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Bevezetés

A soksejtli életformak egysejtli kozos 6sbol, egymastdl fliggetlentil,
tobb mint 25 alkalommal jottek 1étre az evolicio soran. A soksejtiiség
evolucidja az egyik legnagyobb atmenetnek tekinthetd a foldi élet
torténetében, melynek legelsé bizonyitékai 3-3,5 milliard évre
tekintenek vissza. Bizonyos életformak egyre komplexebbé valtak az
evolicié soran, és az, hogy a kiilonboz6 fajokban meglévd
komplexitas hogyan és miért alakult ki, az élet egyik legnagyobb
kérdésének nevezheté. A soksejtli struktirak képzése egy sor
evolucios ujitasnak koszonheté. Minden soksejtli életforma egyedi
megoldast reprezentdl, melyek kiilonboz6 szelekcids hatasok
eredményeként jottek Iétre az evolucid soran. Az eukaridta
soksejtliség klonalis és aggregativ Uton is 1étrejohet. Ezek a stratégiak
a soksejtli prekurzorok kialakitasaban kiilonboznek, melyek a sejtek
adhézidja, kooperacidja, illetve funkcionalis diverzifikacidja révén
jonnek 1étre. A nagy morfologiai sokféleséget eredményezd
fajspecifikus megoldasok mellett a tobbsejtli struktarak kialakulasa
ugyanazokon az alapokon nyugszik, mely a méretnovekedés
eredményezte evolicios eldényt, a programozott sejtosztodast és
differenciaciot, illetve a testen beliil koran elkiiloniilé csiravonalat
jelenti. Ezek az eldfeltételek megnyitottdk az utat az adhézid,
intercellularis kommunikacio, sejtdifferenciacio, illetve a sejtek
kozotti munkamegosztas evoluciodja elott, és ez az 6t kulcsfontossagli
innovacié megkdnnyitette a tobbsejtii életformara valo attérést. Ez a
tobbsejtli szervezdés pedig lehetdvé tette az €161ények szamara, hogy
bizonyos koriilmények ko6zott sokkal hatékonyabban hasznositsak
forrasaikat, ezaltal Oriasi evolucidés eldnyt teremtve bizonyos
Okologiai niche-ekben.

Az elmult évek kutatdsai kimutattdk, hogy a soksejtliség
evolucidja Osszefliggést mutat az adhézidért, intercellularis
kommunikacidért és sejtdifferenciacioért felelds géncsaladok
felelés genetikai eszkoztar komponensei kiilonb6z6 idépontokban
jelentek meg és diverzifikalodtak az evolucid folyaman. Ezek a
vizsgalatok nem  torténhettek volna meg a  kiterjedt
genomszekvenalasi projektek és szdmos nem-modell organizmus
genomikai vizsgalata nélkiil. Az ijonnan szekvenalt egysejtli protiszta



fajok (galléros ostorosok, Filasterea ostorosok és Ichthyosporea fajok)
— melyek az allatok és gombak legkdzelebbi rokonai — dsszehasonlito
genomikai analizise dontd jelentdségii volt a soksejtliség eredetének

