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1. Bevezetés és célkitiizés

Az élesztégombdk kutatdsa kozponti fontossdggal rendelkezik a molekuldris
bioldgia és sejtbioldgia teriiletén. Eukariotdk révén génjeik sokszor homoldgidt mutatnak
magasabbrendliek génjeivel, a humédn génekkel is, igy a rajtuk tanulmdnyozott és feltdrt
molekuldris mechanizmusok segithetnek az emberi betegségek hitterének megértésében és
terdpidk kidolgozdsdban. Az els6ként szekvenalt eukaridta genom élesztéé volt
[Saccharomyces cerevisiae, Goffeau és mtsai, 1996.], amely megteremtette a genomika
mddszereinek elterjedését az eukaridtak korében. A szintén az éleszték csoportjaba tartozéd
Schizosaccharomyces pombe-nek szerepe van az eukaridta sejtciklus megismerésében, a rajta
feltart folyamatok konzervativnak bizonyultak az élévildgban. Ennek jelentdségét bizonyitja
a 2001-ben Paul M. Nurse-nek és Leland H. Hartwell-nek adomdnyozott orvostudomanyi
Nobel dij, amit a sejtciklus molekuldris mechanizmusainak feltdrasaért illetve a S. cerevisiae
és Sch. pombe sejtciklus gének (cdc gének) felfedezéséért kaptak. A humdn cdc2 cDNS
képes komplementdlni a homolég génben mutdns Sch. pombe-t [Lee and Nurse, 1987],
amely lépés forradalmasitotta a sejtciklus kutatdsat.

A Sch. pombe sok szempontb6l kivdlé modellorganizmusnak tekinthetd, mert
konnyen tenyészthetd, egysejtii testszervezddésti, haploid genetikai dllomannyal rendelkezik,
ezért a benne létrehozott mutdcidk kozvetleniil tanulmdnyozhatéak, és génjei szdmos
vonatkozdsban hasonlébbnak bizonyultak az allati sejtek génjeihez, mint a S. cerevisiae
élesztStarsaé. Az utébbi idOben torekvések indultak az Sch. pombe-vel kozeli rokonsidgban
all6 fajok alaposabb megismerésére, ezt tiikkrozi, hogy a kozelmiltban ezeknek a rokon
fajoknak a teljes genomszekvencidja is elérhetdvé valt a Broad Intézet Schizosaccharomyces
csoporttal kapcsolatos honlapjan. A hasadé éleszt6k csoportja kordbban harom fajbdl 4llt,
melyek k6zé a Sch. pombe, Sch. japonicus és Sch. octosporus tartozott [Sipiczki, 2000].
Ujabban felfedezettek a Sch. kambucha [Singh és Klar 2002, 2003] és a Sch. cryophilus
[Helston és mtsai, 2010]. Az eldbbit azonban megfeleld leirds hidnydban a taxondmiai
kozvélemény nem fogadta el.

A Schizosaccharomyces japonicus var. japonicus (a tovdbbiakban egyszeriien Sch.
Jjaponicus) egy az Schizosaccharomycetales rendbe (1. abra) tartoz6 egysejtii hasad6éleszto,
melynek CBS 354 elnevezést torzsét eperbdl erjesztett borbdl izolaltdk [Yukava és Maki,
1931]. A rokon fajhoz, a klasszikus és molekuldris genetika kedvelt modellszervezetéhez, a
Sch. pombe-hez hasonléan haploid genetikai dllomdnnyal rendelkezik, amely lehet6vé teszi,

hogy az egyes mutéciok fenotipusosan is megnyilvanuljanak. A Sch. japonicus életciklusdra,



szemben az Sch. pombe egysejtli életmenetével, a dimorfizmus jellemzd: a fiatal telepek
egyedi sejtjei szildrd tdptalajon 8-10 nap elteltével tobbsejtli hifat fejlesztenek [Sipiczki és
mtsai, 1998]. A Sch. japonicus ugyan nem patogén, de mivel egyes patogén fajokban, igy
példaul a novényi Ustilago maydis-ban [Bolker, 2001] és human patogénekben példaul a
Candida albicans-ban [Gow & Gooday, 1987] és Histoplasma capsulatum-ban [Eisenberg és
mtsai, 1996] a dimorfizmus virulenciafaktorként szerepel, a Sch. japonicus vizsgélata
hozzédsegithet a dimorf gombdk virulencidjdnak megértéséhez és azon keresztil Uj
gombaellenes terdpidk kidolgozdsdhoz. Mindezek miatt a Sch. japonicus nemrégiben igéretes
modellorganizmussé vélt [Rhind és mtsai, 2011].

A Debreceni Egyetem Genetikai és Alkalmazott Mikrobiolégiai Tanszékén
hagyomdnya van az élesztd sejtciklus kutatdsanak. A sejtciklus utolsé Iépése a sejtszepardcid
és citokinézis, ennek tanulmanyozasaba kapcsolédtam be.

Az Sch. pombe sejtszepardcidban részt vevd génjeinek funkcidja alaposan
tanulményozott teriilet. Ezek a gének egy regulécids utvonalon taldlhatéak. A folyamat két f6
transzkripcids faktora a Seplp és Ace2p [Sipiczki és mtsai, 1993; Martin-Cuadrado és mtsai,
2003]. Ezek a transzkripciés szabédlyozok tobb célgénnel is rendelkeznek. Az engl® gén
terméke egy B—1,3 endoglukanaz, ami az elsBdleges szeptum lebontdsaban; az agnl™ altal
kédolt fehérje, az Agnlp, ami egy o—1,3 glukandz, pedig a szeptum szélénél levd, a még szét
nem valt sejtek sejtfaldnak hidrolizisében vesz részt [Martin-Cuadrado és mtsai, 2003;
Dekker €s mtsai, 2004; Garcia és mtsai, 2005]. A mid2* gén 4ltal biztositott Mid2p protein
szerepe az un. szeptin gylrl 1étrehozdsdban van, amely segiti az Agnlp és Englp enzimek
exocitdzisat [Berlin és mtsai, 2003; Tasto és mtsai, 2003].

A Sch. pombe Seplp, Ace2p, Agnlp, Englp, Mid2p fehérjékhez nagyon hasonld
szekvencidju fehérjéket kdédoldé gének megtaldlhatéak a Sch. japonicus genomjaban, melyek
szerepe munkdnk kezdetekor még nem volt ismert ebben a fajban. Megismerésiik fontos
lehet, mert a Sch. japonicus fonalas novekedésre is képes, és ebben a morfoldgiai formdban
latszolag feleslegessé vdlnak ezek a gének, vizsgdlatuk tehdt dj informdcidkat szolgaltathat a
dimorfizmus szabdlyozdsarol.

Ezek alapjan a kovetkezd célokat tliztiik ki:
1. Az emlitett génekben mutdns Sch. japonicus torzsek létrehozdsa és a mutans
fenotipusok vizsgalata.
2. A sejtszepardciés mutdnsok hifaképzésének és hifa  darabol6ddsanak
tanulmédnyozdsa (az érintett gének szerepe az élesztds és fonalas fazisok kozotti

atvaltasban).



3. Megvizsgdlni, hogy a Sch. japonicus ezen fehérjéi képesek-e a nagy hasonlésigi
génekben mutdns Sch. pombe torzsek fenotipusit komplementilni (funkciondlis
homolégia vizsgilat).

4. A Sch. japonicus sejtszeparaciés gének funkcid vizsgélata fajon beliil:

a. A sepl¥, ace2¥ inaktivdlasinak vizsgélata mas sejtszepardcis gének mitkodésére.

b. A Sch. japonicus Englp¥, Agnlp™, Mid2p¥ fehérje GFP jellése és sejten beliili

lokalizalasa.

2. Irodalmi attekintés

2.1. A Schizosaccharomyces japonicus altalanos jellemzése

A Schizosaccharomyces japonicus hasad6 élesztd két mdar kordbban is ismert
tarsdval a Sch. pombe-vel és a Sch. octosporus-sal egyiitt a gombdk orszdganak Ascomycota
torzsébe tartozik, rendszertani besoroldsa az 1. abran lathaté [Sipiczki, 2000]. Az els6ként
lefrt hasad6élesztd a Sch. pombe volt. 1893-ban Lindner izoldlta egy kelet-afrikai sorbdl,
ezzel alapult meg a Schizosaccharomyces genus [Munz és mtsai, 1989]. A hasad6élesztok
csoportjaba tartozik két utébb leirt faj a Sch. kambucha [Singh és Klar, 2002; 2003], melyet a
taxonomoia kozvélemény nem fogadott el, és a Sch. cryophilus [Helston és mtsai, 2010]. Az
1. abran lathatd, hogy a Sch. japonicus harom varietas-szal rendelkezik (Sch. japonicus var.
japonicus,- longobardus,- versatilis). Vizsgélatainkhoz a Sch. japonicus var. japonicus-t
hasznaltuk (a tovdbbiakban egyszeriien Sch. japonicus). A Sch. japonicus —t Yukava és Maki
izolalta eperbdl késziilt borbdl [Yukava és Maki, 1931].

Kiralysag M yCOta
Térzs Ascomycota

Altorzs Archiascomycotina (Taphrinomycotina)
Osztaly Schizosaccharomycetes

Rend Schizosaccharomycetales

Csalad Schizosaccharomycetaceae

Nemzetség  Schizosaccharomyces

Faj S. pombe

S. pombe var. pombe
S. pombe var. malidevorans
S. japonicus (Hasegawaea japonica)
S. japonicus var. japonicus
S. japonicus var. longobardus
S. japonicus var. versatilis
S. octosporus (Octosporomyces octosporus)

1. abra

A Sch. japonicus rendszertani besoroldsa [Sipiczki, 2000].
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A 2. abran lathat6 a hasad6 gombdk feltételezhet6 filogenezise (torzsfejlédése), amelyet
rRNS (riboszémdlis RNS) szekvencia és fehérje elemzésekre alapoznak [Sipiczki, 2000]. Azt
valdszintisitik, hogy a hasadé éleszték 6sei fonalas gombdk voltak. A Sch. japonicus
megorizte a fonalas morfolégidba vald atvéltas képességét [Sipiczki és mtsai, 1998], igy
korabban elkiiloniilhetett a k6zos Ost6l, mint a Sch. octosporus és a Sch. pombe, amelyek az
evolucioval elvesztették a hifds novekedés képességét [Sipiczki, 2000]. A HMG-Coa
reduktdz fehérje szekvencia elemzése alapjidn a Saccharomyces cerevisiae sarjadzé élesztd

torzsfejlodése 420 millié évvel ezeldtt vélt el a hasadd élesztdkétdl [Sipiczki, 2000].

Hemiascomycoling — — Saccharomytes — — — — — Saccharomyces
cerevisiag

Schizosaccharomyces

Euascomycoling Yephina pombe
Schizosaccharomyces
Ascomycota— & Schizosaceharamyces ot ®
Archiascomyeolina

@ . ! " Preumocystis — — _Scfu:?ﬁar.‘charumyces
Basidiomycota — — japonicus

Glomus — —

Fungi =@
@ Chyfrids — —

Matazoa— —

Flants— —

L Protists — —

2. abra

A hasadé élesztdk filogenezise (torzsfejlédése) [Sipiczki, 2000].

A Sch. japonicus sejtjei hengeresek (3. abra), méretiik (5,0-9,0) x (6,0-14,0) pm
[Yarrow, 1984] 3 napos 25 °C-on maldta tdpoldatban tortént tenyésztést kovetéen. Sejtmérete
nagyobb mint a Sch. pombe fajtirsdé, ezért alkalmasabb a kondenzalt mitStikus

kromoszémdk vizsgdlatdra [ldsd példaul Alfa és Hyams, 1990 cikkét].

10pm

3. abra
A Sch. japonicus sejtek mikroszk6pi morfolégidja YEA szildrd téptalajon 1 napos 30°C —os

tenyésztést kovetden (Sajat faziskontraszt mikroszképi felvétel).
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Eletciklusa a hasad6 élesztSkére jellemzé sajatsagokat mutatja (lisd 2.4. fejezet),
kiilonbség abban jelentkezik rokonfajaihoz képest, hogy nitrogén éhezd koriilmények kozott
szilard taptalajon képes valddi hifdkat létrehozni [Sipiczki és mtsai, 1998], aminek leirdsa a

kovetkezd fejezetben bdvebben is megtaldlhatd.

2.2. A Schizosaccharomyces japonicus egy dimorf éleszté

A Sch. japonicus ebben a fejezetben leirt dimorfizmdsanak attekintése Sipiczki és
mtsai 1998-ban megjelent cikkei alapjan késziilt.

A Sch. pombe bipoldris novekedést mutat, ezért hasznalhaté modellként a sejt
polaritds és poldris novekedés tanulmanyozasira. A sejtek hengeresek és két novekedési
polussal rendelkeznek exponencidlis fazisi tenyészetiikben. Poldrisan nének, majd a
megfeleld méret elérése utdn a sejt kozépen szeptumot képeznek és kettévdlnak. Folyékony
tdpkozegben szinte az Osszes sejt a régi végén kezd el ndni, mig szildrd tdptalajon vagy az 4j
végiikdn vagy mind az dj, mind a régi végiikon nének.

Rokon faja a Sch. japonicus képes a bipolaris novekedésbdl unipoldrissa véltani, és
mind élesztd mind micélium formdban néni. Az elsd hifafonalak 30 °C—os tenyésztés sordn
6-10 nap miilva jelennek meg, kizarélag szilard taptalajon. A hifdk megjelenése nem fiigg a
taptalaj Osszetételétol, de a tenyésztési hdmérséklettSl igen, ugyanis 19 °C alatt és 35 °C felett
nem jelennek meg. A fonalas novekedésre kizdrdlag szilard tdptalajon képes. A hifa néhet a
tiptalaj belsejébe valédi  micéliumot létrehozva, illetve csak a  felszinén
pszeudomicéliumként (dlmicéliumként, azaz nem valddi hifaként). A pszeudomicélium dgy
jon létre, hogy osztédds utdn a lednysejtek egyiitt maradnak [Van Der Walt és Yarrow,
1984]. Ha ez a tovabbi osztéddsokndl is megtorténik, akkor sejtcsoportok illetve sejtlancok
jonnek létre. A sejtlaincok képzddése vezet pszeudomicélium létrejottéhez. Azaz a
pszeudohifa gy néz ki, mint egymdsbdl kinovo, de el nem valé sarjak sorozata. Kozottiik a
szeptumokndl besziikiilések lathatok. A valddi hifdk ezzel szemben tigy nének, hogy a csticsi
sejtben szeptum alakul ki, ami a sejtet ketté vagja (sarjra emlékeztetd képlet nem jon létre és
ennek megfelelden besziikiilés sincs a szeptumndl). Ezutdn a kialakult szeptum mogotti sejt a
szeptum alatt kozvetleniill 1étrehoz egy oldaldgat, amelynek a csticsa novekszik
folyamatosan. Az apikdlis sejt is tovdbb novekszik, de csak a csucsdn, a szeptum felé esd
végén nem. Tehat a novekedés aszimmetrikus, unipoldaris.

Az éleszté-micélium atalakulds, és a micélium novekedése a tdpanyag gradiens

(kiilonbség) altal szabalyozott és intenziv vakudlumképzéssel kapcsolt. A micélium képes
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arthrokonidiumma alakulni vagy visszatérni az élesztd fazisba a kornyezeti tényezdktdl
fiiggden. Az élesztd-micélium atalakuldst nem a tdpanyagok kimeriilése eredményezi, ezt
bizonyitja, hogy ha hiarom vonalban oltottak le élesztot, akkor csak a két sz€ls6 leoltds kezd
hifat képezni. Ha a tdpanyag gradienst megszakitjak pl. tigy, hogy lyukat firnak az agarba,
ott ahol mar képz6dott micélium, ekkor a micélium novekedése ledll. Ha a novekedési vonal
mogé fiurnak lyukat az agarba, és pepton illetve élesztd kivonat tartalmu tdpoldatot
pipettdznak a lyukba, ezzel megforditva a tipanyag gradienst, a micélium novekedése is
megfordul, és ez gyliri alaki megvastagoddsként l4thaté. A gliikéz és keményitd oldat
hatdsdra ezek a véltozdsok nem figyelhetdek meg, igy arra lehet kovetkeztetni, hogy a
nitrogén tdpanyag gradiens okozza a micélidlis novekedést.

A hifa kétféle morfologiat mutat. A taptalaj felszinén pszeudomicéliumokat alkot,
melyek helikdlisak és eléfordul benniik a citokinézis. A tdptalajba penetrald, valédi
micéliumokra pedig jellemzd, hogy a sejtszétvdlds, szeptum hasitds ritka, az o0sztédd
lednysejtek szorosan egyiittmaradnak. A feliileti és invaziv micélium t6bb helyen kiindulva
nbhet, ami arra utal, hogy az élesztd-micélium dtalakulds ritkdn elég sikeres ahhoz, hogy

mindenhol micélium alakuljon ki.
BEG
508

BEG
OEG

0£6
ﬁ NEG
-

NEG
4. abra
A Sch. japonicus novekedése. A felsé dbran a hasaddsos osztddas lathat6. (BEG: both ends
growing, azaz mindkét végen torténd novekedés). Az alsé dbra a hifanovekedést mutatja
(NEG: new end growing, azaz a sejt 4j végen torténd novekedés, OEG: old end growing,

azaz a sejt régi végén torténd novekedés) [Sipiczki és mtsai, 1998].
Kétféle novekedési sebességli hifa kiilonithetd el az invaziv hifdkon beliil. Az egyik

tipusd micélium egy vonalban nd egy alland6 novekedési ratdval. A madsik tipusd

ugynevezett gyors hifa, a tobbi hifa eldtt nd, és gyakran hifa koldnidkat (telepeket) képez,
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amelyek ledgaznak és tovabb ndének. Mind a két tipusu hifa ugyanazt az eldgazdsi mintdzatot
koveti. A hifa csicsdn taldlhaté sejt sohasem dgazik el. A csucsi sejt alatti sejtek a szeptum
alatt dgaznak el, igy egy dj micéliumot létrehozva. DAPI (4’6’-diamidino-2 fenilindol)
festéssel kimutathatd, hogy a hifat alkot6 sejtek mind egy-egy sejtmagot tartalmaznak.

Ellentétben a folyékony tapkozeggel, ahol a tdpanyagok eloszldsa egyenletes, a
szilard téptalajon az élesztd eldszor felhaszndlja a kornyezetében jelenlevd taplalékot, utdna
hifds novekedésre valt 4t, hogy a tdvolabbi részekre is eljuthasson. A hifa 12-30-szor
gyorsabban n6 az élesztéformdndl. Ezt a nagymértékii novekedést az intenziv vakuolizacié
teszi lehetdvé. A hifa csicsi sejtje aszimmetrikusan osztédik, és az Gjonnan képzddo szeptum
a cstdcsi sejtben levé nagy vakuSlum és a cstics kozott féldton képzddik. Az djonnan
keletkezd sejt elkezd néni, és a csticcsal ellentétes oldalon sajat vakudluma alakul ki. A
citoplazma csak kis teriiletet foglal el a sejt cstcsi részén. A szubapikalis sejt ,,0rokol” egy
nagy vakudlumot az anyasejttol, elkezd néni a szeptum alatt eldgazast képez, amelybe a
vakudlum is belekeriil. A csucsi sejt aszimmetrikusan djra osztédik és az egész folyamat
kezd6dik elolrdl (4. abra).

A novekedési vonal mogott a micélium régi részei tartalmaznak kiilonboz6 méretii
élesztd-szerll sejteket, amelyek valdsziniileg a hifa feldarabolédédsaval keletkeznek. Ezeket a
sejteket calcofluor fluoreszcens festéssel lehet megkiilonboztetni a tobbitél. Ez a festék
specifikusan a B-glukdnhoz kotédik, amelybdl sok taldlhat6 az els6dleges szeptumban, és
kevesebb a sejtfalban. Az tjonnan szintetizdl6dé sejtfal ugyanis erdsebben festddik
calcofluorral a ,régi” sejtfalhoz képest. A hifa feldarabol6ddsdbol szarmazd sejtek széli
sejtfala halvanyan festddik, k6zEépso része pedig erdsen. Az élesztdsejtek nem igy festddnek,
tehat a hifa feldarabol6ddsaval un. artrokonidiumok jonnek 1étre, melyek ezzel a médszerrel
elkiilonithetdek.

A szilard tdptalajon, ahol az élesztd micélium 4dtalakulds lehetséges, a hifa addig
képes kolonizdlni a tdpkozeget, amig tdpanyag 4all rendelkezésére, és fenndll a nitrogén
gradiens. Ha a mar kialakult hifadarabot eltavolitottdk és friss tiptalajra helyezték, akkor a
micélium visszaalakul élesztd sejtekké. Az els6 szeptum 3-4 6ra milva jelenik meg az
athelyezés utdn a nagy vakudlum és a széli sejt csiicsa kozott. A mdsodik szeptum tovdbbi
60-70 perc milva tiinik fel a széli sejt mogotti lednysejtben. A harmadik pedig a médsodik
utdn 10-20 perccel formalédik a csucsi lednysejtben. A 1étrejové sejtek elkezdenek
novekedni és sejtszepardcid utdn, mindkét végiikon elkezdenek ismét néni. A tipikus élesztd

morfolégia tovabbi hdrom-négy osztédassal késébb allapithaté meg. A sejthaldl gyakori a
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micélium-élesztd dtalakulds kozben, indukdlhaté gy is, hogy a kialakult micéliumokat
37 °C-ra helyezik.

Ha folyékony tdpoldatban tenyésztik a Sch. japonicus sejteket, akkor a sejtek a
rokon Sch. pombe-hoz hasonldan bipoldris novekedést mutatnak (4. abra), amely calcofluor
festéssel nyomon kovethet6. A calcofluor az jonnan szintetizald6 sejtfalat jobban festi a
réginél, a sejtek egyik vége sotétebb mint a tobbi. Ez az djonnan keletkezett sejt, a sotét régid
pedig a citokinézis sordn a szeptumbdl formdlédott. Ha a sejt mar ndétt a 1étrejotte utdn az ,,(j
végén”, akkor mindkét vége vildgosan festddik, de lathaté benne gylirli formdjdban egy
sotétebb régid, ami a masodlagos szeptumbdl maradt meg. Sok sejtben taldlhaté meg ez a
sotétebb ,,0sztéddsi heg”, minél tobbet osztddott a sejt, anndl tobb. A sejtek tobbségének
mindkét széle vildgosan festddik, ami tehat arra utal, hogy a novekedés bipolaris folyékony
tapkozegben az elsd 20-24 6raban 30 °C -on torténd inkubacié esetén a sejtek exponencidlis
fazisdban. A szilard tdptalajon torténd hosszabb idejli inkubdlast kovetden a sejtek attérnek
az unipoldris novekedésre. Az ,,0szt6ddsi hegek” aszimmetrikusan helyezkednek el a sejt
nem novd polusdn. Az aktin festésével is kimutathaté az unipoldris ndvekedés, a hifdban a
novo végen koncentrdlédik, mig az élesztd formdban mindkét sejtpSluson taldlhatdak aktin
filamentumok, o0szt6do, szeptilt sejtek esetén pedig a szeptum régidban lokalizalédnak.

A Sch. japonicus éleszt6-hifa atvaltasat intenziv vakuolizdcié kiséri. A rovid,
bipoldrisan nové sejtek kis vakuélumokat tartalmaznak szétszérédva a citoplazmdban. Az
unipoldrisan nové hifasejtekben egy-két nagy vakudlum taldlhaté a szubapikalis, nem névo
péluson a kisebbek mogott. Az élesztosejtek mindkét végiikon nének és a sejt kozepén
képeznek szeptumot, majd szétvdlnak. A hifasejt csak az egyik végén nd, és a szeptumot a
nagy vakudlum és a csics kozé képzi. A szeptummal létrejon egy kicsi vakuolizélatlan
csucsi lednysejt és egy sokkal hosszabb nagy vakuélummal rendelkez6 szubapikélis lednysejt
(4. abra). A szubapikdlis lednysejt eldgazhat szintén a vaku6lummal ellentétes végnél, tehat
a vakuélumnak egyfajta ,Jecsendesitd” szerepe van az unipoldris osztédasban, meghatdrozza
azt a véget, amely nem fog tovabb néni. A sejtmag mindig a vakuélummal ellentétes végen,
a novo végen taldlhatd, igy a vakudlum izoldlja azt a nem nové pdlustdl. A sejtek vakuolizalt
végén nem taldlhatéak mikrotubulusok, hanem a nové vég és a nagy vakudlum kozott
lokalizdlédnak, a sejtmag koriil kosar formdjdban és sokkal nagyobb mennyiségben, mint az
élesztdsejtekben.

A KCl és szorbit okozta ozmétikus stressz hatdsdra a nagy vakuélumok helyett tobb
kisebb jelenik meg a citoplazmdban. A magas ozmétikus kozegben is megmarad az

unipoldris hifaszeri novekedés, tehat a vakuélumok onmagukban nem elegenddek hozza.
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Csak a sejtek mérete lesz kisebb, ami annak tulajdonithaté, hogy a nagy vakudlumok
hozzdjarultak a nagyobb sejtmérethez.

A vakuélumok az invaziv micéliumok kialakulasanak is feltételei, ha a hifak
kialakuldsa utdn gatoljdk a vakuolizaciét (magas ozmétikus kozeg kialakitasdval), akkor az
invaziv micéliumok kialakuldsa elmarad. Hasonlé jelenséget a Candida albicans-ban is
megfigyeltek [Gow, 1994].

A tdptalaj megnovelt gliikk6z koncentracidja is csokkenti a hifdk novekedését és a
vaku6lumok méretét, de valdsziniileg nem az okozott ozmotikus stressz altal, ugyanis sokkal
alacsonyabb koncentriciéban képes ezt a hatdst okozni, mint a szorbit, hanem az
intracelluldris cAMP szintre kifejtett hatdsan keresztiil. A koffein, amely szintén a cAMP
szintet befolydsolja, hasonlé hatdsokat eredményezett, mint a gliikk6z. 10 mM koffein géitolja
az élesztd sejtek novekedését, 5 mM alatti koffein koncentracié nincs hatdssal az élesztd
sejtek novekedésére, de akaddlyozza a micélidlis fazisba valé atvaltdsukat, amely csak 0,5
mM koncentréci6 alatt kovetkezhet be. A koffein az élesztd sejtek morfoldgidjara is hatdssal
van. 0,5 mM koncentrdciéndl drasztikusan csokkenti a sejtek hosszdt és a vakuolizacid
mértékét, mig 2 mM a vakudlumok novekedését gatolja. A teofillin gitolja a cAMP
foszfodiészterdzt és a Candida albicans dimorf atvaltisit eredményezi [Sabie and Gadd,
1992], mig a Sch. japonicusra és a Sch. pombe-re nincs hatdsa.

Nemcsak a hifdra torténd atvaltds, hanem a mar kialakult micélium is érzékeny a
koffeinre. 0,5 M-os koffein oldat hatdsara, attdl fiiggden, hogy a hifa milyen tavol van attél
helyt6l az agarban, ahol a koffeint hozzdadtdk a tdptalajhoz a hifa vagy elhal, vagy
visszaalakul élesztd formdba, vagy intenziv szeptacié indul be, tovédbb folytatja a novekedést
sirlin eldgazé micéliumként. A cAMP-nek is hasonlé hatdsa van: 0,03 M koncentriciéban
szeptaciot és helyi micélium megvastagoddst indukdl, mig 0,1 M-ndl megéllitjia a hifa
novekedését.

A hémérséklet is befolydssal rendelkezik a dimorfizmusra. Ha a mar kialakult hifat
19 °C -ndl alacsonyabb illetve 35 °C -ndl magasabb hdmérsékletre helyezik, akkor a hifa
novekedése mindkét esetben megdll, intenziv szepticiés és fragmentdléddsi folyamat
kezdddik. A fragmentumok bipoldrisan kezdenek ndni, majd néhdny nap utidn élesztd
kolénidk (telepek) jelennek meg a hifafront elején, tehdt a hdmérsékletnek hasonlé a hatésa,
mint a cAMP-nek és koffeinnek.

A Sch. pombe-ben ha gliikézra éhezd sejtekhez gliikézt adtak, akkor az
intracelluldris cAMP szint megemelkedik az adenilat cikldz aktivdléddsa miatt [Byrne és

Hoffmann, 1993]. Val6szint, hogy a Sch. japonicus-ban is a Sch. pombe mintdjara a gliikéz
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magas intracelluldris cAMP szintet okoz, amely a sejteket élesztd formdban tartja. A nitrogén
éhezés a Sch. pombe-ben lecsokkent cAMP szintet eredményez, a Sch. japonicus-ban pedig
ez indukélja az éleszt6-micélium 4talakuldst. Mindezek alapjan feltételezhetd, hogy a Sch.
Japonicus éleszté-micélium, illetve micélium-élesztd dtalakuldsai az intracelluldaris cAMP
szint novekedésével és csokkenésével szabdlyozddnak. A koffein is gitolja az élesztd-
micélium dtalakuldst, ami {igy azzal magyardzhaté, hogy a koffein egy cAMP
foszfodiészterdz inhibitor, igy megndvekedett cCAMP szintet okoz. A kiviilr6l adott cAMP is
hasonl6 hatdst eredményez.

A Sch. japonicus hifaszeptumok elektronmikroszképikus vizsgélatai sordn
megallapitottdk hogy azok nem rendelkeznek poérusokkal, tehat a szomszédos sejtek
citoplazmadja nincs egymadssal kapcsolatban.

Az eukariétdk vildgaban gyakran el6fordul, hogy a sejtek a megvaltozott kdrnyezeti
feltételekre cAMP szabdlyzason keresztiil valaszolnak, mint példaul a Mucor sp. dimorf
atalakuldsa is cAMP szinthez kapcsolddik [Orlowski és Ross, 1981]. Az Ustilago maydis-
ban az adenilét-ciklaz génjének kiiitése folyamatosan fenndllé fonalas fenotipust eredményez
[Gold és mtsai, 1994]. A Histoplasma capsulatum-ban az élesztd sejtek 6tszor magasabb
cAMP szinttel rendekeznek, mint a hifasejtek, tehdt a szabdlyozds forditva van, mint az

elobbiekben [Maresca és mtsai, 1977].

2.3. A dimorfizmus jelensége mas gombafajokban

2.3.1. A Schizosaccharomyces pombe Kkorlatozottan képes a fonalas novekedésre

A Sch. pombe legtobb torzse sosem képez hifat. Egyes torzseinél (NCYC132
homotallikus t6rzs) azonban megfigyelték, hogy ritkdn és inkdbb csak specidlis feltételek
mellett eléfordul a Sch. japonicus hifdihoz hasonld képletek 1étrehozdsa [Amoah-Buahin és
mtsai, 2005, illetve Dodgson és mtsai, 2009]. Ezek az agar feliiletén, olyan lancszeriien n6vo
sejtek, amelyek kiilonboznek a normdl vegetativ sejtmorfoldgidtél. A 30 °C-on tartott
taptalajbdl izoldlt fonalak mdr hifira jellemzé morfoldgidt mutattak. A tiptalaj kevés
nitrogén forrast tartalmazott, ezért feltételezhetd, hogy a hifas ndovekedés Sch. pombe esetén
is a nitrogén éhezés kovetkezménye. Elektronmikroszképos vizsgélatokkal szdmos olyan
struktdrat azonositottak a hifds sejtekben, amelyek az élesztd formaban nem taldlhatéak meg,
mint példdul nagy szabdlytalan vakudlumok illetve jellegzetes vezikuldris struktdrak.
Kiviilrél adott cAMP analéggal kivélthaté volt a hifdsodds, ami azt jelenti, hogy a hifaképzés

magas cAMP szinttel kapcsolt, ami ellentétes az Sch. japonicus-ban megfigyeltekkel, ahol az
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intracelluldris cAMP szint csokkenése vdltja ki a fonalas novekedést. [Sipiczki és mitsai,
1998]. Nem taldltak a nitrogén mellett olyan tdpanyagot, amely kivalthatnd a hifdsodast.
Tizenkét olyan gént frtak le, melyek inaktivdldsa hifds novekedéshez vezethet. Ezek féként
transzkripcidban, citoszkeletdlis szabdlyozdsban és membran funkcidk kialakitdsdban

vesznek részt [Amoah-Buahin és mtsai, 2005; Dodgson és mtsai, 2009].

