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I. Bevezetés és célkitiizés

A Genetika és Alkalmazott Mikrobiologia Tanszéken
évtizedek oOta zajlanak sejtcikluslussal kapcsolatos
kutatasok, kitiintetett figyelmet forditva a citokinezisre és
annak transzkripcios szabalyozasara. Modell
organizmusként a Schizosaccharomyces pombe egysejtii
¢lolényt alkalmazzak, ugyanis szamos, az emlds
sejtekhez hasonlo tulajdonsaggal rendelkezik, s rdadasul
konnyen tenyészthetd laboratoriumi koriilmények kozott.
Az elmult években t6bb citokinezisben sériilt mutanst is
izolaltak a tanszékiinkon, amelyeket ,,sep” mutdnsoknak
neveztek el. Ezekben a mutansokban a leanysejtek nem
képesek elvalni egymastol, igy tobb sejtbol allo lancos
morfologiat mutatd sejtek jonnek 1étre, ebben az
egyébként egysejtli €lolényben (Grallert és mtsai, 1999).
Kozilik a sepl10 és sepl5 mutansok a Mediator komplex
egy-egy alegységét kodolo génben voltak sériiltek.

Azért, hogy jobban megismerjiilk a Mediator
komplex sepl0 alegységének mikodését, két olyan
transzkripciés faktor tanulmanyozasat tlztik ki célul,

amelyek a sepl0 szabalyozasa alatt allnak. Az egyik az



fhll fork-head transzkripcios faktor volt, a masik pedig

az rsvl cink-ujj tipusu traszkripcios faktor.

Céljaink az fhll transzkripcios faktor vizsgalatat illetden

a kovetkezok voltak:

- az fhll szabalyozasa ala tartozdo gének

meghatarozasa génexpresszios analizissel

- a génexpresszids adatok validalasa

- az fhl1 gén és a TOR (target of apamycin) utvonal

lehetséges kapcsolatanak a vizsgalata

Az rsvl transzkripcios faktor nélkiilozhetetlen a
sejtek szdmdra stacioner fazisban glilkkéz ¢hezés

koriilmények mellett. Bioinformatikai adatok szerint a S.

pombe Rsv1 proteinjének vannak homologjai Aspergillus

nidulansban, Saccharomyces  cerevisiaeben  és
emlésokben is. Igy, az rsvl gént illetden célunk az volt,
hogy:

- tovabbi ortologokat azonositsunk a
Schizosaccharomyces csoporton belil és a C.
albicanshan

- bioinformatikai modszerekkel elemezzik a

homolog szekvencidkat



- kisérletesen igazoljuk a homolog proteinek

funkciobeli hasonlosagat

1. Uj tudomanyos eredmények
11.1. A Afhll target génjeinek meghatarozasa

Azért, hogy az fhll gén szabalyozasa alatt allo géneket
meghatarozzuk, mikroarray analizist végeztliink minimal
¢s komplett tdpkozegben (1. dbra A,B). A két kiilonbozo
taptalajon tenyésztett mutans sejtekben azonos és eltérd
target géneket egyarant talaltunk, azonban érdekes
moédon az eltérd gének is azonos funkciondlis csoportba

voltak sorolhatok (1. tablazat).

i
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emelkedett mMRNS szint -::- csokkent mRNS szint
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emelkedett/csokkent

34/38 26/49

EMML YEL

1.abra Az Afhll torzs mikroarray analizise. A gének
hierarchikus klaszter analizise. Gének, amelyeknek az
expresszidja nott vagy csokkent az fhll mutansban minimal
EMML (A abra) vagy komplett YEL tapfolyadékban (B abra).
A target gének szama (C abra).(LILIIL a kisérletek szama).
Figure 1. Microarray analysis of the Afhl1 strain. The cluster
of genes that are differentially expressed on YEL (A) and on
EMML (B). Number of the target genes (C). (I. Il. 111. are the

numbers of the experiments).

1.tablazat Azon gének listaja, melyeknek az expresszios
szintje csokkent vagy megemelkedett minimal vagy komplett

tapkozegben az fhl1 mutansban.



Table 1. List of genes that Genes that are upregulated or

downregulated in the fhI1 mutant either on minimal or on

complete media.