Hosszt id6 6ta feltételezik, hogy a komplexitas ndvekedése
nagy evolucios atmenetek eredményeképpen valdsult meg, mint
példaul a kromoszomak kialakuldsa, az eukariota sejtek
kompartmentalizacidja vagy a soksejtli életformak evolucidja. A
leglijabb tanulmanyok azonban megkérddjelezik ezt a nézetet, és
feltételezik, hogy a soksejtiivé valas mégsem tekintheté olyan Oridsi
evolucids ugrasnak, mint azt kordbban gondoltak. Szamos bizonyiték
tamasztja ala ezt a feltételezést. E16sz0r is a nagy evollicios atmenetek
altalanossagban véve ritka eseményeknek tekinthetok. A tobbsejtiiség
azonban az evolicié soran legalabb 25 alkalommal, egymastol
fiiggetleniil fejlédott a kiilonbozo filogenetikai csoportokon beliil.
Ezenkiviil az algak, myxobaktériumok és nyalkagombak esetében a
soksejtlivé valas egy viszonylag egyszerli és gyors folyamat, mely
egyfajta valaszreakcid a kiils6 kdrnyezeti ingerekre. Az egysejtiibol
tobbsejtli formaba torténd ismételt atmenet, valamint az a tény, hogy
a bonyolult tobbsejtii termotestek koriilbeliil egy tucatszor fejlédtek ki
a gombak evolucidja soran, ugyancsak azt jelentheti, hogy az ezzel a
valtozassal jar6 akadalyok nem voltak olyan nagymértékiiek, mint azt
korabban gondoltuk. A leglijabb, soksejtli fajokon és azok egysejtli
rokonain végzett 6sszehasonlitdé genomikai elemzések tovabb erdsitik
ezt a feltételezést. Eredményeik szerint a soksejtiiség kialakulasaban
kulcsszerepet jatszo gének — melyeket korabban kizarolag soksejtii
¢él6lény-specifikusnak véltek — mar az egysejtli ko6zos 6sokben is
megtalalhatok voltak, illetve ezek a konzervalt gének és géncsaladok
kooptalodtak az evolucid soran, hogy 11j funkcidkat tdlthessenek be a
soksejtliség kialakulasaban. Ezek a felfedezések szintén felvetik a
kérdést, hogy valoban nagy evolucids atmenetnek tekintheté-e a
soksejtliség kialakulasa. Ezek alapjan a megfigyelések alapjan
fogalmazodott meg Grosberg és Strathmann altal az a hipotézis,
miszerint a soksejtlivé valas folyamata nem tekinthetd nagy evolicios
atmenetnek, inkabb egy viszonylag egyszerd, ,kisebb-nagyobb”
tranzicioként érdemes vizsgélni.

A hérom nagy eukaridta kirdlysag kozott, melyekben a
soksejtii ¢életformak dominalnak, a gombak jelentdsen eltéré utat
képviselnek. Mig a soksejtii ¢l61énycsoportok tobbsége klonalis vagy



aggregativ uton hozza létre soksejtll strukturait, addig a gombék a
soksejtliség kialakulasanak egy harmadik utjat valasztottak, azaltal
hogy egy gombakra specifikus soksejti képletet hoztak létre, az
ugynevezett hifafonalat. A hifdk hosszu, vékony, tubuldris formak,
melyek polarizalt novekedés utjan jonnek Ilétre, és soksejtii
halézatokat, mas néven hifas thalluszokat képeznek. Ezeknek a
micélidlis szervez6déseknek oridsi jelentdségiik van a szaprofita,
patogén és szimbionta gombak altali szubsztrat kolonizacidban, illetve
elengedhetetlen fontossaguak a gombak reprodukciojaban. A soksejtii
fonalas gombak nemcsak a szarazfoldi életre és az Okoszisztéma
miikddésére, hanem a gazdasagra és egészségiigyre is Oriasi hatast
gyakorolnak. A soksejtii hifas novekedés vizsgalata, és az ezzel a
témaval kapcsolatos 1 felfedezések roppant fontosak, és dontd
szerepet jatszanak a kdrnyezetvédelemben, biotechnologiaban és a
fonalas gombak altal okozott fert6zo betegségek megel6zésében és
kezelésében.



Célkitiizés

Az elmult évtizedben az emberiség belépett a genomika korszakéaba.
A genomszekvenalasi technologidk fejlesztése lehetévé tette
szamunkra, hogy genomok szazait szekvenaljuk, tovabba oridsi és
valtozatos genomi adatsorokat allitsunk el6. Ph.D. projektem célja a
hifas  soksejtiiség  evolucidjaval  kapcsolatos  kérdéseink
megvalaszolasara iranyult, felhasznalva a legujabb bioinformatikai és
komparativ genomikai modszereket.