2.3.2. A Saccharomyces cerevisiae képes pszeudohifa képzésére

A Saccharomyces cerevisiae, a jol ismert pékélesztd, legtobbszor egysejtes
éleszt6formaban novekszik. A hifds novekedés képességét 1920-ban irtdk le eldszor
[Guilliermond, 1920]. Késébb kimutattik, hogy a nitrogén éhezés hatdsira a S. cerevisiae Un.
pszeudohift (,,alhifat, nem valddi hifat) képez, ami abban kiilonbozik a valédi hifatdl, hogy
a sejtlancokban nem tiinik el a sejtek kozott a sejtfal [Gimeno és mtsai, 1992]. A fonalas
novekedést beindithatja a nitrogén €hezés, vagy limiticid, tobbértékli alkoholok jelenléte,
kevés szénforras, és bizonyos stresszdllapotok [Gancedo, 2001; Dickinson, 2008]. A nitrogén
éhezés soran azért kedvezd a fonalas forma, mert az élesztosejt szilard kézegben nem képes
mozogni és elérni a tdpanyagban gazdagabb teriileteket, fonalas formdban viszont igen. A
tobbértékii alkoholok akkor keletkeznek fizioldgidsan a sejtben, ha nem az elsddleges
nitrogénforrds van jelen (ammoénium, glutamin, aszparagin stb), hanem eldgazé lancud
aminosavak, mint pl. leucin, izoleucin, valin vagy aromds aminosavak. Az ezek lebontdsdbol
keletkezd tobbértékii alkoholok szigndlmolekulaként viselkednek, ami kivaltja a fonalas
novekedést [Dickinson, 2008].

A fonalas novekedés a S. cerevisiae esetében két titvonal altal szabalyozédik, az
egyik a cAMP a masik a MAP kindz kaszkad utvonal. A két tutvonal egymdstél nem
fiiggetlen, kapcsolatban dllnak egymadssal [Gancedo, 2001; Lengeler és mtsai, 2000]. A
pszeudohifa képzés megnovekedett kitin termelést igényel, ugyanis a hifdk nagy mennyiségii
kitint tartalmaznak nemcsak a szeptdlis régidban, ami szildrdabbd, és merevebbé teszi a
fonalakat, igy lehetdvé teszi a szildrd tdptalajba torténd invazidjukat. A pszeudohifat
konnyen képzd torzsben 30-szor kevesebb kitindz aktivitds és 70%-kal magasabb kitin szint
figyelheté meg, mint abban a torzsben amelyik nem képes fonalakat 1étrehozni [Dickinson,
2008].

Az Ace2p a CTS]I kitindz gén pozitiv szabalyozdja, génjének delécidja pszeudohifa
képzést okoz. A CTS1 inaktivalasa is hifaképzést eredményez, de nem olyan mértékiit mint

az ACE?2 inaktivildsa, tehdt az ACE2 valdszinlileg mas géneket is szabdlyoz, melyek részt
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vehetnek a hifaképzésben. Szdmos egyéb gént is leirtak melyek szerepet jdtszhatnak a
pszeudohifa ndvekedésben, de nehéz meghatdrozni, hogy direkt vagy indirekt médon teszik-

e azt [Gancedo, 2001].

2.3.3. A Candida albicans dimorfizmusanak szerepe lehet a patogenitasaban

A Candida albicans egy opportunista patogén gomba, mely melegvérii
szervezetekben, {gy az emberben is megtaldlhat6. Normdl esetben a szdjiireg, hiively és az
emésztorendszer nydlkdjaban fordul el6. Betegséget elsésorban az immunszupresszalt
betegekben alakit ki [Odds, 1988]. A C. albicans harom morfolégiai formaban tud
novekedni: élesztoként, pszeudohifaként és valddi hifaként [Odds, 1988]. Mind a hifa mind a
pszeudohifa forma is invaziv. A fonalas forma segiti a szovetek penetrdcidjat, mig az élesztd
format a véraramban valé terjedésre haszndlja. A fenotipusos valtds mindenképpen szerepet
jatszik a virulencidban [Calderone, 2002]. A morfoldgiai véltast szdmos kornyezeti tényezd
idézheti eld, ezek Sudbery és mtsai Osszefoglald cikkében megtaldlhatéak [Sudbery és mtsai,
2004]. A Candida élesztéformaban nd, ha a hdmérséklet 30°C, a pH 4 alatt van és a sejtek
stirlisége magas, ekkor un. farmezolt termel ami gitolja a micélium kialakuldsat [Hornby és
mtsai, 2001]. Pszeudohifdt képez, ha a pH 6,0 a hémérséklet 35 °C, a nitrogén forrds
korldtozott szilard tdptalajon, magas foszfat koncentricid jelenlétében. A hifdk pedig akkor
jelennek meg, ha a szérum hémérséklete magasabb, mint 34 °C, vagy dn. Lee tdpoldatban
(37 °C) nének, a pH 7,0 és N-acetil-gliikkézamin van jelen. Ezek mellett vannak egyéb olyan
koriilmények, melyek fonalas novekedést indukdlnak, mikor a makrofagok bekebelezik,
spider agar, vaséhezés, oxigénhidny. A morfoldgiai atvaltdsban két jelatviteli dtvonal vesz
részt [Osszefoglalva Lengeler, 2000 cikkében], amelyek megtaldlhatéak a S. cerevise-ben is.
Az egyik a cAMP fiigg6 dtvonal, melynek célfehérjéje az Efglp transzkripcids faktor. Azok
a mutdnsok, melyekben nincs meg egyik tutvonal sem, nem képesek hifaképzésre és
avirulensek, de mér egy tdtvonal elegendd ezek meglétéhez.

Azonositottak a Candida albicans-ban [Bensen és mtsai, 2002] egy Fkh (forkhead)-
szerli fehérjét, melynek hidnydban &llandé pszeudohifds novekedést mutatott, ami azt
jelezheti, hogy szerepe van a valddi hifdk és éleszt6forma kialakitdsdban. Az Efglp vagy
Cphlp fehérjék (a MAP kinaz és cAMP ttvonal fehérjéi) nem sziikségesek a fkh2 mutdns
pszeudohifas novekedéséhez, ami azt jelzi, hogy a Fkh2p a szabdlyozdsban vagy alattuk all,
vagy valamelyik parhuzamos dtvonalon. A fkh2A pszedudohifa kisebb virulenciidt mutatott in

vitro az epitélids és endotél sejtekkel szemben. Megdllapitottdk, hogy a Fkh2p szdmos
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sejtszepardcidban résztvevd gént is szabdlyoz. Kozéjiik tartozik a CHT2 endokitindz gén,
amelynek expresszidja élesztdsejtekben magasabb, mint a hifdkban. A Fkh2p a valddi hifdk
kialakuldsdban is szerepet jatszik és a hifa specifikus gének magas expresszi6jdhoz is
hozzajarul. Nem bizonyitottak, hogy az Fkh2p a hifaspecifikus gének transzkripciéjara direkt
vagy indirekt befolydssal rendelkezik.

A Candida albicans-ban az Ace2p legaldbb 20 sejtfal gén expresszidjahoz
sziikséges [Mulhern és mtsai, 2006]. Az Ace2p, akdrcsak a S. cerevisiae-nél, a lednysejt
sejtmagjdban  taldlhat6. Az Ace2p feltehetden szerepet jdtszik az alacsony
oxigénkoncentracié (hipoxia) 4ltal kivéltott hifaképzésben. A fonalas formdba vald
atalakulds a vad tipusu sejtekben a csokkent mértékii 1€gzés hatasara kovetkezhet be. Azok a
mutdnsok, amelyek megnovekedett 1égzési aktivitdssal rendelkeznek, nem képesek hifat

képezni hipoxids koriilmények kozott.

2.3.4. Egyéb gombafajok dimorfizmusa

A kovetkezd novénypatogén gombafajok dimorfizmusat Nadal és mtsai, 2008-as
osszefoglal6 cikke alapjan tekintjiik at.

Az Ustilago maydis egy bazidiumos ndvénypatogén gombafaj, amely a kukorica
liszoggombdasodasaért felelds, melynek tiinete a tumorszerli gumék megjelenése. Erre a
gombdra jellemzd egy ndvényen kiviili szaprotréf, haploid, egysejtes fazis és egy parazita,
dikarionos fonalas f4zis a ndvényen belill. A szaprofita fizisban a haploid spoérdk
sarjadzdssal osztédnak és nem képesek megfertézni a novényt, csak azutdn, miutin
lejatszédott a parosodds. A pdrosodasi tipusért felelds ,,a” 16kusz két szorosan kapcsolt gént
tartalmaz, az egyik a mfal, amely lipopeptid feromont, a masik a pral, amely pedig egy hét
transzmembrdn motivumot tartalmazé receptort kodol. A feromon-receptor feleldés a
sejtfelismerésért és fizidért. Amikor a feromon kotddik a receptorhoz, a receptor irdnyitja a
sejtfelismerést, és elinditja a szexudlis ciklust. Ekkor a sejt megall a G, sejtciklus fazisban és
felkésziil a konjugicids tomld 1étrehozdsara. A dimorfizmusban és parosoddsban a MAP
kindz és cAMP filiggd utvonal jdtszik szerepet. A novényi gazdaszervezet még ismeretlen
eredetll jele a cAMP fiiggd utvonalat aktivalja, mig a Mfal feromon a Pral 7TM receptorhoz
kotddve a MAP kinaz ttvonalat. A Prfl a MAP kindz és cAMP dependens jelatviteli
utvonalban is szerepet jatszik.

A Ceratocystis ulmi a holland szilfa betegségét okoz6 novénypatogén gombafajban

a dimorfizmus haploid izoldtumokban jellemzd. Kornyezeti hatdsokra kovetkezik be, és
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nincs kapcsolatban a pédrosoddssal. A nitrogén forrdsnak van szerepe a fonalas forma
kialakuldsdban. Prolin tartalmi tdptalajon élesztdé formdban nd, mig ammonium, arginin és
aszparagin tartalmun pedig fonalassa valt at. Jellemz6é még, hogy a sejtek szdmatdl is fiigg a
micélium megjelenése, 10° sejt/ml koncentraci6 felett csak élesztd formaban né, mig ez alatt
hifat alkot. A gomba patogenitdsa a Candida-hoz hasonld, a far6l —far6l valé terjedés élesztd
formdban torténik, és a faclemben is passzivan szallitédik, mig az egyéb novényi szovetek
fertdzésekor alakul 4t micéliumos fazisba, hogy képes legyen behatolni a sejtek kozé.

A Taphrina deformans a barack és mandula levelein okoz megbetegedést,
dimorfizmusit valdsziniileg a gazdaszervezet jelei és a ploiditds is befolydsolja. A
Mycosphaerella graminicola a buza egyik legfontosabb megbetegitéje, melynek patogenitdsa
kapcsolatba hozhaté dimorfizmuséaval. Az élesztdszerti megjelenésrdl atvalt fert6z6 fonalas
formdba és behatol a levélbe, annak 1égzényildsain keresztiil. A cAMP fiiggd és MAP kindz
kaszkad szerepét a dimorfizmusban ennél a fajndl is kimutattdk. A Holleya sinecauda-ra, a
mustidrmag gombds megbetegedését okozd Ascomycota torzsbe tartozé gombafajra szintén
jellemzd a dimorfizmus, pszeudohifat is képez. A Blastomyces dermatitidis emlds patogén a
talajban fonalas morfoldgidji szaprobidtaként él, mig a gazdaszervezetbe bekeriilve atvalt
élesztd fazisba, amelyet a hémérséklet vdltozds indukal (25 °C a talaj, 37 °C a gazdaszervezet
hémérséklete). A Cryptococcus neoformans immunkompromimalt betegekben okoz
gombaeredetli agyhartyagyulladast [Lin, 2009]. A természetben a talajban is megtaldlhaté
gombafaj sarjadzé éleszt formaban fordul eld. Pszeudohifat akkor alakit ki, ha természetes
ellensége az Acanthamoeba polyphaga kozelébe keriil. Lehet, hogy a pszedudohifa megvédi
valé kiszabaduldsat, és tovabbterjedését, hasonléan a Candida albicans viselkedéséhez a
makrofdgokban. A humdén szervezetbdl csak ritkdn mutathaté ki a fonalas alak. A
testhémérséklet (37 °C) illetve a magas CO, koncentricié gitolja a hifdk kialakuldsat. A

hifanovekedés szabdlyozdsdban itt is a MAP kindz és cAMP fiiggd dtvonal vesz részt.

2.4. A hasadé élesztok életciklusa

Az életciklus fobb jellemz6it MacNeill és Nurse 1997 attekinté irdsa alapjan a
kovetkezoképpen foglalhatjuk Ossze (5. abra). A hasadd élesztok életciklusa rendelkezik
haploid és diploid fazissal. A Sch. pombe-re a haploid fazis a jellemzd, ekkor mit6zissal

osztédik, de a tdpanyag éhezés kovetkeztében tobb eltérd fejlédési lehetdség is 1étezik. Ha
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csak megegyezd parosodasi sejtek vannak jelen a sejtkultirdban, akkor a sejtek kiléphetnek
a mitétikus sejtciklusbdl a stacioner fazisba (G fazis). Ha eltérd parosod4si tipusd (h* és h)
sejteket tartalmaz a kultura, akkor kozottiik végbemehet a parosodas és a magfizi6, melynek
eredményeképpen diploid zigéta jon létre. A diploid zigéta koriilményektdl fiiggden
meidzisba 1€p, zigdtikus asszkusszd valik, amelybdl aszkospérdk szabadulnak ki. Az
aszkospodrak haploid sejteket hoznak 1étre. A diploid zigdta is képes vegetativ osztédasra, és
ha ebben a diploid fazisd sejtben megy végbe tdpanyag éhezésre a meidzis, akkor un.
azigétikus aszkusz jon 1étre, amelybdl kiszabadulé aszkosporak szintén haploidok, és haploid
sejteket hoznak 1étre.

stac:oner fazis

tapanyag
éhezés
tapanyag
/) haploid éhezés
mitotikus
sejtcikl us

eltérd parosodasi
tipusa haploid
sejtek konjugécidja

ZI ota
klalakulasa tapanyag

m ® éhezés

6] meiozis és diploid
o sporulacio mitétikus
00 se;tmklus
nyugveé aszkosporak %

melozis és
zigotikus aszkusz sporulécié

azigotikus aszkusz

A

5. abra
A hasado €lesztOk életciklusa [MacNeill és Nurse, 1997].

2.5. A Sch. pombe sejtciklusa

A Sch. pombe sejtciklusanak rovid attekintése MacNeill és Nurse (1997), Su és
Yanagida (1997), Fantes (1984), Moser és Russel (2000) 6sszefoglal6 leirdsai és Sveiczer és

mtsai (2000) modelljei alapjan torténik.
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A hasad¢ éleszté mitétikus sejtciklusa a magasabb rendii eukariétdkhoz hasonléan
Gy, S, G; és M fazisra oszthaté (6. abra). A G, és S fazisok viszonylag rovidek kb. 20
percesek minimdl taptalajon 25 °C-on tenyésztett vad tipusi sejt esetében. A G, fdzis 120
percig tart, a mit6zis szintén rovid a teljes ciklus id6tartamahoz viszonyitva. A G, fazis utan
a sejt az M fazisba 1ép, melynek jellemzdje a kromoszéma kondenzicié és az, hogy egy
gyors citoszkeletdlis dtrendezddéssel 1étrejon egy mikrotubulusokbdl 4ll6 sejtmagon beliili
0sztddasi orsd. A magmembrédn a mitdzis sordn nem bomlik le. A kondenzélt kromoszémdk
csak a metafazis soran valnak lathatova, ekkor valnak szét a testvérkromatidak.

kromoszéma
kondenzacié

SPB duplikacio e ,
osztodasi orso
€5  kialakulasa

62’_\
/ kromoszéma

szegregacio

M
DNS replikacié H
\ magosztodas
START (¢ ” __

névekedés citokinézis

6. abra
A Sch. pombe mitétikus sejtciklusa (SPB=single pole body: osztédast szabdlyozé kézpont)
[Griffiths és mtsai, 2000].

A mitézis kovetkez6 fazisa a citokinézis €s a sejtosztédds, melyek sordn szeptum
képzddik a sejt kozepén, majd annak hasaddsdval elvdlik a két lednysejt. A G, fazis
kozvetleniil a magosztddas utdn kezdddik, ezt kdvetd S fazisban torténik a DNS dllomédny
megkett6zddése. A Sch. pombe sejtciklusdban tobb fontos ellendrzé pont taldlhatd, a G, és S
a Gy és M és a metafazis/anafdzis hatdran. A G; és S fazis kozotti ellenérzé pontot
»start”’pontnak is nevezik, ekkor kotelezddik el a sejt a mit6zis irdnydba. Ha ez nem torténik
meg, akkor a sejt a Gy stddiumba (elfogadottabb elnevezése: stacioner fizis) vonul, vagy
bizonyos kornyezeti ingerek hatdsdra a szexudlis ciklusba 1ép. A ,start” ponton vald
athaladas feltétele, hogy az el6zd mitdtikus fazis befejez6djon, és a sejt elérjen egy bizonyos
méretet. A masik, a G,-M ellen6rzd ponton valé 4thaladdsnak is kovetelménye egy elért
sejtméret és az, hogy az S fazisban DNS replikdcié és DNS javité mechanizmusok mar

lejatszodottak legyenek. A sejtciklus gének fehérjetermékei tobbek kozott a kovetkezd

23



feladatokat 1atjak el: a G1/S atmenet szabdlyozdsa (cdc2, cdclO, cig2, repl, rep2, resl, res2,
stb.); DNS replikdci6 (cdcl, cdc23, cdc24, cdtl, cut5, mem3, mis5, ndal, nda4, poll, pol2,
pol3, stb.); DNS repair mechanizmusok (husl, radl, rad3, rad9, radl7, rad24, stb.); G2/M
atmenet szabdlyozdsa (cdc2, cdc5, cdcl3, cdc25, cdc28, cigl, stb.); citokinézis (cdc3, cdc4,
cdc8, cdcl?2, stb.) és szeptumképzés (plol, cdcll, cdcl6, stb.). A sejtciklus f6 szabdlyozdi a
ciklinek és a ciklindependens kindzok, tehat a reguldcidban nagy szerepe van a
foszforildlasnak és defoszforildldsnak. A mitdzis inicidcié kulcsfontossdgu ciklindependens
kindza a cdc2 gén terméke a p34°“* kindz. A p34°* aktivitdsa felel a DNS replikicié és a
mitdzis elinditdsaért. Aktivitdsat sok mds protein befolydsolja, ezek kozé tartoznak a G,
(pucl,cigl) S(cig2) és M fazis (cdcl3) ciklinek, amelyek periodikusan kapcsolédnak hozza.
A mitézishoz vezetd tt sordn a p34°*“* aktivitasit a weel gén terméke p107"' kindz gatl6
foszforildciGja és a cdc25 gén terméke a p8O°“* serkent$ defoszforildcidja is szabdlyozza,
ezzel biztositva, hogy a p34°*? aktivitisa csak a G, végére érje el a mitézis inicidlasdhoz
sziikséges mértéket [Nurse, 1993]. Tehdt az alapveté fontossdgd mitStikus méret
megtartdsidban a Cdc25p és Weelp molekuldknak van szerepe. A sejtciklus helyes
végrehajtdsdhoz sziikséges egyéb ellendrzési folyamatok (példaul DNS replikdcié helyes
végrehajtdsa; vagy a DNS kdrosoddsok vizsgalata) is hatdst fejtenek ki a Cdc25p és Weelp

4°9¢2 aktivitdsdra, ezzel is biztositva a mitézis

kozponti reguldtormolekuldkon keresztiil a p3
megfeleld id6ben torténd inicidcidjat. A cdc2 gén CDC2 humin homoldgja képes
komplementalni a Sch. pombe cdc2 mutéciéjat [Lee és Nurse, 1987], ami a sejtciklusban
szerepld gének és a sejtciklus szabalyozési logikdjanak konzervativizmusat jelzi.

Munkénk sordn a sejtciklus szeptumképzddés és hasitds szakaszdval foglalkoztunk,

melynek részletesebb leirdsa a kovetkezd fejezetben taldlhato.

2.6. A Sch. pombe szeptumképzése és citokinézise

A Sch. pombe szepticidjanak és citokinézisének dattekintése Simanis, 1995-0s
Osszefoglalé cikke alapjan torténik (7. dbra). A sejt mindkét oldaldn ndni kezd, majd
kozépen szeptumot képez, és a lednysejtek elvdlnak. A sejtosztédds sordn a citoszkeleton
meghatarozott dtrendez6déseken megy keresztiil. Az interfdzis alatt az aktinmolekuldk a sejt
novekvd végén lokalizdlédnak. A mitézis kezdetekor az aktinszdlak atcsoportosulnak a
sejtmag koré, ahol az ekvatoridlis (egyenlitéi) sikban gytiriit hoznak 1étre. Az aktingytrti
lokalizdlja a szeptumképzés helyét. Az aktingylri Osszeszerelésében a cdc3, cdc4, cdcs,

cdcl?2 és a cdcl5, mig a helyes pozicidjdhoz a dmfl/midl gének termékei sziikségesek. A
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sejtciklus kovetkezd 1épéseként 1étrejon az elsdleges szeptum, amelyhez tobbek kozott
cdc7, cdcll, és cdcl4 gének aktivitdsa sziikséges. Azt a jeldtviteli utvonalat, amely
szabdlyozza a Sch. pombe-ben a kontraktilis aktomiozin gytirii 6sszehizdédasat, a szeptaciot,
a mag-€s sejtosztddast hasadé élesztd szeptacids inicidcids hdlézatnak (angol roviditése: SIN,
azaz septation initiation network) nevezziik [Simanis, 2003; Krapp és mtsai, 2004; Krapp és
Simanis, 2008]. A S. cerevisiae-ben a SIN megfeleldje a MEN (mitotic exit network-
,-mit6zisbol kilépd hadlézat”) [Bardin és Amon, 2001]. A SIN génekben mutdns Sch. pombe
képes aktin gyflir(it 1étrehozni, de osztédd szeptumot nem tud szintetizdlni. A szeptum

bioszintézise kdzben, az aktin gylirli aktin vezikulumokkd alakul.
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7. abra

A Sch. pombe szeptum képzésének és citokinézisének fobb 1€pései [Simanis, 1995].

A mdsodlagos szeptum az elsddleges két oldaldn jon 1étre. Az elsddleges szeptum a
sejtosztédds végén feloldodik annak érdekében, hogy a két lednysejt el tudjon vdlni
egymastdl (az Agnlp és Englp vesz részt benne, lasd késébb). A sejtszepardcidban is

szamos gén terméke vesz részt, példdul a sepl” (részletesebben lasd kovetkezd fejezet),
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illetve a ppbl foszfatdz géné. A sejtosztodas befejezésére az aktin visszakerill a lednysejtek
végeire. A mitézis és a citokinézis eseményei egymdstol fiiggetleniil zajlanak. A

szeptumképzés inicidcidja nem fiigg a mitdzis befejezésétdl [Nurse és mtsai, 1976].
2.7. A Sch. pombe sejtszeparacidjaban részt vevé génjei

A 8. abran lathatéak a Sch. pombe sejtszepardcidban részt vevo f6 génjei. A gének
és roluk keletkezd fehérjetermékek részletesebb jellemzése a kovetkezd fejezetekben
taldlhat6. A sejtszepardcidhoz vezetd transzkripcids tutvonal tobb Osszefoglald cikkben is
lefrasra keriilt [példaul: Sipiczki, 2007; Bihler, 2005]. A tovabbiakban ezek alapjan mutatjuk
be a gének és termékeik szerepét.

Seplp
Cde2p

i

v
Mesbp —p — Ace2p
-/.

Pmhlp

Fkh2p Mbs Ip mid2 | ——» Mid2p —» szeptin gyQrd Ssszeszerelés
agnl ——» Agnlp ——> sejffal lebontas
Sepl0p——p | enel — Englp ——elsddleges szeptum lebontas

Sepl5p—» adgl —* Adglp —*?

adg? > Adg2p >

—

adod Adg3p

ofiid — % Chdp —p?

8. abra

A Sch. pombe sejtszeparacidjaban résztvevd génjei és azok szerepe [Sipiczki, 2007].
2.7.1. A Seplp-Ace2p sejtszeparacios regulalo faktorok

A sepl* az elséként leirt sejt-szepardciés gén, amely egy fork-head tipusd DNS
domént tartalmazé transzkripcids faktort kédol [Ribar és mtsai, 1997]. A HNF-3 fork-head
tipusi domén (9. abra) egy koriilbeliil 100 aminosavbél allé konzervalt domén, amely a
DNS kotésért felelds. Szdmos eukaridta fajban, mint S. cerevisiae, Drosophila, patkany, egér
és az ember meglévo transzkripcids faktorai tartalmazzdk ezt a tipusi domént [Kaufmann és
Knockel, 1996]. A fork-head domént elészor Drosophila-ban irtk le, olyan transzkripcids
faktorként, amely a termindlis differencidciot serkenti a szelvényessel szemben [Weigel és
mtsai, 1989]. A domén 2 flexibilis ,,szdrnyat” tartalmaz a C- termindlis régiéban [Kaufmann

és Knockel, 1996].
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9. dbra

A fork-head domén térbeli szerkezete [forrds: NCBI conserved domains adatbazis].

A sepl™ gén a Sch. pombe 1I. kromoszéma jobb karjanak kozépsd részén taldlhatd
[Sipiczki és mtsai, 1993]. Muticidja sejtszepardciéban jelentkezd hibat okoz, a bipoldrisan
oszt6édé sejtek nem képesek elhasitani a szeptumot, és fgy maximum 15 sejtbdl felépiild
eldgazd sejtlancok jonnek létre [Sipiczki és mtsai, 1993]. A Seplp mds faktorokkal
kolcsonhatva szerepet jatszik az M/G; sejtciklus dtmenetben (10. abra) [Papadopoulou és
mtsai, 2008]. A Fkh2p represszorként kotddik a plol”, cdcl5®, fkh2* gének prométeréhez.
Valésziniileg hiszton médosité enzimek is részt vesznek ebben a génlecsendesitésben. A
Plolp az Mbxlp és Seplp kotddése feltételezhetd kromatin médositassal lehetdvé teszi a
PCB motivummal rendelkezé célgének atirédasat. Ezzel a mechanizmussal, a Plolp és
Fkh2p szabdlyozza sajat génjének atirasat is.

Microarray adatok kimutattdk, hogy a Seplp a sejtszeparacié kulcsreguldtora, de
mds folyamatokban is részt vesz szabalyozéként [Rustici és mtsai, 2004]. A sejtciklus sordn
az els6ként aktivalodé gének csoportjdba tartozik (11. abra). Negyvenhat Seplp fliggd gént
mutattak ki a sep/A microarray vizsgalatival, melyek periodikus transzkripcidval
rendelkeznek [Rustici és mtsai, 2004].

A Seplp valészinilileg poszt-transzkripciésan szabdlyozédik, mert mRNS szintje
nem mutat periodicitdst a sejtciklus alatt [Zilahi és mtsai, 2000, Rustici és mtsai, 2004]. A
sejtciklusban szerepld gének mdsodik hullimédnak aktivdlédasaért (17 mdsodik hulldmba

tartozé gént szabélyoz) az Ace2p felelds (11. abra).
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10. abra
A Seplp, Fkh2p, Plo1p transzkripciés faktorok szabalyozé szerepe az M-G; sejtciklus

atmenetnél [Papadopoulou és mtsai, 2008].

7 MBF
3ep1pAceZp
11. abra

A Seplp, Ace2p és MBF transzkripcids faktorok megjelenése a sejciklus folyaméan
[Rustici és mtsai, 2004].

Az Ace2p célgének mellett a masodik hullimot a Mlul sejt ciklus box (MCB) k6t
faktor (MBF) (11. abra) altal szabalyozott gének alkotjdk, amelyek a G|-S dtmenetben és a
DNS replikdcioban jatszanak szerepet [Rustici és mtsai, 2004]. Az Ace2p egy cink-ujj DNS
domént tartalmazé transzkripciés faktor [Martin-Cuadrado és mtsai, 2003]. A cink-ujj
doménnel (12. abra) bir6 fehérjék kiilonféle sejtszintii szabdlyozasokban vesznek részt, mint
a fejlédés, differencidcié €s tumor szupresszid. A doménben 2-2 konzervilt cisztein és

hisztidin aminosav ko6zétt taldlhaté egy cink ion [Iuchi, 2000].
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12. abra

A cink-ujj DNS ko6té domén szerkezete [NCBI conserved domain adatbdzis szerint].

Az ace2A sejtek fenotipusa nem kiilonbozik a ldncos seplA sejtekétdl, és az ace2”
tiltermelés elnyomja a sep A fenotipust [Martin-Cuadrado és mtsai, 2003], tehat a Seplp az
ace2” génen keresztiil szabélyozza a sejtszeparacids gének atirasat. A Sch. pombe ace2™ gén
promoétere 6t TGTTTAC konszenzus szekvenciahelyet tartalmaz, amelyeket a S. cerevisiae-
ben irtak le eldszor és a Seplp fork-head tipusud transzkripcids faktor kotohelyei [Alonso-
Nufiez és mtsai, 2005]. Ez is azt bizonyitja, hogy a Seplp szabélyozza az ace2® gén
transzkripcidjat. A Seplp mellett az Fkh2p (fork-head protein) és az Mbxlp (MADS box
protein) is részt vesz az ace2” gén transzkripciés szabdlyozdsdban, de ezek negativan (8.
abra) [Buck és mtsai, 2004; Rustici és mtsai, 2004; Petit és mtsai, 2005]. Az Ace2p
poszttranszlaciésan szabdlyozddik, 11 részleges és teljes CDK (ciklin-dependens kindz)
foszforilacids helyet tartalmaz, tehat a Cdc2p részt vesz a szabdlyozaséban (8. abra) [Petit és
mtsai, 2005]. Az Ace2p célgénjei kozott szerepelnek a szeptum felolddshoz sziikséges
enzimek (Englp, Agnlp); a szeptin gylrti fontos organizitora (Mid2p) illetve az Adglp,
Adg2p, Adg3p és Cfhdp fehérjék, melyeknek pontos szerepe még nem ismert [Martin-
Cuadrado és mtsai, 2003; Alonso-Nuiiez €s mtsai; 2005, Bihler; 2005; Dekker és mtsai,
2006]. Az Ace2p fiiggd gének promdter régidja tartalmaz konszenzus CCAGCC
szekvencidkat, amelyek feltehetdleg az Ace2p kotohelyeiként funkciondlnak [Rustici és
mtsai, 2004; Alonso-Nufiez és mtsai, 2005]. A Seplp-Ace2p reguldcios kaszkad feltehetdleg
nem az egyediili szabdlyozdja a sejtszepardcids folyamatoknak, ugyanis a sepl-I mutdns
torzs oregedd tenyészetében megtaldlhatéak sejtszepardcion tilesett egyedi sejtek [Sipiczki
és mtsai, 1993].

Az ace2” gén homolégja Candida albicans-ban is megtaldlhaté, mutdciéja
sejtszepardcids hibat okoz és egyiittjar a virulencidjanak csokkenésével is [Kelly és mtsai,
2004). A Candida glabrata-ban viszont hipervirulencidt eredményezett az ace2® gén

inaktivaldsa [Kamran és mtsai, 2004].
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2.7.2. A szeptum szerKkezete és a sejtszeparacio enzimei

A sejtszepardcidhoz sziikséges az elsddleges szeptum és a szeptum széleinél levd
sejtfal felolddsa [Johnson és mtsai, 1973]. Az érett szeptum egy hdrom rétegbdl 4ll6
struktdra, amely egy belsd elsddleges szeptumbdl és azt két oldalrdl koriilvevd mdsodlagos
szeptumbdl épiil fel [Johnson és mtsai, 1973]. Az elsédleges szeptum linedris 1,3 B-
glukdnbdl épiil fel [pl. Horisberger és Rouver-Vauthey, 1985], amely calcofluor fluoreszcens
festékkel er6sen festddik. A mdsodlagos szeptum 1,3-o glukdnt, 1,6 eldgazési 1,3-f glukant,
1,6-B glukant és galaktomanndnokat tartalmaz [pl. Horisberger és Rouver-Vauthey, 1985],
kevésbé festddik calcofluorral, mint az elsddleges szeptum. Sejtszeparacié utdn a sejtfal
részévé vilik, ezért egy ,,s0tét sapkaként” lathaté az ,,4j végén” a calcofluorral festett
lednysejt sz€élén. A szeptum részei még az ismeretlen funkcidji MTD (materiel triangulaire
dense) és a fuscannel, amelyek az elsédleges szeptum széleihez kapcsolédnak [Dekker és
mtsai, 2004]. A szeparicids folyamat az els6dleges szeptum szélénél 1évé sejtfal felolddsdval
kezdddik, amelyben az Agnlp 1,3-a glukandz vesz részt [Dekker és mtsai, 2004; Garcia és
mtsai 2005]. Ez a periodikusan termel6dd enzim a szeptumrégidban lokalizalédik a szeptacid
alatt [Garcia és mtsai, 2005].

