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1. Bevezetés

A patogén gombak kozott gyakoriak a dimorf ( kétféle morfologiai allapotban: egysejtli €s
fonalas formaban 1étez0 ) fajok. Ezeknél a virulencia gyakran egyik, vagy masik megjelenési
formahoz kotodik. Az élesztOgenetikai kutatasokban még kevéssé ismert modellszervezet, a
hasado6élesztd Schizosaccharomyces japonicus var. japonicus szintén dimorfizmust mutato
gomba, 4m nem patogén, azaz semmilyen ismert megbetegedést nem okoz, ezért
vesz€lyteleniil tanulmanyozhaté rajta a két morfoldgiai allapot kozotti atalakulas. Mivel a
dimorfizmus szdmos patogén gombafajnal virulenciafaktorként szerepel, a morfologiai
atalakulédst szabalyzé gének megismerésével eredményesebben vehetd fel a harc az ismert
human dermatomycosisok és szisztémas mycosisok ellen.

Tovabba, a S. japonicus az eddig ismert harom hasad6éleszt6-gombafaj egyikeként kozeli
rokonsagban all a mar jol ismert, az ¢élesztégenetikai kutatdsokban rutinszertien
alkalmazott S. pombeval, igy 10j modellszervezetként vald bevezetését nagymértékben
megkonnyitik az S. pombera kidolgozott, bevalt molekularis biologiai modszerek. Ez azért is
Iényeges, mert 0 fajok bevezetése a genetikai kutatisba a fajok kozotti  genetikai
allomany dsszehasonlitasara ( intergenerikus 0sszevetésekre ), ezaltal evolucios kdvetkezteté-
sek levonasara adhat lehetdséget.

-- Célul toztik ki, hogy a Schizosaccharomyces japonicus var. japonicus-t, - mely még
kevéssé alkalmazott modellszervezet - jobban megismertetjiik a genetikai kutatasok szdmara,
ehhez a vele valod klasszikus genetikai és molekularis bioloégiai munka alapjait kivantuk
lefektetni.

-- Auxotrof mutans torzseket szerettiink volna izolalni, mivel az auxotrof mutaciok jol
kovethetd és egyszeriien detektalhatd genetikai markerekként szerepelhetnek a kisérletes
munkakban.

-- Munkank soran a dimorf atalakulasban sériilt mutdnsokat kivantunk létrehozni és ezek
citologiai, sejtszerkezetbeli jellegzetességeit vizsgalni.

-- A dimorf atalakulasban mutans torzsek genetikai hatterét kivantuk tanulmanyozni, a
morfoldgiai valtozasban szerepet jatszo géneket megismerni.

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

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

-- A S. japonicusbol izolalt gének szekvencia-analizisével mas, ismert fajokkal vald

rokonsagait, a koztiik levo evolucios tavolsagokat szerettiik volna jobban megismerni.



2. Irodalmi attekintés

2.1. A dimorfizmus jelensége és el6forduliasa a gombak vilagaban

A mikroszkopikus gombak vilagadban a dimorfizmus gyakori jelenség: a dimorf gombak mind
egysejti ( Un. éleszté ), mind tobbsejti hifakbol alld6 ( Gn. micélidlis ) alakban
el6fordulhatnak. Az atalakuldst - mely tobbnyire reverzibilis folyamat - , kiils6 kornyezeti
indukcios tényezok valtjak ki. Széamos, a ndvény- és allatvilagban jol ismert patogén
gombafaj mutat dimorfizmust. Ezek kozott sok, enyhébb-stilyosabb megbetegedést okozo
human vonatkozasu species akad. E gombak tobbségénél a betegséget okoz6 virulens allapot
az egyik vagy a masik megjlenési formara korlatozodik: a metamorfozis tehat
virulenciafaktorként viselkedik ezekben a fajokban. A nem patogén gombaknal a dimorfizmus
valosziniileg azért jon 1étre, mert igy probalnak eredményesek maradni mind a folyékony (

¢lesztd ) és mind a szilard ( mycelium ) szubsztratumokon.
2.2. A dimorfizmus citolégiaja

A dimorf atalakulas rendkiviil sokrétii, szertedgazo intracellularis valtozas kovetkezménye. Az
egyik ilyen nagymérvii valtozas a sejtpolaritas terén kovetkezik be. Mint a legtobb dimorf
gombafajban, a S. japonicusban is a sejt polarizacioja az éleszt6-micélialis atalakulas elsd
1épése: az élesztésejtek, melyek korabban mindkét végiikon egyforma mértékben ndttek
hirtelen elkezdenek megnyulni az egyik végiikon, mikozben a masik sejtpéluson ledll a
novekedés. Feltételezhetd, hogy a gyors megnyulast az teszi lehetévé, hogy a citoplazma sok,
apro6 vakuoluma fuzional egy nagy vakuolumma, melynek tlirege egyre ndvekszik ( Sipiczki €s
tsi., 1998 b ). Ez a nagy vakudélum a sejt egyik - a késébbi nem novekvd végre ( proximalis
helyzetbe ) - keriil, ezzel mintegy kijeldli, determinalja a sejt csendes, nem novekvd polusat,
tehat a polaritas kialakulasanak alapvetd meghatarozoja. A maradék citoplazma a megnyult
sejt disztalis, intenziven novekvé végébe keriil ( Sipiczki és tsi., 1998 b ). igy a hifasejtek
aszimmetrikusan osztodnak: a csucsi végen 1étrejovo kisebb méretii 0j sejt 6rokli a citoplazma
legnagyobb részét, mig a téle proximalisan fekvo nagyobb méretli leanysejtben marad a nagy
vakuolum.