A hifas soksejtiiség evolucioés eredetével kapcsolatos
ismereteink korantsem teljesek. Mindazonaltal a jelenkori gomba
genomok vizsgalata lehetdséget nyujt evolicids genomikai analizisek
elvégzésére, melyekkel tovabbi informacidt gylijthetiink a hifas
ndvekedés evolucigjardl. A legmodernebb szamitogépes technologidk
segitségével lehetdvé valt a mar ismert, hifa morfogenezisben szerepet
jatszo géncsaladok evolucids eredetének és dinamikajanak felderitése,
illetve lehetdség nyilt olyan, hifa morfogenezisben potencialisan
szerepet jatszo géncsaladok szisztematikus keresésére, melyek
evoliciés megjelenése 0Osszefliggésbe hozhato a hifas allapot
megjelenésének idejével. A testvér csoportokra és tavoli rokon fajokra
is kiterjedd mintavalasztas pedig megengedte, hogy a kiilonb6z6
soksejtli csoportok kozott fellelhetd hasonlosagokat és kiilonbségeket
is felfedezziik, illetve valaszt kapjunk arra a kérdésre, hogy a hifas
soksejtliség miben tér el mas soksejtii strukturaktol.

Doktori tanulmanyaim soran a f& célkitiizésem a kovetkezd
kérdések megvalaszolasa volt:

1. Mia gombak hifas soksejtliségének evoliciods eredete?

2. Felfedezhet6-e barmilyen genetikai innovacid az egysejtii-
soksejtli atmenet hatterében soksejtli gombakban?

3. Létezik-e 06si genetikai eszkOztar, amely a gombak
soksejtliségéért felelés?

4. Mik a funkciondlis és molekularis feltételei a gombak
soksejtiiségének?

5. A gombak soksejtlisége miben tér el mas rokon fajok
soksejtiiségeétol?



Alkalmazott modszerek

I Mintavalasztés
. Torzsfa becslése ,,legnagyobb valoszintiség” (Maximum
Likelihood) modszerrel
1. Osi karakterallapot rekonstrukcid

V. Hifas soksejtliségben szerepet jatszo gének gyljtése
V. Géncsalad evolucid vizsgalata COMPARE analizissel

71 teljes genom
Soksejtiiségben szerepet jatszo Il
gének gyiijtése

<

1 Szekvenciahasonlésag alapi klaszterezés (MCL)
~

-

Soksejtiiségben szerepet

Jatszo gének adatbazisa ® Klaszterek/génesaladok

(651 gén) &
Tébbszoros szekvencia illesztés (PRANK, MAFFT, trimAl)
Maximum Likelihood Génfak (RAxML)
Génfik korrekeiéja (Notung) Maximum Likelihood
U Q Tirzsfa (RAXML)
COMPARE ANALIZIS ‘
@ _n Soksejtii gomba-specifikus
Génduplikicid/génvesztés katalogus ¥> ANOVA > klaszterek azonositisa
teljes genom szinten
VI. Génduplikacios események feldisulasanak vizsgalata
VII. Allati soksejtliségben szerepet jatszo gének COMPARE
analizise

VIIL. Fagocitézisban szerepet jatsz6 gének COMPARE analizise
IX. Hifa morfogenezisben szerepet jatszé gének genom-szinti
azonositasa
X. Génvesztések elemzése élesztdszerli gombakban



Az értekezés eredményei

Hifaevolucio korai gombaoésokben

s

céljabol, 71 genom felhasznalasaval, ,legnagyobb valdszinliség”
(maximum  likelihood)  modszerrel  filogenetikai  torzsfat
rekonstrualtunk. A torzsfa 4 egysejtl, 39 hifas novekedést, 15
masodlagosan egyszeriisodott egysejtli (€lesztészerli) gombat és 13
nem gomba rokon fajt tartalmazott. A 71 fajt hifaképz6 tulajdonsagai
alapjan csoportositottuk, majd a csoportositas alapjan 6si
karakterallapot rekonstrukciot hajtottunk végre annak érdekében,
hogy megbecsiiljiik a gomba 6s6k karakterallapotat, illetve a hifas
soksejtliség megjelenésének id6pontjat a filogenetikai torzsfan. A
rekonstrukcié eredményeként elmondhato, hogy a hifas soksejtiiség
valamikor a Blastocladiomycota, Chytridiomycota és Zoopagomycota
csoportok szétvalasakor alakult ki egysejtii gomba 6s6kbol.