A Sch. pombe agnlA sejtek hamarabb elérik a sejtosztédds platé fazisat a vad
tipushoz képest [Garcia és mtsai, 2005]. A morfoldgidjukra jellemz6, hogy a sejtek nagyobb
ardnyban tartalmaznak szeptumot (48% az egy szeptumos, 5% két vagy tobb szeptumos
sejteké), és kapcsolddnak vég-vég illeszkedésekkel egymashoz, mint a vad tipusban (7-15%
szeptumos sejt) [Garcia és mtsai, 2005]. Szinkronizdlt tenyészetben (cdc25-22)
megvizsgaltdk a vad torzs és az agnlA szeptaciés indexét. Mindkét térzsben 100 perccel az
athelyezés utdn a legmagasabb a tenyészet szeptdcids indexe, a vad tipusban ezutdn a sejtek
elkezdik a kovetkezd osztddasi ciklust, a szeptdcids index csokken, mig az agnlA sejtekben a
szeptacios index bedll egy adott értékre és csak késobb csokken. 200-300 perc utdn az agnliA
sejtek 100%-a tartalmaz egy vagy tobb szeptumot szemben a vad tipusd sejtekkel
amelyeknek csak 10-20%-a [Garcia és mtsai, 2005]. Az Agnlp tultermelése a sejtek lizisét
okozza, ami jelzi, hogy kényes egyensily all fenn a sejtfal szintézis és lebontds kozott
[Garcia és mtsai, 2005]. A Sch. pombe egy mésik génje az agn2” is 1,3 —a glukandzt kédol,
de az nem jatszik szerepet a sejtszepardciéban [Dekker és mtsai, 2004].

Az elsédleges szeptum lebontdsdban az Englp 1,3-B- glukandz vesz részt [Martin-

Cuadrado és mtsai, 2003]. Az englA sejtek nem képeznek sejtlancokat, a sejtek négyes
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csoportokban vannak, gyengén kapcsolédnak egymdshoz, ami az el nem bontott 1,3- -
glukdnbél adédik [Martin-Cuadrado és mtsai, 2003]. Ha a sep/” mutdns hifdi mechanikai
uton feldarabolédnak, a calcofluorral festédd elsddleges szeptum anyaga idével eltlinik a
mdsodlagos szeptum feliiletérdl, ami azt jelezheti, hogy az elsddleges szeptum spontin is
feloldédik [Sipiczki és Bozsik, 2000]. Az Englp a glikozid hidroldz csaldd 81-be tartozik
(GHB81) [Martin-Cuadrado és mtsai, 2008]. Az ebbe a csalddba tartoz6 fehérjék rendelkeznek
egy kozos 650 bp-nyi régidval, amely tartalmazza a feltételezhet katalitikus domént. A
csaldd glukandzai specifikusak a B-1,3 kotésekre. Ezek a szénhidrdt aktiv enzimek egy
katalitikus egységbdl és egy azt kovetd egy vagy tobb szénhidratkotd egységekbdl
(carbohydrate-binding modules: CBMs) épiilnek fel. Az utébbi képes kiilonféle
poliszacharidokhoz kapcsolddni, és az az elsddleges funkcidja, hogy novelje a katalitikus
hatékonysdgot azzal, hogy kozelebb hozza a szubsztratot a katalitikus egységhez. Az Englp
lokalizacigjahoz a C-termindlis végén taldlhaté domén is sziikséges, amely hdrom tandem
ismétlédésbol allo, szénhidrat-koté modulként (CBM) viselkedd régié. Ennek a CBM-nek a
szekvencidja nem hasonlit a meglévéekhez, ezért djonnan CBM52-ként irtdk le [Martin-
Cuadrado és mtsai, 2008].

A Sch. pombe-ben megtaldlhaté egy masik 1,3-B glukandz, az eng2®, amelynek
deléciéja nem okoz sejtszepardcids hibdt, tehat feltehetdleg nem vesz részt abban [Martin-

Cuadrado és mtsai, 2003].

2.7.3. A sejtszeparacios enzimek szeptumhoz torténé szallitasa

Az Agnlp és Englp szeptum régidban torténd helyes lokaliziciéjahoz a Mid2p,
szeptinek és a funkcionalis exociszta sziikségesek (13. abra) [Berlin és mtsai, 2003; Tasto és
mtsai, 2003].

A Mid2p az amino termindlis részén rendelkezik egy doménnel, amely a Drosophila
anillinnel mutat nagy hasonlésdgot [Tasto, 2003]. Ez a domén az aktinkotésért felelOs.
[Tasto, 2003]. Az anillinek az emberben is megtaldlhatéak. Kiilonféle tipusi tumorsejtekben
(példaul mellrdk, gyomorrdk, melanoma) megfigyelhetd az anillinek mRNS szintjének a
megndvekedése, melyek termel8dése sejtciklus génektdl fiigg [Hall EP és mtsai, 2005]. A
Mid2p tartalmaz egy madsik tn. plekstrin homolég domént a C-termindlis végen, amely a
szeptinnel kialakitott kapcsolataért felelds [Berlin és mtsai, 2003]. A masik Mid protein, a
Midlp az aktingytiri helyes lokalizdcidjdban vesz részt (lasd 2.6. fejezet). A Mid1p sejtmagi

lokalizacids szigndllal rendelkezik, ez nem taldlhat6 meg a Mid2p-ben [Tasto és mtsai,

31



2003]. A Sch. pombe-ben hétféle szeptint irtak le, ebbdl négy az osztédasi sikban
helyezkedik el, hdrom a meiotikus sejtekben a sporuldcidban jatszik szerepet. A Sch. pombe
szeptinmutdnsok életképesek ugyan, de enyhe sejtszepardcids hibaval rendelkeznek, ami
megegyezik a mid2A sejtmorfolégidjaval [Berlin és mtsai, 2003].

Az exociszta egy multiprotein komplex, amely a Golgi késziilékbdl szdrmazd
vezikuldkat irdnyitja a célhelyiikre, ahol 0sszeolvadnak a sejtmembrannal [pl. Guo és mtsai,
2000]. A Sch. pombe exociszta 6t alegységbdl épiil fel (Sec6p, Sec8p, SeclOp, Secl5p és
Exo70p) [Wang és mtsai, 2002].

vad tipus Eng1, Agn1

szeptin gyari

elsadleges szeptum

mid2A

13. abra

A Mid2p szerepe az Agnlp és Englp enzimek helyes lokalizicidjdban; E: exociszta; SV:

szekrécios vakuélum [Martin-Cuadrado és mtsai, 2005].

A sejtszepardcié sordn el6szor egy nem kontraktilis (,,0sszehuzdéddsra képes”)
szeptin-Mid2p (SMR:szeptin-Mid2 ring) gylrli szervezddik a szepticié helyén, amely
késébb két részre vélik ahogy a szeptum kifejlodik [Berlin és mtsai, 2003; Tasto és mtsai,
2003]. Az SMR, azaz szeptin-Mid2p gytirti irdnyitja az exociszta megfeleld helyre torténd
lokaliz4cigjat, amely a szeptdlis régidba Uriti a hidrolitikus enzimeket. Az Agnlp és az
Englp és a Cth4p (utbbi funkcidja még nem ismert) egy Un. sejt-szepardcids gyliriit (CSR:
cell separation ring) hoznak 1étre szekrécidjuk utdn a szeptdlis régiéban [Martin-Cuadrado és
mtsai, 2003; Alonso-Nuiiez és mtsai, 2005]. Mind az Agnlp és Englp tartalmaznak szignal
(jelzd) szekvencidkat, amelyek a szekrécidjukhoz sziikségesek [Martin-Cuadrado és mtsai,

2003; Dekker és mtsai, 2004].
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3. Anyagok és modszerek

3.1. A doktori munka soran felhasznalt torzsek

1. tablazat

Felhaszndlt Sch. japonicus var. japonicus, Sch. pombe és E. coli torzsek.

Torzs Genotipus Szarmazas
Schizosaccharomyces japonicus var. japonicus
% Culture Collection of Yeast,
7-1 Vad tipus h™ (CCY—44-5-1, CBS 354)
Pozsony, Yukava és Maki 1931.
7-252 | mar¥- P2028 ura4”-D3 h Furuya and Niki, 2009
7-258 | mar®- P2028 ura4*-D3 hace2™::ura4* Ebben a tanulmdnyban készitett
7-254 | mar®- P2028 ura4*-D3 h™ sepI™::ura4* Ebben a tanulményban készitett
7-255 | mar™- P2028 ura4”-D3 heng1™::ura4* Ebben a tanulmanyban készitett
mat™- P2028 ura4”-D3 h'mid2”::kanMX6
7-260 . Ebben a tanulményban készitett
mid2>A
mat™- P2028 ura4>-D3 h™ agnl™::kanMX6
7-256 s Ebben a tanulmanyban készitett
agnl>A
mat®- P2028 ura4¥-D3 h mid2 ® GFP
7-257 Ebben a tanulményban készitett
kanMX6
mat™- P2028 ura4>-D3 h™ engI® GFP
Ebben a tanulmédnyban készitett
kanM X6
mat>- P2028 ura43-D3 h” agnl® GFP
7-261 Ebben a tanulmanyban készitett
kanMX6
Schizosaccharomyces pombe
0-1 L972 vad tipus h’ Leupold, 1950
Alonso-Nuiiez és mtsai, 2005
2-1043 ace2A ace2::’kanMX4 ura4-DI8
LE25
51401 englAengl: kanMX4 ura4-D18 leul-32 Alonso-Nuiiez és mtsai, 2005

ade6-M210 b

YAB14
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agnlAagnl::kanMX4 leul-32 ura4-DI18 ]
2-1402 Alonso-Nuiiez és mtsai, 2005
ade6-M210 h*
mid2::urad” leul-32 ura4-D18 ade6-M210
2-1403 " Petit és mtsai, 2005 KGY3135
2-843 sepl:ura4® ura4-DI8 h* Zilahi et al., 2000
2-1243 leul-32 h Leupold, 1950 Bern collection
2-1407 sepl::ura4* ura4-DI18 leul-32 ¥ 2-843 x 2-1243 keresztezésbol
Sch. pombe transzformansok
ace2::;kanMX4 ura4-DI18 h™ (2-
70 Ebben a tanulméanyban készitett
1043)+pREP42
ace2::)kanMX4 ura4-DI18 h™ (2-
71 s Ebben a tanulmanyban készitett
1043)+pREP2-ace2”
ace2::KanMX4 ura4-DI8 h™ (2-
72 s Ebben a tanulmanyban készitett
1043)+pREP42-ace2”
ace2::;kanMX4 ura4-DI18 h™ (2-
73 . Ebben a tanulmédnyban készitett
1043)+pREP82-ace™
englAengl: kanMX4 ura4-DI18 leul-32
74 _ Ebben a tanulmanyban készitett
ade6-M210 h'(2-1401)+pREP82-eng1®
englAengl: kanMX4 ura4-D18 leul-32
98 _ Ebben a tanulmanyban készitett
ade6-M210 h'(2-1401)+pREP42-eng I®
agnlAagnl::kanMX4 leul-32 ura4-DI18
80 Ebben a tanulményban készitett
ade6-M210 h* (2-1402)+pREPS2
agnlAagnl::kanMX4 leul-32 ura4-DI18
81 Ebben a tanulméanyban készitett
ade6-M210 h*(2-1402)+pREP42
agnlAagnl::kanMX4 leul-32 ura4-DI18
82 Ebben a tanulményban készitett
ade6-M210 h*(2-1402)+pREP2
agnlAagnl::kanMX4 leul-32 ura4-DI18
83 . Ebben a tanulmédnyban készitett
ade6-M210 h*(2-1402)+pREP82-agn1®
agnlAagnl::kanMX4 leul-32 ura4-DI18
84 . Ebben a tanulményban készitett
ade6-M210 h*(2-1402) +pREP42-agn®
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agnlAagnl::kanMX4 leul-32 ura4-DI18

85 s Ebben a tanulmanyban készitett
ade6-M210 h*(2-1402)+ pREP2-agni>
sepl:ura4™ ura4-DI8 leul-32 (2-1407)+

86 REP4I Ebben a tanulméanyban készitett
P
sepl::ura4” ura4-DI8 leul-32(2-1407)+

87 . Ebben a tanulményban készitett
pREP41-sep 1
sepl::ura4* ura4-DI8 leul-32 (2-1407)+

88 REPS1 Ebben a tanulmédnyban készitett
P
sepl:ura4™ ura4-DI8 leul-32 (2-1407)+

90 ) Ebben a tanulmanyban készitett
PREP81-sep 1
sepl:ura4” ura4-DI8 leul-32 (2-1407)+

94 REPI Ebben a tanulmédnyban készitett
P
sepl:ura4™ ura4-DI8 leul-32 (2-1407)+

92 Ebben a tanulméanyban készitett

PREP1-sep ™

Escherichia coli

DH5a

DH5F (¢ 80dA(lacZ)M15)recA endAl
gyrA96 thil hsdR17 (rmy") supE44 relAl
deoR A(laczYA-argF)U169

A. M. Carr, Anglia

3.2. A doktori munka soran felhasznalt plazmidok

2. tablazat

Felhaszn4lt plazmidok neve, leirdsa és szdrmazdsa.

Név Leiras

Forras

pJET 1.2

PCR termékek tompa véggel torténd = Clone Jet Kit, Fermentas Cat. Num.
beligdldsa tovabbi klénozashoz K1232

kivagtuk

Sch. japonicus engl®, ace2”, sepl*
pUC18 gének delécidjahoz, Hindlll helyet

Tanszéki plazmidgylijtemény: 20
GenScript Cat.Num SD1162

KS-urad HindlIII helyek kozott, Sch.

delécidjahoz

Sch. pombe ura4 kazettét tartalmaz

Tanszéki plazmidgylijtemény: 126

japonicus engl®, ace2”, sepl™ gének Bihler és mtsai, 1998
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pREP2

Magas fehérje szintet biztositd
expresszids vektor Sch. pombe ura4
markerrel

Tanszéki
plazmidgy{jtemény: 12
Basi és mtsai, 1993

Kozepes fehérje szintet biztositd

Tanszéki plazmidgylijtemény: 6

pREP42 expresszids vektor Sch. pombe ura4 Basi és mtsai, 1993
markerrel
Alacsony fehérje szintet biztosito o e
pREP82 expresszids vektor Sch. pombe ura4 Tanszéki plazmidgyiijtemény: 9

markerrel

Basi és mtsai, 1993

pREP42-EGFP-C

Fehérje C termindlisin GFP-vel
jelold vektor

Craven és mtsai, 1998
Tanszéki plazmidgylijtemény: 134

pREP42-EGFP-N

Fehérje N termindlisdn GFP-vel
jelold vektor

Craven és mtsai, 1998
Tanszéki plazmidgyQjtemény: 135

pFA6a-kanMX6

Sch. japonicus mid2% és agnl®
gének delécidjara hasznalt vektor

Béihler és mtsai, 1998 Tanszéki
plazmidgytijtemény: 299

PFA6a-GFP-kanMX6

Sch. japonicus Mid2p® és Agnlp®,
Englp¥ fehérjék GFP jelclésére
hasznalt vektor

Bihler és mtsai, 1998 Tanszéki
plazmidgylijtemény: 301

pJET1.2-sepI¥

Ndel; Sall helyek kozott Sch.
japonicus sepI® gént tartalmazé
pJET1.2 vektor

Tanszéki
plazmidgyQjtemény: 308
Sajat konstrukcid

PREP2-sep ™

Ndel; Sall helyek kozott Sch.
japonicus sepl® gént tartalmazé
pREP2 vektor

Tanszéki plazmidgytjtemény: 290
Sajat konstrukcid

PREP42-sep ¥

Ndel; Sall helyek kozott Sch.
japonicus sepl® gént tartalmazé
pREP42 vektor

Tanszéki plazmidgy{jtemény: 285
Sajat konstrukcié

pJET1.2-ace2"

Ndel; Sall helyek kozott Sch.
japonicus ace2” gént tartalmazé
pJET1.2 vektor

Tanszéki plazmidgylijtemény: 310
Sajat konstrukcid

pUCI18-ace2”

Ndel; Sall helyek kozott Sch.
japonicus ace2™ gént tartalmazé
pUC18 vektor

Tanszéki plazmidgytijtemény: 297
Sajat konstrukcid

PREP2-ace2®

Ndel; Sall helyek kozott Sch.
Jjaponicus ace2” gént tartalmazdé
pREP2 vektor

Tanszéki plazmidgylijtemény: 294
Sajat konstrukcid

pREP42-ace2”

Ndel; Sall helyek kozott Sch.
japonicus ace2® gént tartalmazé
pREP42 vektor

Tanszéki plazmidgy{jtemény: 295
Sajat konstrukcid
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Ndel Sall helyek kozott Sch.

pREP82-ace2” japonicus ace2™ gént tartalmazé Tanszéki pl'stznndgyujtep}eny: 296
Sajat konstrukcié
pREPS82 vektor
_ BamHI helyek kozott Sch. japonicus L e
pUC18-mid2” (intronos) mid2% gént tartalmazé Tanszeklsf; I.Zfrlr(lgrjl%zll?lzggeny' 286
pUC18 vektor J
oy BamHL, Smal helyek kbz6tt Sch. |, o a5 1a7midaytitemény: 307
PJET1.2-agnl Jjaponicus agnl gént tartalmazé . .
Sajat konstrukcid
pJET1.2 vektor
REP2-ton ] BamHT; Smal ?sejly‘?k kbzott Sch. | g, 61 plazmidgytijtemény: 280
p agn Jjaponicus agnl™ gént tartalmazé Saiat konstrukcié
pREP2 vektor J
REP42-aon]S BamHI; Smal ?;ejly?k kozou SCh; Tanszéki plazmidgy{jtemény: 281
p agn Jjaponicus agnl™ gént tartalmazd Saidt konstrukcid
pREP42 vektor J
REPS2-aen] BamHT; Smal ?sejly‘?k kbzott Sch. | g0 61 plazmidgytijtemény: 282
p agn Jjaponicus agnl™ gént tartalmazé Saiat konstrukcié
pREP82 vektor J
pREP42-EGFp-C- | el Sall helyek kbzot Sch. 1y o i o1 midgytjtemény: 283
aonl Jjaponicus agnl™ gént tartalmazé Sajat konstrukcié
& pREP42-EGFP-C vektor
BamHI helyek kozott Sch. japonicus Tanszéki plazmidgyijtemény: 309

pUC18-eng 1™

eng1® gént tartalmazé HindIIl hely
nélkiili pUC18 vektor

Sajat konstrukcié

pREP2-engl™

BamH]I helyek kozott Sch. japonicus
engI®™ gént tartalmaz6 pREP2
vektor

Tanszéki plazmidgylijtemény:

287
Sajat konstrukcid

BamH]I helyek kozott Sch. japonicus

pREP42-eng 1" engl® gént tartalmaz6 pREP42 1 2nsz€ki plazmidgylijtemény: 289
Sajat konstrukcié
vektor
_ BamHI helyek kozott Sch. japonicus L S
pREP82-engl® engl® gént tartalmazé pREPg2 | | ans7eki plazmidgydjtemeny: 288
Sajat konstrukcié
vektor
pREP42-EGFp-C.  BamHLbelyek kozott Sch. japonicus . .o, ay; plazmidgyiijtemény: 284

engl®

engl gént tartalmazé pREP42-
EGFP-C vektor

Sajat konstrukcié
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Sch. japonicus sepl™ Ndel Sall
helyekkel a pUC18 vektorban,
koztes 1épés génkilitéshez

pUCI18-sep 1

Tanszéki plazmidgytjtemény: 311
Sajat konstrukcid

pUC18 vektorbol Ndel Sall
helyekkel kivdgva a HindIII hely
majd dnmagdaval osszeligdlva

pUCI18-HindIII hely

Tanszéki plazmidgylijtemény:
306
Sajat konstrukcid

Magas fehérje szintet biztositd
expresszids vektor S. cerevisiae
LEU?2 markerrel

pREP1

Maundrell, 1990, 1993

Kozepes fehérje szintet biztositd
expresszios vektor S. cerevisiae
LEU?2 markerrel

pREP41

Basi és mtsai, 1993

Alacsony fehérje szintet biztositd
expresszios vektor S. cerevisiae
LEU?2 markerrel

pREPS81

Basi és mtsai, 1993

Sch. japonicus sepl® gént
tartalmazé pREP41 vektor Ndel,
BamHI helyek kozott

pREP41-sep ¥

Sajat konstrukcid
Tanszéki plazmidgytjtemény: 324

Sch. japonicus sepl® gént
tartalmazé pREP1 vektor Ndel,
BamHI helyek kozott

PREP1-sepl™

Sajat konstrukcid
Tanszéki plazmidgytjtemény: 326

Sch. japonicus sepI® gént

PREP81-sep ¥ tartalmazé pREP81 vektor Ndel,

Sajat konstrukcid

BamHI helyek kézit Tanszéki plazmidgylijtemény: 327
Eco01091 2674 Pfol 456  BstAPl 179

Aatll 2617
Sspl 2501, \

Pdml 2204
Begl 2215,
Soal 2177

Eco31] 1766.

- BseYl 1110
\gait 1217

Hincll cfral

uencing primes 3 anee 389
MH3/PUG sequencing primes (20), 17, Hindiii Pael Sdal

s Ecossl
Xmnil__ Xbal

| Bsad &9
___sapl 683

Aflll, Psel 806

R Acess!
1B

5 G TAA AAC GAC GGC CAG TGC CAA GCT TGC ATG CCT GCA GGT CGA CTC TAG AGG ATC CCC GGG TAC CGA GCTC
5 CATT TTG CTG CCG GTC ACG GTT CGA ACG TAC GGA CGT CCA GCT GAG ATC TCC TAG GGG CCC ATG GCT CGA &
LacZ ¢—Val val Ala Leu Ala Ser Ala His Arg Cys The Ser Glu Leu Pro Asp Gly Pro Val Ser Ser €

AAT CAT GGT CAT AGC TGTTTC CTG &
TTA GTA CCA GTA TCG ACA AAG GAC 5
Hle Met Thr Met

14. abra

pUC18 vektor. Lathatd, hogy a HindlIIl (MCS-on beliil van) restrikcids hely az Ndel és Sall

(MCS-on beliil van) helyek kozott taldlhato, igy kivaghat6 [Forrds: GenScript honlapja].
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Plasmilg nama FCRA predugt gles
.- F
'-—\'i Turad |-||—u-ur—i - |—-.. KA-urad -1.2uB
=09 tp
3 T 2
i e
T
L[ PrEr | — hant —p I""H PFAREmNATR 18 Eh
o F o At
> S v [ e s a0
500 bip
15. abra

A génkiiitéshez és GFP jeloléshez haszndlt vektorok [Béhler és mtsai, 1998].

cassette
|
Pstl Sacl
Hindill nmi nmti EcoRl
promoter  STOP '\
i N
{f afsi'\.l‘.ll
I |
III\ LEUZ pREP41 1
I“-
Hindlll
16. abra

A pREP41 expresszids vektor [Craven és mtsai, 1998].

A komplementiciés vizsgdlatokhoz a pREP expresszids vektorsorozatot haszndltuk,
amely kiilonb6z6 mértékii transzkripciét tesz lehetévé a mddositott thiamine-represszalhatd
nmtl* prométerek révén [Maundrell, 1990; 1993]. A pREP1; pREP41; pREP81 sorozat
LEU2" markert, a pREP2; pREP42; pREP82 sorozat ura4* markert tartalmaz. A pREP1 és a
pREP2 vektorok biztositjdk a leger8sebb expresszids szintet, a pREP41 és a pREP42
kozepeset, mig a pREP81 és a pREPS2 a leggyengébb kifejeztetést teszik lehetdvé. A pREP1
és a pREP2 vektorok a vad tiptst amtI* prométert tartalmazzdk, mig a tobbi médositott
TATA box-szal rendelkezd véltozattal rendelkezik [Basi, 1993], amelyhez gyengébben
kotddik az RNS polimerdz, ezdltal az expresszié mértéke csokken. Forsburg (1993)
kimutatta, hogy ha a pREPI vektor altal megvaldsithaté expresszidt 100%-nak vessziik,

akkor a pREP41 ennek az expresszids szintnek a 25%-ara, a pREP81 pedig 7%-ara képes.
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3.3. A doktori munka soran hasznalt primerek

3. tablazat

Felhasznalt PCR primerek neve, szekvencidja (5°-3’ irdnyban) és leirdsa.

Tanszéki
. plazmid- Primer szekvencidja iy
Primer neve . R Leiras
gyljtemény (5°-3’ irdnyban)
sorszam
. . Sj 4
. CCCCATATGATGTC ¢/ japonicus ace2” gén
Sjapace2F 73. TTTTTCG felszaporitasahoz sziikséges
forward primer Ndel hellyel
. . N
. CCCGTCGACTTAAG | SCM Japonicus ace2 ™ gén
Sjapace2R 74. felszaporitdsdhoz sziikséges
CAGCAAG .
reverse primer Sall hellyel
Sch. japonicus ace2™ gén
ace2disfor 150 CCC AAG CTT TGG deléciéjahoz sziikséges
’ ATC CTC GAG CCC forward primer HindIIl
hellyel
. . Sj 4
ace2disrev 151 GGG AAG CTT ATT S(CiZigéll%?gﬁ(c)Zssczlicizé %zn
’ ATC CAATCT CAT ) . £
reverse primer HindlIII hellyel
. . Sj 4
. CCC ATATGATGA =S¢l Japonicus sepl * gén
SjapseplF 75. GCA AAA AAA felszaporitdsahoz sziikséges
forward primer Ndel hellyel
. . Si 4
Japsep : GGA AGG TGG A Zaporitasanoz SZUKSCE
reverse primer Sall hellyel
. . Si 4
seplrevTprimer 242 ACT GTT ACA CAT ggﬁ:c] Céfoe?lgr?grszpje eg:sr;
pHevEp CCA ATC CT toterenorzo rev
primer
Sch. japonicus engl® gén
Sienelfor 84 CGG ATC CAT GCT | felszaporitdsdhoz sziikséges
Jens : TGT GCC ATT’ forward primer BamHI
hellyel
. . Si 4
. CGG ATC CTT ACA | S¢h-japonicus engl * gén
englrevujBA 97. felszaporitasahoz sziikséges
GGG CAATTA .
reverse primer BamHI hellyel
englrevT primer 043 AAG GTT CCA GAC  Sch. japonicus eng1® deléciot
CTA AAGCT ellendrzd reverse primer
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Sch. japonicus agnl® gén

Sjagn1 for 86 CGG ATC CAT GCT | felszaporitdsdhoz sziikséges
) TTG GCT AT forward primer BamH1
hellyel
. CCCCGG GCT AGA | Seh-Japonicus agnl  gén
Sjagnlrev 87. felszaporitdsahoz sziikséges
AAA AAC AA .
reverse primer Smal hellyel
TCA AGT AGA CAA
AGA ACT CAC CAA
GTCTTT TAA AGC ‘
TAT TTC GGA TTA Sch. japonicus agnl® gén
agnljapDfor 244 CTC TCT GGA CTT | deléci6jahoz hasznélt forward
TTT AGA ATC TAT primer
TCA TCA TAC GGA
TCC CCG GGT TAA
TTA A
TTCTTC CAT TTT
GAA AGT TGT CAT
GTA GAA CCA ATA _
GAA AGC CAT GCC = Sch. japonicus agnl® gén
agnljapDrev 245 AGC ACG ACT CTC | deléci6jahoz haszndlt reverse
CAA AAG AAT ACC primer
TTA AAC GTG AAT
TCG AGCTCG TTT
AAAC
Sch. japonicus agnl®
agnlforP 246 CGT CGG ATT GCT géndeléc{éfellen(')'1rzc'<5g forward
TAC CTT TG .
primer
TGG CTT CTG GTA
CTG GAC CGG AAA
TTA CTT CTT CCA _
CTG CTT CTT ACA | Sch. japonicus agnl® gén
agn1GFPfor 247 ACT TTA ATG CTT GFP jeloléséhez hasznélt
ACA CGG GCC ACT forward primer
TGT TTT TCC GGA
TCC CCG GGT TAA
TTA A
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Sch. japonicus mid2% gén

Sjmid2for 88. CGiégCTgﬁTTfGC felszaporitasihoz hasznlt
forward primer
. .  1nS) .
mid2revuj 98. CGG ATC CCT ACG iclil.zégf)?gziggfl(ﬁlﬁiszrglgﬁ
ATT GGG CAA .
reverse primer
CAC TTC GTA AAC
ATC TTG GTC AAT
GCT CCA AAG TGA _
GTA AGA GTT GGA = Sch. japonicus mid2% gén
mid2GFPfor 240 CAA AAG CTTTTC GFP jeloléséhez hasznalt
TTA CCA CGG TGG forward primer
CCC AAT CGC GGA
TCC CCG GGT TAA
TTA A
GAT GAG GTT CAC
AAA GGT GAG GAG
AAA AAA GAC AAA _
GCT AGG AGC ACA | Sch. japonicus mid2% gén
mid2GFPrev 241 CGA AAC ACA ATA | GFP jeloléséhez hasznalt
CAGTTT GCCTTG reverse primer
AAC CAG AAG AAT
TCG AGC TCG TTT
AAAC
; . Si o
AcelrevT o, TAACCGAAATTA e v evere
’ CCG AAA CC .
primer
. . . 1nSj 4
Mid2revT oo, TTAGTCATCAACAG G FATTe e o
’ TAGCAG .
primer
: TGCTCCTGTCTCTC = Sch. japonicus agnl® qPCR
SiAgnlFrt 125. CTTGGT ! forward pﬁmer !
. ATGTCAGGCTGCAT | Sch. japonicus agnl® qPCR
SiAgnlRrt 126. GTCAAG reverse primer !
. AACCGGCGTACTTC  Sch. japonicus ace2™ gPCR
SiAce2Frt 123. CTTCTT forward primer !
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. AAACTGGCCATTGT | Sch. japonicus ace2™ gPCR
SiAceRrt 124. TTCAGG reverse primer
. CTCCGAAATCCATG = Sch. japonicus sepl® qPCR
SiSeplFit 127. TGTCCT forward primer
. TCATCGGGGAAAA | Sch. japonicus sepl® qPCR
SiSeplRrt 128. GAATGAG reverse primer
+
KS-uradR 233 CACAAGATAGAAT ilclﬁhg?négghim: 112?::
u GGATGTT zesehiez SZUKseg
reverse primer
+
KS-urad-For 196 GCCAATGAAAGAT ilclﬁhg?négghim: 112?::
“uras-rorw : GTATGTAG ZESCNCz SZURSCE
forward primer
ACAGATTGTTTGTG
GTTTTGAAATTTTG
TTATTGACTTTTTT ‘
. GTCCGCTTGCCTGC Sch. japonicus mid2®
SImid2Dfor 191. CAATAAACTC deléci6hoz forward primer
TTTAAATTCGTATC
GGATCCCCGGGTT
AATTAA
AAACACAATACAG
TTTGCCTTGAACCA
GAAGGCAACTGCG _
. AAGAATGAACTTA Sch. japonicus mid2®
SJmid2Drev 192. TGGAAAA deléci6hoz reverse primer
ACCCATTGCTAATT
CATGCCGAATTCG
AGCTCGTTTAAAC
kanMX6F 201 TTGGACGAGTCGG elleﬁ%?hg(éiek rward
: AATCGCAG #ESenez T0TW
primer
Kxtest 39 CCTGATTGCCCGAC kanM X6 kazetta
) ATTATCGC ellendrzéséhez reverse primer
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TAC TGG ACC GGA

AAT TACTTC TTC
CACTGCTTCTTA _
AonlGFP CAA CTT TAA TGC Sch. japonicus Agnlp®
f%) ew 248 TTA CAC GGG CCA | fehérje GFP jelolo forward
CTT GTT TTT CGG primer
TGC TGG AGC AGG
TGC TCG GAT CCC
CGG GTT AAT TAA
CGA GGT GTG TGG
AAT TGC TTG TTA
TGA CAC GGG TGC '
TTA CTC GTG CAA Sch. japonicus Englp%
Eng1GFPfor 249 TGA AGG TCG TCT | fehérje GFP jelol forward
AAT TGC CCT GGG primer
TGC TGG AGC AGG
TGC TCG GAT CCC
CGG GTT AAT TAA
GGT TCC AGA CCT
AAA GCT TAG GAA
ATC CAC CAA AAA '
GAC CAG GCC AAC | Sch. japonicus Englp”
Engl1GFPrev 250 AGG CGC GAC AAA | fehérje GFP jelolo reverse
AAG GAA AAA CAG primer
AAA AGG GGG AAT
TCG AGCTCG TTT
AAAC
GTGACTGGGTTCGT | Sch. pombe sce3™ qPCR-hez
Sce3RTs 106 CGTG hasznalt forward primer
GGCGCTCAGAGGA | Sch. pombe sce3* gqPCR-hez
Sce3RTa 107 TTCAC hasznalt reverse primer
. GTCCGAGGGTGAG = Sch. japonicus sce3> qPCR-
SISCE3RTF 197 ATTACCA hez haszn4lt forward primer
. GAACTCAACGTAG | Sch. japonicus sce3* qPCR-
SISCERTR 198 GCGAAGC hez haszn4lt reverse primer
CCAGCGTTTCCTCA  Sch. pombe agnl™ qPCR-hez
SPAGNIRTF1.0 319 GACTTC hasznalt forward primer
GCCCGTGCTAACAT  Sch. pombe agnl™ qPCR-hez
SPAGNIRTRI.O 320 CAGAAT haszndlt reverse primer
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3.4. Felhasznalt oldatok és tapkozegek

3.4.1. Tapoldatok Sch. pombe és Sch. japonicus szamara

4. tablazat

Felhaszndlt tdpoldatok neve, dsszetétele €s felhaszndldsa.