Az éleszté és a hifaalak aktineloszlasi képét vizsgalva is kiilonbségeket talalunk a két
megjelenési forma kozott: hasadoélesztokben az aktinrdgdk az intenziv sejtfalképzés helyén,
azaz az 0sztodo sejt szeptuma mentén €s a sejt intenziven ndvekvo csucsain helyezkednek el

( Marks ¢és tsi., 1986 ). A hifaknal az intenziven novekvo csucs az apikalis hifavég, tehat a

sejtnek csak ezen a végén talalhatd aktin, szemben az €lesztok bipdlusos ndovekedésével, ahol



mindkét sejvégre egyarant csoportosulnak aktinmolekuldk ( Sipiczki és tsi,, 1998 b ). A
mikrotubulusok elrendezddése sem teljesen azonos a hifak és élesztok citoplazmajaban. Mig
az ¢élesztésejtekben a mikrotubulusok a két sejtpolus kozott a sejt egész hosszaban futnak
( Hagan és tsi., 1988 ), addig hifaknal csak a citoplazméban gazdag sejtrészek ( pl.: apikalis
vég ) tartalmaznak mikrotubulusokat, a vakuélomokba illetve a vakudlum és a sejtfal kozotti
vékony citoplazmarétegbe mar nem hatolnak be ( Sipiczki és tsi.,, 1998 b ). Ezen
citoszkeletaris elemek bizonyitottan fontos szerepet tOltenek be az organellum- ¢&s
anyagtranszportban ( Terasaki €s tsi., 1994 ; Allan, 1995 ) tehat ezen anyagok a hifak nagy
vakuolumot tartalmazo részeire valdsziniileg nem jutnak el ( Sipiczki €s tsi., 1998 b ).

A dimorf atalakuldst szamos sejtszerkezeti valtozas kiséri mely érinti a sejtfalat, a
membranszerkezetet és a citoszkeletalis rendszer elrendezddését. Errdl keveset tudunk a S.
japonicusnal, az ismert adatok féleg mas fajok vizsgalatabol szarmaznak. A lipideknek
bizonyitottan nagy szerepiik van a dimorfizmus szabalyozasaban: éleszté-micélialis atalakulés
soran lényeges valtozasok mennek végbe a sejtmembranban ( Kitayama, 2000 ). Az aktin
citoszkeleton pedig sok fajban nagymértékben polarizaltnak bizonyult, az aktin fehérjében
bekovetkezett mutaciok a hifaképzés hibaihoz vezettek ( Cali és tsi., 1998 ).

2.3. A dimorf atalakulast befolyasolé kdrnyezeti tényezék

A dimorf atalakulas reverzibilis folyamat, amit szamos tényezdé befolyasol: hdomérséklet,
kémhatas, a tapkozeg halmazallapota, tapanyagok ¢és egyes metabolitikus vegytiletek
jelenléte, redox potencial, toxikus anyagok. Ezek a kornyezeti tényezdk hatdssal vannak a
morfologiai atalakulas iranyara. A N-¢éhezés példaul  Saccharomyces cerevisiaenél az
egysejtiibdl a pszeudomicélialis allapotba valéd atalakulést valtja ki ( Gimeno és tsi., 1992 ),
ezzel szemben, ugyanez a koriilmény Yarrowia lipolyticanal gatolja a fonalas formaba vald
atalakulast ( Szabo, 1999 ). Magas CO, -koncentracio is kivalthat hifafonalas formabol
¢lesztbalakba vald atmenetet Mucor specieseknél ( Orlowski, 1991 ); ezt a Ceratocystis
minor var. barrasii ( Biel és tsi.,, 1997 ) és a Scopulariopsis brevicaulis ( Paula és tsi.,
1987 ) fajok esetében is bizonyitottak. A tapkozeg pH-valtozasa szintén jelentds hatdssal van
a dimorf atalakulasra ( Candida albicans ) ( Stewart és tsi., 1989 ). A hdmérséklet 25°C-r6l
37 °C —ra valo emelkedése pedig szamos patogén faj szdmara az egyik legerésebb szignal,
mely az artalmatlan hifafonalas ,,penész”’-formabol a patogén élesztoformaban vald
szaporodas felé iranyitja az organizmust ( Histoplasma capsulatum ) ( Medoff és tsi., 1981 ).
A Schizosaccharomyces japonicus var. japonicus esetében a dimorf atalakulas csak szilard
taptalajon jatszodik le 17 és 37 °C hdmérsékleti intervallumok kozott. Ha a hifakat folyékony
tapkozegbe oltjuk at, azok ismét egysejtii élesztokké fragmentalodnak ( Sipiczki és tsi., 1998
a,b).



2.4. A dimorf atalakulas molekularis hattere

A dimorf atalakulast szabalyzo molekularis hattérr6l még keveset tudunk S. japonicusban.
Sok fajban bizonyitott tény, hogy az intracellularis cAMP-szint erdteljes valtozasa a
morfoldgiai valtozas beindulasanak eléfeltétele ( Mayorga és tsi.,1998; Sipiczki és tsi.,1998
b; Medoff és tsi., 1981 ). A legtobb gombafajban a cAMP szintjének erds lecsokkenése
sziikséges az egysejtiibdl fonalas formaba vald attéréshez ( Scizosaccharomyces japonicus,
Mucor racemosus ) ( Mayorga és tsi.,1998; Sipiczki ¢€s tsi.,1998 b ). Az adenilat ciklazt
kodold génben tortént mutéacio alladosult, konstitutiv fonalas fenotipust eredményez

( Mayorga és tsi., 1998, ; Gold és tsi., 1994 ). A koffein és a teofillin olyan vegyiietek, melyek
befolyasoljak a cAMP-szintet ezaltal hatassal vannak a metamorfozisra is. S. japonicusban a
koffein jelenléte a tapkozegben ( S mM ) megakadalyozza a hifak kialakuldsat mivel magas
szinten tartja az intracellularis cAMP-szintet azaltal, hogy géatolja a cAMP-foszfodiészteraz
mikodését ( Sipiczki és tsi., 1998 b ). Mas fajokban ( Histoplasma capsulatum ) épp
ellenkezdleg, intracellularis cAMP-felhalmozodas sziikséges a micélidlis formaba vald
atalakulashoz ( Medoff és tsi., 1981 ). Saccharomyces cerevisiaeben kideritették, hogy az
ivaros szaporodasi utvonallal részben atfedd MAP-kindz kaszkad szabdlyozza a
hifanovesztést. Hasonldan ehhez, a legtdbb élesztofajban is sok olyan enzim szabalyozza a
dimorf atalakulast, mely az ivaros szaporodas beinditdsaban is részt vesz ( Gow, 1997 ). A
részben kozos Utvonalat ezekben a fajokban az magyardzza, hogy mind az ivaros szaporodas
beinditdsa, mind pedig az éleszté-micéliaris atalakulds éhezést, mint indukcios szignalt
igényel, az ¢hezés pedig cAMP-szint csokkenést valt ki ( Maeda ¢és tsi., 1990 ). Ugyanakkor
szamos mas, kiilonallo vagy egymassal atfedd szignaltranszdukcids utvonal 1étezik melyeken
keresztiil a hifandvekedés indukalodhat. A dimorf atalakulas kozvetlen aktivalasaért felelos
molekulakat kutatva sok fajban C2H2-tipusu cink ujj transzkripcids faktort talaltak, mely
képes volt cisz-aktivalni szamos feltételezett stresszgén transzkripcidjat, melyek kozott a
dimorf atalakulas folyamatahoz bizonyitottan sziikséges gének is szerepeltek ( Hurtando
és tsi., 1999; Ramon és tsi., 1999 ).

