a stressz védlaszban és a transzldcidban szerepet jatszo
proteineket taldltunk a legnagyobb szdmban. A 149 fehérje koziil 11 olyat
taldltunk, amely csak a micélidlis tenyészet mintdjabol volt kimutathato.
Eredményeink alapjan ugy gondoljuk, hogy a S. pombe micélium-képzésében
a TOR dtvonal, a nitrogén mennyiség érzékelése révén, fontos szerepet
jatszhat. Egy masik a S. pombe micélidlis mintdbdl azonositott fehérje is
befolydsolhatja a dimorf atalakuldst. A konzervativ gomba fehérje
homolégjdnak, a Sa. cerevisiae SNO4 proteinjének diszrupcidja a

pszeudomicélium-képzés sériilléséhez vezetett. Egy masik elmélet szerint,



amely az els6 szisztematikus gén diszrupciés és tultermeltetéses
vizsgdlatokon alapult, a mitokondridlis miikodés fontos szerepet jatszik a
fonalas alak kialakuldsdban. Az éleszté-micélium &talakuldst szabalyzé jol
ismert szigndl dtvonalak mellett a mitokondridlis retrograd ttvonal szerepét
hangsiilyoztak, mint negativ reguldtor. Ot, kizdrélag a micélidlis mintdnkban

kimutathat6 mitokondridlis fehérjét taldltunk.



Summary
The Ascomycota Schizosaccharomyces japonicus has proved to be an
attractive model for studying dimorphism. One of its striking features is the
easily inducible switch between the yeast-like and the filamentous growth
modes. Given its large cell size it is also a well suited model for studying
cytological processes. Its haploid genome (the sequence is published on the
webpage of the Broad Institute), the collection of auxotrophic and
morphological mutant strains and continually expanding molecular biological
tool and data resource makes this organism a promising model organism.
Although S. pombe (closely related to S. japonicus) is better known about its
central role in cell cycle regulation research (2001 Nobel-prize, Sir Paul
Nurse), its yeast-mycelial growth pattern has been recently described. The
availability of numerous molecular tools for S. pombe makes this organism
an ideal model for further understanding dimorphism.
In this study we put the emphasis on dimorphism, the transition between the
yeast and hyphal and pseudohyphal growth patterns. With the help of the two
Schizosaccharomyces species our aim was to gain more information on the
cytological, genetical and proteomical aspects of this transition.
On LNBA media, which supported the mycelial growth of both studied
Schizosaccharomyces species S. pombe and S. japonicus, we could compare
their characteristic mycelial growth for the first time. According to our results
the invasive filaments grow away from each other in both cases. The S.
pombe mycelium, unsimilarly to its close relative, resembling a rope-like
structure: behind the fast growing region of the mycelium growing, invaded
filaments form a dense network, hold together by branches. Examining the
cultures of the two species, we concluded that the yeast-to-mycelium
transition and establishment of the mycelial phase occurred at the periphery

of the inoculum, from a few sites. Apart from the hyphae around the colonies



we found yeast cells in the middle of the colony (they may also experience
lack of nutrient, but unlike cells on the edge, are not able to sense any
nutrient in the close vicinity, and therefore are not induced to form hyphae).

We could also follow the early steps of the yeast-mycelial transition
of S. japonicus and S. pombe. In the channels of the special microscopy slide
filled with media inducing hyphal growth, the S. pombe elongated yeast cells
arranged in a special order. Later of the hyphal formation we could observe
unseparated daughter cells more elongated then yeast cells, and short hyphae
consists of 3-5 cells (termed as pseudohyphae) at the edge of the inoculum
and yeast cell in the centre. Using the cells producing green fluorescent
proteins we could differentiate the septa and nuclei in these hyphae.
According to our observation these pseudohyphae cells contains one nucleus
per cell.

The mycelium of S. japonicus grows faster on almost every, tested
media (except when we added cAMP to the media or decreased the agar
concentration in those cases the dimorf transition did not occur). Comparing
the length of the invasive hyphae of S. japonicus with S. pombe, under the
same condition whether culturing them on Petri dishes, or in the channels, S.
Jjaponicus hyphae grew longer. In case of the filaments growing to the
nutrient rich pole of the channels we could see its characteristic large polar
vacuoles as well.

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

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



Vacuoles of S. japonicus wild type cells can be observed without
staining in the channels and in case of the agar samples these could be
visualized by fluorescent dyes (FM4-64, CDCFDA). Vacuoles in the yeast
cells display pleomorphism: ovoid, spherical, tubular shapes, the same types
can be observed in the hyphae cells as well. We found large vacuoles which
filled up most of the cell exclusively in the hyphae cells. We assume that
these large vacuoles have more alkalic pH than the smaller ones. According
to our observation vacuole fusion takes place in the hyphae cells that supports
our hypothesis that vacuoles are needed not only for the switch between yeast
and mycelial phases, but for the growth of the hyphae as well.