Tapoldat Osszetétel Felhasznalas
gliikéz 30,0 g
YEL (1000 ml) pH Eleszt6 kivonat 50¢g
5,2-54
L Esetleges Komplex tapoldat
[Sipiczki és
aminosav, nukleotid bazis
Ferenczy, 1977]
kiegészités (adenin, leucin, 100 mg
uracil, hisztinin, arginin,
triptofan)
YEA [Sipiczki és YEL 1000 ml .
Komplex taptalaj
Ferenczy, 1977] poragar 200 ¢
YEL 1000 ml Szelektiv taptalaj
poragar 20,0 g kanamycin rezisztencia
YEA+ kanamycin
150/200 gének kifejez8désének
Kanamycin (Sigma) )
mg kimutatdsa transzformalds
Gliikéz 10,0 g
Yeast Nitrogen Base
(Becton Dickinson and
™ 6,7¢g
Company Sparks, Difco
MML (1000 ml) USA) Minimal
aminosav, nukleotid bazis
kiegészités (adenin, leucin,
100 mg

uracil, hisztinin, arginin,

triptofan)
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MML 1000 ml
MMA Minimal
poragar 200 ¢
C,H,KO, 30¢g
gliikoz 200 ¢
NH,C1 50¢g
NaHPO,x12 H,O 555¢
Séoldat 20 ml
EMML (1000 ml) o
o Vitaminoldat 1 ml Minimal
[Mitchison, 1970]
Nyomelemoldat 0,1 ml
Esetleges aminosav,
nukleotid bazis kiegészités
100 mg
(adenin, leucin, uracil,
hisztinin, arginin, triptofdn)
EMMA [Mitchison, EMML 1000 ml
Minimal
1970] poragar 20¢g
EMML 1000 ml
EMMA+ thiamine poragar 20¢g
Minimal
Thiamine (50 mg/1) 1 ml
KHQP 04 1, 0 g
gliik6z 10¢g
vitaminoldat 1 ml
SPAS (1000 ml) Adenin, uracil, leucin, Spéraztatd
20 mg
arginin, hisztidin, triptofdn
Desztillalt viz 1000 ml
poragar 20¢g
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3.4.2. Tapkozegekhez sziikséges kiegészité oldatok osszetétele

5. tablazat

Téapkozegekhez haszndlt kiegészitések neve, 6sszetétele és felhaszndldsa.

Oldat Osszetétel Felhasznalas
pantoténsav 01g
1000 X Vitaminoldat nikotinsav 1,0g
EMML, EMMA, SPAS
(100 ml) inozit 10g
biotin 1,0 mg
MgCl, x 6 H,O 533¢
CaCl, x 2 H,O 0735¢
50 x Séoldat (1000 ml) Kkd 200¢ EMMA, EMML
Na,SO, 20¢g
H,BO; 50g
MgSO, x 4 H,0 447 ¢
10000 x ZnSO, x 7 H,O 40¢g
Nyomelemoldat (1000 FeCl; x 3 H,0 20g EMMA, EMML
ml) MoO, x 2 H,O 1,6 ¢
KI 10g
CuSO, x 5 H,0O 04¢g
Citromsav 10g
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3.4.3. Escherichia coli tenyésztéséhez hasznalt tapoldatok

6. tablazat
Escherichia coli tenyésztéséhez hasznalt tipoldatok neve, osszetétele és felhaszndlasa.
Tapoldat Osszetétel Felhasznalas
Bacto tripton 10g
Eleszté kivonat 5¢g
LB + ampicillin pH7 (1000 NaCl 10¢g
) ) Komplex
ml) [Davis és mtsai, 1986]
Ampicillin (50
1 ml
mg/ml)
LB+amp. 1000 ml
LBA+ ampicillin Komplex
Poragar 20¢g
3.4.4. Kisérletekhez hasznalt oldatok
7. tablazat

A Kkisérletek soran felhasznalt oldatok neve, Osszetétele és felhasznalasa.

Oldat Osszetétel Felhasznalis
EDTA 25,0 ¢g
0,5M EDTA pH 8,0 __NaOH _ 186,1 g TE, TBE
Mllhporfe MilliQ 1000 ml
viz
Tris HCI 121,4 g
1 M TrisHCI pH 8,0 M1111porf: MilliQ 1000 ml TE
viz
0,5 M EDTA 2 ml
TE (10 mM Tris ImM 1 M Tris 10 ml gDNS izolélas, plazmid
EDTA) pH 8,0 il il DNS izolalas
P M1111porf: MilliQ 1000 ml
viz
SDS 10g . . .
— — Plazmid DNS izolalas: Lizis
10 % SDS M1111poVrlf:Z MilliQ 100 ml oldat
NaOH 40,0 g . . .
— — ’ Plazmid DNS izolélds: Lizis
10 M NaOH M1111po\f1/eZ MilliQ 100 ml oldat
r1b0n1r11c1:§?§fA 10 100 ul
) Plazmid DNS izolalas
RN-4z oldat (100 pg/ml) TE 10 ml
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10 M NaOH 0,2 ml
10% SDS 1 ml
Lizis oldat Millipore MilliQ Plazmid DNS izolalas
. 8,8 ml
viz
Kélium-acetét 25,03 g
N X ml (pH
Neutralizdl6 oldat Ecetsav dllitishoz) |  Plazmid DNS izol4lds
pH 5.0 Nl MilliQ
i 1porf: illi 100 ml
viz
Izopropanol (Sigma) i i gDNS izolalas, plazmid
DNS izoldlds, RNS izolalds
1 M Tris 0,5 ml
0,5 M EDTA 100 pl
5 M NaCl 1l
Triton 1l
. 10% SDS 1 ml o
Lizis puffer gDNS izolélas
Mllhporfe MilliQ 44,398 ml
viz
Lysing enzim
(Sigma) 5-6 mg
Lysing enzim oldat Aszkuszfa{ Old?sa
N N keresztezés utan
Mllhporf: MilliQ 1 ml
viz
Deoxyribonucleic
acid degraded free
acid from herrin 10 mg
Carrier DNS 10 mg/ml . & Transzformalas
sperm (Sigma)
Mllhporfe MilliQ 1 ml
viz
DAPI- 4°,6-
diamidino-2- I'm
phenylindole g
| mg/ ml-es DAPI (Sigma) Sejtek DAPI festése
torzsoldat mikroszképizalashoz
Mllhporfe MilliQ 1 ml
viz
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Trisol (Tri Reagent™.
(SIGMA)

RNS izolélas

Fenol-kloroform (SIGMA)

RNS izolélas

95% etil-alkohol (Sigma)

Plazmid DNS izolalas,
gDNS izolalas

100% etil-alkohol

. 70 ml
(Sigma)
Plazmid DNS izolélas,
70% etil-alkohol gDNS izolalas
Millipore MilliQ
viz 30 ml
Szobit 218.4¢
1,2 M szorbitoldat Elektroporatoros
Mllhporfe MilliQ 1000 ml transzformalds
viz
Dietil-
pirokarbonat 1 ml
SIGMA izolala
DEPC viz ( ) RNS 1Szzoilnellglzsi,ScDNS
Mllhporfe MilliQ 999 ml
viz
Tris-HCI 109,0 g
Borsav 556 ¢
10 X TBE puffer 0.5 M EDTA 40 ul Gélelektroforézis
M1111p0r? Milli Q 1000 ml
viz
Agaroéz 10g
1%-o0s agardz Gélelektroforézis
IXTE 1000 ml
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CaCl, L1l g
0.1 M CaCl, Millipore MilliQ E. coli transzformalas
viz 100 ml
Fenol-kloroform (SIGMA RNS izolalas
Na-acetat 24,609 g
3 M Na-acetat o o N
Mllhpor/e MilliQ 100 ml gDNS izolalas
viz
0,5 M EDTA 50 pl
25 mM EDTA-DEPC NP
DEPC-es viz 950 pl RNS izoldlds
Calcofluor White
(C4OH44N12010S2’
B Fluorescence 35 mg
100 x calcofluor torzsoldat Brightener 28, Sejtek calcofluor festése
(3,5 mg/ pl-pg/ml) Sigma F3543) mikroszképizdldshoz
10 M NaOH Sul
Mllllpore MilliQ 10 ul
viz

3.5. Molekularis biolégiai médszerek

3.5.1. Genomialis DNS izolalas Sch. japonicus-bol iiveggyongyos modszerrel

A Sch. japonicus torzset egy éjszakdn 4t tarté 30°C-on YEL tdpoldatban torténd
tenyésztés utan (10-50 ml) lecentrifugaltuk 4000 rpm-mel 10 percig. A feliildszé eltdvolitdsa
utdn a sejteket mostuk vizzel, atvettiik ket 2 ml-es Eppendorf cs6be és ujra lecentrifugaltuk
5 percig 4000 rpm-mel. A feliildsz6t leontottik és 0,2 ml lizis puffert, 0,2 ml fenol-
kloroformot és 0,3 gramm iiveggyongyot mértiink a sejtekhez és 4 percig vortexeltiik
(kevertettiik) az Eppendorfokat. Majd 0,2 ml TE puffert mértiink az Eppendorf csovekbe, és
4000 rpm-mel 5 perc alatt lecentrifugaltuk &ket. A felsd vizes fazist atmértiik mdsik
Eppendorf csébe és 1 ml abszolit etanolt adtunk hozza. 10 percig -20 °C- on tartottuk a
mintdkat, majd lecentrifugdltuk dket 4000 rpm-mel 5 percig, és a feliiliszét eltavolitottuk. 1
ml 70%-os etanolt adtunk a mintdkhoz és djra lecentrifugaltuk ket 4000 rpm-mel 5 percig.

Az iiledékhez 400 pl TE puffert és 3 ul 10 mg/ml RN-dz oldatot mértiink, és 37 °C-on
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inkubdltuk a cséveket 15-20 percig, amig az enzim elbontja az RNS-t. 20 perc elteltével 40
pl 3 M nétrium-acetattal és 1 ml abszolut alkohollal kicsaptuk a DNS-t, majd 10 percig -20
°C- on inkubdltuk a mintdkat. 10 000 rpm-mel 2 percig centrifugdltuk a csoveket, és az
tiledéket megszaritottuk lamindris fiilkében. 25-50 ul TE-ben vettiik fel a gDNS-t, tdroldsa
-20 °C- on tortént.

3.5.2. Polimeraz lancreakcié (PCR)

A munkdnk sordn tobbféle PCR paramétert és enzimet hasznéltunk a céljainknak
megfelelden. A reakcidkndl figyelembe vettiik a primerek T, pontjit, és ez alapjan
vélasztottuk meg az annealing (primer kapcsolddasi 1épése) homérsékletet. A reakcidkhoz
MJ Research Minicycler PTC 150 vagy ABI 2720 Thermalcycler késziilékeket hasznaltunk.
Az adott reakciéndl haszndlt enzimre, és PCR paraméterekre az eredmények fejezetben
mindenhol kitérek.

A PCR reakcidhoz éltaldban a kovetkezdket mértiik dssze (az esetleges eltéréseket
az eredmények fejezetben kiilon leirom): 1 pl gDNS-t (kb. 1 pg), 1-1 pl 10 uM forward és
reverse primert, 5 pl 10X PCR reakcié puffert, 2 ul 5 pM dNTP-t, 1 pul PCR enzimet, és a
PCR elegyet MQ vizzel 50 pl-re egészitettiik ki.

3.5.3. Gélelektroforézis

A moédszer ismertetése Sambrook és mtsai, 1989-es leirdsa alapjan torténik.

bp ng

17. abra

Az agardz gélelektroforézisekhez hasznalt DNS létra (Fermentas).
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TBE-t haszndltunk futtatépufferként, a futtatdsokat 1% agaréz gélen (gélbdl vald
visszaizoldlashoz 0,7%-ost haszndltunk), 1 6rdn keresztiil, 100 mV-on végeztiikk. A DNS-t
ethidium-bromiddal (SIGMA) tettiik 1dthatéva UV fénnyel megvildgitva. A futtatdsok sordn
1 kb-os DNS markert (Fermentas) hasznaltunk. A markeren a kdvetkez0 DNS szakaszok
lathatéak: 10000 bp, 8000 bp, 6000 bp, 5000 bp, 4000 bp, 3500 bp, 3000 bp, 2500 bp, 2000
bp, 1500 bp, 1000 bp, 750 bp, 500 bp, 250 bp (17. abra). A mintdk festéséhez a futtatishoz
6X loading dye-t (Fermentas) hasznéltunk.

3.5.4. Restrikciés enzimes emésztés

Osszemértiik Eppendorf csdbe a kovetkezd reakcidelegyet: 10 ul DNS (1-2 ug); 4 pl
10x reakci6 puffer (Fermentas); 0,5 pl restrikcids enzim (Fermentas); 25,5 pl desztillalt viz.

Az inkubdlds 1,5 6rdn keresztiil 37 °C-os vizfiirdSben tortént.

3.5.5. Ligalas

A munkdnk sordn tobbféle ligélast is végeztiink. A pJET1.2. vektorba torténd ligdlds

sordn magit a vektort tartalmazé CloneJET™

kit utasitdsait kovettiik. Mivel a géneket Pfu
enzimmel szaporitottuk fel, a ligdldsok tompa véggel torténtek.

A tobbi ligédlas 4ltaldnossdgban a kovetk6képpen tortént, az esetleges eltérésekre az
eredmények fejezetben kiilon kitérek. A vektorok el6készitése sordn elOszor restrikcids
enzimes emésztés tortént, majd a Calf Intestine Alkaline phosphatase-zal (Fermentas)
defoszforildltuk Oket, az onmagukkal valé Osszeligdlddds elkeriilése végett. Az enzim a
restrikciés endonukledz pufferjében is miikodik, ezért kozvetlenill az emésztéshez mértiik
hozzd az 1 pl foszfatdzt, és inkubéltuk 37 °C-on 30 percig. A reakcié ledllitdsa 85 °C-on 15
percig tartd inkubdldssal tortént. A ligdland6 fragmentum el6készitése szintén restrikcids
enzimes emésztést jelent (vektor, PCR fragmentum). A ligdldsokhoz a kovetkezd
reakcidelegyet mértiik ssze: 1 pl vektor (5-10 ng), 9 ul fragmentum (45-90 ng), 2 pl 10x T4
ligdz puffer (Promega), 7 pl nukledz mentes viz, 1 ul T4 DNS ligdz (Promega). Az elegyet
vortexeltiik, s par mdsodpercig centrifugdltuk. A ligdlds egy éjszakdn dt 4 °C-on tortént,
mdsnap a ligdtumot DHS5a kompetens E. coli sejtekbe transzformdltuk a 3. 5. 7. fejezet
leirdsa alapjdn. A transzformadlt telepek egy éjszakdn 4t tart6 37 °C-os inkubdlés utédn jelentek

meg az ampicillint tartalmaz6 LB téptalajos csészéken.
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3.5.6. Eleszté transzformalas elektroporatorral

A transzformdlandé sejteket (Sch. pombe, Sch. japonicus) egy éjszakdn 4t
tenyésztettik 100 ml YEL komplex tdpoldatban, 30°C-on 200 rpm-mel torténé rdzatds
mellett. Masnap ODsqy méréssel allapitottuk meg a sejtek slirliségét. Tapasztalataink szerint
az ODsgyy 0,4-0,6 érték kozott a legnagyobb a sejtek transzformdlhatésdgi hatékonysiga.
Ekkor lecentrifugdltuk a sejteket 4000 rpm-mel 5 percig 4 °C-on, majd dtvettiik Oket
Eppendorf csébe 1ml 1,2 M-os hideg szorbittal felszuszpendalva. 4000 rpm-mel 5 percig 4
°C-on ismét lecentrifugéltuk 6ket, a feliiliszot eltdvolitva még kétszer megismételtiik ezt a
1,2 M-os szorbittal torténdé mosast. Az utolsé centrifugdlast kovetden 200 pl 1,2 M-os
szorbitban vettiik fel a sejteket. Hozzdadtunk a csdvekhez 1 pl carrier DNS-t (10 ng/pl-es
torzsoldat), és a transzformdlé DNS-t (kb. 1 pg-ot a DNS koncentréci6tdl fiiggéen 5-10 pl).
Elére hiitott kiivettdkba (2mm) mértiik a sejteket és a Bio Rad Micropulser™™ Electroporation
Apparatus ShS (2,3 kV fesziiltség, 25pF kapacitds, 200Q ellendllds, 5msec iddStartam)
programjaval elvégeztiik az elektroporaciét. Az elektroporaciét kovetden azonnal 1 ml 1,2
M-os jéghideg szorbitot mértiink a kiivettdba. 200 pl-enként szélesztettiik a sejteket EMM
vagy YNB szelektiv tdptalajokra. 30C°-on inkubdlva 5-6 nap miilva jelentek meg az els6

transzformalt élesztd telepek.

3.5.7. E. coli transzformalas

A médszer lefrdsa Sambrook és mtsai (1989) lefrdsa alapjan torténik. Osszemértiink
Eppendorf csében 10 ul DHS5a E. coli kompetens sejtet és 90 ul jéghideg 0,1 M CaCl,—ot.
Ehhez adtuk a transzformdlandé DNS-t (4ltaldban 10 ng). Ligdtumbdl kb. 5 pl-t. H8sokk
1épés ko vetkezett 90 mdsodpercig 42 °C —on. 2 percre jégre tettiik a csovet. Hozzdadtunk 900
ul LB tdpoldatot és 1 6rara 37 °C-os vizfiirdébe helyeztiik az Eppendorf cséveket. 300-300
ul-enként szélesztettiik ampicillines LB tdptalajra. 37 °C —ra helyeztiik a Petri csészéket egy

éjszakdra, masnapra kinéttek a transzformalt baktériumtelepek.

3.5.8. Plazmid DNS izolalas E. coli sejtekbél: Mini preparatum

A mébdszer kifejtése Sambrook és mtsai (1989) alapjan torténik. 6 ml ampicillin
tartalmd LB tdpoldatba leoltottuk a transzformalt baktériumtelepeket, s egy éjszakdn at
inkubdltuk 6ket 200 rpm-en 37 °C —on. A tenyészetbél 2 ml-t atpipettdztunk Eppendorf

cs6be, lecentrifugdltuk 1 percig 13000 rpm-en. A feliildszot ledntottiik, és a pelletet
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felszuszpendaltuk 300 pl 100 pl/ml RN-4zt tartalmaz6 1x TE pufferben. Hozzdmértiink 300
pul lizis oldatot, O&vatosan forgatva Osszekevertik, és 5 percig dllni hagytuk
szobahOmérsékleten. 300 pl neutralizdlé oldatot mértink hozzd, &vatos forgatdssal
elkevertiik, majd 10 percre jégre tettiik. 10 perc 13000 rpm 4 °C centrifugdlds utdn a
feliildszot (kb. 850 pl) Gj Eppendorf csdbe pipettdztuk, majd ismét 5 perc 13000 rpm 4 °C
centrifugdlds kovetkezett. A feliillisz6t 4j Eppendorfba pipettaztuk (kb. 400 pl) és
hozzdmértiink 2,5 x térfogatban (1 ml) jéghideg 95%-os etanol. Forgatdssal elkevertiik és 15
percig jégre tettiik a csoveket. 5 perc 13000 rpm 4 °C centrifugdlds kovetkezett. 70%-os
etanollal mosdst és 13000 rpm (4 °C) centrifugdldst végeztiink. A feliildsz6t eldobtuk, a
pelletet lamindris fiilkében szaritottuk. Miutan megszéradt, 20-50 pl TE pufferben felvettiik a

pelletet és 4 °C-on téroltuk.

3.5.9. RNS izolalas

A fejezet ismertetése Chomcynsky €s Sacchi (1987) lefrdsa alapjan torténik. A
sejteket egy éjszakdn dt tarté 30°C-on 200 rpm-mel torténd tenyésztés utdn lecentrifugdltuk
4000 rpm-mel 4 °C-on, majd DEPC-es vizzel torténd mosast koveten ismét lecentrifugéltuk
Sket 4000 rpm-mel. A DEPC-es viz etdvolitdsa utdn a sejteket minimum egy napra -70 °C-ra
raktuk. 1 nap milva 750 pl Trisol reagenst és 75 pl fenol-kloroformot adtunk a sejtekhez,
vortexeltiik és 5 percre jégre helyeztiik 6ket. 15 percig 4 °C-on 12000 rpm-mel t6rténd
centrifugdlds utdn, a felsé fazist mdsik Eppendorfba pipettdztuk. 500 pl 2-propanolt
hozzédadva vortexeltiik a csoveket, majd 15 percre jégre helyeztiik &ket. 12000 rpm-mel 4°C-
on 10 percig centrifugaltuk a sejteket, majd 1 ml 70%-os alkohollal torténé mosast kdvetden,
ugyanezekkel a paraméterekkel ismét centrifugdltuk oket. A feliiliszd eltdvolitdsa utan
jégen, lamindris fiilke alatt szaritottuk meg a pelletet, megszdraddsa utan 15-30 pl DEPC-es

vizben vettiik fel. A minta -70°C-on 1 hénapig tarolhatd.

3.5.10. RNS minta DN-az kezelése

5 wl RNS mintdhoz 1 pl DN-4z puffert (Promega), 1 pl RN-4z inhibitort (Promega),
1 pl DN-dz enzimet (Promega) adtunk, és 37 °C-on inkubdltuk a csovet 30 percig. 1 ul 25
mM EDTA-DEPC-et adtunk a csdvekhez és 10 percig 60 °C-on inaktivdltuk a DN-dz

enzimet.
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3.5.11. cDNS szintézis reverz transzKkripcioval

A reverz transzkripciét Improm II reverz transzkriptiz rendszerrel (Promega
A3802) végeztiik. Koriilbeliil 1 pg RNS-t haszndltunk fel templdtként, melynek elézdleg
meghatdroztuk a koncentraciGjat nanodroppal (Thermo Scientific NanoDrop™ 1000
Spectrophotometer). A reakcidkhoz haszndlt késziilék MJ Research Minicycler PTC 150. A
cDNS szintézise két 1épésben tortént:

1. Egy PCR cs6ben 6sszemértiik a 2 pl reverz primert (5 pM-os torzsoldatbdl) + 1
ul RNS-t (x pl) + DEPC-es vizet (10-2-x pl) tartalmazé reakcidelegyet. Ezt 70 °C-on 5
percig inkubaltuk, és utdna azonnal jégre helyeztiik.

2. A 10 pl-es, az 1. 1épésben elkészitett reakcidelegyhez a kovetkezOket adtuk: 1 pl
reverz transzkriptdzt, 4 pl reakcié puffert, 0,8 pl 0,5 M dNTP mixet és 0,6 pul RN-4z
inhibitort (Promega N2111). A PCR csovet PCR késziilékbe helyeztiik, ahol 10 percig 40 °C-
on majd 80 percig 50 °C-on inkubéltuk. Felhasznéldsig -20 °C-on tdroltuk a cDNS-t.

3.5.12. Kvantitativ real time PCR

A génexpresszids vizsgdlatokhoz a BioRad iQ5 késziiléket haszndltuk. Az
eredményeket a Sch. japonicus és Sch. pombe sce3* haztartdsi gén expresszids szintjére
normalizaltuk, és legaldbb két kiilonbozd bioldgiai minta cDNS-ét (RNS-€t) hasznaltuk fel.
Templatként a standard gorbe elkészitésének esetében L972 h™ vad tipust Sch. pombe és vad
tipusd Sch. japonicus gDNS-ével dolgoztunk. Minden mds esetben a vizsgdlandd
éleszt6torzsbol eldallitott cDNS szolgalt templdtként. Triplikdtumokkal dolgoztunk és a
standard gorbéket két parhuzamos, négyelemi tizszeres higitdsi sor eredményeibdl képeztiik.

A reakcié paraméterek valamennyi reakcié esetében a kovetkezOk voltak: 12,5 ul
SYBR Green Supermix (Bio-Rad 70-8882) reagens, 0,05-0,05 pl forward és reverz primerek
(100 uM torzsoldatbdl, 0,2 uM végkoncentracidban), 4 pl cDNS templat és 8,4 ul MQ viz. A
reakciok koriilményei a kovetkezok voltak: 1. 1épés: 95 °C, 5 perc; 2. 1épés: 40 ciklus 95 °C,
30 mdsodperc; 57 °C, 30 mésodperc; 72 C°, 30 mdsodperc; 3. 1épés: 72 °C, 5 perc. Tovéabba
olvadési gorbéket (melt curve) is felvettiink, annak ellendrzésére, hogy csak kizardlag
megfeleld termékek keletkeztek. Ennek az el6zd reakciot kovetd 1épései a kovetkezdk
voltak: 4. 1épés: 95 ciklus (10 madsodperc minden ciklus) 48 °C —r6l indulva 95 °C-ig, 0,5 °C-

os homérséklet emeléssel minden ciklusban.
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A kapott eredményeket a Bio-Rad 1Q5 Optical System 2.0 verziészdmu szoftverével

értékeltiik ki.

3.6. Genetikai modszerek

3.6.1. Plazmidvesztéses kisérlet

Arra szolgél, hogy bebizonyitsuk, hogy a transzformdnsok valéban tartalmaznak
plazmidot. A transzformdnsokat kiszélesztettik a szelektiv minimdl EMMA taptalajrél
komplex YEA téptalajra. Ezen egyedi telepek ndttek ki. A kindtt telepeket atreplikdztuk
EMMA tdptalajra majd egy-két napig 30 °C-on inkubdltuk a csészét. Ha voltak olyan
telepek, amelyek nem néttek ki az EMMA téptalajon, akkor plazmidvesztést dllapitottunk
meg, tehat a transzformansok tartalmaztik a plazmidot. A komplex tdptalajon néhdny sejt
elvesziti a plazmidjat, mert a tdptalaj tartalmazza az aminosavat, vagy nukleotidbézist, és igy
nincs sziiksége a szelekciés markert tartalmazé plazmidjdra. Miutdn visszakeriil minimal

taptalajra, plazmid nélkiil nem tud néni, mert nem rendelkezik a szelekciés markerrel.

3.6.2. Torzsek keresztezése

Akkor van rd sziikség, amikor két vagy tobb tulajdonsdgot, amelyek kiilon
torzsekben taldlhatdak meg (tobbnyire auxotréfidt) szeretnénk egy torzsbe bevinni. A két
torzset egy Eppendorf cs6ben kevés vizben 6sszekevertiik, majd spéraztatd taptalajra (SPAS)
csepegtettiink beldle egy pénzérmének megfelelé méretli cseppeket. 2 nap mulva lemostuk a
taptalajrél az aszkuszokat, és egy éjszakan at szobahdmérsékleten kezeltiik ket 5-6 mg/ml
koncentraciéju lysing enzim oldattal. A kiszabadult spérdkat Biirker kamrdban szdmoltuk
meg, higitottuk dket dgy, hogy szélesztéskor kb. 100 spéra keriiljon egy szelektiv csészére.
Minimdl tdptalajon csak azok a sejtek néttek ki, melyekben nincs auxotréfia. A 1étrejott
telepeket vizsgaltuk, hogy tartalmazzdk-e az adott tulajdonsidgokat, amelyeket szerettiink

volna egy torzsben létrehozni.

3.7. Mikroszképos vizsgalati médszerek

A mikroszképos vizsgédlatok Nikon eclipse 90i (Instituto de Biolégia Funcional y
Gendémica/CSIC Universidad de Salamanca), Olympus BH-2 és DX-40, a 3D mikroszképia
Delta Vision mikroszképpal (Instituto de Biol6gia Funcional y Genémica/CSIC Universidad
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de Salamanca) késziiltek. A képeket Olympus DP-70 fényképezdgéppel készitettiik és a
hozza tartoz6 programmal dolgoztuk fel.

A mikroszképos vizsgalatokhoz a sejtek egyarant lehettek folyékony tdpoldatban és
szilard taptalajon tenyésztve, amelyek lehettek YEL, YEA, EMM, EMMA, YNB tipusu
tapkozegek. Az adott tenyésztési koriilményekre az eredmények fejezetben mindenhol kiilon

kitérek.

3.7.1. DAPI festés

A mobdszert Moreno és mtsai (1991) lefrdsa szerint alkalmaztuk. Az 1 mg/ml-es
DAPI torzsoldatot MilliQ vizzel 100x-dra higitottunk. 10 pg/ml-es oldatot kaptunk. A
sejteket mostuk desztilldlt vizzel, centrifugdltuk 4000 rpm-mel 2 percig és 70% (v/v)
etanolban vettiik fel 6ket 30 percre. Az oldathoz 10 pg/ml-es DAPI oldatot adtunk 20 x-os
higitdsban. Targylemezre 3 pl festett sejtet cseppentettink és feddlemezzel lefedve

vizsgaltuk 6ket fluoreszcens mikroszképpal.

3.7.2. Calcofluor festés

A mobdszer lefrdsdhoz Moreno és mtsai (1991) cikkét haszndltuk fel. A sejteket
centrifugéltuk 3500 rpm-mel 5 percig. A pelletbél 3 pl-t dsszekevertiink 0,1-0,5 pg/ml
végkoncentracidban calcofluorral. A sejtek tdrgylemezre kihelyezve fluoreszcens

mikroszkdppal vizsgdlhatéak voltak.

3.7.3. Sejtek és hifak morfologiai vizsgalata

A vizsgilat MMA szilard taptalajon tortént (YNB with amino acids és leucin,
adenin, uracil, hisztidin tartalmd) egy éjszakdn 4t tart6 25 °C-on torténd inkubdlds utdn (ezen
a hdfokon lassabban nének). A minimal tiptalaj alkalmasabb mikroszképi vizsgédlatokhoz,
kevesebb zavaré tdpanyagkomponenst tartalmaz, mint a komplex. A Petri csészébe
targylemezt helyeztiink, és olyan vékonyan ontottiik a tdptalajt, hogy a feddlemezt éppen
elfedte. Erre szélesztettiik ki a sejteket, amelyekbdl elézdleg egy kacsnyit eloszlattunk
folyékony MML tdpoldatban. Szélesztés utdn megvartuk, mig a sejtszuszpenzié megszdrad a
taptalajon, és egy langon athiizott fedSlemezt helyeztiink rdjuk. Igy a sejtek egy rétegben

nottek, amely megkonnyitette mikroszképos vizsgalatukat.
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A hifdkat is hasonl6 moédon vizsgaltuk. Itt a siirli sejtszuszpenziéb6l 2-3 pl-t
cseppentettiink a tdrgylemezre. A cseppek beszdraddsa utdn ldngon athuzott feddlemezt
helyeztiink a cseppekre. 30 °C-on 8-10 nap utdn megjelentek a hifdk, amelyek invaziv hifdk
voltak, és egy rétegben ndttek, igy konnyebben vizsgilhatéak mikroszképban. A
mikroszképos képek készitése sordn, ahol tudtunk faziskontrasztot hasznéltunk, de mivel a
hifak sokszor egymads felett és alatt is nOnek a tiptalajban, ezért nehéz mindig j6 mindségi
faziskontrasztos képet késziteni. Ebben az esetben fénymikroszképos felvételeket
készitettiink. A hifadarabolddds vizsgélata gy tortént, hogy a mér kialakult hifdk elé Iyukat

fartunk az agarba és 2-3 pul YEL tdpoldatot cseppentettiink bele.