2.5. A S. japonicus helye az evoltcids torzsfan

A Schizosaccharomyces japonicus var. japonicus az Ascomycetak k6zé a Schizosaccharo-
mycetales rendbe tartozik, mely egyetlen csaladdal ( Schizosaccharomycetidae ) rendelkezik.
Ez a faj fejlodéstorténetileg 6si ag sarja. Emiatt kozelebb all az allatokhoz, mint a tobbi

gomba, jobban extrapolalhatok a vele elért eredmények az allati differencidlodasra is



( Sipiczki, 2000 ). Riboszomalis RNS szekvencia-6sszehasonlitdsok alapjan kidertilt, hogy a
Saccharomycesek ¢és a Schizosaccharomycesek kozott Oriasi evollcios tavolsag van
( Kurtzman, 1989 ). Ezen szekvencia-adatok azt sugalljak, hogy a Schizosaccharomyces vonal
evollcios rataja lassabb mint a Saccharomyces agé, tehat a két genus kozotti tavolsag
megkdzelitéleg akkora, mint a Schizosaccharomycesek és a magasabbrendi allatok kozott

( Sipiczki, 1995).

2.6. A S. japonicus mint modell a dimorfizmus vizsgalatara

A'S. japonicus szaprofita, gyiimolcsokon szaporodé organizmus. Eletciklusa haploid vegetativ
fazisbol és ivaros szaporodasbol all. Vegetativ szaporodasa kettéhasadas: a hosszukas, haploid
¢lesztosejtek novekszenek majd a megfeleld méretet elérve kozépen harantszeptumot
képeznek és e mentén két utddsejtre hasadnak. Szilard tapkdzegben az id6sddé sejtekben
végbemegy a dimorf atalakulas ( Sipiczki és tsi., 1998 a,b ). Az élesztdsejtek 8-10 nap utan
egy-egy pontbol eredd, a valdédi gombakra jellemzd elagazo hifafonalakat fejlesztenek. A
hifakat alkot6 fonalas sejtek intakt szeptumokkal hatidroldédnak, az elagazasok mindig a
szeptumok alatt kezdddnek. A hifak a taptalaj felszinén futva

( felszini hifadk ) vagy a médiumba belendve ( invaziv hifdk ) micéliumot alkotnak. A
hifafonalak ndvekedési iranyat a tdpanyaggradiens ( elsdésorban a N koncentracid ) iranyitja:
mindig a magasabb tapanyag-koncentracié iranyaba torekszenek . A S. japonicusnal a
morfoldgiai atalakulas és a hifaképzés valosziniileg a tdpanyagban dusabb helyek felé torténd
gyors helyzetvaltoztatast teszi lehetdové. Ezért a hifak mindig a telep feldl kifelé, divergensen,
egymastol széttartdéan igyekeznek novekedni.

A dimorf atalakulds azonban kizardlag szilard tapkozegen jatszodik le, folyékony taptalajban
a mar kialakult hifak 0jbol egyedi élesztosejtekké esnek szét. Az eloregedd hifak késobb a
szeptum mentén ivartalan kitartoképletekké ( arthrosporakka ) fragmentalodnak. Az €lesztd —
micélialis atalakuldst szamos tényez6 befolyasolja, ilyen pl. a hdmérséklet is: 19 °C alatt és 35
°C felett a a folyamat nem jatszodik le ( Sipiczki és tsi., 1998 a ).

Nitrogénéhezés hatasara végbemegy az ivaros szaporodas. Az élesztésejtek konjugalnak és
diploid zigotat képeznek. A zigdtaban azonnal végbemegy a meiozis majd a meidzis utdn egy
mitotikus osztodas is torténik igy 8 darab, zigotikus azkuszban iilo haploid aszkospora
keletkezik melyek kedvezd koriilmények kozott kicsirdznak ¢és belépnek a vegetativ ciklusba.
A S. japonicus tehat haploid szervezet, diploid allapota csak a rovid életli zigdtara
korlatozddik; ez a sajatsag elonyds a mutansaival végzett vizsgalatokban hiszen minden,

genotipusosan bekdvetkez6 mutacié azonnal megnyilvanul a fenotipus szintjén is.



3. Eredmények és értékelésiik

3.1. Citolégiai vizsgalatok

Az egysejtll élesztd és a tobbsejtli hifa alak kozotti citologiai hasonlésagok, kiilonbségek
felismerése érdekében az élesztd- és hifasejtek mitotikus osztdédasanak egyes 1épéseit
vizsgaltuk. A magosztédas fobb 1épései azonosnak bizonyultak a két alakban; a hifak
esetében ugyanakkor a szétvalas utan a két uj mag ellentétes irdnyba, a két 01j sejt végei felé
mozogva a mozgas iranyaba nyult meg, mintha a sejt citoszkeletalis halozata ,,hiznd” dket.
Ilyesfajta ellentétes iranyu kicsucsosodast élesztdalak esetén nem észleltiink. Ez a torzitd
hatas tehat valosziniileg a hifasejt intenziv megnyulasanak tulajdonithat6.

A fluoreszcens magfestés soran 3 db hosszii kromoszomat észleltiink a S. japonicusban
mikroszkoposan. Ezt az eredményt pulzald erbterti gélelektroforézissel (CHEF) is
megerdsitettiink. Valoban harom savot kaptunk a S. japonicus elekktroforetikus
kariotipizalasdnak eredményeként, ami azt bizonyitja, hogy ennek a fajnak héarom
kromoszomaja van: egy ezek koziil a S. pombe legkisebb kromoszomajahoz hasonld méretii
(3,3 mb ), egy a S. pombe legnagyobb kromoszomajanak megfelelé méretii ( 5,3 mb ), egy
pedig egy jéval nagyobb, ( kb. 8,3 mb ) méretli kromoszéma.