Out of the two fluorescent dyes we used for visualizing vacuoles
FM4-64 is the one that Vida and Emr applied on the yeast cells for the first
time. This stain not only labels the vesicles, but it serves as an endocytosis
marker. A time course examination of FM4-64 internalization in S. japonicus
wild type living yeast cells shows that the plasma membrane became visible
first then the early and late endosomes and finally the vacuole membranes.
This endocytosis marker had been used for S. pombe yeast cells. From these
experiments we concluded that the pattern of the uptake in the two
Schizosaccharomyces species are spatially the same, but because of the
difference in the cell size it is different in a timely manner: from one step to
another takes more time in case of S. japonicus. The characteristically strong
dye accumulation in the monopolarly growing tip cells of S. japonicus
hyphae is probably due to the active membrane transport, reported in case of
the filamentous fungi. Studies on the growth polarization defective mutants
proved that the uptake of the dye is cell polarity dependent.

In order to reveal the genes playing important role in the yeast-
mycelium transition of S. japonicus we isolated mutants defective in the

morphology transition (myc~). After the recombination analysis of the



mutants we identified 6 novel myc™ genes that required for the initiation of
the S. japonicus hyphal growth. The characteristic morphological traits fell
into three categories: sep-like, round and short cells. According to our results
the dimorphic transition of S. japonicus assisted by cytological changes.
These changes were examined by differential interference contrast
microscopy and fluorescence microscopy. The defects identified in the
different mutant groups suggested that the actin distribution, vacuole fusion
and the cell separation are very important events during the yeast-mycelium
transition.

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

Comparative proteomic analysis of S. pombe yeast and mycelial
growth forms (L975 heterothallic strain) was performed and totally 149
proteins were detected from the peptid samples. Most of these proteins are
involved in metabolism, stress response and protein synthesis. Out of the 149
proteins we have identified 11 that could only be found in the mycelial
sample. One of them plays a role in the TOR signaling pathway that could
suggest that through nitrogen sensing this pathway could have an important
role in the yeast-to-mycelium transition. Another protein identified only from

the mycelial peptid sample could also be important in the dimorph phase



transaction: a conservative fungal protein. Disruption of its Sa. cerevisiae
homologue SNO4 protein can lead to the defect in the formation of the
pseudomycelium. We have identified five mitochondrial proteins that could
only be detected in the mycelial peptid sample. A hypothesis based on the
first systematic gene disruption and overexpression analysis of Sa. cerevisiae
filamentous growth highlights the importance of mitochondrial function
during filamentous growth. Among the associated signaling pathways
playing important roles in the yeast-to-mycelial transition the mitochondrial
retrograde signaling pathway was identified as a key negative regulator of

yeast filamentous growth.
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11. Fiiggelék

11.1. Mellékletek

1. tablazat A myc™ mutansok keresztezési matrixa

-: rekombindns, azaz vad tipust utédot nem ad6 keresztezés; +: rekombinéns,
azaz vad tipusd myc" utédot ad6 keresztezés; 0: azonos torzsek.

R: rekombinans, eltér6 markerrel rendelkezo torzs (7-182, 7-191); ?: el nem
végzett parositasok; ''a szamok a torzsek torzskonyvi szdmanak roviditései,
példaul a 148-as szam 7-148-as torzset jelenti. Az ura, ade, leu, liz, arg

megjelolések a torzsek auxotrof markereire utalnak.

631leu | 148 ura | 154 arg | 1551eu | 156 | 157 | 159 | 163 arg | 176

182 ade 191 ade leu | ura | liz arg
63" (182) 0 + + + R- | - +
148 + 0 + + + + + +
154(191) + + 0 + + + + ? R+
155 + + + 0 + + + + +
156 R- + + + 0 - + + +
157 - + + + - 0 + + +
159 + + + + + + 0 + +
163 + + ? + + + + 0 ?
176 + + R+ + + + + ? 0