Funkcio MRNS szint az
fhllA torzsben
Gén azonositoja/ YEL vagy
Gén neve EMML

meiodzisban fontos RNS-koto +
mei2 fehérje

adaptor fehérje +
ste4

transcripcios faktor +
stell

ESCRT III komplex alegység +
vps32

membran transzporter +
mfcl

dihydroxy aceton kinaz +
dak2

hidroxi sav dehidrogenaz +
SPAC186.02c

orotidin 5'-foszfat dekarboxilaz -
urad

60S ribozomalis fehérje L16 -
rpl1603

H- vitamin transzporter -
vhtl

arva gén -
mug150

GDT1-szerli fehérje -
SPAC186.05c

SPAC1142.09

hipotetikus fehérje
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2-dehydropantoate 2-reduktaz -
SPBPB2B2.09¢c

N-acetyl transzferaz -
SPBC1271.07c

arylszulfataz -
SPBPB10D8.02c

cisztein transzporter -
SPCPB1C11.03

kromatin csendesit6 fehérje -

clr2

I1.2. A nitrogén éhezéskor indukalodo gének az fhil
szabalyozasa alatt allnak

A kovetkezékben funkciojuk szerint csoportositottuk a
target géneket, s tobb olyan gént is talaltunk, amelyek a
sporulacié és a meidzis folyamataban jatszanak szerepet.
Ezen gének nitrogén ¢hezés hatasara indukalodnak és
tobbségilk a késon indukalodd gének csoportjaba
tartoznak (Mata és mtsai, 2002) (2. tablazat). A meidzis
kulcsregulatoranak, a mei2 génnek az Afhll mutansban
valo megemelkedett expresszids szinjét, Northern blot

kisérlettel is megerdsitettiik (2. abra).




2.tablazat Az fhll altal szabalyozott gének listaja, amelyek a
sporulacioban fontosak
Table 2. Genes of mating and sporulation that are regulated by

fhil
MRNS szint a Expresszios
Gén Gén Leiras Afhll mutansban profil -N
azonositoja neve EMML | YEL | eltiavolitasa
utan
SPBC29B5.02c | isp4 szexualis - folyamatos
differenciacidba
n fontos protein
SPAPB8E5.05 | mfml M-faktor - késéi
prekurzor 1
SPAC513.03 | mfm2 M-faktor - késéi
prekurzor 2
SPBC1711.02 mat- | mating-type M- - késoi
Mc specifikus
polipeptid Mc
SPAC1565.04c | ste4 | adaptor protein +** + késoi
SPBC32C12.02 | stell | transzkripcios + + késoi
faktor
SPAC11E3.06 | mapl MADS-box + késoi
transzkripcios
faktor
SPAC3F10.10c | map3 Feromon M- + kés6i
faktor receptor
SPAC27D7.03c | mei2 meidzisban + + késoi
fontos RNS-
koto protein
SPAC13A11.03 | mcp7 meiodzis +
specifikus
protein

*a sted gén expresszios szintje 1,46-szeres emelkedést mutatott a vad

tipusu sejtekhez képest). (+) mRNS szint novekedett, (-) MRNS szint

csokkent.
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2. abra Az fhl1" transzkripciés faktor, a mei2* gén negativ
regulatora. A mei2” gén expresszids szintje megemelkedett az
Afhll torzsben a vad tipusa (wt) térzshoz képest. Aisp7 torzset

pozitiv kontrollként hasznaltuk a Northern hibridizacios

kisérletben (Laor és mtsai, 2015).

Figure 2. fhl1™ transcription factor negatively regulates
transcription of mei2*. Expression level of mei2” is increased
in Afhl1 strain compared to wild type (wt). Aisp7 was used as a

positive control (Laor et al. 2014).
11.3. Az fhll mutacidja kovetkeztében fokozodott a
sporulacios képesség
A kovetkezokben az Afhl1l mutans sporulacios képességét

vizsgaltuk nitrogénben gazdag, nitrogén-mentes és prolin
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tartalmu taptalajokon. A 3. tablazat mutatja, hogy az
Afhl1l mutans sporulacios képessége magasabb nitrogén-
mentes- és prolin taptalajokon a vad tipust sejtekhez

képest.

1. tablazat Az fhl1" delécidja kdvetkeztében
megemelkedik a sejtek sporaképzo képessége
Table 3. Disruption of fhl1" results in upregulation of

mating efficiency

Sporazasi képesség (%)
Torzs EMMA | EMMA-N | Prolin
genotipusa
TA06
vad tipusa h®® | 67+3 65+2.6 | 71£2.5
2-1019
Afhl1K*® 65+3.6 | 81+1.73 | 82+1.5

11.4 Funkcidbeli atfedés az fhll és tor2 gének kozott

Mivel a nitrogén ¢éhezéskor indukalodd gének {0
regulatora a tor2 gén (TORC1), Gsszehasonlitottuk az

Afhll  génexpresszios adatait a tor2-ts mikroarray



adataival. A 4. tablazat mutatja a kdzosen szabalyozott

géneket.