3.2. Auxotréf mutansok izolalasa és csoportositasa

Ahhoz, hogy a S. japonicust genetikai vizsgalatokhoz felhasznaljuk, sziikséges volt, hogy jol
kovethetd, egyszeriien detektalhatdé genetikai markereket hozzunk Iétre. Ennek a
kovetelménynek legjobban az auxotrof mutaciok felelnek meg, melyek valamely aminosav
vagy bazis eléallitasi folyamataban sériiltek, igy azokat a tapkdzegbdl kell felvennitik. Ezek a
mutansok minimal taptalajon, mely nem tartalmazza ezeket az anyagokat, nem novekednek.
Mivel a S. japonicus egy teljesen uj, még kevéssé alkalmazott modellszervezet, igy korabban
izolalt auxotrof mutansok nem alltak rendelkezésiinkre, magunknak kellett mutagenézissel
ezeket eldallitanunk. A vad tipusu torzsbdl kémiai mutagenézissel, nitrozoguanidin
alkalmazéasaval vagy az UV fény fizikai roncsold hatdsdnak felhasznalasaval auxotrof
mutansokat izolaltunk. Osszesen 32 db ura™ mutanst, 11 dbleu, 17 db lys™, 27 db arg ,16 db
ade” mutanst izolaltunk.

A kapott auxotrof mutansokat csoportokba rendeztiik. Mivel e faj diploid allapota révid, csak
a zigotara  korlatozodik, ezért a csoportositdshoz a hagyomanyos komplementacios teszt
helyett rekombinacion alapuld tesztet alkalmaztunk. Minimal tiptalajon a keresztezési

pontokban novekedést latunk ott, ahol kiillonb6z6é génben sériilt auxotrof torzsek érintkeztek



¢s konjugaltak, mivel meiotikus rekombinaciéval prototrof rekombindns spdrakat hoztak
l1étre. Ahol nem latunk novekedést a keresztezési pontokban, ott a torzsek azonos génben
elhelyezkedd auxotrof mutacidt hordoztak. Az azonos génben sériilt torzsek egy csoportba
keriiltek, igy a beazonositott csoportok szama a talalt gének szamat jeloli az egyes

auxotrofiak esetén (1. tablazat ).

Auxotrofiak Izolalt torzsek Csoportok szama
szama
adenin_ 16 4
uracil ~ 32 4
leucin~ 13 4
lizin~ 17 8
arginin~ 27 7

1. tablazat: A talalt csoportok szama az egyes auxotrofidk esetén

Az egyes auxotrofidkra felallitott komplementécios csoportokndl a csoportositas helyességét
protoplaszt fizidval is megerdsitettilk, amely moddszer mar a valodi komplementacid
kovetelményét is kielégiti: a komplementacids csoportok egyes tagjait mesterségesen
szdrmazott, mig az azonos csoportbol szdrmazo torzsekébdl nem. A kapott diploidokbol
sporaztatd taptalalajon azigotikus aszkuszokat nyertlink, melyekkel oktadanalizist végeztiink
¢s megmértiik a prototrof utdodok ardnyat majd ebbdl az adatbol  rekombindcios
gyakorisagokat szamoltunk. Néhany esetben az igy kapott Rf érték 0,5-nél ( 50%-nal )
kisebbnek bizonyult, ezen esetekben a vizsgalt 16kuszok kozott kapcesoltsagot talaltunk, tehat
a két gén a kromoszoman helyileg egymdshoz kozel taldlhat6. Minél kisebb az Rf érték két
lokusz kozott, a genetikai térképezés szerint anndl kdzelebb vannak a gének egymashoz a
kromoszéman. Az igy kapott értékekbdl kalkuldlva két nagyobb kapcsoltsagi csoportot
tudtunk Osszeallitani, egyikben a gének valosziniisithetd sorrendjére is kovetkeztettiink. Az
egyik csoport az ura4 - argl - arg2 - arg4, melynek tagjai a kromoszoéman is ebben a
sorrendben kovetik egymast, a masik pedig a lysl - lys2 - lys6 - lys5 .

3.3. Homoldgiak keresése mas fajok génjeivel

Anyagcsere-koztitermékek felhasznalasaval beazonositottuk az egyes auxotréf csoportok

hozzavetbleges helyét az egyes bioszintetikus titvonalakban. Mivel ezen bioszintetikus utak

meglehetdsen konzervativak az élovilagban ezért a S. pombe ismert anabolikus Gtjait vettiik



alapul. Egyes csoportok esetében azonban a pontos funkcidt is megleltiik, ezaltal meg tudtuk

adni ezek homologjat mas fajokban. Tovabbi segitséget jelentett, hogy bizonyos csoportok

jellegzetes tulajdonsagokat mutattak, masokrol pedig korabbi kisérleteink alapjan mar egyéb

informéaciok is alltak rendelkezésiinkre. Egy ijjabb homolégiara pedig a molekularis munkak,

a transzformalasok soran deriilt fény ( 1asd: késobb ). Az egyes S. japonicus auxotrof

csoportokkal mas fajokban talalt homologidkat a 2. tablazat foglalja 6ssze.

S. japonicus auxotréf csoport

Homolégia

ura4d” S. pombe ura4
ura3” S. pombe urab
argl”™ S. pombe argl
leu3”™ S. pombe leul

S. cerevisiae LEU2

2. tablazat: Az egyes S. japonicus auxotrof csoportokkal mas fajokban talalt homologiak

3.3. Micéliumképzésben mutans torzsek izolalasa és csoportositasa

A mér meglévd auxotréf mutidnsaink kozott
olyanokat kerestiink, melyek a vad torzzsel
megegyez0 hifaképzési sajatsdgokat mutattak, és
ezek tovabbi UV mutagenézisnek vetettiik ala.

Az igy kapott mutdnsok kozott olyanokra
szelektaltunk, melyek auxotréfidjukat megtartot-
tak, am hifaképzési sajatsagai a vad tipusétol
eltérék voltak. Az azonos id6 alatt képzett hifak
mennyiségét alapul véve taldltunk hiperaktiv
hifaképzéket ( myc™ ), a vadhoz képest
gyengébben hifazékat ( myc ), sét olyan
mutansokat is, melyek egyaltalan nem képeztek
hifékat, teljesen képtelenek a metamorfozisra
(myc™ ") (1. 4bra).