2.tablazat A keresztezések oktadanalizise
"' A szdmok a torzsek torzskonyvi szdmanak roviditései. Példaul a 148-as
szam 7-148-as torzset jelenti. ? Az oktadok kozott voltak olyanok, amelyeknél

a 8 sporabdl nem mindegyik képzett telepet

Keresztezés' Oktddok szdma Spéra- Vad tipust Marker
életképesség (myc®) rekombindcié
Osszes Teljesz % rekomt:yionénsok %
148x154 22 5 72,4 10,8 8,6
148x155 11 3 67,8 18,6 30,5
148x156 0 67,5 33,3 35,7
148x159 6 0 60,0 25,9 33,3
148x163 1 76,3 28,9 6,7
148x176 16 1 61,2 30,0 6,7
154x63 5 2 85,0 17,6 55,6
154x155 14 4 88,0 10,5 32,6
154x156 10 0 68,4 13,5 34,6
154x157 13 9 97,0 227 2,1
154x159 0 63,2 53,5 41,9
155x157 3 81,2 26,7 32,1
155x159 0 58,3 35,4 22,9
155x163 14 2 76,1 16,9 38,6
155x176 13 1 70,3 15,5 46,7
156x157 6 1 83.3 0 22,5
156x159 5 0 57,5 34,8 56,5
156x163 5 0 60,0 24,0 16,0
156x176 5 0 67,5 7.4 22,2
156x182 9 0 76,4 0 0
157x63 8 0 73,0 0 21,7
157x159 8 2 76,6 30,6 22,4
157x163 15 5 90,4 38,5 15,2
157x176 10 2 84,6 13,6 0




Keresztezés' | Oktddok szama Spéra- Vad tipusu Marker
életképesség (myc") rekombindcid

Osszes Telj652 % rekom‘t;inénsok %

(¢

159x63 18 0 68,6 26,8 29,6
159x163 16 1 60,8 40,8 23,7
159x176 12 3 68,1 339 59,7
159x96 17 2 66,9 33,8 39,5
163x63 19 4 74,7 7,6 314
176x63 23 0 52,1 28,6 56,1
176x191 18 3 78,5 28,3 13,3




4. tablazat A S. japonicus vad és muténs torzseinek B-gliikkanaz érzékenysége
a kezelési 1d06 fiiggvényében.

+: a kezelés eldtti dllapotot mutaté sejtek (0-nak tekintendd)

torzs sejtek szétesése (%)
10 20 50 70 90 perc | 26ra
perc | perc | perc | perc S0perc
kontrol torzs
7-1 [+ [+ J15 J10 [20 | 40
sep-szerli mutansok
7-63 + + 10 20-30 | 50 70-80
7-96 + + 10 10 20-30 | 80
7-156 + + 10 10-20 | 20 60
7-159 + + 1-10 | 10 10-20 | 40-50
7-163 + + 10 20 20-30 | 80
kerek mutansok
7-148 + + 20 20-30 | 30-40 | 80-90
7-154 + + 1-10 | 10 10 60
7-155 + + 1-10 | 10 20 70
7-157 + + 10 30-40 | 50 90
sep-szerll és kerek mutdnsok
7-176 150 |60 [70 [90 |99 | 100




5. tablazat S. japonicus vad, sep-szertii és kerek mutans torzseinek kalium-

klorid érzékenysége (,,h+"-al jeloltiik a 7-1-es torzs micélium-képzését)

KCl1 kontrol 0,3M 0,6M 0,9M
koncentracio | (YEA)

kontrol torzs

7-1 | +++/h+ | +++/h+ [++/h+ | +/h-
sep-szerli mutansok

7-63 +++ +++ 1,5+ +
7-156 +++ +++ ++ +
7-159 ++ 1,5+ + 0,5+
7-163 +++ +++ 1,5+ +
kerek és rovid sejtes mutdnsok

7-148 +++ +++ ++ +
7-154 ++ ++ 1,5+ +
7-155 +++ +++ 1,5+ +
7-157 ++ ++ ++ +
sep-szerl és kerek mutans

7-176 | ++ | ++ | + | +

6. tablazat: S. japonicus vad, sep-szerii és kerek mutans torzseinek natrium-

klorid érzékenysége (,,h+"-al jeloltiik a 7-1-es torzs micélium-képzését)

NaCl kontrol 0,3M 0,6M
koncentracio | (YEA)

kontrol torzs

7-1 | +++/h- | ++/h- | +/h-
sep-szerli mutansok

7-63 +++ + 0,5+
7-156 +++ +++ 1,5+
7-159 ++ - -
7-163 +++ 1,5+ 0,5+
kerek és rovid sejtes mutansok

7-148 +++ +++ ++
7-154 ++ ++ -
7-155 +++ ++ 0,5+
7-157 ++ ++ 0,5+
sep-szert és kerek mutdns

7-176 | ++ |+ | -




7. tablazat: S. japonicus vad, sep-szerii €s kerek mutans torzseinek kalcium-
klorid érzékenysége (,,h+"-al jeloltiik a 7-1-es torzs micélium-képzését)

CaCl, kontrol | 0,1M 0,2M 0,6M
koncentracio (YEA)

kontrol torzs

7-1 | +++/h+ | +++/h- | ++/h- | -
sep-szerll mutansok

7-63 +++ ++ + -
7-156 +++ +++ ++ -
7-159 ++ + - -
7-163 +++ +++ + -
kerek és rovid sejtes mutdnsok