Kinaz, receptor és adhézios géncsaladok evolicidja

Kutatasok szerint a sejtek kozotti kommunikacioval és adhézidval
kapcsolatos  szignalizacios utvonalak feleldsek az allatokban
megfigyelhetd komplexitas novekedéséért. Ez a koncepcio gyakran
Osszefiiggésbe hozhat6 a kinazokat, receptorokat és adhézids

Annak érdekében, hogy feltérképezziik ezeknek az allati
soksejtliségben kulcsszerepet jatszé genetikai innovacioknak a
fontossagat a hifas soksejtiiség evoliciojaban, &sszehasonlitd
genomikai analizist végeztiink Ser/Thr kinazokat, hibrid hisztidin
kinazokat, G fehérje kapcsolt receptorokat és adhézidban szerepet
jatszo fehérjéket kodold géncsaladokon. A géncsaladok evolicids
genomikai analizise 0sszességében nem mutatott ki szignifikdns
géncsalad  diverzifikaciot  hifaképzé  gombdkban,  melyet
Osszefliggésbe lehetne hozni a hifandvekedés evoluciojaval.
Eredményeink alapjan elmondhaté, hogy a Ser/Thr kinazok, hisztidin
kinazok, G fehérje kapcsolt receptorok ¢és adhézids proteinek
evolucioja hifas soksejtli gombdakban eltér a soksejtii allatok esetében
megfigyelt mintazatoktol, igy a klasszikus értelemben vett,
soksejtliségben szerepet jatszo géncsaladok diverzifikacigja nem
magyarazhatja a gombak hifas soksejtiiségeét.



Hifas soksejtiiségben szerepet jatszo géncsaladok evolacidja
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allo folyamatokat, 326 ismert, hifa morfogenezisben szerepet jatszd
géncsalad evolucios dinamikajat vizsgaltuk meg. COMPARE analizis
segitségével rekonstrudltuk az evolucidé soran bekdvetkezd
génduplikaciok és génvesztések mintazatat a 71 fajt reprezentald
torzsfan. A géncsalddok evolicios vizsgalata fOleg azokra a
génduplikacios eseményekre fokuszalt, melyek ideje egybeesik a hifas
novekedés megjelenésével, ezaltal pedig a gombasoksejtiiség
kialakulasaval.

A géncsaladok evolucids genomikai analizise 6sszetett képet
mutatott. A géncsaladok 50%-a (181) idGsebb volt, mint maga a hifa
morfogenezis, illetve jelentés hanyaduk (71%, 128) mutatott
konzervaciot az 6sszes eukaridtaban. Ezek az 6si géncsaladok keveset
vagy egyaltalan nem mutattak duplikdciot a hifds novekedés
megjelenésének feltételezett idopontjadban. Az 0Osi, konzervalt
géncsaladok mellett 17 (4.7%) olyan géncsaladot azonositottunk,
Ennek a 17 géncsaladnak a sziiletése vagy egybeesett a hifas
novekedés megjelenésével, ezaltal olyan evolucids innovacidkat
reprezentalva, melyek Osszefliggésbe hozhatok a gombak hifas
soksejtliségének megjelenésével, vagy annyira nagy
szekvenciaeltérést mutattak, hogy a fajok kozott mar nem volt
lehetséges a szekvenciahomoldgiat detektalni. A harmadik
kategoriaba a hifa evolucidos megjelenése utan sziiletett, fiatal
géncsaladok tartoztak, melyek a vizsgalt géncsaladok majdnem felét,
45.3%-at (164) jelentették. Ezek az ujonnan sziiletett, fiatal gének
csalad-, illetve fajspecifikus genetikai innovaciokat. Evolucios
megjelenéstdl fliggetleniil, Osszességében a vizsgalt géncsaladok
25.7%-a (93) mutatott duplikdcioés eseményt a hifa megjelenésének
feltételezett idOpontjaban. Ezek a géncsalddok féleg sejtfal
biogenezisben és transzkripcids reguldcidban szerepet jatszo
folyamatokkal hozhatok Osszefiiggésbe. Az egyes géncsalddokon
elvégzett statisztikai analizis azonban nem taldlt szignifikdnsan
megemelkedett duplikacios ratat a hifas soksejtiiség megjelenésének
idépontjdban. Ezek a megfigyelések pedig arra engedtek
kovetkeztetni, hogy a hifas novekedés evolicios megjelenésével nem