1. abra

myc = mycelial mutant
a/vad b/myc” ¢/ myc "

Valamennyi vizsgalt myc mutans estében azt kaptuk, hogy a fenotipusért egyetlen gén hibaja

felelds, azaz mindegyik esetben 4 : 4 szegregéicios aranyt kaptunk a mutans fenotipus

megjelenésére. Azonkiviil a myc morfologia a mutins torzsekben jelenlevd auxotrofidktol

fiiggetleniil rekombindlodott, tehat egyetlen esetben sem volt kapcsoltsag az auxotrof jelleg és

a myc fenotipus kozott. Kereszteztiik egyméssal mutdnsainkat ( protoplaszt fuzidk



alkalmazasaval ), minden torzset mindegyikkel parositva keresztezési matrixot hajtottunk
végre. A kapott diploidokbol sporaztato taptalajon azigotikus aszkuszokat nyertiink, a benniik
il6 8 sporat kimanipuladltuk és mindegyik sporabol szarmazéd telep auxotrofidjat illetve
hifaképzési készségét ( vad tipus, mint kontroll mellett ) meghataroztuk. A kapott
eredményekbdl a myc morfoldgiara nézve csoportokat tudtunk felallitani, ahol a csoportok
valoszintisithetéen géneknek felelnek meg. Meglepetésiinkre azt kaptuk, hogy az Osszes
vizsgalt myc™ mutansban kiilonb6z6 gén hibaja okoz gyenge hifanovekedést. Ebbol arra lehet
kovetkeztetni, hogy tobbé-kevésbé gyengiilt hifanovekedést szamos, a legkiilonfélébb tipusa
intracellularis folyamat meghibdsodasa eredményezhet, tehat ilyenkor a micéliumképzési
sajatsag csak kozvetetten sériil. Ezzel szemben a vizsgalt, négy myc™ ~ torzsnél csak két
csoportot, azaz ennek megfeleléen két gént taladltunk. Ebbol arra kovetkeztettiink, hogy e
mutans fenotipus kialakulasaban kevesebb gén jatszik szerepet, tehat a micéliumndvesztésre
teljesen képtelen torzsek vizsgalataval kell keresniink azokat a géneket, melyek kdzvetleniil
szerepet jatszanak a dimorf atalakulas elinditdsdban, a hifandvesztés indukéldsdban. A
myc ~ és myc torzsekbdl létrehozott diploidok mutattak a valédi komplementicid
jelenségét, tehat a vizsgalt myc™ ~ és myc™ " allélek recesszivek, jelenlétiik a vad allél mellett
nem befolyasolja kedvezdtleniil a micéliumképzést. A kettdés mutansok ( myc™~ myc™™ )
fenotipusa pedig myc™ ~ -nek bizonyult, amibdl arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy a myc™ ™
16kusz episztatikus a myc™ " 10kusz felett. A myc' mutacié meglehetésen kornyeztetfiiggdnek

bizonyult, igy azokat behatobban nem tanulmanyoztuk.

3.4. A myc mutansok vakuolaris mintazata

Fluoreszcens vakudlumfestés utdin UV mikroszkop alatt vizsgalva a sejteket eltérésre lettiink
figyelmesek a vad és a myc, ill. myc” ~ (myc” ) mutansok vakuolaris mintazatat illetéleg.

Mig a vad tipust sejtben aprobb és nagyobb vakuélum egyarant eléfordult, addig a myc™ ™~
torzsek sejtjeinek tobbségére a sok aprd vakudlum volt jellemzd, néhany nagyobb, fuzionalt
vakuoélum csak elvétve fordult eld. Bar voltak olyan myc™ mutans torzsek, melyeknél ez a
jelenség nem volt megfigyelhetd, a legtobb myc™ torzsnél azonban egyértelmiien észleltiik,
a myc ~ torzsek pedig kivétel nélkiil, egyontetiien mutattdk. Az azonos génben sériilt
harom myc -~ mutans pedig teljesen azonos vakuolaris mintdzatot mutatott: citoplazmajuk-
ban sok apro, egyenld méretii vakudlum volt, egyetlen nagyobb, fizionalt vakuélumot sem
észleltiink. Tehat a jellegzetes vakudlum-mintdzat korreldciot mutatott a micéliaris
mutacidval. Azonkiviil szdmos esetben a myc "~ torzsek feltlinden lekerekedettek is voltak.
Mivel a vakuolumok egy nagy, proximalis vakuolumma torténd fuzidja a dimorf atalakulas

elsé lépéseinek egyike ( Sipiczki és tsi, 1998 b ), ezért a myc” ~ mutans morfologia egyik
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lehetséges magyarazata, hogy a myc ~ €s szdmos myc mutansndl ez a folyamat elmarad,

tehat a myc mutacié kovetkezményeként nem jatszodik le. A myc mutacidé nem feltétleniil a

crer

.....

3.5. Kiserletek megfelel6 transzformacios rendszer kidolgozasara

Az izolalt mutansokat megprobaltuk transzformélni a rendelkezésiinkre 4ll6 leggyakrabban
hasznalt S. pombe és S. cerevisiae vektorokkal, az élesztéknél rutinszeriien alkalmazott bevalt
transzformécios modszerekkel. Legeldszor az izolalt uracil és leucin auxotrof mutdnsainkat
transzformaltuk S. pombe és S. cerevisiae auxotrofiakat komplementald géneket tartalmazo
plazmidokkal. A transzformaldsok eredménytelenek voltak annak ellenére, hogy mindharom,
az élesztOknél bevalt transzformaciés modszert alkalmaztuk. A kudarc oka lehet, hogy nem az
auxotrof torzsek hibas génjének megfeleld gént juttattuk be a torzsekbe, vagy ha az jutott be,
nem komplementalt, illetve ha enyhén tudta is a rokon fajbol szarmaz6 gén komplementélni
az auxotrofiat, az idegen ARS nem miikodott a S. japonicusban, igy csak néhany integrativnak
tlind transzformanst kaptunk. A kovetkezd 1épésben antifungalis szerek geneticin ( neomycin )
illetve hygromycin elleni rezisztenciat hordozo géneket tartalmazo plazmidokkal
transzformaltuk a vad tipusi S. japonicus torzset. Ezek a transzformalasok is
eredménytelenek voltak. A jelenség oka lehet, hogy a két rezisztenciagén egyike sem
miilkodik a S. japonicusban, mivel azonban ezek a rezisztenciak igen univerzalisak és a
legkiilonbozébb fajokban alkalmazhatok, sokkal valdszinlibb az, hogy a plazmidok altal
tartalmazott S. pombe ARS nem alkalmas a plazmidok fenntartasara a transzformansokban,
azaz ugy tiinik, sem a S. pombe, sem a S. cerevisiae ARS-e nem megfelelé a S. japonicus

szamara.