7-148 +++ ++ + -
7-154 ++ 1,5+ + -
7-155 +++ ++ 1,5+ -
7-157 ++ ++ + -
sep-szeril és kerek mutdns

7-176 | ++ | + | - | -

8. tablazat: S. japonicus vad, sep-szerii és kerek mutans torzseinek

magnézium-klorid érzékenysége (,,h+7-al jeloltiik a 7-1-es torzs micélium-

képzését)

MgCl, kontrol | 0,3 M 0,6 M
koncentracio | (YEA)

kontrol

7-1 | +++/h+ [ +++/h+ | ++/hs
sep-szerll mutansok

7-63 +++ 2,5+ ++
7-156 +++ 2,5+ ++
7-159 ++ - -
7-163 +++ 2,5+ ++
kerek és rovid sejtes mutansok

7-148 +++ 2,5+ 2,5+
7-154 ++ ++ 1,5+
7-155 +++ 2,5+ ++
7-157 ++ ++ 1,5+
sep-szert és kerek mutdns

7-176 | ++ | ++ |+




9. tablazat: S. japonicus vad, sep-szerii és kerek mutans torzseinek

ozmotikus érzékenysége (,,h+"-al jeloltiik a 7-1-es torzs micélium-képzését)

szorbit | kontrol | 0,9 M 12M |1,8M
(YEA)

kontrol

7-1 | +++/h+ | ++/h+ | ++/h+ | +/h-

sep-szerli mutansok

7-63 +++ ++ 1,5+ 0,5+

7-156 | +++ ++ + 0,5+

7-159 | ++ + + 0,25

7-163 | +++ ++ + 0,5+

kerek és rovid sejtes mutdnsok

7-148 | +++ ++ ++ 0,5+

7-154 | ++ 1,5+ 1,5+ +

7-155 | +++ ++ ++ +

7-157 | ++ 1,5+ + 0,5+

sep-szeril és kerek mutdns

7-176 | ++ | + 105+ |05+

10. tablazat S. japonicus vad és mutans torzseinek novekedése 25, 30 és

37°C-on (,,h+"-al jeloltiik a 7-1-es torzs micélium-képzését)

hémérséklet | 25°C | 30°C | 37°C
kontrol torzs

7-1 | 2,5+/h+ | +++/h+ [ 2,5+/h+
sep-szerli mutansok

7-63 +++ +++ ++
7-156 ++ +++ 0,5+
7-159 1,5+ ++ 1,5+
7-163 +++ +++ +
kerek és rovid sejtes mutansok

7-148 +++ +++ ++
7-154 ++ ++ ++
7-155 1,5+ ++ 1,5+
7-157 ++ ++ +
sep-szerl és kerek muténs

7-176 | ++ | ++ | 0,5+




3. tablazat: A S. japonicus myc™ muténs torzsek jellegzetességeinek osszefoglalasa

e: exponencidlis fazisd tenyészet, s: stacioner fazisu tenyészet

"' A szamok a torzsek torzskonyvi szamanak roviditései. Példdul a 148-as szam 7-148-as torzset jelenti.

2 4 sporaztatd taptalajon sporazo tenyészet, -: spordztatd tdptalajon nem sporazé tenyészet

sejtalak
24 éras
tenyészet 6-10 napos Vakuélum
Torzs' Allél YEL-ben tenyészet YEA-n Szeptum AKtin eloszlas morfologia Spérazas®
Bipoldris a novekedd e: kozepes méretli
megnyult, megnyult élesztd sejtekben, s: 6rids méretti, +
hosszikas sejtek és rovid Péarhuzamos az az 0szt6dé sejtekben poléris
7-1 Vad tipus | sejtek hifak el6z0 szeptummal medidlis
Bipoldris a novekedd e: kozepes méretli
sejtekben, s: sok kisméreti ill.
. +
Péarhuzamos az az 0szt6do sejtekben egy nagyméretl a
7-63 myc-4 sep-szert rovid és kerek el6z6 szeptummal medidlis nagyobb sejtekben
e: kozepes méretli
Bipoldris a novekedd s: sok kisméretii ill.
. . +
kissé Péarhuzamos az sejtekben, az 0szt6dé egy nagyméretl a
7-96 myc-10 sep-szerd kerek el6z6 szeptummal sejtekben medidlis nagyobb sejtekben
e: kozepes méretli
Bipoldris a novekedd s: sok kisméretii ill. +
rovid és Péarhuzamos az sejtekben, az 0szt6do egy nagyméretii a
7-148 myc-31 kerek kerek el6z6 szeptummal sejtekben medidlis nagyobb sejtekben
Nem parhuzamos
az el6zo -
7-154 myc-34 kerek kerek szeptummal Apoldris Nagyon kicsi