3.7.4. Mikroszképikus time-lapse (“folyamat-kiovetéses”) analizis

Az el6z6 3.7.3. fejezetben leirt Petri csészéket haszndltuk YEA tdptalajjal. Leoltds
utdn leégetett fedSlemezt helyeztiink a sejtekre és vizsgdltuk Sket mikroszképban. 10

percenként készitettiink fényképet az 0sztdédo sejtekrol.

3.8. Bioinformatikai médszerek

A Sch. pombe Seplp, Ace2p, Agnlp, Englp, Mid2p fehérjéihez hasonldé Sch.
Jjaponicus fehérjék szekvencidit tblastp (NCBI. adatbézis) programmal kerestiik meg. A
Broad Institute honlapjan is megtaldlhatéak a Sch. japonicus genomszekvenaldsabol
szarmazd adatok, melyeket szdmitégéppel annotaltak. A szekvencidk globdlis illesztését az
NCBI adatlapjan elérheté Needleman-Wunsch globélisan 0sszehasonlité algoritmusaval
végeztik  (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/). A globdlis illesztés teljes hosszukban
0sszehasonlitja a két szekvencidt iires helyek Un. gap-ek behelyezésével. Nem ad teljes képet
a két szekvencia valés hasonlésdgardl, ugyanis a hasonlé funkcidkra az azonos
fehérjeszekvencidk un. domének megléte adhat magyardzatot, amelyet szekvencidk lokdlis
illesztésével lehet megallapitani. A lokdlis illesztés a szekvencidk egyes régidit hasonlitja
Ossze, keresvén a nagy hasonldsagi doméneket. A lokdlis illesztésekhez a NCBI adatbazis
Blast bl2seq algoritmusat haszndltuk. A Blastp algoritmussal kerestiink a szekvencidban
konzervativ doménokat. A BLAST program az alapértelemezett BLOSUM 62 szubsztitticios

matrixot hasznalta az elemzések soran.

59



3.9. Egyéb modszerek

3.9.1. Vakuumcentrifugalas

A vakuumcentrifugdldshoz UNIVAPO 100 (UNI EQUIP) centrifugit és hozza
tartoz6 UNIJET II. REFRIGERATED ASPIRATOR (UNI EQUIP) vizes vikuumkészitd
rendszert haszndltunk. A transzformdldshoz megfeleld toménységli DNS eldallitdsahoz

alkalmaztuk. 150 pl mintat kb. 40 perc alatt toményitettiink 20-30 pl-re.

3.9.2. Szedimentacios kisérlet

A kisérlet ismertetése Dekker és mtsai (2004) cikkében megjelent mddszer alapjdn
torténik. Az altalunk Iétrehozott Sch. japonicus mutinsokat YEL-ben, illetve MML-ben
(Yeast nitrogen base with amino acids, leucin, uracil, hisztidin, adenin) tenyésztettiik 200
rpm-mel razatva 28 °C-on egy éjszakdn 4t. Az Sch. pombe ace2® komplementacids
kisérletben pedig EMML-ben tenyésztettiik a pREP-pel transzformalt és kontroll torzseket
(vad tipus, ace2A Sch. pombe) az uracil auxotréfia miatt, 200 rpm-mel rdzatva 30 °C-on egy
éjszakan at.

Misnap megmértiik CO75colorimeter (WPA) fotometrids késziilékkel Asgp-en a
sejttenyészetek abszorbancidjit, ami 1-1,5 értékek kozott volt. Azzal a tdpoldattal, amiben
tenyésztettiik a sejteket, bedllitottuk a tenyészetek slirliségét ODsqy=1-re. Minden torzsnél 3
parhuzamos mérést végeztiink. Az els6 mérés eldtt a tenyészeteket felrdztuk. 2 percenként
mértiik az egyes torzsek ODsgy értékét. A mérés végén megallapitottuk azt az idStartamot,
amely alatt az adott torzs, eredeti 1 ODsyy értéke a 80%-dra illetve 50%-dra csokkent. A

kapott adatokat dbrazoltuk grafikonon Microsoft Excel program segitségével.

3.9.3. Sejtszamlalas

A mikroszképi képek alapjan megszdmoltuk az altalunk 1étrehozott Sch. japonicus
mutansokban az egyedi sejtek, két szeptummal rendelkezd sejtparok, illetve tobb szeptumos
sejtlancok ardnyat a vad tipusu torzshoz viszonyitva. Azokat a sejteket vettilk figyelembe,
amelyekben teljes szeptum taldlhaté. A kiilonbozd tipisu sejtek ardnydt dbrazoltuk
grafikonon Microsoft Excel program segitségével. Minden egyéb statisztikai miiveletet (pl

kétmintds egyfarkd t-préba; 4.4.2.4. fejezet) is ezzel a programmal végeztiink.
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4. Eredmények és megbeszélésiik

4.1. A Sch. pombe sejtszeparacios gének lehetséges ortoléogjainak azonositasa és

szekvenciaelemzése a Sch. japonicus genom-szekvenciajaban

4.1.1. A Sch. pombe sejtszeparacios génjeinek azonositasa a Sch. japonicus genom-

szekvenciajaban

A Sch. pombe sejtszeparacids génjeinek feltételezheté homolégjait a Sch. japonicus-
ban az NCBI adatbézisban [l14sd 3.8. fejezet] Blast keresd szolgéltatdsa segitségével kerestiik
meg. A kereséshez nem a gének nukleotidszekvencidjat, hanem a géntermékek
aminosavsorrendjét hasznéltuk. A legnagyobb hasonlésdgi értékeket mutaté taldlatokat az 8.

tablazat tartalmazza.

4.1.2. A Sch. japonicus feltételezheté sejtszeparacios fehérjéinek szekvencia-elemzése

Valamennyi azonositott Sch. japonicus aminosavszekvencidt 0sszehasonlitottuk a
Sch. pombe aminosavszekvencidkkal globdlis és lokdlis illesztési programokkal. A globalis
illesztéssel arra kerestiik a valaszt, hogy a fehérjék teljes hosszisagit figyelembe véve,
milyen mértékii a hasonl6sag a fehérjék kozott. A lokalis illesztéssel a konzervalt régidkat és
a funkci6é szempontjabol valdsziniileg fontos doméneket igyekeztiink megtaldlni. Globalis
illesztéshez a Needlemann-Wunsch algoritmust haszndltuk. A globdlis illesztéssel kapott
hasonldsdgi eredményeket a 8. tablazat tartalmazza. A lokalis illesztéshez az NCBI
adatbdzisndl elérhetd bl2seq nevii blast algoritmust vettiik igénybe. A kapott hasonld
régidkra vonatkozé eredményeket a 9. tablazat tartalmazza.

Az ,azonossdg” a két szekvencidban megtaldlhaté azonos aminosavak szdzaléka a
teljes fehérjeszekvencidra vonatkoztatva. A pozitiv aminosavak a nem azonos, de hasonld
karakterli aminosavakat jelenti (savas, bdzikus, poldros, apoldros, aromds). Az E (expect
value) mutatja annak a valdészintségét, hogy az adott adatbdzisban a taldlat homolégia
(hasonlésdg) a véletlen mive legyen. Egynél nagyobb szdm esetén a kimutatott
hasonl6ségnak nincsen semmi jelentésége. 1x107'° és 1x10™° E érték kozott mar szignifikans

homolégidrél beszélhetiink [NCBI, glossary].
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8. Tablazat

A Sch. pombe sejtszeparacids gének altal kodolt fehérjék valdszinli megfeleldi a Sch.

Jjaponicus-ban és a hasonlésdg a két teljes fehérjére vonatkoztatva Needlemann-Wunsch

algoritmussal vizsgélva.

Sch. pombe Sch. japonicus Teljes fehérjék kozotti hasonlésag
Fehérje Gén Fehérje Gén Azonossag Pozitiv aminosavak

(%) (%)
sepl” si

Sepl (SPBCAC3.12) Seplp SJAG_03143.2 29 44
ace2” si

Ace2 (SPAC6G10.12¢) Ace2p SJAG_02252.2 31 44
engl * Si

Engl (SPACS21.09) Englp SIAG_00667.2 57 72
agnl * Si

Agnl (SPAC14C4.09) Agnlp SJAG_03444.2 73 84
. mld2+ . Sj

Mid2 (SPAPYUGT.03¢) Mid2p SJAG_00118.2 43 59

9. Tablazat

Hasonl6 régidk a Sch. pombe és a Sch. japonicus fehérjeszekvencidkban BLAST

programmal vizsgalva.

Osszehasonlitott fehérje
Fehérjék hossza Hasonl6 régiok
(aminosav)
Név Régidk a Hasonlésdguk a Sch. pombe régiokkal
Sp Sj Sch. japonicus — ~ Poritt
fehérjében R;og;;(z)lljeabiilh ' AZO(I};)Ssag aminosavak E érték
- 0 (%)
8-199 75-217 48 56 7x10%
453-535 453-535 40 59 9x10°"
Seplp 663 697 660-690 102-132 25 51 5.7
424-456 549-581 21 48 8.3
591-611 331-347 57 61 9.0
406-525 414-533 70 84 5x108
71-164 80-170 33 48 0.019
Ace2p | 533 536 340-381 287-327 34 50 023
54-67 236-249 36 50 8.6
5-1006 4-1015 57 72 0,0
1 9
Englp | 1016 1007 782-831 967-1016 50 58 2x10™
Agnlp 424 424 1-424 1-424 73 84 0,0
Mid2p | 704 779 18-768 14-701 43 60 4x107%
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A bl2seq algoritmussal azonositott konzervaltnak t{ind szakaszok kozott lehetnek

olyanok, amelyek funkciondlis doméneknek felelnek meg. Ennek tisztdzasa érdekében az

NCBI adatbazis blastp algoritmusat hasznaltuk fel, amely kimutatja, hogy egy fehérje

tartalmaz-e ismert doménnek megfeleld szekvencidt. Az eredmények az 18. abran lathatéak.

A Sch. japonicus és Sch. pombe sepI™ génjében taldlhat6 egy fork-head DNS-ko6t8

domént kédol6 rész mindkét szekvencia elején (A 18. abran FH-val jel6lve). Az ace2®

génekben megtaldlhat6 egy cink-ujj domént k6dold szakasz mindkét fajban (18. abran

COG5048 jelii, sziirkével jeldlve). Az engl™ szekvencidban egy eukariéta B-1,3 glukandz

szupercsalddba tartozo6 (18. abran Glyco_hydro_81 superfamily) és harom szénhidratkoto

domént kédolé szekvencia (18. abran Carb_bi kékkel jelolve) taldlhat6 nagyjabol

ugyanazokon a helyeken.

I e — P LT | (L ST | S i

Ash__u DNS kétohelyek

t m 20 e
L i 1 | I 1

Sch. pombe Seplp

Sch. japonicus Seplp”

DNS kotshelyek

P supardamily

Sch. pombe Acelp

" Sch. japonicus Ace2p®

Sch. japonicus Englp®

Sch. japonicus Agnlp

Si

i i i i
o coGseds
1 s EY 78 50 a8 £ o7s e
{ i i T | Y S SRR | ST | Sch. pombe Englp
( Glyco_hydro_81 superfamily )
1 s e o s o m o e
C Glyco_hydro_81 superfamily (2D &5
' s 1= 25 an 75 2
! ! ! | Sch. pombe Agnlp
( Glyco_hydro_71 superfamily b]
T ST S L T SO T 4 " P T i i
( Gluco_hudro_71 superfamily )

| DUF1769 | PH
T NS . B By S, |
AL
ANLAL MR
[P ]
Y v — PH
18. abra

Sch. pombe Mid2p

Scit. japonicus Mid2p%

A domének elhelyezkedése a Sch. pombe és Sch. japonicus sejtszeparacids fehérjékben.

Részletesen a szovegben mutatjuk be [NCBI Conserved Domain adatbézis szerint].

63



Az agnl™ génszekvencidkban taldlhaté egy o-1,3 glukandz szupercsalddba tartozo
domént k6dolé rész (18. abran Glyco_hydro_71 superfamily). A mid2* génszekvencidkban
megtaldlhaté egy un. pleckstrin homoldg domén (18. abran PH-val jel6lve) és egy anillin
tipusu fehérjékre jellemz6 domén (18. abran DUF1709 megjel6lés) nagyjabol ugyanazokon
a helyeken. Az egyes domének funkci6éjat méar az irodalmi bevezetésben részletesen

ismertettiik.
4.1.3. A Sch. japonicus sejtszeparacios génjeinek szekvenciaelemzése

Miutén a Sch. pombe fehérjék aminosavsorrendje segitségével sikeriilt megtaldlnunk
a Sch. japonicus-ban feltehetdleg szintén sejtszepardcids feladatokat ellatd fehérjéket,

elvégeztiik az 8ket k6dol6 gének szekvenciaelemzését is.

asagtaagttttocttttgttetataacgattgtotgtttactactetotatetgotygogtgtttttgetts 72

L M L H E o] Y
. TCG TTA ATG TTA CAC GAG GAC TAC

Q B D T L Q
CAR GAG GAC TAC TTG CAAR CC

]

TCT ¢

E 3 V
5G CTC GAG GAT CCA TAC TCT CTT GTT TTT TCC TCG

P P 3 5 E L M 3 Q L E 3 D i L 128

CA Ccc l.'f-,‘.-\ TCT 'l'E-Z".‘ [Z"—.‘L‘ CTC ATG TCT CAG CTT E.'f-,‘i.‘ AGT GAC CCC TTG 879

19. dbra
A Sch. japonicus ace2® gén eleje és prométer régidja. Pirossal jelsltiik a 4 lehetséges kezdd

metionin aminosavat, kékkel lathatéak a feltételezett Sep1p transzkripcids kotohelyek.
A szekvencia elemzések sordn megvizsgaltuk a gének illetve prométer régidk

szerkezetét. A génszerkezet vizsgilata soran az ace2® gén esetében négy feltételes start

kodont taldltunk a gén elején (19. abra). Mi a lehetséges leghosszabb DNS szekvenciét
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haszndltuk a kisérleteink sordn. A gének prométer szekvencidinak elemzése a kovetkezd

fejezetekben taldlhatd.

4.1.3.1. Feltehetéen Sep1™ transzkripciés kotohelyek a Sch. japonicus ace2” génjében

Alonso-Nufiez és munkatdrsai (2005) leirtdk a Seplp transzkripcids kotShelyeket
(TGTTTAC) az ace2* gén promoter régidjdban (20. dbra).

500 -500 400 -300 200 100 P TGTTTAC

5 ¥ 1SR |
T s e { ace? {

20. abra
A Sch. pombe Seplp transzkripcids faktor kotShelyeinek elhelyezkedése az ace2” gén

prométerében [Alonso-Nuifiez és mtsai, 2005].

-500 -400 -300 -200 -100 O TGTTTAC
i i i i l | GTAAACA
o EES, & —H ace2”

21. abra

Az Sch. japonicus Seplp™ transzkripciés faktor lehetséges kotéhelyeinek elhelyezkedése az

Si o4 .
ace2™ gén prométerében.

A Sch. japonicus ace2® génjének prométer régiéjaban TGTTTAC és inverz
komplementer GTAAACA szekvencidkat kerestiink, és dbrdzoltuk a 21. abran. Lithatd,
hogy a Sch. japonicus ace2® prométere hét darab feltételes Seplp konszenzus kotéhelyet
tartalmaz, mig a Sch. pombe-€ csak o6tot. Elhelyezkedésiiket tekintve mindkettében van
kotdhely -500 és -400 kozott egy darab, -300 koriil egy darab, -300 és -400 kozott a Sch.
pombe-ben kettd, mig a Sch. japonicus-ban hdrom darab, -300 és -200 kozott is
mindkettében van egy, mig a Sch. japonicus-ban -200 és -100 kozott taldlhaté egy, amely a
rokonfajban nincs meg. Ez alapjan val6szinisithetd, hogy a Sch. japonicus-ban az ace2® gén

a Seplp¥ transzkripcids faktor szabalyozdsa alatt 411, hasonléan a Sch. pombe-hez.
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4.1.3.2. Feltehetéen az Ace2p™ szabilyozisa alatt all6 gének prométer régiéjanak

vizsgalata a Sch. japonicus-ban

A Sch. pombe Ace2p transzkripcids faktor befolydsa alatt 4ll6 gének promoéterében
konszenzus szekvencidju kotdhelyek taldlhatéak (ccagec) [Alonso-Nufiez és mtsai, 2005].
Megvizsgaltuk, hogy a Sch. japonicus engl®, agnl® mid2® génjének prométerében

megtaldlhat6ak-e ezek a konzervalt génszakaszok.

4.1.32.1. A Sch. japonicus engl® prométerben talilhaté Ace2p® transzkripciés
kotohelyek

A kotéhelyek elhelyezkedését a 22. abran foglaltuk Ossze. Lathatd, hogy a Sch.
pombe €s a Sch. japonicus engl™ génjének prométerében egy Ace2p kotShely ugyanazon a
helyen taldlhaté -400 bp kornyékén, csak eltérd irdnydak, a tobbi viszont nem mutat
elhelyezkedésiikben egyezést. A Sch. japonicus engl® prométere harom ilyen kotohelyet,
mig a Sch. pombe-é csak kett6t tartalmaz, és mindkettd forditott orienticidju. Az Ace2p
transzkripciés kotdhelyek az engl™ gén prométerében a két rokonfajban kiilonboznek, nem

mutatnak nagy konzervatizmust.

ccagcece

-1000 -800 -600 -400 -200 El ggctag
111 eng1¥
™ N ||
2l |7} | N]

Sch. japonicus

=
)

eng1

Sch. pombe

22. dbra
Az Ace2p transzkripcids kot6helyek elhelyezkedése a Sch. japonicus és Sch. pombe engl™

gén promoterében.
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4.1.32.2. A Sch. japonicus agnl® prométerben talilhaté Ace2p¥ transzkripcids
kotéhelyek

A 23. abran ldthat6, hogy a Sch. pombe agnl™ génjének prométerében harom, mig
a Sch. japonicus-éban egy Ace2p kotOhely taldlhats. A Sch. japonicus egy kotOhelye kozel
azonos poziciéban taldlhaté a Sch. pombe egyikével. Mindkét fajban csak egyféle irdnyud
kotShely talalhaté. Az Ace2p transzkripcids kotdhelyek az agnl™ gén prométerében a két

rokonfajban kiilonboznek, nem mutatnak nagy konzervativizmust.

-4‘|3'0 -3"00 -2?0 -1 ?0
| \ | \ E ccagec
Sch. japonicus
[N i
7 O 7 | agn1
Sch. pombe
23. abra

Az Ace2p transzkripciés kothelyek elhelyezkedése a Sch. japonicus és Sch. pombe agnl”

gén prométerében.

4.1.32.3. A Sch. japonicus mid2% prométerben talilhaté Ace2p¥ transzkripcids
kotéhelyek

A 24. abran ldthato, hogy a Sch. pombe mid2* génjének prométerében kettd, mig a
Sch. japonicus-éban négy darab Ace2p kotdhely taldlhaté. A Sch. japonicus két
feltételezhetd kotShelye atfed egymdssal (szekvencidja: ggctgget). A kotShelyek

elhelyezkedése a két fajban nem mutat hasonlésagot.
600 500 400 300 200 100

| | | | | | t e
Kl gecteg
# B L w29
Sch. japonicus
B— O md2
Sch. pombe
24, abra

Az Ace2p transzkripcids kot6helyek elhelyezkedése a Sch. japonicus és Sch. pombe mid2*

gén promdterében.
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4.2. A Sch. pombe sejtszeparaciés gének ortologjainak inaktivalasa a Sch. japonicus-ban
4.2.1. A Sch. japonicus sepI™ és eng1™ gének inaktivalasanak kozos lépései

A vad tipust Sch. japonicus (7-1) torzsbdl gDNS-t izoldltunk a 3.5.1 fejezet szerint.
Adott primereket (a konkrét primereket 1d4sd a gének sajit fejezetében) haszndlva PCR-rel
felszaporitottuk (3.5.2. fejezet) a Sch. japonicus sepl® és engl® gént. A rekcidhoz Pfu
(Fermentas) polimerazt haszndltunk. A PCR hdmérsékleti kondiciéi a kovetkezdk voltak: 1.
1épés: 94 °C, 3 perc; 2. 1épés: 94 °C, 30 masodperc; 3. I€pés: 55 °C, 20 masodperc; 4. 1épés:
72 °C, 4 perc; 5. 1épés: 2-4 1épés 30-szor ismételve; 6. 1épés 72 °C, 10 perc; 7. 1épés 4 °C, .
A keletkezett PCR termék méretét agardz gélelektroforézissel ellendriztiik (3.5.3. fejezet). A
PCR primerekbe adott restrikcidés enzim hasitéhelyeket (a konkrét hasitéhelyeket ldsd a
gének sajat fejezetében) terveztiink a késObbi klonozasi 1épésekhez. A két gént koztes
1épéssel vagy anélkiil a pUCI18 vektorba klénoztuk. A klénozdsok sordn elértiik a pUCI18
vektorban taldlhat6 HindlIll felismerdhely eltdvolitasit, ami a vektorban a Ndel és Sall
helyek kozott taldlhat6 (14. abra). A HindlIIl hasitohely eltavolitasdra azért volt sziikségiink,
mert a megléte zavarta volna a beépitett gének megszakitdsat, amihez a sepl®—ben és engl®-
ben taldlhat6 HindlIll helye(ke)t vettiik igénybe. Ennél a helynél felnyitottuk a pUC18-sepl™
és pUC18-engl® vektort, hogy beépithessiik a felnyitds helyére a Sch. pombe ura4* génjét.
Az utébbit a KS-ura4 vektorbél (15. 4bra) vagtuk ki HindlIll hasitassal. Az ura4®
beépitésével megszakitottuk a Sch. japonicus sepl® és engl® génjét. Az igy kapott
sepl™:urad® engl™::ura4* génkiiitéses kazettdt adott restrikciés enzimekkel (a konkrét
restrikciés helyeket 1d4sd a gének sajat fejezetében) kivagtuk a plazmidbdl, és linedris
fragmentumként hasznéltuk a Sch. japonicus ura4~ (7-252) torzs transzformdldsdhoz. A
megfeleld koncentracigji DNS eléréséhez vakuumcentrifugdt hasznéltunk (3.9.1. fejezet). A
transzformdlds elektropordtoros mddszerrel tortént a 3.5.6. fejezet leirdsa alapjan.
Transzformélds utdn a sejteket EMMA tdptalajra szélesztettiik, és a csészéket 30 °C fokon
inkubdltuk 5-7 napig. Ezen a t4ptalajon csak az olyan sejtek hoznak 1étre telepeket, amelyek
genomjdba beépiilt a génkiiitéses kazetta mert a megszakitdshoz hasznélt Sch. pombe ura4™
gén képes komplementalni az Sch. japonicus ura4> mutéciéjat [Furuya és Niki, 2009].

A kapott prototrdf telepekbdl (transzformansokbol) gDNS-t izolaltunk, és PCR-rel
ellendriztiik a sepl®::ura4* és engl®::ura4” génkiiitéses kazetta genomba épiilését. A PCR -
hez a DreamTaq DNA polimerase (Fermentas) enzimet haszndltuk. A hdmérsékleti

kondicidk a kovetkezék voltak: 1. 1épés: 95 °C, 3 perc ; 2. 1épés: 95 °C, 30 mdsodperc 3.
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1épés: 55 °C, 30 masodperc; 4.1épés: 72 °C, 4 perc; 5. 1épés 2-4 1épés 30-szor ismételve; 6.
1épés: 72 °C, 10 perc; 7.1épés 4 °C, . Az ellendrzéshez adott primereket haszndltuk (a
konkrét primereket lasd a gének sajat fejezetében). A véarhat6 PCR termék hosszat
kiszamoltuk és Osszehasonlitottuk a kapott PCR termék méretével a génkilités

sikerességének megéllapitdsdhoz.
4.2.1.1. A Sch. japonicus sepI™ génjének megszakitisa

A SjapseplF és SjapseplR (3. tablazat) PCR primereket haszndlva tortént (25.
abran pirossal jelolve) a Sch. japonicus sepl® gén felszaporitdsa. A keletkezett PCR
terméket tompa véggel ligaltuk a pJET1.2. vektorba a Clone Jet Kit (Fermentas) utasitdsai
szerint. A PCR primerekbe Ndel és Sall restrikcids enzim hasitéhelyeket terveztiink (3.
tablazatban pirossal jelolve), igy ezzel a két enzimmel emésztve a pJET1.2-sepI® vektort
olyan ragadds végekkel rendelkezd fragmentumot kaptunk, amely tartalmazta a gént és
beépithetd volt a hasonlé médon felnyitott pUCI8 vektorba. Ennek a két enzimnek a
haszndlatdval elértiink egy madsik célt is, a pUC18 vektorban taldlhaté HindlIII felismeréhely
eltavolitasat, ami ugyanis a vektorban a Ndel és Sall helyek kozott talalhaté (14. abra). A
Sch. japonicus sepl™ gén a 760. bp-ndl tartalmaz egy Hindlll restrikciés enzim
felismerShelyet (25. abra). Ennél a helynél felnyitottuk a pUCI8-sepl® vektort, hogy
beépithessiik a felnyitds helyére a Sch. pombe ura4* génjét. Az utébbit a KS-ura4 vektorbdl
(15. abra) vagtuk ki HindIll hasitdssal. Az ura4® beépitésével megszakitottuk a Sch.
japonicus sepI® génjét. Az igy kapott sepI™::ura4 * génkiiitéses kazettat (25. bra) az Ndel
és Sall restrikciés enzimekkel kivagtuk a plazmidbdl, és linedris fragmentumként hasznaltuk

a Sch. japonicus ura4™ (7-252) torzs transzformalasahoz.

SiapseplF
;\'dei\\_ T‘"*““‘") 5
1.bp VT T 254, bp
S 7 EATE T AT
W6 bp
To0 bp Hindlll Hindlll 1334 bp hﬂn
SjapseplR
22 kb primer
25. abra

A sepl¥::ura4* génkiiitéses kazetta feltételezett szerkezete a genomba integraldva.
Pirossal jeloltiik a gén amplifikdldsahoz sziikséges, zolddel a kazetta megfeleld helyre
torténd beépiilésének ellendrzésére alkalmas primereket

(az dbra nem méretaranyos).
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000 bp
1500 bp

vt sep?:uras*

26. abra
A Sch. japonicus sepl® megszakitasanak ellen6rzése. A vad tipusii (7-1) és sepI™::ura4* (7-

254) torzsekbdl izolalt gDNS-sel végzett PCR termékeinek agardz gélelektroforézise.

A kapott prototrof telepekbdl (transzformdnsokbdl) gDNS-t izoléltunk, és PCR-rel
ellendriztiik a sep%::ura4* génkiiitéses kazetta beépiilését (26. abra). Az 25. abran lithato,
hogy a KS-uradF a Sch. pombe ura4* kazettaval, mig a seplrevT primer a sepl™ gén utdni
régioval komplementer. A varhat6 PCR termék mérete a 25. abra alapjan kiszamithato:
129+1334+95= 1558 bp. A 26. abran lithatd, hogy a vad tipusnél (7-1) nem képzédik PCR-
termék, mig a Sch. japonicus transzformdnsndl (7-254) 1étrejon a vdrhaté méretli sav. Tehdt a
génkiiitéses kazetta a megfeleld helyre ékelédott be, vagyis a sepl® gént sikeresen

megszakitottuk a Sch. japonicus genomjdban.

4.2.1.2. A Sch. japonicus engI™ génjének megszakitdsa részleges delécigval

A Sjenglfor és englrevujBA (3. tablazat, 32. abran piros szinnel jelolve)
primereket hasznaltuk a Sch. japonicus engl® génjének felsokszorozasihoz. A primerekbe
BamHI restrikciés enzim felismerShelyet terveztiink, a restrikciés felismerdhelyeket a
primerekben pirossal jeloltiik (3. tablazat). A PCR termék ligalasa pUC18 vektor BamH]I
helyére tortént. A pUCI18 vektor a ligdlds el6tt mddositasra keriilt. Ndel-Sall emésztéssel
kivagtuk (3.5.4. fejezet) bel6le a HindIIl helyet (14. abra), amely zavarta volna a tovabbi
klénozdsi 1épéseket, ugyanis a génbe HindlIll hellyel ligdltuk a Sch. pombe ura4™ kazettat. A
vektort a pJET1.2 Cloning kitb6l (Fermentas) szdrmazé blunting enzyme-mel kezeltiik, majd

a kit eldirdsa szerint ligdltuk sajat magdval. Az igy kapott vektor nem tartalmazta a HindlIl
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hasitGhelyet, ebbe klénoztuk BamHI-gyel az Sch. japonicus engl® génjét a 3.5.5. fejezet

lefrsa alapjdn.

Sjenglfor Hind111

1 pris . Hindlll
BamHl\. RO ‘/\, 130bp T - 1735.bp
Loy - T R M24.bp
T 7 TR
156 bp
1310 bp 1289 bp < N
23 kb englrevuj

primer |4
32. abra
Az engl®¥::ura4” génkiiitéses kazetta genomba épiilt feltételezett szerkezete. Pirossal jelolve

lathat6ak a felsokszorozashoz sziikséges, zolddel a helyes integracidt ellenérzé primerek

(az dbra nem méretardnyos).

2000 bp
1500 bp

vt engl¥:urad”
33. abra
Az engl® megszakitas ellenérzése. Vad tipusi (7-1) és engl™::ura4* (7-255) Sch. japonicus

torzsek gDNS-ével végzett PCR termékeinek agardz gélelektroforézise.

A Sch. japonicus engl® gén az 1310. és 1735. bp-ndl tartalmaz HindlII restrikciés
enzim felismer6helyet (32. dbra). A tovabbiakban a Sch. pombe ura4™ kazettat a Hindlll
enzimmel kivagtuk a KS-ura4 vektorbél (3.5.4. fejezet), és ligdltuk a pUC18-engl™ vektor
HindIIl helyére (3.5.5. fejezet), ami igy megszakitja az intakt engl® gént. Az igy kapott
engI¥::ura4” génmegszakitasos kazettat az BamHI restrikcis enzimmel vagtuk ki a pUC18

vektorbdl (3.5.4. fejezet), és hasznaltuk linedris fragmentumként az Sch. japonicus ura4™ (7-
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252) torzs transzformdldsdhoz. A genomba beépiilt génkiiitéses kazetta feltételezhetd
szerkezete a 32. abran lthatd.

PCR-rel ellenériztiik az engl™::ura4* génmegszakitisos kazetta beépiilését (3.5.2.
fejezet). A PCR-hez a kovetkezd primereket hasznéltuk: KSura4F primer englrevT primer
(3. tablazat, 32. abran zolddel jelolve). A PCR termékeket agaréz gélelektroforézissel
tettiik lathatéva (33. abra). Az engsj::ura4+ (7-255) mutansbdl keletkezett PCR termék
mérete 1500 és 2000 bp kozott volt, ami megfelel a varhaté méretnek, ugyanis a 32. abran
lathat6, hogy a KSuradF és englrevT primerrel 129 bp+1289 bp +156 bp = 1574 bp
hosszisagi PCR termék keletkezhet. A vad tipusu torzs (7-1) esetében nem keletkezett DNS

sdv a haszndlt primerekkel. Tehdt az engl® gén megszakitasos deléciéja sikeres volt.