3.6. Fajazonos ARS izolalasa S. japonicusbél

Mindezen transzformacios sikertelenségek arra késztettek minket, hogy a S. japonicus
genomjabol sajat ARS-t izolaljunk és ezt hasznaljuk fel a transzformécios plazmidokban,
ezaltal lehetdvé téve a transzformans sejtekbe bejutott plazmid replikdlodasat igy
fennmaradasat. Mindehhez el6szor génkonyvtarat készitettiink pJK148 S. pombe leul markert
tartalmaz6 integrativ plazmidban. A génkonyvtarral transzformaltuk a S. japonicus leucin
mutans torzseit. A transzformalds az egyik leucin mutins torzs esetében ( leu3™ ) sikeres
volt, azaz minden alkalommal kaptunk néhany telepet. Csészénként 3-4 telep ndovekedett ki,

Ot csészérdl 16 db telepet izolaltunk. Ez a torzs tehat komplementalhato volt a S. pombe leul
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génjével, tehat hibas leucingénje egyértelmii homoldgja annak. A kapott transzformans
telepek mindegyikét teszteltiik plazmidvesztésre. Szamos olyan telepet talaltunk ( a 16
telepbdl 15-6t ), mely igen erds plazmidvesztést mutatott, tehat feltételezhetd volt, hogy a
bekeriilt vektor extrakromoszomalisan szaporodhatott a genomialis inzerttel bekeriilt ARS
funkcidji szekvenciarészlet miatt. Visszanyertik a plazmidot az egyik, plazmidvesztést
mutatd telepbdl. EcoRI emésztéssel kivagtuk a genomidlis inzertet a visszanyert plazmidbol.
Emésztés utan megfuttattuk az igy kapott DNS-t és azt lattuk, hogy az tires plazmid savja
mellett ( 5,5 kb ) még két savot kaptunk ( 1,5 kb és 2,5 kb ), azaz az enzim egy helyen
belevagott a genomialis inzertbe is. Szubklonoztunk az 1,5 kb és 2,5 kb nagysagl genomidlis
fragmentekkel, azaz mindkettét kiilon-kiilon beépitettiik pJK148 integrativ plazmidba ¢&s
transzformaltuk veliik a S. japonicus leu3™ torzset. Az 1,5 kb-os fragmentet tartalmazo
plazmiddal torténd transzformalasok soran mindig kaptunk transzformans telepeket, melyek
mindegyike mutatta a plazmidvesztést, mig a 2,5 kb-os fragmentet tartalmazé plazmiddal
torténd transzformalasok esetén sosem kaptunk telepeket. Midezen eredményekbdl arra
kovetkeztettiink, hogy az ARS funkcidéért az 1,5 kb-os fragmenten talalhatdé szekvencia
felelds. Az igy kapott, hipotetikus ( feltételezett ) ARS hatasfoka azonban meglehetésen
alacsony. A plazmidvesztés mar a minimal taptalajon megkezdddik, a plazmidvesztési teszt
eredménye pedig 3%, ami joval alatta marad a S. pombe replikativ plazmidjainal mért
értékeknek ( kb. 40% ). Feltehetd, hogy nem ARS-t, hanem ARS funkciot is némileg ellatni
képes szekvenciat leltiink.

Az 1,5 kb nagysagi genomidlis fragmentet megszekvenaltattuk. A szekvenciat
megvizsgalva talaltunk rajta néhany oligonukleotid-részletet, melyek a S. pombe egyik
tipusu  ARS-ének konszenzus szekvencidjahoz ( PACS ) volt hasonlo: PACS: (A/T)PuTT-
TATTTA(A/T). Az NCBI adatbazis BLAST-szolgaltatasanak felhasznalasaval homologidkat
kerestiink a megszekvenaltatott S. japonicus-szekvenciara mas fajokbol szarmazé génekkel.
Jelentds homoldgiat nukleinsav-sorrend szintjén nem taldltunk, a beldle szarmaztatott
aminosav-sorrend szintjén azonban szamos homoldgiara leltiink. A legkifejezettebb
homologiat a S. pombe cutl gén altal kodolt fehérjével talaltunk. Ez arra 6sztonzott minket,
hogy megnézziik, vajon a S. pombe cutl génnek van-e ARS-funkcioja S. japonicusban? A
transzformaldsokhoz a pCUTI1-9 plazmidot haszndltuk, mely tartalmazza a teljes cutl
gént S. cerevisiae LEU2 marker mellett. Transzformaltuk a S. japonicus leu3” mutansat. A
kapott transzformans telepek egyik esetben sem mutattak

plazmidvesztést, tehat a bekeriilt plazmid valosziniileg beintegraldédott a kromoszomaba. A S.
pombe cutl génje tehat - mint ahogy a csekély DNS-szintli hasonlosag miatt sejthetd volt -
nem képes ARS funkciot kifejteni S. japonicusban. A kisérletb6l azonban egyértelmiien
kideriil, hogy a S. japonicus leu3” mutansa nem csak a S. pombe leul génnel
komplementalhat6, hanem annak homologjaval, a S. cerevisiae LEU2 génnel is.
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3.7. Rokonsagi kapcsolatok a homoldgiak alapjan

Az 1,5 kb-os fragmentiinkkel homolog fehérjék konzervativ régidinak aminosavsorrendjét
Osszehasonlitva rokonsagi kapcsolatokra kovetkeztethetiink azon fajok kozott, amelyekre
homologiat taldltunk. Mivel a szekvenciankbdl levezetett fehérje konzervativ része a
legnagyobb homoldgiat a S. pombe Cutl proteinnel adta, a Schizosaccharomyces japonicus és
a Schizosaccharomyces pombe kozti szoros rokonsag egyértelmii. Meglepébb viszont, hogy
ilyen alapon a Schizosaccharomyces japonicus az Aspergillus nidulanssal koézelebbi
rokonsagban all, mint a Saccharomyces cerevisiaevel.