sejtalak
24 éras
tenyészet 6-10 napos Vakuélum
Torzs' Allél YEL-ben tenyészet YEA-n Szeptum Aktin eloszlas morfologia Spoérazas
Bipoldris a novekedd
megnyult, megnyult élesztd sejtekben, e: kozepes méretli +
hossztikds sejtek és rovid Péarhuzamos az az 0szt6dé sejtekben s: 6rids méretti,
7-1 Vad tipus | sejtek hifak el6z0 szeptummal medidlis poldris
Nem parhuzamos az -
7-155 myc-35 kerek kerek el6z6 szeptummal Apoldris Nagyon kicsi
Bipoldris a novekedd
kissé kerek és Parhuzamos az sejtekben, az 0szt6do +
7-156 myc-36 sep-szerii hosszikas el6z6 szeptummal sejtekben medidlis Nagyon kicsi
Eléfordul, hogy Bipoldris a novekedd +
kerek és kerek és nem parhuzamos az | sejtekben, az oszt6dé
7-157 myc-37 hosszikds hosszikds eléz6 szeptummal sejtekben medidlis Nagyon kicsi
Bipoldris a novekedd +
Péarhuzamos az sejtekben, az 0szt6do Néhany tobbnyire
7-159 myc-39 sep-szerii rovid eléz6 szeptummal sejtekben medidlis kisméretii
Bipoldris a novekedd
sep-szerli és | kerek és Péarhuzamos az sejtekben, az 0szt6dé +
7-163 myc-43 hossziikds hossziikds el8z0 szeptummal sejtekben medidlis Orids
kerek egyiitt
maradd
sejtek Nem parhuzamos az )
7-176 myc-56 (sep-szeri) kerek el6z0 szeptummal Apoldris Nagyon kicsi




Melléklet 11. tablazat Az élesztOsejtes és micélidlis mintakbdl LC-MS/MS-sel azonositott S. pombe fehérjék
csoportositdsa funkci6 szerint (i: megtaldlhatd, n: nem megtalalhatd)
*A funkciora vonatkoz6 adatokat a http://www.genedb.org/genedb/pombe/ helyen taldlhat6 adatbazisban taldltuk meg.

"' Azonosito' Gén | Fehérje hifa | sejt | Funkcié*
Metabolizmus
glikolizis és gliikoneogenezis
SPBC14F5.04¢ pgkl foszfoglicerat kindz i i | glikolizis
SPBC32F12.11 tdhl glicerinaldehid-3-foszfat dehidrogenéz i 1| glikolizis
SPBC354.12 gpd3 glicerinaldehid 3-foszfat dehidrogenaz i i | glikolizis
SPBC16H5.02 pfkl 6-foszfofruktokiniz i i | glikolizis
SPCCI13B11.01 adhl alkohol dehidrogenéz i 1 | glikolizis, etanol bioszintézis
SPAC9E9.09¢c alkohol dehidrogenéz n 1| glikolizis, etanol bioszintézis
SPAC26F1.06 gpml | monomer 2,3- biszfoszfoglicerat i i | glikolizis, gliikoneogenezis
SPAC4H3.10c pykl piroszdldsav kindz i i | glikolizis
SPCC24B10.21 tpil triézfoszfat izomeraz i i | glikolizis
SPBC1815.01 enol01 |enoldz i i | glikolizis
SPBPB21E7.01c enol Enoldz i i | glikolizis
SPAC4F8.07c hxk2 hexokidz 2 i i | glikolizis
SPBC19C2.07 fbal fruktdz-biszfoszfat aldoldz i i | glikolizis
SPBC1604.05 pgil gliilk6z-6-foszfat izomerdz i i | glikolizis
SPBC17G9.11c¢ pyrl piroszdldsav karboxildz n 1 | gliikoneogenezis




"'Azonosito" Gén Fehérje hifa | sejt | Funkcio*
SPCC794.07 dihidrolipoamid S-acetiltranszferaz n i | glikolizis
SPBC32F12.10 Foszfogliikomutdz n i | glikolizis

citromsav ciklus
SPAC24C9.06¢c akonitat hidratdz i i |citromsav ciklus
SPBC3H7.03c 2-oxoglutardt dehidrogendz i i | citromsav ciklus
SPCC306.08c maldt dehidrogendz i 1 | citromsav ciklus, mal4t metabolizmus
SPBC902.05¢ idh2 izocitrit dehidrogendz i i | citromsav ciklus
SPAC6C3.04 citl citrit szintetdz i n | citromsav ciklus
SPAC6G10.08 idp1 izocitrat dehidrogendz n i |citromsav ciklus
SPAC11G7.03 idhl 1zocitrit dehidrogendz n i |citromsav ciklus
SPAC1556.02¢ sdhl szukcindt dehidrogendz n i | citromsav ciklus

pento6z foszfat ciklus
SPCC1020.06c tall transzaldoldz i 1 | pentdz-foszfat ttvonal
SPBC2G5.05 transzketoldz i 1 | pentdz-foszfat ttvonal
SPBC660.16 foszfogliilkont dehidrogenaz n i | pent6z-foszfat dtvonal