4.2.2. A Sch. japonicus ace2™ génjének megszakitasa részleges delécival

A Sch. pombe ace2*-h6z hasonlé Sch. japonicus ace2™ gén szekvencidjiban a gén
elején négy feltételes ATG startkodon taldlhaté (4.1.3. fejezet). A leghosszabb lehetséges
DNS szekvencidhoz terveztiik a felsokszorozashoz sziikséges primereket. A PCR-hez eldszor
genomi DNS-t izoldltunk a Sch. japonicus vad tipusi (7-1) torzsbdl iiveggyongyos
moédszerrel a 3.5.1. fejezet lefrdsa szerint. A Sjapace2F Sjapace2R primereket (28. abran
pirossal jelolve, 3.3. fejezet) hasznaltuk az ace2® gén felsokszorozasahoz. A primerekbe
terveztiink egy Ndel (forward primer) és egy Sall (reverse primer) restrikcids enzim
felismeréhelyet a klonozashoz (3. tablazatban pirossal jelolve). A PCR-t Pfu polimerazzal
végeztiik (Fermentas) a 3.5.2. fejezet lefrdsa szerint. A hdmérsékleti kondicidk a kovetkezd
voltak: 1. 1épés: 94 °C, 3 perc; 2. 1épés: 94 °C, 30 masodperc; 3. 1épés: 55 °C, 20 mdsodperc;
4.16pés 72 °C, 4 perc; 5. 1épés: 2-4 1épés 30-szor ismételve; 6. 1épés: 72 °C, 10 perc; 7. 1épés:
4 °C, o. A PCR termék ligdldsa pJET 1.2-be (Fermentas) a kit el6irdsa szerint (Clone JET
PCR Cloning Kit) tompa véggel tortént (3.5.5. fejezet).

Az ace2¥ géndelécidhoz sziikséges tovabbi lépések a 27. abran lithatéak. Az
ace2® gént az Ndel Sall enzimmel kivagtuk (3.5.4. fejezet) a pJET1.2-ace2™ vektorbél és
ligaltuk ugyanezzel a két restrikcids enzimmel a pUCI18 vektorba (3.5.5. fejezet). Ezzel a
1épéssel kivagddik a pUC18 vektorbdl a Hindlll hely (14. abra), amely zavarnd a tovabbi
1épéseket, ugyanis a Sch. pombe ura4™ kazettajat a Hindlll enzimmel terveztiik integrélni az
ace2” génbe. Az ace2disfor acedisrev primereket terveztiik a pUC18-ace2® vektorhoz.
Pirossal jeloltiik a HindlIl restrikcids enzim felismerd helyet a primerekben a 3.3. fejezetben.

A PCR-t Pfu polimerazzal végeztiik (Fermentas). A hdmérsékleti kondiciok megegyeznek az
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ebben a fejezetben ismertetett elsé reakciééval. A keletkezett PCR termék kb. 300-300 bp-t
tartalmaz az ace2” gén elejébdl és végébél a pUCIS vektorban HindIll restrikcids
enzimfelismer6hellyel a gén két végén. A KS-urad vektorbdl (15. abra) kivagtuk a Sch.
pombe ura4™ kazettat HindlIll restrikciés enzimmel, és ligaltuk (3.5.5. fejezet) a pUC18-
ace2 plazmid Hindlll helyére. Az igy keletkezett plazmidb6l Ndel Sall enzimekkel
szabaditottuk fel az ace2%::ura4* lineris fragmentumot (28. abra). A megfelelé toménységii
DNS eléréséhez vakuumcentrifugat hasznaltunk (3.9.1. fejezet). A Sch. japonicus ura4~ (7-
252) torzset transzforméltuk az ace2¥:ura4* linedris fragmentummal elektropordtoros
mddszerrel (3.5.6. fejezet). A transzformansokat EMMA minimal taptalajra szélesztettiik, 30
°C -on inkubdltuk 5-7 napig. A kapott prototrof telepeket ellendriztiik, hogy sikeres volt-e a
génkiiités.

A genomba beékelddott ace2”::ura4* deléciés kazetta a kiilonboz6 célokra hasznalt
primerekkel a 28. abran lathat6. A géndelécid ellenérzéséhez elGszor genomidlis DNS-t
izolaltunk iiveggyongyos médszerrel a Sch. japonicus ace2™::ura4* (7-258) térzsbdl a 3.5.1.
fejezet alapjan, majd PCR-t végeztiink, amihez a KS-ura4F primert, amely az Sch. pombe
ura4® kazettdhoz hibridizél, és az ace2revT primert, amely pedig az Sch. japonicus ace2®
gént kovetd szakasszal komplementer, hasznaltuk. Egy masik PCR-t végeztiink az ace2® gén
felszaporitdsdhoz sziikséges primerekkel (ace2for és ace2rev) is, amellyel bizonyitani lehet a
génkiiitéses kazetta beépiilését a genomba, de nem elegendd a helyspecifikus beékelddés
kimutatdsdhoz. A PCR-t a 3.5.2. fejezet lefrdsa alapjdn DreamTaq DNA polimerase
(Fermentas) enzimmel végeztiik. A hdmérsékleti kondicidk a kovetkezok voltak: 1. 1épés: 95
°C, 3 perc; 2. 1épés: 95 °C, 30 masodperc; 3. 1épés: 55 °C, 30 masodperc; 4. 1épés: 72 °C, 4
perc; 5. 1épés: 2-4 1épés 30-szor ismételve; 6. 1épés 72 °C, 10 perc; 7. 1épés 4 °C, «. A PCR
termékeket gélelektroforézissel tettiik lathatéva a 3.5.3.-as fejezet alapjan. Azt tapasztaltuk,
hogy a KS-uradF és aceZrevT primerekkel nem keletkezett PCR termék (30. abra, 3.
reakcid) se a vad tipus, se pedig a muténs torzs esetében. A KS-ura4F és ace2rev primerekkel
sem keletkezett termék (30. abra, 2. reakcid). A KS-ura4 és ace2for primerekkel viszont az

ace2® mutdnsban keletkezett egy kb. 500 bp nagysagu termék (30. abra, 1. reakcio).
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pJET1.2

plazmid plazmid

Ndel Sall emésztés,
ligalas

plazmid
-Hindlll

hely

plazmid
-Hindlll
hely

KS-urad

plazmid

Hindlll emésztés,
ligalas

Hindlll

plazmid
-HindIll

Sall

27. abra

A Sch. japonicus ace2® gén deléci6jdhoz sziikséges vektor-konstrukci6 elkészitésének
folyamata

(az dbra nem méretaranyos).
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SjapacelF ace2disfor aceldisrev
Nide |\\ primer > primer primer,
Lbp . ! B ; 167Lbp
— ace2” gén & vige acel¥ gén ¥vége

394 bp

T L
300 bp Hindl11 HindIIl 321 bp g
S

22 kb japacelR

primer I
28. abra

Az ace2™::ura4* génkiiitéses kazetta feltételezett genomba ékeldott szerkezete. A Sch.
pombe ura4” kazetta irdnya megegyezik az Sch. japonicus ace2™ gén irdnydval Az dbrdn
pirossal jelolve lathat6ak a felsokszorositdshoz sziikséges primerek. Vildgoszolddel jeloltiik
a kazetta helyes beékel6désének ellendrzéséhez sziikséges primereket, sotétzolddel pedig a

génkiiitéshez haszndlt primereket (az dbra nem méretardnyos).

aceldisrev
primer

SjupucelF aceldisfor
Ndel™_ Drimer primer
e é—

— T eTEmTe e ] e s v
T 1

300 bp HindlTl Hindlll 321 bp
2.2kb

1671bp

SjapacelR
primer

29. abra
Az ace2 ¥::ura4” génkiiitéses kazetta feltételezett genomba ékelédott szerkezete. Az Sch.
pombe ura4* kazetta irnya forditott helyzetli a Sch. japonicus ace2™ gén irdnyéhoz képest.
Az dbran pirossal jelolve lathatéak a felsokszorositashoz sziikséges primerek. Vildgoszolddel
jeloltiik a kazetta helyes beékelddésének ellendrzéséhez sziikséges primereket, sotétzolddel

pedig a génkiiitéshez haszndlt primereket (az dbra nem méretaranyos).

Ez azt bizonyitja, hogy az Sch. pombe ura4® kazetta valésziniileg forditva
integralodott be a HindlIIl helyeknél a delécids plazmidba. A 28. abran lathat6, hogy a KS-
uradF és ace2for primerekkel egy 129 bp+300 bp= 429 bp méreti PCR terméket varhatunk,
ami megegyezik az altalunk kapott termék méretével. Az ismertetett PCR bizonyitja, hogy a
kazetta beintegralédott a genomba, de azt nem, hogy az ace2™ gén helyére. Megismételtiik a
reakci6t a KS-uradR primerrel, amely szintén a Sch. pombe ura4* kazettdval komplementer,
csak forditott irdnyd az els6ként haszndlt KS-ura4F primerhez képest. Mdsik primerként az

ace2revT primert hasznéltuk (29. abra).
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500 bp
250 bp

1 2 3 1 2 3
vt ace2”urad”
30. abra

A Sch. japonicus ace2 ¥ deléci6 ellendrzése PCR-rel. A vad tipusii (7-1) és ace2™::ura4™ (7-
258) Sch. japonicus torzsek gDNS-ével végzett PCR termékének futtatdsa agardz
gélelektroforézissel. A (1) KS-uradF és ace2for ; (2) KS-uradF és ace2revT;

(3) KS-ura4F és ace2revT primerekkel végzett reakciok termékei.

1000 bp
750 bp

vt ace2¥:urad”
31. abra

A Sch. japonicus ace2™ génmegszakitasanak ellenérzése PCR-rel. Vad tipusi (7-1) és
ace2¥::ura4* (7-258) Sch. japonicus torzsek gDNS-ével végzett PCR termékek

gélelektroforézise KS-ura4R és ace2revT primerek felhaszndldsdval.

Azt feltételeztiik ugyanis, az eléz6ek alapjan hogy a Sch. pombe ura4™ kazetta a
Sch. japonicus ace2® génnel ellentétes orienticidban ékelédott be a génbe, ugyanis két
HindlIl hellyel tortént a ligdlas, amely megengedi mind a két orienticiét (27. abra).
Feltételezéstink helyesnek bizonyult, ugyanis a KS-ura4R és aceZrevT primerekkel
keletkezett PCR termék (31. abra). A 29. abran lathat6, hogy a PCR termék varhaté mérete
193 bp + 321 bp + 394 bp=908 bp. Az éltalunk kapott PCR termék pedig a DNS Iétra szerint
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a 750 és 1000 bp-ok kozott taldlhaté a mutdnsban, mig a vad tipusd torzsbél nem
sokszorozddott fel ekkora méretii DNS szakasz (31. abra).
Mindezek alapjan megallapithaté, hogy a Sch. japonicus ace2” génjének

megszakitdsa sikeres volt, a génkititéses kazetta a megfeleld homol6g helyre ékelddott be.

4.2.3. A Sch. japonicus agnl® és mid2" gének inaktivalasanak kozos 1épései

A delécidhoz a pF6kanM X6 (15. abra) vektorhoz terveztiink specifikus (a konkrét
primereket 1asd a gének sajat fejezetében) primereket. A primerek eleje 80-80 bp-t tartalmaz
az Sch. japonicus agnl™ mid2% gént megel6z6 és kovetd szekvencidkbol, a primerek vége
pedig a pF6kanMX6 vektorhoz komplementer [Béhler és mtsai 1998]. A PCR-t a 3.5.2.
fejezetben leirtak alapjdn végeztilk High Fidelity Enzyme-mel (Finnzyme) és a pFA6a-
kanMX6 plazmidot haszndlva templatként. A hdmérsékleti kondicidk a kovetkezOk voltak:
1. 1épés: 98 °C, 3 perc; 2. 1épés: 98 °C, 10 masodperc; 3. 1épés:55 °C, 20 mdsodperc; 4. 1épés:
72 °C, 1,5 perc; 5. 1épés: 2-4 1épés 30-szor ismételve; 6. 1épés: 72 °C, 10 perc; 7. 1épés: 4 °C,
. A kapott PCR terméket kitisztitottuk GFX oszlopon (GE Healthcare), majd toményitettiik
vakuumcentrifugdldssal (3.9.1. fejezet) a megfeleldé DNS koncentracié eléréséhez. A
transzformacidhoz a Sch. japonicus ura4” (7-252) torzset haszndltuk. A transzformalas
elektroporatoros modszerrel a 3.5.6. fejezet leirdsa szerint tortént. A transzformédnsokat YEA
csészére szélesztettiik, és egy nap utdn 4treplikdztuk YEA+100 és 200 mg/ml geneticin
tartalmd szildrd tdptalajra majd 30 °C fokon inkubdltuk O6ket 5-7 napig. A kapott
transzformédnsokbdl genomidlis DNS-t izoldltunk iiveggyongyos mddszerrel a 3.5.1. fejezet
alapjan, és PCR-rel (3.5.2. fejezet) ellenériztiik az agnl®:kanMX6 és mid2%::kanMX6
kazetta helyes beépiilését a genomba. Az ellen6rz6 PCR-hez adott primereket hasznaltuk (a
konkrét primereket 1asd a gének sajat fejezetében).

A PCR-t a 3.5.2. fejezet szerint végeztiik, és a Dream Taq DNA polimerdz enzimet
(Fermentas) haszndltuk. A hémérsékleti kondicidk a kovetkezOk voltak: 1. 1épés: 95 °C, 3
perc ; 2. 1épés: 95 °C, 30 mdsodperc 3. 1épés: 55 °C, 30 mdsodperc; 4. 1épés: 72 °C, 4 perc; 5.
1épés: 2-4 1épés 30-szor ismételve; 6. 1épés: 72 °C, 10 perc; 7. 16pés 4 °C, . A vérhat6 és
kapott PCR termékek mérétének Osszevetésébdl megallapithat, hogy a génkiiités sikeres

volt-e.
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4.2.3.1. A Sch. japonicus agnl® génjének delécidja

A deléci6hoz a pF6kanMX6 (15. abra) vektorhoz az agnljapDfor és agnljapDrev
primereket (3. tablazat, 34. abran lila szinnel jelolve) terveztiik. A primerek eleje 80-80 bp-
t tartalmaz az Sch. japonicus agnl® gént megel6z6 és kovetd szekvenciakbél, a primerek
vége pedig a pF6kanM X6 vektorhoz komplementer (34. abra) [Bihler és mtsai 1998].

PCR-rel (3.5.2. fejezet) ellenériztiik az agnl®™::kanMX6 kazetta helyes beépiilését a
genomba (35. abra). Az ellen6rz6 PCR-hez a kovetkezd primereket haszndltuk: KXtest
primer és agnlforP (34. abran vildgoszolddel jeldlve). A Kxtest primer a kanamycin génnel
komplementer az agnlforP primernek megfelelé szakasz pedig az agnl® gén prométerében

talalhat6 (34. abra).

80 bp S0bp
Sjagnlior asn1GFPfor S agnljapDrev
Bam H[\m Primer GFP-hee ﬂ hanMN -kez primer

. Llp 1275hp
————— mnd gén promter vige | agnl gén zn

agnljaplMor Qu.‘tl.‘\ hez ?’}agnl I'Nal

rimer 3 :
I I.II'II'II er

agnljapDrev 4gai gén utini fhp
primer
pFAGa-kanMX6 plazmid

agnljapDfor > 1.6 kb
primer agml gén el S0bp

hxiest
; primer

AT En

foent s pominr v

65bp -

aenl forP 1.6 kb
primer 80 I][J 80 hP

34. abra
A Sch. japonicus agnl® gén deléciéjanak stratégidja és a genomba beékelédstt génkiiitéses
kazetta feltételezett szerkezete. Pirossal jeloltiik a gén felszaporitdsdhoz hasznalt;
(komplementacidhoz), sotét rézsaszinnel a géndelécidhoz, vildgoszolddel a delécid

ellendrzéséhez, lilaval a GFP jeloléshez sziikséges primereket. (az dbra nem méretaranyos).
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750 bp
500 bp

vt agnl®A

35. abra
A Sch. japonicus agnl® gén kititésének ellenérzése PCR-rel, amit a vad tipusu (7-1) és Sch.

japonicus agnl A (7-256) trzsekbél izolalt DNS-sel végeztiink.

A 34. abra alapjan kiszamolhat6, hogy a Kxtest és agnlforP primerek 4ltal
felsokszorozhaté szakasz mérete: 65 bp + 80 bp + 517 bp, azaz 662 bp. Az 35. abran
lathat6, hogy az agnl®A (7-256) torzsbol felszaporitott PCR termék mérete kb. 750 bp, a
vad tipusb6l (7-1) nem keletkezik felszaporitott DNS ezekkel a primerekkel, tehdt a

génkiiités sikeres volt.

4.2.3.2. A Sch. japonicus mid2® génjének delécibja

A delécidhoz a pFA6a-kanMX6 (15. abra) [Bihler és mtsai,1998] vektorhoz
tervezett mid2japDfor és a mid2japDrev primereket (3. tablazat) hasznéltuk, amelyeket a
36. abran lila szinnel jeloltiink. A primerek eleje 80-80 bp-t tartalmaz az Sch. japonicus
mid2% gén megel6z6 és kovetd génszekvenciabdl, a primerek vége pedig a pFA6a-kanMX6
vektorral komplementer (36. abra).

PCR-rel ellendriztik az mid2¥::;kanMX6 kazetta beékel6dését a genomba (37.
abra). A PCR-hez a kovetkez6 primereket hasznéltuk: kanMXG6F és mid2revT (3.3. fejezet).
A kanMXG6F primer a kanamycin génnel komplementer az mid2revT primernek megfeleld

szakasz pedig az mid2% gén utan talalhat6 (37. abran vilagoszolddel jelslve).
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pFAGa-GFP-kan MX6

mid2GFPlor plazmidboz mid2GFPrev
primer R primer
Sjmid2for - Sjmid2Drey
Ba_ml-]l‘\h!_l!-_i_%i!} L:m'ul:-h\ primer H bp
1.hp 3
P B0 bp
Sjmi " kanMX-hes é ; \E{i HI1
%]mll"iﬁgjm N" . midZrevaj
P primer
Simid2brey a2 gém urdni S0bp
|rri3u‘r
pFAGa-kanMX6 plazmid N

- [ lemoycmlazels = }—

Sjmid2Dfor 1.6 kb
PYUNEY AL0it2 gim el Bibp

Kan©MXal
primer 5
296 bp
1.6 kb |.nir1.r1r1.-la .'l'
80 bp 80 bp primer

36. abra
A Sch. japonicus mid2® gén kiiitésének és GFP jelolésének stratégidja. Pirossal jeloltiik a
felsokszorozashoz sziikséges, rézsaszinnel a delécidhoz, lilaval a GFP jeloléshez,
vildgoszolddel pedig a deléci6 ellenérzéséhez sziikséges primereket

(az dbra nem méretaradnyos).

1000 bp
750 bp

vt mid2A
37. abra
A Sch. japonicus mid2® deléci6 ellenérzése. Vad tipusi (7-1) és mid2% A (7-260) torzsekbSl

izolalt gDNS-sel végzett PCR termékek agaréz gélelektroforézise.

A 36. abran lathat6, hogy a két emlitett primerrel a PCR termék varhaté mérete:
468 bp + 80 bp + 296 bp = 844 bp. A 37. dbra mutatja a PCR eredményét, hogy a mid2%4
(7-260) mutdnsban 1000 bp és 750 bp kozott taldlhaté PCR termék, melynek mérete
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megfelel a vart 844 bp-nak, mig a vad tipusban (7-1) nem lathat6 DNS szakasz ezekkel a

primerekkel. A mid2% gén kiiitése tehat sikeres volt a Sch. japonicus -ban.
4.3. A mutansok morfolégiai vizsgalata
4.3.1. A mutansok fenotipusa az éleszté-fazisban

4.3.1.1. Mikroszkoépi morfolégia

A morfolégiai vizsgdlatokhoz a Sch. japonicus 7-1 vad tipusu, valamint a 7-254
sepI®::ura4®, 7-258 ace2™::urad*, 7-256 agnld, 7-255 engl®::ura4® és 7-260 mid2A
mutdns torzseit haszndltuk. A mikroszk6pos vizsgélatok szilard MMA tdptalajon 30 °C-on,
egy éjszakdn 4t tartd tenyésztés utdn torténtek fiziskontraszt és fluoreszcens
mikroszképidval. A 38/A-C abran ldthatd, hogy a vad tipusu Sch. japonicus tenyészetében a
sejtek kiilonalléak és hengeresek. Idonként lehet sejtparokat is latni, amelyeket a koztiik levd
szeptum vélaszt el. Ezek valdsziniileg testvérsejtek, amelyeknél még nem jatszédott le a
sejtszeparacid. A mutdnsok sejtjei (38; 40; 41; 42. abrak) ezzel szemben éltaldban lancokat
alkotnak, ami arra utal, hogy ndluk a setjtszepardcié gyakran elmarad. A calcofluoros festés
utdn a szeptumok vildgitanak a fluoreszcens mikroszképban, ami azt bizonyitja, hogy benniik
nem oldddott fel az elsédleges szeptum. A mutdnsok sejtlancai idénként eldgaztak, amibdl
arra lehet kovetkeztetni, hogy a belsé sejtek a szeptumfeloldds elmaraddsa ellenére is
képesek ndni, de nem a végeiken, hanem oldal-irdnyban. A sejtek dontd része egyetlen

sejtmagot tartalmazott igy a vad tenyészetben, mint a mutdnsok tenyészeteiben.

4.3.1.1.1. A Sch. japonicus sep1™::ura4" torzs morfolégiai vizsgalata

A Sch. japonicus sepl™:ura4® torzs (7-254) mikroszkoépos vizsgalatai szilard
MMA+kiegészitd taptalajon 30 °C-on, egy €jszakdn dt tarté tenyésztés utdn torténtek. A
sejteket calcofluor és DAPI festéssel is megvizsgdltuk. A képekbdl lathatd, hogy
Osszehasonlitva a vad tipusd (7-1) torzzsel (38/A abra), amelynek hengeres sejtjei vannak,
és osztéddskor egy szeptumot tartalmaznak, a sep!® mutdns Sch. japonicus torzs (7-254)
sejtjei eldgazé lancokat alkotnak (38/D dabra). Calcofluoros festéssel (38/E abra)
megfigyelhetd, hogy tobb szeptumot, DAPI festéssel (38/F abra) pedig, hogy t6bb sejtmagot
tartalmaznak ezek a lancok. Ez a fenotipus hasonl6 a Sch. pombe sepl” mutans (2-1407) torzs

fenotipusdhoz (39/D, E, F abrak). Tehat azt feltételezhetjiik, hogy a Seplp transzkripcids
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faktor szerepe hasonlé a két rokon fajban, mindkettében részt vesz a sejtszeparicid

szabdlyozdsaban.

10pm

10pum

38. abra
A (A-C) Sch. japonicus vad tipust (7-1), (D-F) sepI¥::urad4”* (7-254) (G-1) ace2% :: ura4* (7-
258) sejtek mikroszkdpi morfoldgidja. *A, D, G’: faziskontraszt felvétel ’B, E, H':
calcofluorral festett sejtek mikroszképi megjelenése, °C, F, I': DAPI-val festett sejtek

mikroszképi fotoi.
4.3.1.1.2. A Sch. japonicus ace2%::ura4" torzs morfologiai vizsgalata

A Sch. japonicus ace2%::ura4* (7-258) torzs mikroszképos vizsgalatai szilard
MMA+kiegészitd tdptalajon 30 °C-on torténd egy éjszakan dt tarté tenyésztés utdn torténtek.
A sejteket calcofluor és DAPI festéssel is megvizsgaltuk (38/G, H, 1. abrak). A képekbdl
lathat6, hogy Osszehasonlitva a vad tipusu torzzsel (7-1), amelynek hengeres sejtjei vannak,

és osztodaskor egy szeptumot tartalmaznak (38/A, B, C. abra), az ace2%::ura4* Sch.
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Japonicus (7-258) sejtjei eldgazé lancokat alkotnak (38/G abra). Calcofluoros festéssel
(38/H abra) lithatd, hogy tobb szeptumot, DAPI festéssel (38/1 abra) pedig, hogy tobb
sejtmagot tartalmaznak ezek a lancok. Ez a fenotipus hasonlé a Sch. pombe ace2A (2—1043)
fenotipusahoz (39/G, H, I abra). Tehat azt feltételezhetjiik, hogy az Ace2p transzkripcids

faktor szerepe hasonlé a két rokon fajban, mindkettében részt vesz a sejtszeparicid

szabdlyozdsaban.

10pm

10pum

39. abra
A (A-C) Sch. pombe vad tipust (0-1), (D-F) sepl” mutdns (2-1407) (G-I) és ace24 (2-1043)
sejtek mikroszképi morfolégidja. *A, D, G’: faziskontraszt felvétel; 'B, E, H’: calcofluorral

festett sejtek mikroszképi megjelenése, 'C, F, I': DAPI-val festett sejtek mikroszkoépi fot6i.
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4.3.1.1.3. A Sch. japonicus engI::ura4* torzs morfolégiai vizsgalata

A Sch. japonicus engl®::ura4* (7-255) torzs mikroszképos vizsgalatai szilard
MMA-+kiegészit6 tdptalajon tortént egy éjszakan at tart6 30 °C-os tenyésztés utdn. A sejteket
faziskontraszt mikroszkdpidval (40/A abra) vizsgdlva l4thatd, hogy a fenotipus nem olyan
mértékben lancos, mint a sepl Surad® és ace2™::ura4® torzsek esetében (38/D-I dbra), a
sejteket nehezen lehet megkiilonboztetni a vad tipusu Sch. japonicus (7-1) sejtektdl (38/A-C
abra). A engl®::ura4* (7-255) sejtek néhol befiizédések révén kapcsolédnak egyméshoz. Ez
a fenotipus hasonlé az englA Sch. pombe (2-1401) mutdns fenotipusdhoz (40/A-C abra),
ahol a sejtek nem képesek elbontani az elsédleges szeptumot [Martin-Cuadrado és mtsai,

2003], ezért osztédas utdn egylittmaradnak.

40. abra
A (A-C) Sch. pombe engl A (2-1401), (D-F) és Sch. japonicus eng]Sj::um4+ (7-255) sejtek

mikroszképi morfolégidja: *A’ és *D’: faziskontraszt felvétel; "B’ és *E’: calcofluorral festett

sejtek mikroszképi megjelenése, *C’ és *F’: DAPI-val festett sejtek mikroszképi fotdi.

Egyes calcofluorral festett englA Sch. pombe (2-1401) (40/B abra) és engl Sura4*
Sch. japonicus (7-255) (40/E abra) sejteken latszik, hogy megfestédik a sejtek szélén az
elsddleges szeptum, amelyet nem tudnak feloldani az Englp enzim hidnydban. A calcofluor
a PB-glukdnt teszi lithat6vd, amely az elsédleges szeptumban taldlhaté nagy mértékben,

kisebb mennyiségben a sejtfal is tartalmazza, mig a masodlagos szeptumban nem fordul eld
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[Johnson és mtsai, 1973]. Az Englp protein az elsédleges szeptum elbontdsaért felelds, ami
annak hidnydban nem tud lebomlani, de valdészinii, hogy spontin is feloldédik, ugyanis
Sipiczki és Bozsik (2000) leirtdk, hogy mechanikailag széttordelt Sch. pombe sepl
mutdnsokndl a sejtfalon maradt elsddleges szeptum calcofluor festddése az idével elttinik,
tehdt az Onmagatél is elimindlédik. Tehat az Englp nem esszencidlis a Sch. pombe
sejtszepardcidjaban, nem jellemzd a szét nem valt sejtek tobbsége a mutans fenotipusnal. A
DAPI-val festett Sch. japonicus engl®::ura4* (7-255) sejtekben lathaté, hogy egy-egy
sejtmagot tartalmaznak (40/F abra). Ezek alapjan elmondhatd, hogy az Englp protein
szerepe hasonld lehet a két rokon fajban, hidnydban nem képesek elbontani az elsddleges

szeptumot.

4.3.1.1.4. A Sch. japonicus agnl® A torzs morfolégiai vizsgalata

A Sch. japonicus agnl®A(7-256) torzs mikroszképos vizsgilatai szilard
MMA+kiegészitd tiptalajon torténtek 30 °C-on egy éjszakédn dt tarté tenyésztés utdn. A
sejteket faziskontraszt mikroszkodpidval, calcofluor és DAPI festéssel is megvizsgaltuk (3.7.
fejezet). A képeken ldthatd, hogy 6sszehasonlitva a vad tipusu torzzsel (7-1) (38/A-C. abra),
melynek sejtjei hengeresek és maximum egy szeptumot tartalmaznak, az agnl® muténs Sch.
Jjaponicus sejtjei (7-256) hasonldéan a sepl Suradt (7-254) és ace2¥::ura4™ Sch. japonicus
(7-256) mutansokhoz (38/D-1. abra), eldgazé lancokat alkotnak, tobb szeptummal, a sejtek
nem képesek elvdlni egymdstdl. A calcofluor lathatéva teszi a tobb szeptumot a ldncokon
belil (41/E. abrak), mig a DAPI a tobb sejtmagot (41/F. abra). Ez a fenotipus
szembet{inGbb, mint a Sch. pombe agnlA (2—1402) mutéans fenotipusa (41/A-C. abra), ahol
a sejtek legfeljebb pdrokban dallnak, [Dekker és mtsai,2004; Garcia és mtsai, 2005].
Feltételezhetd, hogy a Sch. pombe-ben mds enzimek is részt vehetnek a szeptum
lebontdsdban az Englp-en és Agnlp—en kiviil, ezért nem mutatnak a sep/A4 és ace24-hoz
hasonlé fenotipust az agnl™ mutéans sejtek. Ugyanakkor a Sch. japonicus-ban az Agnlp-nek
nagy szerepe lehet a sejtfal elbontdsdban oszt6dé sejtek kozott mert a mutdns fenotipus a

szabélyoz6 gének (ace2”, sepl™) muténs fenotipusihoz hasonld.
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10 pm

41. abra
A (A-C) Sch. pombe agnlA (2-1402), (D-F) és Sch. japonicus agn]SjA (7-256) sejtek
mikroszképi morfolégidja: *A’ és *D’: faziskontraszt felvétel; "B’ és *E’: calcofluorra festett

sejtek mikroszképi megjelenése, *C’ és *F’: DAPI-val festett sejtek mikroszkopi fotéi.
4.3.1.1.5. A Sch. japonicus mid2 A morfolégiai vizsgalata

A Sch. japonicus mid2%A (7-260) torzs mikroszképos vizsgilatai szilard
MMA-+kiegészitd taptalajon torténtek egy éjszakédn dt tarté 30 °C-os tenyésztés utdn. A
sejteket faziskontraszt mikroszkopidval (42/D. abra) vizsgélva lathatd, hogy a fenotipus nem
olyan mértékben lancos, mint a sepl™::ura4® és ace2™:ura4” torzsek (38/D-L. abra)
esetében, a sejtek elsd ranézésre nem kiilonboznek sokat a vad tipusu Sch. japonicus (7-1)
sejtektSl (38/A-C. abra). A sejtek néhol befiiz6dések révén kapcsolédnak egymdashoz, ritkan
két szeptumot tartalmaznak. Ez a fenotipus hasonlé a Sch. pombe mid2A (2-1403) mutans
fenotipusdhoz (42/A-C. abra) annyiban, hogy azok is befiizddések révén kapcsol6dnak
egymashoz, a szeptum elbontdsa a sejtszeparacié soran tokéletlen, mert az Englp és Agnlp
enzimek lokaliz4ci6ja nem megfeleld a Mid2p fehérje szeptingylrli stabilizalé hatdsanak
hidnyaban [Tasto és mtsai, 2003; Martin-Cuadrado és mtsai, 2005]. A calcofluorral festett

Sch. pombe mid2A (2-1403) és Sch. japonicus mid254 (7-260) sejteken (42/B és E. abra)
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latszik, hogy sejtek szélén az elsdleges szeptum megfestddik, amelyet nem tudnak feloldani
az Englp enzim valdsziniileg hib4s lokalizdcidja miatt. A Sch. pombe-ben az Englp protein
az els6dleges szeptum elbontdsdért felelés [Martin-Cuadrado és mitsai, 2003], hidnydban
elvileg nem tud lebomlani, de valészinli, hogy spontdn is feloldédik [Sipiczki és Bozsik,
2000], ezért nem jellemzd az el nem valt sejtek tobbsége a mutdns fenotipusndl. A Sch.
pombe Mid2p fehérje hidnydban az Agnlp enzim is elégteleniil miikodik [Tasto és mtsai,
2003, Martin-Cuadrado és mtsai, 2005]. A Sch. pombe esetében azt valdszinisitjiik, hogy az
Agnlp-en kiviil van egy masik 1, 3 a-glukandz, ami Agnlp hidnydban is elvégzi a sejtek
kozotti sejtfal elbontasat, ezért nem annyira nyilvdnvalé az agnl mutans fenotipus (4.3.1.1.4.
fejezet). A Sch. japonicus esetében az agnl®A muticié lancos fenotipussal rendelkezd
sejteket eredményez (4.3.1.1.4. fejezet), tehdt valdszinii, hogy a fehérjének fontosabb a
szerepe, mint a Sch. pombe-ben. Ez magyardzhatja, hogy a mid2" mut4ci6 miatt is nagyobb a
két vagy tobb szeptumos sejtlancok ardnya (42/D-F. abra), mint a Sch. pombe-ben (42/A-C.

abra).