3.8. Transzformacios hatasfokok

A transzformaldsok soran kapott telepszdmokbol kovetkeztetni tudtunk a transzformdcios
hatasfokokra S. japonicusnal integrativ és replikativ transzformalasok esetén. A transzformalt
sejttenyészet OD ( optical density ) értékébél szamolva a transzformalt sejtek szamat 10%-ra
vonatkoztattuk, mig DNS-méréssel meghataroztuk a bejuttatott DNS mennyiségét, és azt 10
ng-ra vonatkoztattuk. Az igy kapott telepszdm-értékeket alapjan 0ssze tudtuk hasonlitani a
S. pombe és S. japonicus transzformacios hatasfokat. Ez alapjan a S. pombe leul-32
mutansanak integrativ transzformacidja tizszer olyan hatékonynak bizonyult, mint a S.
japonicus leu3” mutansaé. Az izolalt fajazonos ARS-t tartalmazo plazmidokkal torténd
replikativ transzformacié pedig 10x - 20x tobb telepet eredményezett S. japonicusban, mint az
integrativ. A replikativ transzformalaskor is kaptunk néha kis szdzalékban integrativ telepeket.
A transzformalés utan egy héttel megjelennek az integrativ transzformansok telepei. Tovabbi
1,5-2 hét elteltével kezdenek el ndvekedni a replikativ transzformansok telepei sok-sok kis
tithegynyi telep forméjaban, melyek egy bizonyos méret elérése utan nem is ndvekszenek
tovabb.

3.9. A hipotetikus S. japonicus ARS alkalmazasa

A'S. japonicus genombdl izolalt feltételezett ARS-t felhasznaltuk egyéb tipust S. japonicus-
transzformaciokhoz is. A S. pombeban - akarcsak a S. japonicusban - van egy vad tipusban is
megjelend auxotrofia, az inozitol-igény. Indiai kutatoknak sikeriilt vad tipusu S. pombe
torzseket transzformdlniuk olyan plazmiddal ( ABE 608 ), mely az 6nall6 inozitolszintézisre
képessé tevd gént tartalmazott. Ezt a plazmidot elkértiik és beleépitettiikk a feltételezett S.
japonicus ARS-t tartalmaz6 1,5-0s fragmentet. Ezzel és az eredeti plazmiddal ( ABE 608 ) is

transzformaltuk a vad tipusu S. japonicust és szelektiv taptalajra szélesztettiink. A
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transzformalas eredményes volt, &m csupan apro, tihegynyi telepeket kaptunk, melyeknek
sejtjeit mikroszkoposan megvizsgalva szabalyos, egészséges S. japonicus-sejteket lattunk. A
telepek csak rovid ideig voltak fenntarthatéak, gyorsan elpusztultak. A negativ kontroll
csészéken sosem kaptunk telepndvekedést. Mindezekbdl arra kovetkeztettiink, hogy a
transzformacio sikeres volt (  az ARS kifejtette hatdsat ) am az inozitol-auxotréfiat
komplementald gén nem volt teljesen miikodéképes S. japonicusban, terméke csak par
sejtciklusig volt képes a sejteket szelektiv taptalajon fenntartani.

A hipotetikus S. japonicus ARS-t tartalmazé pJK 148 plazmidokkal transzformaltuk a S.
pombe leul-32 mutansat is és ellendriztiik a transzformans telepek plazmidvesztését.
Meglepetésiinkre azt tapasztaltuk, hogy ezen transzformansok egy része, ( kb. 25%-a ) szintén
mutatott plazmidvesztést, a vesztési teszt értéke 2-3 %. Ebbol arra kovetkeztettiink, hogy a S.
japonicus-bol szarmaz6 feltételezett ARS szekvenciat kismértékben a S. pombe is képes volt
ARS-ként alkalmazni, amit alatimaszt a szekvenciaban talalt S. pombe ARS konszenzus régiod

1S.

4. Osszefoglalas

A Schizosaccharomyces japonicus var. japonicus az élesztégenetikai kutatasokban
még kevéssé ismert modellszervezet. A vele vald klasszikus genetikai és molekularis munka
alapjait le kellett fektetni. Ebben segitségiinkre volt az, hogy A S. japonicus morfologiailag és
fiziologiailag is nagyon hasonlé a genetikai kutatdsokban mar rutinszertien alkalmazott
Schizosaccharomyce pombe-hoz. A szoros rokonsagi kapcsolatot a két faj kozott az altalunk
izolalt S. japonicus-szekvencia molekularis analizise is megerésitette.

A genetikai munkakhoz kivalé markerekként szolgalé auxotréf mutansokat elsdként
mi izolaltuk vad tipust 7-1 torzsbol. Az izolalt mutans torzseket csoportokba rendeztiik, ahol
egy adott csoportba tartozo torzsek ugyabban a génben sériiltek, tehat egy adott auxotrof
fenotipushoz talalt csoportok szama a szintézisutvonalban résztvevd gének minimalis szamat
adja meg. Anyagcsere-koztitermékek felhasznalasaval meghataroztuk az igy talalt auxotrof
gének hozzavetdleges helyét a szintézisutvonalban. Egyes csoportok helye - jellegzetes
tulajdonsagaik alapjan - egészen pontosan meghatarozhato volt, igy beazonosithattuk, melyik
S. pombe génnel homolégok. Ez alapjan tgy talaltuk, hogy a S. japonicus 4-es uracil
auxotrof csoportja a S. pombe urad génjével, a S. japonicus 3-as uracil auxotrof csoportja a
S. pombe ura5 génjével, illetve az S. japonicus 1-es arginin auxotrof csoportja pedig a S.
pombe argl génjével homolég. Tovabbi egy homologiat molekularis modszerrel, a
transzformalasok soran sikeriilt talalnunk. Ez alapjan a S. japonicus 7-63 leu3-10 torzsben
talalt mutacio a S. pombe leul génnel és annak homoldgjaval, a S. cerevisiae LEU2 génnel is
komplementalhato volt. Tehat a S. japonicus 3-as leucin komplementacids csoportja ezekkel a

génekkel homolog.
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Osszehasonlitasokat végeztiink a két morfologiai allapot ( egysejtii éleszté és tobbsejtii
hifaalak ) kozott citologiai szempontbdl. Nem taldltunk szembetling kiilonbséget a kétféle
alak mitotikus osztdédasanak egyes Iépéseit tekintve. A hifadkndl a sejtmagvak az osztddas
termindlis fazisdban ellentétes iranyban, a sejtek végei felé csticsosodnak ki, mely
val6sziniileg a hifasejt intenziv megnyulasabol szarmazod torzité hatasnak kdszonhetd. A
fluoreszcens magfestés soran megfigyelt harom kromoszéma meglétét pulzald erdterti
gélelektroforézissel ( CHEF ) is bizonyitottuk.