1égzés és fermentacio

mitokondridlis ATP szintézis és proton
SPAC14C4.14 atpl F1-ATP4z alfa alegység i i | transzport
mitokondridlis ATP szintézis és proton

SPAC222.12¢ atp2 F1-ATP4z béta alegység i i |transzport

SPBC16C6.08c

gcrb

ubikinol-citokrém C reduktdz komplex
8-as alegység

mitokondridlis elektron transzport




""Azonosito" Gén Fehérje hifa | sejt | Funkcio*
ubikinol-citokrém C reduktdz komplex

SPCC737.02c qer7 6-o0s alegység i i | mitokondridlis elektron transzport

mitokondridlis ATP szintézis, proton

SPBC1604.07 atp4 FO-ATPéz alegység i i | transzport

SPBC530.10c ancl adenin nukleotid szallité i i | mitokondridlis transzport
ubikinol-citokrém C reduktiz komplex

SPCC613.10 gecr2 kdzponti protein i n | mitokondridlis elektron transzport

SPCC338.10c cox5 citokrém C oxidaz V alegysége i n | mitokondridlis elektron transzport

SPCC191.07 cycl citokrém C i n | mitokondridlis elektron transzport

SPBC947.15¢c NADH dehidrogenaz n i | mitokondridlis elektron transzport
Protein szintézis

SPCP31B10.07 eft202 | transzlacids elongécids faktor 2 i i | protein szintézis

SPAC513.01c eft201 | transzldcids elongécids faktor 2 i i | protein szintézis

SPCC417.08 tef3 transzlacids elongécids faktor 3 i i | protein szintézis

SPCC794.09¢c efla-a |transzlacids elongécids faktor EF-1 alfa i i | protein szintézis

SPAC23A1.10 efla-b | transzldcids elongécids faktor EF-1 alfa i i | protein szintézis

SPBC839.15¢ efla-c | transzldcids elongécids faktor EF-1 alfa i i | protein szintézis

SPAC1006.07 transzlacids inicidcids faktor elF4A n i | transzlécid inicidcid

SPAC26A3.07c rpl1101 | 60S riboszémélis fehérje L11 i i |transzl4cid

SPBC17G9.10 rpl1102 | 60S riboszémélis fehérje L11 i i |transzl4cid

SPBP8B7.03c rpl402 | 60S riboszémalis fehérje L2 i i |transzlaci




""Azonosito"" Gén Fehérje hifa | sejt | Funkcio*

SPBC1711.06 rpl401 | 60S riboszémadlis fehérje 1.2 i 1 |transzl4cid
SPBC16D10.11c rps1801 | 40S riboszémélis fehérje S18 n 1 | transzl4cid
SPCC1259.01c rps1802 | 40S riboszémalis fehérje S18 n i |transzlaci
SPBC685.07c rpl2701 | 60S riboszémalis fehérje L27 n i |transzlaci
SPBC29A3.04 rpl8 60S riboszémalis fehérje L7 n 1 |transzl4cid
SPAC1F7.13¢ rpl801 | 60S riboszomadlis fehérje L2A n i |transzlaci6
SPBC2F12.07c rpl802 | 60S riboszémalis fehérje L8 n i |transzlacid
SPBC839.04 rpl803 | 60S riboszémélis fehérje L8 n 1 |transzl4cid
SPAC26A3.04 rpl2002 | 60S riboszémélis fehérje L20 n 1 |transzl4cid
SPAC3A12.10 rpl2001 | 60S riboszémadlis fehérje L20a n i |transzlaci
SPAC13G6.02c rps101 | 40S riboszémadlis fehérje S3a n i |transzlaci
SPBC11C11.07 rpl1801 | 60S riboszémadlis fehérje .18 n 1 |transzl4cid
SPBC29A3.12 rps902 | 40S riboszémalis fehérje S9 n i |transzlaci6
SPBC19F8.08 rps401 | 40S riboszomadlis fehérje S4 n i |transzlaci
SPAC959.07 rps403 | 40S riboszémédlis fehérje S4 n 1 |transzl4cid
SPAPBS8ES.06¢ rpl302 [ 60S riboszémélis fehérje L3 n 1 |transzl4cid
SPAC17A5.03 rpl301 | 60S riboszomadlis fehérje L3 n i |transzlaci
SPCC24B10.09 rps1702 | 40S riboszémélis fehérje S17 n 1 |transzl4cid
SPBC839.05¢ rps1701 | 40S riboszémélis fehérje S17 n 1 |transzl4cid
SPAC13G6.07c rps601 | 40S riboszomadlis fehérje S6 n i |transzlaci6
SPAPB1E7.12 rps602 | 40S riboszomadlis fehérje S6 n i |transzlaci
SPAC18G6.14c rps7 40S riboszomalis fehérje S7 n 1 | transzl4cid