42, abra
A (A-C) Sch. pombe mid2A (2-1403), (D-F) és Sch. japonicus mid25 A (7-260) sejtek

mikroszképi morfolégidja: *A’ és *D’: faziskontraszt felvétel; *B’és *E’: calcofluorral festett

sejtek mikroszképi megjelenése, *C’ és "F’: DAPI-val festett képek mikroszképi fotéi.
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s ze 2

A sejtldncokat tartalmazd sejttenyészetek hamarabb lilepednek, mint az egyedi
sejteket tartalmazéak [Dekker és mtsai, 2004]. Megvizsgiltuk az daltalunk létrehozott
mutdnsok szedimentaciéjit. A 43. abran lathato, hogy a kiilonféle mutdnsok és a vad tipusd
(7-1) Sch. japonicus sejtek kezdeti (ODsgp=1) abszorbancidja mennyi id6 alatt csokken a 80
illetve 50%-dra. Lathat6, hogy a Sch. japonicus ace2®::ura4® (7-258) abszorbancidja
csokken a leggyorsabban, a sepl™::urad4* (7-254), agnl™ A(7-256), mid2% A (7-260),
engI¥::ura4* (7-255) torzseké egymdshoz kozel hasonlé sebességgel csokken, de a vad
tipusu (7-1) torzsnél gyorsabban. Ez az eredmény azt tdmasztja ald, hogy a Sch. japonicus

mutdnsokban sejtldncok vannak, amelyek gyorsabban iilepednek a vad tipushoz (7-1) képest.

60 1
. ZZ 80 %
é a5 § [7] s0%
] 20 §

10 \ N \ g &

0 &\\!§ §I§
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43. abra

A vad tipust (7-1) és sepI®::ura4* (7-254), ace2™::ura4*(7-258), agn1® A (7-256),

mid29 A (7-260), engl¥::ura4* (7-255) Sch. japonicus torzsek szedimentacios vizsglata.
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4.3.2. A mutansok fenotipusa a micéliumos fazisban

A Sch. japonicus szilard taptalajon 8-10 nap elteltével unipolarisan novekvé hifakat
(44. abra) képez [Sipiczki és mtsai, 1998].

44. abra
A vad tipusu (7-1) Sch. japonicus hifas novekedése YEA taptalajon 12 nappal a leoltds utdn.
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45. abra
A Sch. japonicus vad tipusi és sepl¥::ura4*, ace2%::ura4*, engl™::ura4*, agnl® A, mid2%A

torzsek hifamérete 12 nap elteltével a leoltds utdn YEA taptalajon.
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Megvizsgaltuk, hogy a muticidk hatdssal vannak-e az élesztd és micéliumos fazisok
kozotti dtvaltasra és a micéliumok novekedésére illetve morfolégidjara. Az éleszt-micélium
atvaltds idozitése és a micélium novekedési sebességének érdekében thiamine-nal
kiegészitett YEA taptalajra oltottuk a vad és a sepl™::ura4® (7-254), ace2™::ura4* (7-258)
agnl®A (7-256), mid2% A(7-260), eng1¥::ura4* (7-255) mutdns torzseket csik formédjaban.
A csészéket naponta ellendrizve megéllapitottuk, hogy nem volt szdmottevd kiilonbség sem a
micélidlis fazis megjelenésének idépontjdban sem annak ndvekedési sebességében a vad és a
mutansok kozott (45. abra). Minden torzsnél 6-7 nap milva volt elészor lathaté invaziv
micélium a feliilleten novekedd éleszt alatt és minden torzs esetében atlagban 6-7 mm

szélességli micéliumot lehetett 14tni 12 nap elteltével.

4.3.2.1. A Sch. japonicus sepl™::ura4® hifaképzésének és hifa darabolédasanak

vizsgalata

A hifdk 1étrejottét a nitrogén éhezés valtja ki, mindig a tdptalaj nitrogénben
gazdagabb részei felé nének. Ha nitrogén forrdst juttattunk a hifdk kozelébe, azok
abbahagyjdk a megnyulést, feldaraboldédnak és visszatérnek az élesztéfazisba, ahol ismét
bipoldrisan novekednek [Sipiczki és mtsai, 1998]. A Sch. japonicus sepl™::ura4* (7-254)
mutans (47/A. abra) is képez hifakat, amelyek a vad tipusu (7-1) torzs hifdihoz (46/A. abra)
hasonléan nének, mindig a szeptum alatt dgaznak el, djabb hifikat képezve. Tehdt a sepl™
gén inaktivaldsa nem befolydsolja az élesztd-hifa atvaltast és a hifanovekedést.

A tovibbiakban megvizsgéltuk, hogy a sepl™ inaktivaldsa befolydsolja—e a hifik
feldaraboléddsi képességét. Azt tapasztaltuk, a sepl™::ura4* mutans (7-254) is szeptumokat
hoz létre nitrogén hozzdadésdra a hifdiban, ugyanigy, mint a vad torzs (46/B. abra). A vad
tiptisd torzs hifdi teljesen feldarabolédnak (46/D. &abra), miutdn visszatérnek az
élesztofazisra jellemzd novekedésre (46/C. abra). A sep]Sj::ura4+ mutansban viszont a
szeptalédast nem koveti a szeptumok feloldédasa. A feldarabolédas elmaraddsa ellenére a
sejtek visszatérnek az élesztd stddiumra jellemzd bipoldris novekedésre. Erre abbdl lehet
kovetkeztetni, hogy a kozottik levd szeptumokndl oldalra kindnek, mégpedig mindkét
végiiknél (47/C és D. abra piros nyilakkal vannak jeldlve). Az utébbi az unipoléris hifaknal
nem kovetkezik be [Sipiczki és mtsai, 1998]. Azok mindig csak az egyik végiikén tudnak
noni. A késdbbiek sordn egyes szeptumokndl bekdvetkezik hasadds, azaz a hifa helyenként
feldarabolddik, ez azonban mar annak kdszonhetd, hogy a bipoldrisan ndvekedd sejtek végei

egymasnak fesziilve fizikailag hasitjdk a szeptumokat (31/E, F. abra).
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46. abra

A vad tipusu (7-1) Sch. japonicus hifai. (A) Hifanovekedés nitrogén hozzdadasa nélkiil,
illetve (B. C. D.) nitrogén forrds hozzdaddsa utdn (fény-, és faziskontraszt mikroszképi

felvételek).

4.3.22. A Sch. japonicus ace2¥::ura4”® hifaképzésének és hifa darabolédasanak

vizsgalata

A Sch. japonicus ace2¥:ura4* (7-258) torzs sejtlancokat tartalmaz (4.3.1.1.2
fejezet) az éleszt6fazisban, a sejtek nem képesek elbontani a szeptumot a sejtszeparaciéhoz.
Ennél a mutdns torzsnél is megvizsgaltuk, hogy ennek a képességnek hidnya okoz-e
véltozasokat hifds formdbdl élesztd fazisba valé atvéltaskor friss tdptalaj hozzdaddsara.
Ugyanazt tapasztaltuk, mint a Sch. japonicus sep]Sj:.'ura4+ torzs hifdi esetében. A Sch.
Jjaponicus ace2%::ura4* (7-258) hifa (48/A. abra) nitrogén hozzdaddsa nélkiil a vad tipusd
(7-1) torzs hifaihoz (48/A. abra) hasonléan né, eldgazdsok mindig a szeptumok alatt
alakulnak ki. Azt tapasztaltuk, hogy a vad tipus képes a hifdit feldarabolni (46/D. abra), mig
az ace2¥::ura4” mutns (7-258) elészor szeptumokat képez (48/B. abra), majd visszatér a
bipoldris novekedésre anélkiil, hogy a szeptumait feloldand dgy, hogy a hifa kihajt a
novekedéssel ellentétes irdnyban is (48/C, D, dbrak piros nyilakkal vannak jelolve). A hifa

idékozonkénti feldaraboléddsa valészintileg a mechanikai fesziiltség hatdsdra kovetkezik be
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(48/E és F. abra), amely nem azonos a szeptum elbontdsabdl szarmazé darabolédéssal, ami

a vad tipusnél (46/D. abra) jelenik meg.

10um

47. abra
A Sch. japonicus sepl Si::ura4* (7-254) hifa ndvekedése (A) hozzdadott nitrogén forras
nélkil; illetve (B-F) nitrogén hozzdadédsa utan. Piros nyilakkal vannak jelolve azok a helyek,
ahol a hifa a novekedéssel ellentétes irdnyban is kihajt (fény-, és faziskontraszt mikroszképi

felvételek).
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4.3.2.3. A Sch. japonicus eng1%::ura4” hifaképzésének és hifa darabolédasanak

vizsgalata

A Sch. japonicus engl®:: ura4* (7-255) sejtek néhol befiizédésekkel kapcsolédnak
egymdshoz (4.3.1.1.3. fejezet), ahol a sejtek nem képesek elbontani az elsddleges szeptumot
a sejtszeparacidhoz. Megvizsgaltuk, hogy ennek a képességnek a hidnya megjelenik-e hifés
formabdl élesztd fazisba vald atvaltaskor nitrogén forrds (YEL tdpoldat) hozzdaddsdra. A
Sch. japonicus engl®::ura4* (7-255) hifa (49/A. abra) nitrogén hozzdadédsa nélkiil a vad
tipust torzs (7-1) hifdihoz (46/A. abra) hasonléan nd, eldgazasok mindig a szeptumok alatt
alakulnak ki. Mint kordbban lattuk, hogy a vad tipus (7-1) képes a hifait feldarabolni (46/D.
abra), mig az engl®::ura4* (7-255) muténs el6szor szeptumokat képez (49/B. dbra), majd
visszatér a bipoldris novekedésbe anélkiil, hogy feloldand a szeptumait, gy hogy a hifa
kihajt a novekedéssel ellentétes irdnyban a szeptum felett is (49/C és D. abra piros nyilakkal
vannak jelolve). A hifa feldaraboldddsa végiil teljesen bekovetkezik (49 F és G. abra), de a
sejtek beflizOdéseken keresztiil kapcsolatban maradnak egymadssal, valdsziniileg azért, mert
szilard téptalajon az elsédleges szeptum nem tud feloldédni, mig vizes kozegben spontin

elimindlddik [Sipiczki és Bozsik, 2000].

4.3.2.4. A Sch. japonicus agnl® A hifaképzésének és hifa darabolédasanak vizsgalata

A Sch. japonicus agnl¥A (7-256) élesztésejtek hifds fenotipust mutattak (4.3.1.1.4.
fejezet), a sejtek nem képesek elbontani az anyasejt falat a sejtszepardcidhoz. A Sch.
japonicus agnl®A (7-256) nitrogén hozzdaddsa nélkiil novekedd hifii az 50/A. dbran
lathatéak. A hifdk a vad tipusu torzs (7-1) hifdihoz (46/A. abra) hasonléan nének, mindig a
szeptum alatt dgaznak el, djabb hifdkat képezve. Megvizsgaltuk, hogy az anyasejt faldnak
lebontdsi defektusa megjelenik-e hifa formdbodl élesztd fazisba vald 4tvaltdskor nitrogén
forrds hozzdadasara. A vad tipus képes (7-1) a hifdit feldarabolni (46/D. abra), mig az
agnl® A muténs (7-256) elészor szeptumokat képez (50/B. dbra), majd visszatér a bipoldris
novekedésre, anélkiil, hogy a sejtek szétvalnanak a szeptumokndl (50. abra piros nyilakkal
vannak jelolve), a hifa kihajt a szeptum felett is, a hifa novekedéssel ellentétes oldalon. A
hifa feldarabolédésa végiil bekovetkezik (50/F. dbra), valésziniileg a mechanikai fesziiltség

hatasdra.
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48. abra
A Sch. japonicus ace2%::ura4* (7-258) hifa novekedése (A) hozzaadott nitrogénforrds nélkiil
és (B-F) nitrogén hozzaadasa utan. Piros nyilakkal vannak jellve azok a helyek, ahol a hifa

a novekedéssel ellentétes irdnyban is kihajt (fény-, és faziskontraszt mikroszképi felvételek).
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49. abra

A Sch. japonicus eng1¥::ura4* (7-255) hifdk novekedése (A) nitrogén forrds hozzaadasa
nélkiil és (B-F) nitrogén forrds hozzdaddsa utan. Piros nyilakkal vannak jelolve azok a
helyek, ahol a hifa a novekedéssel ellentétes irdnyban is kihajt (fény-, és faziskontraszt

mikroszképi felvételek).
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50. abra
A Sch. japonicus agnl®A (7-256) hifak nivekedése (A) nitrogén forrds hozzdadésa nélkiil és
(B-F) nitrogén forrds hozzdadédsa utan. Piros nyilakkal vannak jelolve azok a helyek, ahol a
hifa a novekedéssel ellentétes irdnyban is kihajt (fény-, és faziskontraszt mikroszkopi

felvételek).
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51. abra
A Sch. japonicus mid2% A (7-260) hifdk novekedése (A) nitrogén forrds hozzaadasa nélkiil és
(B-F) nitrogén forrds hozzaaddsa utan. Piros nyilakkal vannak jelolve azok a helyek, ahol a
hifa a novekedéssel ellentétes irdnyban is kihajt (fény-, és faziskontraszt mikroszkopi

felvételek).

4.3.2.5. A Sch. japonicus mid2% A hifaképzésének és hifa darabolédasanak vizsgalata

A Sch. japonicus mid29 A (7-260) élesztésejtek néhol befiizédésekkel kapcsolodnak
egymdshoz (4.3.1.1.5. fejezet), ahol a sejtek nem képesek elbontani a szeptumot a

sejtszeparacidhoz. Ennél a torzsnél is megvizsgaltuk, hogy ennek a képességnek a hidnya
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megjelenik-e hifds formabdl élesztd fazisba valé dtvaltdskor nitrogén forrds (YEL tdpoldat)
hozzdadédsara. A Sch. japonicus mid2%A (7-260) hifa (51/A. abra) nitrogén hozzdaddsa
nélkiil a vad tipusu torzs (7-1) hifdiihoz (46. abra) hasonléan nd, eldgazisok mindig a
szeptumok alatt alakulnak ki (46. abra). Nitrogén hozzdaddsa utdn a mid2%A muténs (7-
260) hifdja eldszor szeptumokat képez (51/B. abra), majd visszatér a bipoléris novekedésbe,
anélkiil, hogy teljesen feldaraboldédott volna, igy hogy a hifa kihajt a novekedéssel ellentétes
irinyban a szeptum felett is (51. abra, piros nyilakkal vannak jelolve). A hifa
feldaraboléddsa végiil teljesen bekovetkezik (51/F. abra), valdszinlileg a mechanikai

fesziiltség hatdsara.
4.4. A Sch. japonicus gének funkcionalis tesztelése a Sch. pombe-ben
4.4.1. Expresszios konstrukciok létrehozasa

4.4.1.1. A sep1™ expressziés konstrukciék létrehozasa

A Sch. japonicus sepl® gént Ndel és Sall enzimekkel kivagtuk (3.5.4. fejezet) a
pJET 1.2.-sepI® vektorbdl, és klénoztuk (3.5.5. fejezet.) ugyanezekkel a hasitohelyekkel a
pREP1, pREP41, pREP81 expresszids vektorsorozatba (3.2. fejezet; 16. abra). A kapott
plazmidokkal a Sch. pombe seplA leul (2-1407) torzs transzforméldséat elektroporatoros
mddszerrel végeztiik a 3.5.6. fejezet leirdsa szerint. A transzformansokat EMMA taptalajon
novesztettiik. Azok a telepek néttek ki, amelyek felvették a Sch. japonicus sepl® génjét

tartalmazé plazmidot és ezaltal komplementélni tudtak a leu/ mutéciot.

4.4.1.2. Az ace2’ expressziés konstrukciok létrehozasa

A Sch. japonicus ace2® gént Ndel és Sall enzimekkel kivagtuk a pJET 1. 2-ace2”
vektorbdl (3.5.4. fejezet), és ligéltuk (3.5.5. fejezet) a pREP2; pREP42; pREP82 expresszids
vektorsorozatba (3.2. fejezet; 16. abra). A kapott plazmidokkal a Sch. pombe ace2A (2-
1043) transzformdldsat elektropordtoros modszerrel végeztik (3.5.6. fejezet). A
transzformalt sejtek szélesztése EMMA minimal taptalajra tortént. Azok a telepek, amelyek
kinéttek, felvették a Sch. japonicus ace2™ génjét tartalmazé plazmidot, mert a rajta lev

ura4” gén komplementalta a transzformalt torzs ura4” mutacidjat.

98



4.4.1.3. Az engl® expressziés konstrukciok létrehozasa

A Sch. japonicus engl® gént BamHI enzimmel kivagtuk (3.5.4. fejezet) a pUC18-
engl® (3.3. fejezet) vektorbdl, és ligaltuk (3.5.5. fejezet) a pREP2; pREP42, pREPS2
expresszios vektorsorozatba (3.2. fejezet; 16. abra). Az igy létrehozott vektorokkal
transzformaltuk az Sch. pombe engl A torzset (2-1401) elektroporatoros mdédszerrel a 3.5.6.
fejezetben leirtak alapjdn. A transzformansokat EMMA tiptalajon novesztettiik, s a kindtt
telepeket vizsgdltuk, ugyanis azok vették fel a plazmidot, melyen levé ura4® gén

komplementalta a transzformalt tdrzs ura4” mutdcidjat.

4.4.1.4. Az agnl® expressziés konstrukciék létrehozasa

Az agnl® gént BamHI és Smal enzimekkel kivagtuk (3.5.4. fejezet) a pJET 1.2.-
agnl® vektorbél, és ligaltuk (3.5.5. fejezet) a pREP2; pREP42; pREPS2 expresszids
vektorsorozatba (3.2. fejezet; 16. abra). Az igy létrehozott pREP2-agnl®, pREP42-agnl®,
pREP82-agnl® vektorokkal és az iires pREP2, pREP42, pREP82 plazmidokkal
transzformaltuk az Sch. pombe agnlA (2-1402) torzset elektropordtoros modszerrel a 3.5.7.
fejezet lefrdsa alapjan. Az EMMA tiptalajon kindtt telepeket megvizsgéltuk, ugyanis ezek
tartalmaztdk a plazmidot, melyen lev8 ura4* gén komplementélta a transzformadlt torzs ura4”

muticidjat.

4.4.2. Sch. pombe mutaciok komplementalasa Sch. japonicus géneket tartalmazé

expresszios plazmidokkal

4.4.2.1. A sep1® komplementalé hatisanak vizsgalata

A transzforménsokat megvizsgaltuk mikroszképpal (3.7.3. fejezet) EMMA minimél
taptalajon tenyésztés utdn. A morfolégiai kiilonbségek az 52. abran lithatéak a vad tipusd
Sch. pombe sejtekhez képest. (52/A. abra). Az iires pREP plazmidokkal (pREP1, pREP41,
pREP,81) transzformalt sepl™ sejtek (86, 88, 94-es transzformdnsok) nem kiilonboznek a
sepl” mutanstl (2-1407, 39. abra): a sejtek ldancokat alkotnak, sejtosztodds utdn
egyiittmaradnak (52/B. abra). A sepl® kozepes és gyenge er8sségii expresszios vektorokkal
transzformalt torzsek fenotipusdban nincs szdmottevs kiilonbség. A pREP41-sepl®,
PREP81-sepI® vektorok expresszidja mellett megfigyelhetd, hogy a sep/” mutdns fenotipus

csokken, a sejtek kevésbé alkotnak ldncokat, egyedi sejtek fordulnak el tobbnyire a
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tenyészetben (52/D. dbra). A sepl® legerésebb vektor (pREP1) expresszibjaval
megfigyeltiik a sejtek 1iz4ldsdt, életképésségiik csokkenését hosszabb ideig torténd thiamine
mentes tiptalajon tortént tenyésztést kovetden (52/C. abra). Blast programmal (3.8. fejezet)
Osszehasonlitottuk a Sch. japonicus és a Sch. pombe Seplp fehérjéinek szekvencidjét (4.1.2.
fejezet). Azt tapasztaltuk, hogy az egész proteinre vonatkoz6 hasonlésag kicsi, mindossze
29%. A fork-head domén gyakran el6fordul sok organizmus transzkripciés faktorjdban
[Weigel és mtsai, 1989], amelyek a legkiilonbozObb szabdlyozdsokban vesznek részt.
Valésziniileg a 2 faj proteinje kozotti szekvencia hasonlésdg nem elegendd a tokéletes

komplementici6hoz, ugyanis az csak egy valtozatos feladatot elldté doménre korlatozodik.

A (A) vad tipusu (0-1); (B) pREP1 plazmiddal transzformalt (94-es transzformans) (C)
PREP1-sep® plazmiddal transzformalt (92-es transzformans) és (D) pREP81-sep®
plazmiddal transzformalt (90-es transzformans) sep!” mutdns sejtek mikroszkopi

morfolégidja (fény-, és faziskontraszt mikroszkopi felvételek).
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4.4.2.2. Az ace2™ komplementil6 hatasanak vizsgalata

Az 5-6 nap milva megjelend transzformdnsokat és a vad tipust Sch. pombe (0-1) és
ace2A Sch. pombe (2-1043) torzseket szilird EMMA tédptalajon tenyésztettik a 3.7.3.
fejezetben leirt modszer segitségével 30 °C—on egy éjszakdn 4t. Majd médsnap megvizsgéltuk
a sejtek morfoldgidjat. Az 53. abran lithaté a vad tipusd (0-1) és a Sch. pombe ace2A (2-
1043) sejtek kozotti morfologiai kiilonbség. A vad tipusi (0-1) sejtek hengeresek, nem
tartalmaznak szeptumot, vagy az éppen osztéddsban 1évok rendelkeznek eggyel (53/A.
abra). A Sch. pombe ace2A (2-1043) sejtek ezzel szemben t6bb szeptumos, eldgdzd, hifés
fenotipust mutatnak (53/B. abra). Az iires pREP42 plazmiddal transzformalt Sch. pombe
ace2A sejtek (70-es transzformdns) nem kiilonboznek morfolégialag az ace2A mutdnstol
(nincs abra).

A pREP2-, 42-, 82-ace2® vektorrdl kifejez6d6 Sch. japonicus Ace2p™ fehérje
morfolégiai valtozdsokat okoz a transzformalt Sch. pombe-ben. A legerdsebb fehérje
expressziot lehetévé tevé pREP2-ace2™ dltal transzformélt sejtek (71-es transzforméns)
életképtelenek. A mikroszképikus képeken lathatd, hogy felfivodnak, lizdlnak (53/C. abra ).
A felftiivédott morfoldgiat a Sch. pombe sajit Ace2p fehérje tiltermelésekor is leirtdk [Petit
és mtsai, 2005]. Ezt a fenotipust valészinilileg az Ace2p éltal szabdlyozott Mid2p, Agnlp,
Englp célfehérjék tiltermelése eredményezi [Petit és mtsai, 2005].

A Sch. japonicus ace2® kozepes és alacsony szintli termeltetése révén a pREP42 és
pREP82-es vektorokkal (72-es és 73-as transzformdns) az Sch. pombe-ben mérséklédik az
ace2” muticidra jellemz6 fenotipus. A normadl, szeptum nélkiili, és oszt6dd egy szeptumos
sejtek szdma magasabb, mig a két és tobbszeptumos sejteké alacsonyabb a mutdnshoz
viszonyitva (53/D. abra). Ez a kiilonféle sejtek (nem szeptumos, egy szeptumos sejtpar, két
vagy tobb szeptumos sejtldnc) szdmoldsdval is bizonyithat6. Ezt a sejtszdmoldst a 3.9.3.
fejezet alapjan végeztiik. A 54. abran lathatd, hogy az ace2A és az iires pREP42 vektorral
transzformalt Sch. pombe sejtekben a két vagy tobb szeptummal rendelkezd sejtlancok
ardnya nagy a vad tipushoz viszonyitva. A Sch. japonicus ace2™ génjét tartalmazé pREP42-
ace2¥ (72-es transzforméns) és pREPSZ-aceZSj (73-as transzformans) vektorokkal
transzformalt Sch. pombe sejtek kozott pedig ezeknek a tobbszeptumos sejtdncoknak a szdma

csokken, bar nem akkora mérték{ire mint a vad tipusban 1évd szdmuk.
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53. abra

A Sch. pombe ace2A mutans fenotipusanak komplementalasa Sch. japonicus ace2®
génnel.
A (A) vad tipust (0-1); (B) ace24 (2-1043) (C) ace2A + pREP2-ace2¥ (71-es transzformans)
sejtek és (D) ace2A Sch. pombe+ pREP82-ace2™ sejtek (73-as transzforméns) mikroszkopi

morfolégidja (fény-, és faziskontraszt mikroszkopi felvételek).

A komplementaciét Dekker és mtsai (2004) altal leirt szedimentdciés mddszerrel
(3.9.2. fejezet) is megvizsgéltuk. A vad tipusban (0-1), az ace2A (2—1043) mutdnsban és a
transzformdnsokban mértiikk azt az idOtartamot, mely alatt az eredeti ODsgp-en mért
abszorbancidjuk 80% illetve 50%-dra csokken. Ugyanis a sejtldincokat tartalmazd
tenyészetek hamarabb ilepednek, igy az ODsqp-en mért abszorbancidjuk is gyorsabban

csokken.
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54. abra

Az egyedi sejtek, egy szeptummal rendelkez6 sejtparok, és a két vagy tobb szeptumos
sejtlancok ardnya a vad tipdsu (0-1), ace2A (2—-1043), illetve az iires pREP42 (70-es
transzformans), Sch. japonicus ace2® génjét tartalmazé pREP42-ace2® (72-es
transzformans) és pREPSZ-aceZSj (73-as transzformans) vektorokkal transzformalt Sch.

pombe sejttenyészetekben.

A 55. abran lithat6, hogy az ace2A Sch. pombe (2—1043) és az iires pREP42
plazmiddal transzformadlt sejtek (70-es transzformdns) gyorsan iilepednek a vad tipushoz
(0-1) képest, mig a Sch. japonicus ace2® génjét tartalmazé pREP42-ace2® (72-es
transzformans) és pREPSZ-aceZSj (73-as transzformans) vektorokkal transzformalt Sch.
pombe sejttenyészetek abszorbancidja lassabban csokken a mutdnshoz képest, ami azt jelzi,
hogy kevesebb a sejtldnc, és nagyobb az egyedi sejtek ardnya.

A kapott eredmények alapjan elmondhat6, hogy a Sch. japonicus Ace2p® képes

részlegesen komplementélni a Sch. pombe ace2 A mutans fenotipusat.
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55. abra
A Sch. pombe ace2 A komplementici6 vizsgélata szedimentaciés médszerrel.

A vad tipust (0-1) az ace24 (2-1043) és pREP42 (70-es transzformans), pREP42-ace2%(72-
es transzformans), pREP82-ace2Sj (73-as transzformdns) plazmidokkal transzformélt ace2 A
Sch. pombe sejtek abszorbancidjanak csokkenési ideje. (a nyilak azt jelzik, hogy a grafikonon

feltiinthetetd értékektol is tobb id6 alatt csokken le az abszorbancia).

4.4.2.3. Az agn1® komplementilé hatasanak vizsgalata

A transzformansokat megvizsgaltuk faziskontraszt mikroszkoépidval (3.7.3. fejezet),
és osszehasonlitottuk morfoldgiailag a vad tipust és Sch. pombe agnlA torzsekkel (2-1402).
A vad tipusu (0-1) és a Sch. pombe agnlA (2-1402) kozotti morfoldgia kiilonbség rendkiviil
kicsi (39/A. és 41/A. abrak). Mivel az Agnlp fehérje az osztdd6 sejtek kozotti sejtfal
elbontdséaért felelds, génjének mutacidjdval a sejtek nehezen bontjak el a sejtfalat, ezért nem
védlnak el tokéletesen. A sejtek egy része elvalik, mdsok parokban maradnak [Dekker és
mtsai, 2004; Garcia és mtsai, 2005]. A mutdns fenotipus nem annyira szembet{ind, mint a
sepl™ és ace2* gének mutdcidja esetében, amelyek hosszd sejtlancokat képeznek. A vadhoz
viszonyitott kis morfolégiai kiilonbség miatt a Sch. japonicus agnl®  génjének

komplementalé hatdsat nehéz bizonyitani.
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56. abra

A Sch. pombe agnl A fenotipusanak komplementalasa agnl®-vel.
(A) Sch. pombe agnl A sejtek (2-1402) (B) Sch. pombe agnlA +

pREP42-agnl Si sejtek (84-es transzformans) (faziskontraszt mikroszképi felvételek).

Az 56. abran lathat6, hogy morfol6giailag nehéz megéllapitani a komplementacié
meglétét. Szamszeriisitettiik, hogy az iires plazmiddal és a Sch. japonicus agnl® génjét
tartalmazé pREP2,42,82 vektorokkal transzformdlt sejtek kozott mennyi a pdrokban 4ll6
illetve az egyedi sejtek ardnya. Calcofluor festéssel (3.7.2. fejezet) 14thatévd tettiik, hogy
melyek azok a sejtek, amelyek valéban kapcsolatban vannak a szeptum révén, vagy csak
egymds mellé sodrodtak. A statisztikat (57. abra) az 58. abran jelolt sejttipusok
szamoldsaval készitettik az iires pREP42 vektorral illetve a Sch. japonicus agnl® génjét
tartalmazo Sch. pombe sejtekbol (84-es transzformans). Az 57. abran lathatd, hogy a Sch.
japonicus agnl® gén hatdsara csokken a szeptummal rendelkezé, illetve szét nem valt sejtek
ardnya, tehdt a Sch. japonicus Agnlp fehérje képes részlegesen komplementdlni a Sch.

pombe agnlA mutans fenotipusat.
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A Sch. pombe agnlAkomplementaldsa Sch. japonicus agnl Si génnel
A bal oldali diagram az iires vektorral transzformalt (81-es transzformdans), mig a jobb oldali
a Sch. japonicus gént tartalmazé pREP 42 vektorral transzformalt sejtek (84-es
transzformans) k6zott mutatja a szeptum nélkiili illetve az egy és tobb szeptummal

rendelkezd sejtek ardnyat. A statisztika calcofluorral festett sejtek szamoldsaval tortént.
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58. abra

A Sch. pombe agnl A sejtek mikroszk6pi morfolégidja (calcofluorral festett sejtek

mikroszképi megjelenése).
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4.4.2.4. Az engl® komplementil6 hatasanak vizsgalata

Az englA + pREP42-engl¥ (98) transzforménsokat megvizsgiltuk faziskontraszt
mikroszképidval (3.7.3. fejezet), és Osszehasonlitottuk morfolégiailag a vad tipusu és Sch.
pombe englA torzsekkel (2-1401). A vad tipusi (0-1) és a Sch. pombe englA (2-1401)
kozotti morfoldgia kiilonbség kis mértékii (39/A és 40/A. abrak). Az Englp fehérje az
osztdédd sejtek kozotti els6dleges szeptum elbontdsaért felelds, ezért a sejtek lassabban
vélnak el egymastdl [Martin-Cuadrado és mtsai, 2003]. Az elsédleges szeptum calcoflourral
jol festddik, ezért osztéddaskor nyomon kovetheté annak megléte, illetve felolddsa. Sipiczki
és Bozsik (2000) azt tapasztaltdk, hogy az elsédleges szeptum felolddsa spontdn is

megtorténik mechanikailag Osszetoredezett sepl™ torzsekben. Tehdt az Englp nem

esszencidlis a sejtosztodaskor, ezért komplemental6 hatasat nehéz vizsgdlni.