Mivel a S. japonicus szexualis viselkedését tekintve homotallikus ( parosodasi tipusat
mitotikus ciklusonként valtogatja ) ezért masik torzzsel vald keresztezéskor az azonos
telepben is torténik konjugacid a sejtek kozott, mely megzavarhatja az eredményeket. Ennek
elkeriilése végett probalkoztunk az S. pombe-ra kidolgozott protoplaszt flizios modszerrel
ennél a fajndl. Sejtjei konnyen protoplasztalhatonak voltak, a fiziés mdodszer eredményesnek
bizonyult, ezért minden tovabbi keresztezést igy végeztiink. Heterotallikus mutans izolalasara
iranyul6 torekvéseink sikertelenek maradtak.

Az ¢leszté-micélidlis morfologiai 4atalakulds genetikai és citologiai jellemzdinek
megismeréséhez myc ( micélidlis ) mutansokat is izolaltunk. Izolaltunk a vad 7-1 térzshoz
képes gyengiilt hifaképzésii ( myc™ ), hiperaktiv hifaképzésii (myc'™ ) torzseket sét olyanokat
is, melyek hifaképzésre tokéletesen képtelenek voltak ( myc™ ~ ). Ezen mutansokat fuzios
matrix segitségével komplementacids csoportokba rendeztiik. Ennek alapjan a vizsgalt kilenc
myc” mutans torzs mindegyike kiilonb6z6 génben sériiltnek bizonyult, mely arra enged
kovetkeztetni, hogy ezen morfologia szdmos, egymastol fiiggetlen cellularis folyamatban
részt vevo gén hibajabol adodhat. Ezzel szemben a vizsgélt négy myc ~ mutans torzs koziil
harom azonos, a negyedik kiillonb6z6 génben sériilt volt, mely azt mutatja, hogy az ezen
morfologiat mutatdé mutansok kozt kell keresni azokat a géneket, melyek kozvetleniil
feleldsek a hifaképzés hibdjaért, a dimorf atalakulas elmaradasaért. A myc™ fenotipus is
sokféle gén altal kodoltnak, azonkiviil erésen kornyezetfiiggének is bizonyult.

A myc és myc ~ mutansok tobbségénél a vad tipustol eltérd vakuoldris mintazatot
talaltunk. Szignifikdnsan gyakoribb volt kozottik az olyan torzs, melynek citoplazméja sok
apro, egyforma méretii vakudlumot taralmazott — szemben a vad torzsek néhany nagy,
fazionalt vakudlumaval — ezen apré vakudlumok megléte fénymikroszkéoppal nem volt
kimutathat6, csak vakudlumfestéssel megjelenithetd. Mivel az azonos génben sériilt harom
myc  torzs is egyforman ilyen mintazatot adott, tovabb ersitette a feltevést, hogy a myc™ ™~
mutacid és a kiilonds vakuolaris mintdzat Osszefligg egymassal. A dimorf atalakulas elsd
1épése a sok pici vakudlum egy nagy proximalis vakuélumma vald dsszeolvadasa. Ez marad
el ezekben a myc torzsekben, tehat a myc™™ ~ fenotipus okozdja, vagy annak kovetkeztében
alakul ki.

A S. japonicus transzformalasa a legkiilonb6zobb modszerekkel eredménytelen

maradt. Mindezekbdl arra kovetkeztettiink, hogy a mas fajbol szarmazdé ARS ( autonéom
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replikacios szekvencia ) -t nem tudja hasznélni, ezért fajazonos ARS-t kerestiink a 7-1-es
torzs genomjaban. Ehhez genomidlis génkonyvtarat hoztunk Iétre, leucinmuténs torzseket
transzformaltunk és leu'-ra szelektaltunk. A plazmidvesztést mutatd torzsekbdl visszanyert
plazmid 4&ltal tartalmazott genomialis inzertdaradot vizsgaltuk. Restrikciés emésztés és
szubkloénozasok utan egy 1,5 kb hosszu fragmentet kaptunk, mely ARS funciét mutatott S.
japonicus-ban és kismértékben S. pombe-ben is. Mivel az igy kapott hipotetikus ARS igen
gyengén mitkodott ( plazmidvesztési érték kb 3%-os! ) feltételezziik, hogy nem valédi ARS-t,
hanrem e funkciét is bizonyos mértékig ellatni képes fragmentet kaptunk, mely a
transzformalas hatasfokat 10x-esére emeli az integrativ transzformalds mértékéhez képest.
Sajnos azonban a génkonyvtarral torténd tovabbi transzformaldsokkor sem kaptunk olyan
telepet, melynek plazmidvesztési értékei ennél sokkal kedvezdbbek lettek volna. A kapott
fragmentet megszekvenaltattuk, majd a szekvenciat szamitogépes homologiakeresésnek
vetettiikk ala. Aminosavszinten talaltunk jelentésebb homologiat a S. pombe Cutl fehéjével.
Ennek génje azonban — mint varhaté is volt — nem képes ARS-funkcio ellatdsara a S.
japonicus-ban.

Az izolalt hipotetikus S. japonicus ARS mikodését leteszteltik egyéb
transzformalasban is: az inozitol szintézis génjét, mint dominans markert vittiik be S.
japonicusba e hipotetikus ARS mellett. Kaptunk pozitiv transzformansokat, bar ezek néhany
mitdzis utan elpusztultak, ami az idegen fajbol szarmazé inozitolgén S. japonicusban torténd
nem megfeleldé miikodésével magyarazhatd. Tovabbi kisérletek jelenleg is folynak még

hatékonyabban miikodo transzformaciés rendszer kidolgozasara.
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