""Azonosito"" Gén Fehérje hifa | sejt | Funkcio*
SPBC29B5.03c rpl26 60S riboszémalis fehérje L26 n 1 |transzl4cid
SPBC106.18 rpl2501 | 60S riboszémélis fehérje L.25 n 1 |transzl4cid
SPAC328.10c rps502 | 40S riboszémalis fehérje S5 n i |transzlaci
SPACS8C9.08 rps5 408 riboszémalis fehérje S5 n i |transzlaci
SPAC22H12.04c rps102 | 40S riboszémadlis fehérje S3a n 1 |transzl4cid
SPAC11E3.15 rpl22 60S riboszémalis fehérje L.22 n i |transzlaci
SPBC18H10.13 rps1402 | 40S riboszomadlis fehérje S14S n i |transzlaci
egyéb metabolizmus
etanolos fermentacid, aminosav
metabolizmus, pirosz6ldsav
SPACI1F8.07¢c piroszdldsav dekarboxilaz i 1 | metabolizmus
etanolos fermentacid, aminosav
metabolizmus, pirosz6ldsav
SPAC3G9.11c piroszdldsav dekarboxilaz i 1 | metabolizmus
etanolos fermentacid, aminosav
metabolizmus, pirosz6lésav
SPAC13A11.06 piroszdldsav dekarboxildz n i | metabolizmus
SPAC9.09 met26 | homocisztein metiltranszferaz i i | aminosav bioszintézis
SPBC56F2.12 ilvs acetonhidroxisav reduktoizomerdz i i | aminosav bioszintézis
SPCC70.03c prolin dehidrogendz i i | aminosav bioszintézis
SPAC750.08c NAD-fiiggd malat enzim i n |aminosav, malét, piruvdt metabolizmus
SPBC215.08¢ arg4 karbamoil-foszfét szintdz i 1 | aminosav bioszintézis
SPAC24C9.12¢c glicin hidroximetiltranszferaz i |aminosav metabolizmus
SPAC4G9.09¢ argll | acetilglutamét kindz i | aminosav bioszintézis




""Azonosito"" Gén Fehérje hifa | sejt | Funkcio*
SPCC1223.02 nmtl no message in thiamine Nmt1 i 1 | vitamin bioszintézis
SPAC29B12.04 snzl piridoxin bioszintézis protein i 1 | vitamin bioszintézis
SPCC1450.13c¢ riboflavin szintetdz i i | vitamin bioszintézis
SPAC9E9.11 plrl piridoxél-reduktdz i n | vitamin bioszintézis, stressz védlasz
oligoszaccharid, poliszaccharid

SPAPB24D3.10c agll alfa-gliikozid4z i n | metabolizmus
SPAC869.04 formamidaz-szer( protein n i | nitrogén metabolizmus
SPACUNK4.10 2- hidroxisav dehidrogendz i 1| metabolizmus, oxidoreduktdz aktivitds
SPCC794.12¢ mae?2 malat enzim 1 i | malat, piruvat metabolizmus
SPAC22A12.11 dakl dihidroxiaceton kindz i 1 | glicerin metabolizmus
SPBC1685.05 szerin proteaz i | proteolizis, protein katabolizmus
SPAC3HS5.05¢ rps1401 | 40S riboszomadlis fehérje S14S i |transzlaci

Stressz

hdsokk
SPCC1739.13 ssa2 hésokk protein 70 csalad i i |chaperone dajka
SPAC13G7.02c ssal hdsokk protein 70 csaldd i 1 | chaperone
SPBC1709.05 sks2 hdsokk protein 70 csaldd n 1 | stressz, transzlacid
SPAC110.04c pssl hésokk protein 70 csalad i i |stressz
SPAC664.11 sscl hdsokk protein 70 csaldd i 1 |stressz
SPAC926.04c hsp90 | hdsokk protein i i |stressz, molekuldris chaperon
SPBC3E7.02¢ hspl6 | heat shock protein n 1 |stressz (ho), €hezés,