hozhat6 Gsszefliggésbe robbanasszerii de novo géncsalad sziiletés és
géncsalad diverzifikacio.

Hifas soksejtiiségben szerepet jatszé gének szerkezeti elemzése
Annak megvizsgalasara, hogy a hifa morfogenezis gének szerkezeti
tulajdonsdgai (intron hossz, kodolé szekvencia hossz, génhossz)
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strukturalis elemzését hajtottuk végre kétoldali Welch t-préba
segitségével. A génszerkezeti  tulajdonsagokra  vonatkozd
Osszehasonlito elemzéseink szignifikans kiillonbségeket tartak fel az
egysejtli és soksejtli gombak hifa morfogenezisben szerepet jatszo
génjei kozott, és megmutattak, hogy a kodold szekvencia hossz és
intron hossz modosulasa tobbsejti  gombakban, bar aprd
Szignifikans (p < 0.05) kiilonbséget figyeltink meg az egysejtli és
tobbsejtli gombak gén, kodold szekvencia és intron hosszéban a 10
vizsgalt funkcionalis kategoriabol 7-ben (kivételt képezett ez alol a
»sejtciklus”, | szignalizaci6” ¢és ,transzkripcionalis regulacio”
kategoria). A ,szeptumképzés” ¢€s ,polaritds” funkcionalis
kategoriaba tartozé hifa morfogenezis gének kodold szekvencia
hossza szignifikansan hosszabb volt soksejtli gombakban (P = 0.0017;
P = 0.00012), mig ellentétes mintazat volt megfigyelhetd az intron
hossz esetében, mely atlagosan hosszabb volt egysejtii gombakban az
aktin  citoszkeleton  regulacioban, polaritas  kialakitasban,
szeptumképzésben ¢és vezikularis transzportban szerepet jatszd
morfogenezis gének esetében.

Fagocitdzis gének szerepe a hifas soksejtiiség evolicidojaban

A hifa morfogenezis génkészletiink szamos olyan gént tartalmazott,
mely nem gomba eukariotdkban a fagocitdzis folyamatahoz
kapcsolhatd. Ez meglepd, tekintve hogy a fagocitdzis gombakban nem
ismert, mivel a gombak merev sejtfala fizikailag akadalyozza ezt a
folyamatot. Ezért a Dictyostelium discoideum és mas eukaridtak
fagocitotikus mechanizmusa alapjan 414 fagocitézisban szerepet

s

géncsaladdok COMPARE analizise soran kideriilt, hogy szamos
fagocitozisban szerepet jatszo gén konzervalt gombakban, annak
ellenére hogy a fagocitozis képessége ezekben az organizmusokban



elveszett. Ezek az eredmények kiemelik az exaptacionak — mint egy
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Dictyostelium discoideium ¢és mas eukariotak fagocitotikus
folyamataiért felelds Osi genetikai eszkoztar a gombdk evolucidja
sordn mas, hifa morfogenezishez ¢és hifas soksejtliséghez kdthetd
folyamatokhoz adaptalodott.