59. abra

Az engI® komplementilé hatasanak vizsgilata osszehasonlité ,,time-lapse” vizsgalattal.
(A) vad tipusi (0-1) (B) englA (2-1401) (C) engl A +pREP42-engl Si (98-0s transzformans)
Sch. pombe sejtek time lapse analizise. Az *A’és *C’ mikroszképi fényképsorozat 10 mig a

"B’ 20 percenként késziilt fénymikroszkopi vizsgélat sordn. A mérték 10 pum-es.
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A kiilonbséget a sejtosztdddsi ciklus hosszdban, a szeptumfeloldds sebességében
taldltuk mikroszkopikus time-lapse vizsgdlattal. Mértiik azt az idGtartamot ami a szeptum
megjelenése és az els6dleges szeptum elbontdsdnak kezdete kozott telt el (ekkor a sejtek még
kapcsolatban vannak egymadssal, a szeptum két oldalan ,,beftiz6dések” keletkeznek). A vad
tipusd Sch. pombe (0-1) sejt atlagosan 20 perc alatt jut el a szeptumfeloldasig (59/A
abrasorozat). A Sch. pombe englA sokkal lassabban, 40-60 perc alatt jut el a
,befiizédéses” dllapotig (59/B abrasorozat). Sch. japonicus engl® génjével transzformalt
Sch. pombe torzs (96-os transzformdns) a vad tipusndl lassabban, a mutdnsndl viszont
gyorsabban: dtlagosan 30 perc alatt jut el a szeptum megjelenését6l a kezdeti feloldas
idépontjaig (59/C abrasorozat).

Ha azt feltételezziik, hogy a kiilonféle tipusi sejtek szeptumfeloldasi sebességei
normdlis eloszldst kdvetnek, két mintds egyfarkd t-prébdval meghatirozhatd, hogy a mutins
és transzformdnsok kozott szignifikdns kiilonbség van-e a szeptumfelolddsban. Ha azonos
szorast feltételeziink a két adatsorban (mutdns és transzformdns), akkor a szeptumfeloldasi
sebesség varhatd értéke a két csoportban szignifikdns kiilonbséget mutat, markdns, p =
1,35x10”  szignifikanciaszint mellett. A kiilonbség a két csoport variancidjdnak
egyenldségére tett elofeltételiinket elhagyva is szignifikdans (p=0,0016), tehat a transzformans
szeptumfelolddsi sebessége ténylegesen gyorsabb, mint az engl  mutdnsé. Mindezt
tipusonként 10-15 sejt (egy ,,latdmezdbe” esd) mikroszképos time-lapse analizisével készitett
fot6ibdl éllapitottuk meg.

Ez alapjan feltételezhetd, hogy a Sch. japonicus Englp fehérje képes részlegesen

komplementélni a Sch. pombe eng A fenotipusat.
4.5. A Sch. japonicus gének funkcié-vizsgalata Sch. japonicus-ban

4.5.1. A sep1¥ inaktivalasianak hatiasa mas sejtszeparaciés gének miikodésére

A vad tipusi (7-1) és a sepl™:ura4* Sch. japonicus (7-254) torzsb8l RNS-t
izoldltunk a 3.5.9. fejezet leirdsa alapjdn, majd a cDNS-€ val6 4tirdsa utdn (3.5.11. fejezet)
kvantitativ real time PCR-rel (3.5.12. fejezet) megvizsgédltuk azoknak a Sch. japonicus
géneknek az mRNS szintjét, amelyek homolégjai a Sch. pombe-ben a Seplp transzkripcids
faktor pozitiv szabdlyozasa alatt allnak [Alonso-Nufiez és mtsai, 2005]. A 60. abran lithato,

hogy a sepl®:ura4* mutins (7-254) Sch. japonicus-ban az ace2¥, engl®, mid2" gének
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mRNS szintje koriilbeliil fele, az agnl® géné a harmada, az adgl® géné pedig a tizede a vad
tipus (7-1) relativ 1-nek vett mRNS szintjeihez képest.

Ez alapjan valészinisithetd, hogy ezek a gének kozvetlenill vagy kozvetve a Sch.
Jjaponicus-ban is a Seplp transzkripciés faktor pozitiv kontrollja alatt dllnak. Nem csokken a
gének expresszidja nulldra, tehdt a Seplp hidnydban is megtorténik kis mértéki
transzkripciéjuk. A cfh4® gén mRNS szintje nem kisebb a sepl::ura4* mutinsban a vad
tipus mRNS szintjéhez képest, tehdt valGsziniileg a Sch. japonicus-ban a Seplp® nem
befolydsolja ennek a génnek a szabdlyozdsit, nem 1gy, mint a Sch. pombe-ben [Alonso-
Nuiiez és mtsai, 2005]. A cfh4” szerepét még nem vizsgéltik Sch japonicus.-ban. A rokonfaj
Sch. pombe cfh4 génje (SPBC3E7.12c) a Saccharomyces cerevisae CHS4 génjével homolog
[Alonso-Nunez és mtsai, 2005], ami a kitin-szintdz III fehérje regulator alegységét kddolja
[Trilla és mtsai, 1997]. A cfh4 gén szerepe kérdéses még a Sch. pombe-ben is, ugyanis
tobben is lefrtdk [pl.: Houwink és mtsai, 1953; Bush és mtsai, 1974], hogy a sejtfala nem

tartalmaz szamottevo mértékben Kitint.
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60. abra
A sejtszepardcidban résztvevé gének mRNS szintjének meghatarozasa a sepl™::ura4* (7-
254) Sch. japonicus-ban a vad tipust (7-1) torzs mRNS szintjéhez (1-nek tekintett relativ

érték pirossal jelolve) viszonyitva qPCR-rel.

4.5.2. Az ace2’ inaktivalasanak hatdsa mas sejtszeparicios gének miikodésére

A vad tipusd (7-1) és az ace2%::urad* Sch. Japonicus (7-258) torzsbol RNS-t

izolaltunk a 3.5.9. fejezet leirdsa alapjan, majd a cDNS-¢€ val6 4tirdsa utdn (3.5.11. fejezet)
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kvantitativ real time PCR-rel (3.5.12. fejezet) megvizsgéltuk azoknak a Sch. japonicus
géneknek az mRNS szintjét, amelyek homoldgjai az Sch. pombe-ben a Seplp transzkripcids
faktor pozitiv szabdlyozasa alatt allnak [Alonso-Nufiez és mtsai, 2005]. A 61. abran lithato,
hogy az ace2::ura4® mutdns (7-258) Sch. japonicus-ban az mid2® gén mRNS szintje
koriilbeliil a fele, az agnl®™ és engl™ géneké koriilbeliil a harmada, az adgl® géné pedig a
tizede a vad tipus (7-1) 1-nek vett relativ mRNS szinjeihez képest.

Ez alapjan val6sziniisithetd, hogy ezek a gének kozvetleniil vagy kozvetve a Sch.
Jjaponicus-ban is az Ace2p transzkripcids faktor kontrollja alatt dllnak. Mivel nem csokken le
nulldra a génekrdl atirod6 mRNS-ek szintje az Ace2p hidnydban, azok valésziniileg Ace2p
nélkiil is kis mértékben kifejezédnek. A cfh4™ gén mRNS szintje nem kisebb az
ace2”::ura4* mutdnsban sem a vad tipus mRNS szintjéhez képest, tehét valészinileg a Sch.
Jjaponicus-ban az Ace2p nem hat ennek a génnek a szabdlyozdsira, nem tgy, mint a Sch.

pombe-ben [Alonso-Nuiiez és mtsai, 2005].
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61. abra
A sejtszepardcioban résztvevé gének mRNS szintjének meghatarozasa az ace2 ::ura4* (7-
258) Sch. japonicus-ban a vad tipusu (7-1) torzs mRNS szintjéhez (1-nek tekintett relativ

érték piros vonallal jelolve) viszonyitva qPCR-rel.
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4.5.3. Az agnl® gén termékének sejten beliili lokalizaciéja

4.5.3.1. Konstrukcié 1étrehozisa GFP-vel jelolt Agnlp® fehérje képzésére

Az agnl® gén kromoszomélis GFP jelolését végeztiik el a Sch. japonicus —ban, a
gén C-termindlis végén. A pFA6a-kanMX6-GFP plazmidot (2. abra) haszndltuk a PCR
reakciohoz az agnlGFPfor és agnljapDrev primerekkel (3. tablazat, 34. abran lildval és
rézsaszinnel jelolve). A forward primer eleje 80 bp-t tartalmaznak az Sch. japonicus agnl®
gén végébdl a stop kodon nélkiil, a vége pedig a pP6kanM X6 GFP plazmiddal komplementer
(34. abra). A reverse primer megegyezik az agnl® géndeléciénal hasznalt reverse primerrel
(34. abra) [Bédhler és mtsai, 1998]. A PCR reakcidhoz (3.5.2. fejezet) High Fidelity DNA
polimerase enzimet haszniltunk (Finnzyme) alapjdn és templatként a pFA6a-GFP-kanMX6
plazmidot haszndltuk. A hémérsékleti kondiciok a kovetkezok voltak: 1. 1épés: 98 °C, 3
perc; 2. 1épés: 98 0C, 10 médsodperc; 3. 1épés: 55 0C, 20 mésodperc; 4. 1épés: 72 OC, 1,5 perc;
5. 18pés: 2-4 1épés 30-szor ismételve; 6. 1épés: 72 °C, 10 perc; 7. lépés: 4 °C’ oo, A kapott
PCR terméket GFX oszlopon tisztitottuk a kit utasitdsai alapjan (GE Healthcare), majd
toményitettik vakuumcentrifugdlassal (3.9.1. fejezet) a megfeleld6 DNS koncentracié
eléréséhez. A transzformdcidhoz a Sch. japonicus ura4 (7-252) torzset haszndltuk. A
transzformdlds elektropordtoros mddszerrel tortént a 3.5.6. fejezet alapjan. A sejteket YEA
taptalajra szélesztettiik, majd egy nap mulva atreplikdztuk YEA+100 és 200 mg/ml geneticin
tartalmu szilard tdptalajra és a Petri csészéket 30 °C fokon inkubéltuk 5-7 napig, hogy a

geneticin rezisztens transzformansokat azonosithassunk.

4.5.3.2. Az Agn1p%-GFP sejten beliili lokaliziciéja fluoreszcens mikroszképiaval

A transzformansokat EMML folyékony tdpoldatban tenyésztettik 200 rpm mellett
25 fokon egy éjszakan at. Illetve 200 pl EMML tdpoldatban szuszpendaltunk egy kevés sejtet
és EMMA szildrd tdptalajra szélesztettiik Oket, s novesztettiink 25 °C-on egy éjszakén at.
Ebben az esetben a sejtek egy rétegben ndnek, ami megkonnyiti a mikroszképi vizsgédlatukat.
A mikroszképi vizsgilatok Nikon Eclipse 90i mikroszképpal GFP sziirfvel torténtek 60X
objektivvel. A kromoszomalis agnl®-GFP jelolés sordn kapott Sch. japonicus (7-261) térzs
mikroszkdpi vizsgélataival (62/C és D. abra) megdllapitottuk, hogy keletkezik fluoreszcens
protein, a jeldlés sordn és, hogy annak lokaliz4cidja nem a sejtfal kozelében volt, ahol vartuk,

hanem latszélag az endoplazmas retikulumban. Valdszinileg a GFP-toldalék olyan
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térszerkezeti véltozdsokat hoz létre, amelyek zavart okozhatnak a fehérje sejten beliili

transzportjaban (pl. nem tudja elhagyni az ER-t).
4.5.4. Az eng1® gén termékének sejten beliili lokalizaciéja

4.5.4.1. Konstrukci6 1étrehozisa GFP-vel jelolt Englp® fehérje képzésére

Az Sch. japonicus engl® gént BamHI restrikciés enzimmel kivagtuk (3.5.4. fejezet)
a pUC18-engl™ -bdl és ligaltuk a pREP42-EGFP C vektorba (3.5.5. fejezet). Ebben a
plazmidban az Englp® fehérje C-terminalis végéhez kapcsoljuk hozzd a GFP-toldalékot. A
PREP42-EGFP C-engl® vektorral transzformaltuk az ura4” Sch. japonicus torzset (7-252)
elektroporatoros moédszerrel (3.5.6. fejezet). A sejteket EMMA tdptalajra szélesztettiik,
melyen csak azok képeztek telepeket, melyek felvették a plazmidot. A plazmidon 1év8 ura4*

gén ugyanis komplementélja a transzformalt auxotrdf torzs ura4” mutacidjat.

62. abra
Az Agn1¥-GFP és Eng1¥-GFP lokalizaciéja Sch. japonicus sejtekben.
Az (A, B) ura4™ Sch. japonicus (7-252) +pREP42 EGFP C-engl illetve (C, D)

oz Aurad agnl®- GFP kanMX6 Sch. japonicus (7-261) sejtek mikroszképi morfoldgidja (A

és C: a sejtek DIC morfolégidja, B és D: a sejtek fluoreszcens mikroszképi megjelenése).
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4.5.4.2. Az Englp%-GFP sejten beliili lokaliziciéja fluoreszcens mikroszképiaval

A mikroszképi vizsgdlatok a Sch. japonicus Aura4 agnl S_GFP-kanMX6 (7-261)-
éhoz hasonldan torténtek, ami a 4.5.3.2. fejezetben keriilt lefrdsra. A Sch. japonicus ura4A
(7-252) pREP42 EGFP C-engl® vektorral tortént transzformélds utdn a GFP fehérje lathaté
volt fluoreszcens mikroszképban, de az dgy tlinik, hogy nem tudja kifejteni funkcidjat, mert
megrekedt az endoplazmas retikulumban (62. A és B abrak). A Sch. pombe-ben széllité
vaku6lumok juttatjdk el az Englp-t a sejtfalhoz, ahol az oszt6dé sejtek kozotti elsddleges
szeptum lebontdsdért felelés [Martin-Cuadrado és mtsai, 2003], a Sch. japonicus-ban is
hasonlé eredményt vartunk, de nem ezt kaptuk (sikertelen kisérlet feltételezett okat 1asd
4.5.3.2. fejezetben), ezért 4j GFP konstrukcié tervezése és létrehozasa sziikséges. Mivel az
expressziét pREP42-EGFP-C plazmiddal végeztiik, az eredményiink azt is jelzi, hogy a

pREP thiamine represszdlhat6 vektor miikddik az Sch. japonicusban is.

4.5.5. A mid2" gén termékének sejten beliili lokalizaciéja

4.5.5.1. Konstrukcié létrehozasa GFP-vel jelolt Mid2p®! fehérje képzésére

A mid2% gén kromoszémdlis GFP jelolése tortént az Sch. japonicus-ban, a gén C-
termindlis végén. Ehhez a pFA6a-GFP-kanMX6 (15. abra) plazmiddal végeztiik a PCR
reakciét mid2GFPfor és mid2GFPrev primerekkel (3. tablazat), amelyek a 36. abran
sotétlilaval lathatéak. A forward primer eleje 80 bp-t tartalmaz a Sch. japonicus mid2% gén
végébdl a stop kodon nélkill, a vége pedig a pFA6a-GFP-kanMX6 plazmiddal
komplementer. A reverse primer 80 bp-t tartalmaz a mid2® gén terminator régiGjabél kb. 50
bp-nyira a stop kodontdl, a primer vége pedig szintén a pFA6a-GFP-kanMX6 plazmiddal
komplementer (36. abra) [Bihler és mtsai, 1998]. A PCR reakcidhoz (3.5.2. fejezet) High
Fidelity DNA polimerdz enzimet hasznaltunk (Finnzyme), templdtként pedig a FA6a-
kanMX6-GFP plazmidot. A hémérsékleti kondicick a kovetkezOk voltak: 1. 1épés: 98 °C, 3
perc; 2. 1épés: 98 0C, 10 médsodperc; 3. 1épés: 55 0C, 20 mésodperc; 4. 1épés: 72 OC, 1,5 perc;
5. 16pés: 2-4 1épés 30-szor ismételve; 6. 1épés: 72 °C, 10 perc; 7. 1épés: 4 °C,0. A kapott
PCR terméket GFX oszlopon (GE Healthcare) tisztitottuk, majd toményitettiik
vikuumcentrifugéldssal (3.9.1. fejezet) a megfeleld DNS koncentracié eléréséhez. A ura4™
Sch. japonicus (7-252) torzs transzformdldsa elektropordtoros moddszerrel tortént a 3.5.6.
fejezet leirdsa alapjan. A sejteket YEA téptalajra szélesztettilk, majd 1 napos 30 °C-on

torténd inkubdlds utdn atreplikdztuk YEA+100 és 200 mg/ml geneticin tartalmd szildrd
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taptalajra és a csészéket 30 °C fokon tovdbb inkubdltuk 5-7 napig, hogy a transzforménsokat

azonosithassuk.

4.5.5.2. A Mid2p¥-GFP sejten beliili lokaliziciéja fluoreszcens mikroszképidval

Az ura43 A mid2%-GFP-kanMX6 Sch. japonicus sejtek mikroszképi vizsgalata a
4.53.2. fejezetben mér lefrasra keriilt médszerrel tortént. A Mid2p¥ gyiirtirél késziilt
fluoreszcens 3D képek Personal Delta Vision mikroszképpal késziiltek. A mikroszképikus
képeken jol lathaté a Mid2p protein gyiirii, néhol korong (63. abra).

Tehat a Mid2p-nek hasonlé szerepe lehet az Sch. japonicus éleszté formajaban, mint
az Sch. pombe-ben, ahol a szeptinekkel egyiitt alkot egy gytiriit, amely segiti az Englp® és
Agnlp¥ enzimek megfelelé lokalizci6jat, ahhoz, hogy feladatukat ellathassdk [Martin-
Cuadrado és mtsai, 2005].

63. abra
A Mid2%-GFP lokalizaciéja Sch. japonicus sejtekben.
A Sch. japonicus ura4 > A mid2 ¥-GFP-kanMX6 sejtek (7-257) mikroszképi morfolégidja (A)

a sejtek DIC morfolégidja, (B-D): a sejtek fluoreszcens mikroszképi megjelenése.
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5. Osszefoglalas

Munkank sordn a kovetkez6 eredményeket értiik el:

1.

A dimorf Sch. japonicus feltételezhetden sejtszepardcidban résztvevd génjeit
(sepI™, ace2¥, engl® agnl®, mid2¥) inaktivaltuk és megvizsgaltuk a mutdnsok
fenotipusait, amelyek hasonlénak bizonyultak a homolég génekben mutdns Sch.
pombe-éhoz. A sepl®, ace2¥, agnl® mutinsok egyértelmilen fonalas morfolégiat
mutattak az élesztéfazisban. Az engl®™ és mid2® muticidk hatésa a sejtszeparaciora
ugyanigy kevésbé szembetiind mint a Sch. pombe esetében, mivel a sejtlancképzés
kisebb mértékii. A fenotipusos hasonlésdg alapjan valdszinisitjik, hogy a Sch.
Jjaponicus-ban is hasonlé feladatot lathatnak el ezek a gének, mint a Sch. pombe-
ben, ahol a szerepiik a sejtszepardcidéban egyértelmiien bizonyitott a mutdnsok
mérsékeltebb defektusai ellenére is. Az agnl® génnek feltehetéleg nagyobb a
szerepe a Sch. japonicus-ban, mint rokonfajdban, ugyanis a létrejott mutdns
fenotipus a szabalyozégének (sepl®, ace2™) mutins megjelenéséhez hasonld.

A sejtszeparacids Sch. japonicus mutdnsoknak megvizsgdltuk a hifaképzését és
hifadarabolédédsat, s eredményeink alapjan azt feltételezziik, hogy ezek a gének
valdsziniileg nem jatszanak szerepet a micélidlis novekedésben, de részt vesznek a
micélium fazisbol az élesztéfdzisra torténd dtlépésben. Mind az ot vizsgélt
mutdnsban eltér6 moédon lépnek vissza a sejtek a vad tipusd torzshoz képest az
unipoldris fonalas novekedésbdl az élesztére jellemzd bipoldris novekedésre a
szeptum feloldadsi nehézségeik miatt. Ezek alapjan valészintisithetd, hogy ezek a
gének részt vesznek kozvetleniil vagy kozvetve a Sch. japonicus hifa-élesztd
atalakuldsanak szabalyozéasdban.

A pREP expressziGs vektorsorozat segitségével megvalésitottuk a sepl™, ace2®
agnl®, engl® gének expresszi6jat a Sch. pombe-ben, s megvizsgiltuk, hogy a
géntermékek képesek-e a homoldg génekben mutdns fenotipust komplementélni.
Mind a négy gén esetében azt tapasztaltuk, hogy részlegesen képesek
komplementdlni a rokonfaj Sch. pombe mutins fenotipusit. Ez alapjan
megallapithatd, hogy a szekvencidlis hasonlésdg a két faj sejtszepardcids génjei
kozott lehetdvé teszi a funkciondlis felcserélhetdséget is.

Kvantitativ PCR vizsgalatokkal megvizsgéltuk, hogy a két szabdlyozégénben

(sepI®, ace2™) mutans Sch. japonicus torzsekben a feltételezhetd célgének mRNS
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szintje hogyan véltozik. Azt tapasztaltuk, hogy a cfh4> gén mRNS-ének kivételével
az oOsszes vizsgalt gén (agnl®, engl® mid2% adgl™) mRNS szintje lecsokken.
Tehat megéllapithatjuk, hogy a Sch. japonicus-ban is a Seplp® és Ace2p™ fehérjék
szabélyozzik az agnl®, engl™ mid2®, adgl® gének transzkripciGs szintjét a Sch.
pombe-hoz hasonléan. A cfh4” mRNS szintjének szabalyozdsiban pedig
valdszintileg nem vesznek részt.

Megvizsgéltuk az engl®, agnl® és mid2® géntermékek sejten beliili lokalizacijat
GFP fiiziés proteinek segitségével. Az Agnl®-GFP és Engl®-GFP sejten beliili
elhelyezkedését feltehetden technikai problémak miatt nem tudtuk tisztdzni, ugyanis
a fluoreszcens proteinek latszélag az endoplazmas retikulumban lokalizalédtak.
Valészinii, hogy a GFP toldalék olyan térszerkezeti valtozasokat hoz 1étre, amelyek
zavart okozhatnak a fehérjék sejten beliili transzportjdban (pl. nem tudjdk elhagyni
az ER-t). Tovabbi kisérletek sziikségesek, hogy a miikodo fehérjék sejten beliili
elhelyezkedését vizsgalhassuk.

A Mid2% -GFP fehérje megfigyelheté volt. Egy gyiirii alaki struktirat vesz fel a
szeptum koriili régiéban, ugyanigy, mint a megfeleldje a Sch. pombe-ben. Ez
megerdsiti a feltételezést, hogy a Mid2p¥ részt vesz a sejtszepardciGban és
feltételezhetéen hasonlé szerepe lehet, mint a Sch. pombe-ben, azaz a szeptum
koriili régiéban a szeptinekkel egyiitt gyiiriit alkotva segiti az Agnlp® és Englp®

enzimek megfeleld helyre kertilését.
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6. Tovabbi tervezett vizsgalatok

1 A Sch. japonicus Mid2p¥ komplementdlé hatdsanak vizsgdlata a Sch.
pombe mid2A mutansban.

2 A Sch. japonicus Engl®-GFP, Agnl®-GFP fehérjék tényleges

lokalizacidjanak megismerése a kisérleti tényez6k optimalizdlasaval
példaul linker szekvencia beépitése a gén és a GFP szekvencia kozé, amely
segitheti a fehérje normalis érését. Mds gombdban, példaul Saccharomyces
cerevisiae-ben mar leirtak hasonlét [Funakoshi és Hochstrasser, 2009].
Késébb az Engl®-GFP, Agnl®-GFP, és Mid2%-GFP proteinek
lokaliz4ciéjanak megvizsgéldsa a Sch. japonicus fonalas formdjiban is.
Ilyen kisérleteket mds gombdkndl sem végeztek még, pedig fontos
informécidt szolgéltathatnak a patogénné valds mechanizmusardl.
Tovabba tervezziik ezeknek a Sch. japonicus fuziés fehérjéknek a
rokonfajba, Sch. pombe-be valé bejuttatisat s annak megvizsgalasat, hogy
ott képesek-e a gazda sajit fehérjéihez hasonlé gylri format felvenni,
illetve komplementélni a gazda mutdns fenotipusit.

3. A Kkiilonféle sejtszepardciés génekben (sepl™, ace2®, agnl®, mid2"
engl™) muténs Sch. japonicus torzsek komplementiciés vizsgalata a Sch.

pombe homoldg génjeivel.
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7. Summary

Schizosaccharomyces japonicus var. japonicus is a fission yeast, which belongs to
the Schizosaccharomycetales order, and its CBS 354 strain was isolated from strawberry
wine [Yukawa and Maki, 1931]. It recently became a promising modell organism in
molecular biology [Rhind et al, 2011] because its genome was completely sequenced (the
genome sequence is available in the homepage of Broad Institute). The availability of its
genome sequence allows cloning and examining of its genes.

In contrast to Sch. pombe, the life cycle of Sch. japonicus is dimorphic, which
means that it can switch from unicellular yeast-type to hyphal growth after 8-10 days of
incubation on solid medium [Sipiczki et al, 1998]. Sch. japonicus is not pathogenic, although
in some species, for example in Ustilago maydis (plant phatogen) [Bolker, 2001], Candida
albicans and Histoplasma capsulatum (human pathogens) the dimorphism is a virulence
factor [Eisenberg et al, 1996; Gow & Gooday 1987]. In spite of not being a virulence factor,
the investigation of the Sch. japonicus dimorphism could help us to understand better the
mechanism of virulence of the pathogenic dimorphic fungi, which then may enable medical
mycologists to find new anti- fungal therapies.

The final step of the cell cycle in Sch. pombe is cytokinesis during which a septum
is made at first and then the daughter cells separate by the breakdown of the primary septum
(the mature septum has a three layered structure composed of the inner primary septum and
the flanking secondary septa)[Johnson at al, 1973]. The genes, the proteins which take part in
the cell separation of Sch. pombe and their regulation have been examined intensively and
are known in details. In this process the proteins are in one signal transduction pathway
which has two main transcription factors: Seplp and Ace2p [Sipiczki et al, 1993; Martin-
Cuadrado et al, 2003]. The first described cell-separation gene was sepl®. It encodes a
transcription factor which plays role in other processes as well [Rustici et al, 2004]. The
Seplp protein contains a fork-head-type DNA binding domain and its transcipt level shows
no periodicity during the cell cycle, so it might be regulated by a post transcriptional
mechanism [Zilahi et al, 2000]. The sepIA cells are unable to seperate from each other, and
thus show hyphal growth. The ace2A cells form hyphae indistinguishable from those of
seplA and the overexpression of ace2” rescues the seplA phenotype [Martin-Cuadrado et al,
2003], indicating that the Seplp protein controls cell separation through ace2”. The ace2”

gene encodes a zinc-finger transciption factor [Martin-Cuadrado et al, 2003]. In addition to
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Seplp, two other transcription factors Fkh2p (fork-head protein) and Mbx1lp (MADS box
protein), have roles in the transcription of ace2”, most probably by repressing it during
interphase [Rustici et al, 2004; Buck et al, 2004; Petit et al, 2005]. Ace2p is
posttranslationally modified by phosphorylation and contains 11 partial and one complete
cyclin-dependent kinase (CDK) consensus sites, suggesting that Cdc2p might have a role in
its regulation [Petit et al, 2005]. Ace2p targets many genes, among others those which
encode proteins for septum cleavage (Englp, Agnlp) and Mid2p. The latter is an important
organiser of the septin ring. The engl® gene encodes an endo-B-1,3 glucanase which
degrades the primary septum. The agnl™ gene encodes an 1,3-0-glucanase which takes part
in the erosion of the cell wall around the edge of the primary septum [Martin-Cuadrado et al,
2003; Dekker et al, 2004; Garcia et al, 2005]. Mid2p protein, also regulated by Ace2p, is an
anillin homologue, which helps the exocitosis of Agnlp and Englp by organizing the
assemby of the septin ring [Berlin et al, 2003; Tasto et al, 2003].

We identified the genes encoding the homologous proteins of the above mentioned
Seplp, Ace2p, Agnlp, Englp, Mid2p in the genome sequence of Sch. japonicus. The aim of
our research was the characterisation of these genes and proteins. As Sch. japonicus is a
dimorphic organism, it would also be important to know more about the regulation of the
activity of these cell separation genes during the transitions between the yeast to hyphal
growth phases.

As a result of our work, the genes, which probably have roles in the cell separation
of the Sch. japonicus (sepl™, ace2¥, engl®, agnl® mid2¥) were inactivated and the
phenotype of the mutants were investigated. The phenotype of the mutant sepl®™, ace2™
agnl® strains was filamentous in the yeast phase. The effect of the mutations of eng/® and
mid2% is as questionable as in the case of the homologue genes of Sch. pombe. Based on
these data we suppose that these genes have similar roles in the Sch. japonicus as their
homologues in the Sch. pombe: they contribute to the cell separation. The agnl® gene has
probably higher effect on cell separation processes in the Sch. japonicus than in the Sch.
pombe cells, because its mutant phenotype is very similar to mutant phenotype of the
regulator genes (sepl™, ace2™).

The formation and fragmentation of hypha in Sch. japonicus mutant strains were
also examined. The mutant phenotypes indicates that these genes have not roles in the
mycelial growth, but contribute to the hypha-yeast transition. The mutant hyphae enter the

yeast phase in a way different from that observed in the wild type hyphae, because they have
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difficulties with the dissolution of their septum. So we think that these genes have roles in
the regulation of the hypha-yeast transition in the Sch. japonicus.

The sepl¥, ace2™ agnl® and engl™ expression was examined in the related Sch.
pombe with constructs integrated into the pREP vector series. The middle and low expression
of the Sch. japonicus sepl™ and ace2 in the Sch. pombe sepl” and ace2” mutants reduced the
number of cells with multiple septa, and increased the proportion of single cells. The Sch.
japonicus agnl® gene expression in the Sch. pombe agnl” mutant decreased the number of
the cells with septa and the undivided sister cells. Englp is not essential during the cell
division, so it is difficult to examine the complementation effect of the Sch. japonicus gene
in Sch. pombe mutant cells. The difference between the wild type and eng/™ mutant is in the
timing of the dissolution of the primary septum, which was investigated with microscopical
time-lapse analysis. The Sch. pombe engl mutant transformated with the Sch. japonicus
engl® gene, dissolved the septum more slowly than the wild type but faster than the non-
transformated engl/™ mutant. In summary we found that all these genes could partially
complement the phenotypes of the Sch. pombe mutants defective in the homologue genes. So
besides the sequence similarity, there is also functional interchangeability between the cell
separation genes of the two related species.

In the Sch. japonicus mutant strains defective in sepI¥or ace2® the mRNA level of
the target genes were measured with gPCR. It was found that except for ¢fh4”, the mRNA
level of all the examined genes (agnl®, engl® mid2%, adgl™) decreased in both Sch.
japonicus mutant strains. So we suppose that the Seplp® and Ace2p® proteins regulate the
transcription level of agnl®, engl® mid2%, adgl® genes in the Sch. japonicus like their
counterparts regulate the homologues target genes of Sch. pombe. The mRNA level of cfh4™
is not influenced by the Sep1p® and Ace2p® transcription factors in Sch. japonicus.

The Englp®, Agnlp® and Mid2p® proteins were tagged with GFP, and the
localisation of the tagged proteins within the cell were examined with fluorescence
microscopy. The exact loacalisation of Agnl®-GFP és Engl1®-GFP proteins could not be
determined because of technical problems. These fluorescent proteins could not leave the
endoplasmatic reticulum because the GFP-tag probably disturbed the normal folding of the
proteins. Further experiments are necessary to resolve this question. The Mid2p®~GFP
protein was observed in the septal region of the cell, where it made a ring-like structure.
Based on this, Mid2p® has problably similar function in Sch. japonicus as its counterpart in
Sch. pombe: it makes a ring with the septin proteins, and helps the correct localisation of the

Agn1¥ and Engl1¥ enzymes.
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