""Azonosito"" Gén Fehérje hifa | sejt | Funkcio*
SPAC12G12.04 mcp60 | hdsokk protein 60 i 1 | stressz, protein folding
SPBC16D10.08c hdsokk protein i 1 | stressz, protein folding

egyéb stressz
SPCC736.15 protein kindz inhibitor i i |stressz
SPAC19G12.09 NADPH-fiiggd alfa-ketoamid reduktdz i 1 | stressz
SPAC10F6.06 vipl rrm RNS felismerd motivum i i |stressz
SPBC215.05 gpdl glicerin-3-foszfat dehidrogenaz i i |stressz vdlasz, ozmotikus stressz
SPBC365.12¢ ishl LEA domén protein i 1 |stressz
SPAC3A11.10c membrdn dipeptidiz i 1 | stressz
SPAC13F5.03c glicerin dehidrogendz i i |stressz, glicerin metabolizmus
SPCC330.06c tioredoxin peroxidiz i i | stressz (oxidativ)
SPCC757.03¢c konzervativ gomba protein i n |oxidativ stressz

stressz vdlasz, mitokondridlis fehérje

SPBC16A3.02c mitokondridlis peptidiz i i |feldolgozas
SPBC4F6.17c AAA csalad ATPaz i i |stressz, protein folding
SPCC576.03c tpx 1 tioredoxin peroxiddz n i |stressz (oxidativ)
SPBC660.07 ntpl alfa,alfa-trehaldz Ntpl n 1 | stressz, aszkospora képzés
SPAC3C7.14c obrl ubiquitinated histone-like protein n i |stressz
SPAC22G7.11c
SPAC4G8.01c konzervativ gomba fehérje n 1 | stressz
SPBCI16E9.16c sequence orphan i 1 |stressz




"'Azonosito" Gén Fehérje hifa | sejt | Funkcio*
SPAC23H3.15¢
SPAC25H1.01c sequence orphan i i |stresszvalasz oxidativ
SPAC32A11.02¢ sequence orphan n i |stressz
Szabalyozas
SPAC8E11.02c rad24 | 14-3-3-protein i 1| sejtciklus szabdlyozds
nukledris telomer sapka komplex TOR jelatviteli ttvonal, telomer szerkezet
SPBC16A3.08c alegység i fenntartdsa,
SPBC23G7.07c replikdcié szabalyozd i replikdcié szabalyozds
jelatvitel, stresszvalasz, tipanyag
SPAC1A6.04c plbl foszfolipdz B homoldg i 1 | érzékelés
sejtciklus szabalyozds, aminosav
SPAC1002.09¢c did1 dihidrolipoamid dehidrogendz i | metabolizmus
SPCC1795.11 sum3 ATP-fiiggd RNS helikédz 1 | szabdlyozds (sejtciklus)
kromoszéma szegregacio, stressz, mitdzis
SPAC1565.08 cdc48 | AAA csalad ATP-az n i |szabélyozdsa
Szerkezet
SPBC28F2.03 ppil ciklofilin i i | protein folding, chaperon
SPAC22A12.15¢ bipl BiP i 1 | protein folding
SPBC25H2.05 ucpl5 | naszcens polipeptid asszocidlt komplex i 1| protein folding
SPBC32HS8.12¢ actl aktin 1 i | aktin sejtvaz, citokinézis,
SPBC1105.12 h4.3 histone H4 i | kromatin szerkezet biztositdsa
SPAC1834.03c hhfl histone H4 i | kromatin szerkezet biztositdsa




""Azonosito"" Gén Fehérje hifa | sejt | Funkcio*
SPBC8D2.03c hhf2 histone H4 n 1 | kromatin szerkezet biztositdsa
SPAC3C7.11c cnxl kalnexin n 1 | apoptdzis, protein folding
Transzport
SPAC1635.01 fesziiltség fliggd anoin szelektiv csatorna | i 1 |ion transzport
SPBC31F10.06¢c sarl ADP-ribozilacids faktor i i |intracelluldris protein transzport
SPBC4F6.18c arfl ADP-ribozilacids faktor i n |intracelluldris protein transzport
SPAC57A7.04c pabp mRNA export protein n i | mRNS export
SPAC1071.10c pmal | P-tipusd proton ATPaz n i | proton transzport
intracelluldris protein transzport,
SPAC1834.11c secl8 | szekrécids protein n i | valuolum fiizié
SPBC8D2.20c¢ sec31 | COPII-bevont vezikulum alkotd n i |intracelluldris protein transzport
egyéb
SPAC869.06c kation koto protein n 1 | kation kotés
glutation-fiiggd formaldehid
SPBC1198.01 dehidrogenaz n i | oxidoreduktdz aktivitds