Hifas soksejtiiségben szerepet jatszé géncsalddok azonositasa
teljes genom szinten

Annak megvalaszolasara, hogy 1éteznek-e tovabbi olyan géncsaladok,
melyek eredete és evolucids dinamikaja 6sszefiiggésbe hozhato a hifas
soksejtiiség megjelenésével, szisztematikus genomszintli keresést
végeztiink ANOVA (p < 0.05) segitségével. Elképzelésiink szerint a
hifds  soksejtiiséghez  kothetd  géncsaladok  eredetének  és
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kell térképezddnie, és ezeknek a géncsaladoknak a leszarmazott
fonalas gombak tobbségében konzervaltnak kell lenniik. Az
elemzésiink 414 géncsalad esetében talalt szignifikans Osszefliggést a
hifas soksejtliség eredetével. A 414 géncsaladbol 114 csalad
megjelenése volt kothetd a hifas novekedés idépontjahoz, mig a tobbi
géncsalad a vart, genomszinti génduplikaciés mintazathoz képest,
megnovekedett duplikacios ratat mutatott. A genomszintli keresés az
ismert morfogenetikus géncsalddokon kiviil tovabbi, mindeddig
ismeretlen vagy funkcionalis annotacié nélkiili géncsaladokat
eredményezett, illetve olyan géncsaladokat, melyek hifas
novekedésben betdltott szerepe ezidaig tisztazatlan. Ezek az
ismeretlen géncsaladok potencialis jeldltként szolgalhatnak tovabbi
funkcionalis vizsgalatokhoz, tovabbi részleteket tarva fel a hifas
soksejtliség evoluciojarol.

Hifas soksejtiiségben szerepet jatsz6 géncsalddok vizsgalata
élesztdszerii gombakban

Az  élesztészerli  gombak  masodlagosan  leegyszer(isodott
organizmusok, melyeknek hifaképz6 képessége erésen lecsokkent. A
71 fajon elvégzett Osi karakterallapot-rekonstrukcié szerint az
¢lesztOszeri gombak fonalas gombadstdl szarmaznak, és igy a
komplexitas csokkenésének klasszikus példajaként szolgalnak. Az
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altalanos vélekedéssel ellentétben, miszerint az élesztdszerli gombak
elveszitették hifaképzd képességeiket, a hifas novekedés kezdetleges
formadi, az ,,alhifak” szamos élesztd faj esetében megtalalhatok, sot,
egyes ¢leszt6k valddi hifa képzésére is képesek. Annak
megvizsgalasara, hogy ez a morfologiai redukcid Osszefliggésbe
hozhat6-e genomszintli valtozasokkal, elemeztiik a hifa morfogenezis
gének sorsat Ot élesztdszeri gombacsoportban. A génvesztések
elemzése ¢élesztdszeri gombakban kimutatta, hogy a hifa
morfogenezisben szerepet jatsz6 gének 54-65%-a megtalalhato
¢lesztd fajokban, ez pedig arra utal, hogy a hifa morfogenezis gének
altalanossagban véve kevésbé nélkiilozhetok az éleszték szamara,
mint mas funkciot betoltd gének. Az a megallapitas pedig, hogy az
¢élesztd fajok viszonylag nagy aranyban rendelkeznek a hifas
novekedésért felelds génekkel, lehetséges magyarazat lehet arra, hogy
egyes ¢€lesztdszerii gombak miért képesek bizonyos kiilsé ingerekre
(szérum jelenléte, tdpanyaghiany stb.) adott valaszként ,,alhifak”,
illetve valodi hifak képzésére.

Osszefoglalas

Eredményeink azt mutattdk, hogy az 0&si eukaridta genetikai
eszkoztarak kiterjedt koopcidja és exaptacidja lehetett a f6 hajtoereje
a hifas soksejtliség evolucidjanak, melyet limitalt géncsalad
diverzifikacio, génszerkezeti valtozasok és kismértékii de novo
géncsalad sziiletés kisért. Az eredmények tiikrozték az allati
soksejtiiség vizsgalata soran kapott eredményeket, miszerint a
soksejtliségben szerepet jatszo genetikai eszkdztar mar egysejtli k6zos
Osben is jelen lehetett, ¢s a nagy fenotipusos valtozasokat viszonylag
kis szami genetikai innovacid kiséri. Mindez felveti annak a
lehetdségét, hogy legaldbbis genetikai innovacid tekintetében,
megkérddjelezhetd ennek az evolucios atmenetnek a nagysaga.
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