4.tablazat Az thil és a tor2 gének altal k6zosen

szabalyozott gének listaja

Table 4. Genes regulated by both fhi1 and tor2

Gén azonositdja | Gén Leiras A fhll | tor2-ts6*
neve

SPAC2E1P3.05¢c gomba celluloz-kotd + +
domén

SPAC11E3.06 mapl | MADS-box transzkripcios + +
faktor

SPAC1565.04c sted M-faktor prekurzor + +

SPAC3F10.10c map3 | feromon M-factor receptor + +

SPAC27D7.03c mei2 | RNS-ko6td protein + +

SPAC1039.02 kalcineurin- - +
foszfodiészteraz

SPAC13G7.13c msal | sporulacioban fontos - +
(predicted)

SPBC29B5.02c isp4 OPT oligopeptid - +
transzporter csalad tagja

SPAC1039.01 aminosav permeaz csalad - +
tagja

SPAC513.04 arva gén - +

SPAC513.03 mfm2 | M-faktor prekurzor - +

SPAC3H1.06¢ membran transzporter - +
(predicted)

SPBC1711.02 matM | mating-type m-specifikus - +

c polipeptid

SPCC285.05 purin nukleozid - +
transzporter (predicted)

SPCC1223.09 urikaz enzim (predicted) - +

10




SPAPBS8ES5.05 mfml | M-faktor prekurzor - +

SPBPB2B2.01 aminosav permeaz csalad - +
tagja

SPAC1142.09 funkcidja bizonytalan - +

SPCC132.04c glutamat dehidrogenaz - +

* Matsuo et al. 2007

11.5 Az fhl1" gén taltermelése képes elnyomni a tor2-

ts mutans sejtek rapamycin és héérzékenységét

Saccharomyces cerevisae-ben az Fhll gén a TORCI
iranyitasa alatt 4ll (Martin és mtsai, 2004). Mivel az
Afhll ¢és tor2-ts mikroarray adatai atfedést mutattak,
kivancsiak voltunk, hogy vajon a S. pombe fhll génje is a
TORC]1 szabalyozasa alatt all-e. Ezért a vad tipust fhl1”
gént egy erds promotert tartalmazod expresszios vektorba
klonoztuk, majd ezt a konstrukciot betranszformaltuk a
tor2-ts sejtekbe. Az eredményeink felfedték, hogy az
fhl1* taltermelése képes elnyomni a tor2-ts sejtek
rapamycin és hdérzékenységét, ami arra utal, hogy a S.
pombe fhll génje a TORC1 szabalyozésa alatt allhat (3.
abra).
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Vad Tipusu
tor2-51+vector
Tor2-51+tor2*
tor2-51+fhil*
Vad tipusu
tor2-ts6+vector
tor2-ts6+tor2*

tor2-1s6+fhil*

Vad tipust
tor2-ts10+vector
tor2-ts10+tor2*

tor2-ts10+fhil+

3.4bra Az fhl1® gén taltermelése csokkenti a tor2-ts mutans
sejtek homérséklet- és rapamycin érzékenységét. A tor2-ts
hémérséklet érzékeny mutacid eltérd alléljait hordozo tor2-ts
sejteket (A) tor2-51; (B) tor2-ts6; (C) tor2-ts10 pREP3x
vektorral, pREP3x-fhl1*, vagy pedig pREP3x-tor2* DNS
konstrukcioval transzformaltuk.

Figure 3. Overexpression of fhl1* suppresses the temperature
and rapamycin sensitivity of tor2-ts mutant cells. Different
alleles of tor2 (a tor2-51; b tor2-ts6; c tor2-ts10) temperature
sensitive mutants were transformed with empty pREP3x

vector and pREP3x containing fhl1* or tor2* genes
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11.6 Az fhl1" taltermelése képes elnyomni a tor2-ts

sejtek hipersporulaciés képességét

Az Fhll ¢és Tor2 kapcsolatanak a tovabbi vizsgélata
érdekében megnéztiik a tor2-ts mutans sejtek sporulacios
képességét az fhll™ gén jelenlétében. Az fhll™ gén
taltermelése  kovetkeztében — 22%-os  csdkkenést
tapasztaltunk a tor2-ts sejtek sporulacios képességét
illetben minimal, illetve nitrogén-mentes minimal
taptalajon (5. tablazat). A feni adatokkal 6sszhangban az
fhl1* gén taltermelése szintén csokkentette a meidzisban

fontos gének megemelkedett expresszids szintjét (mei2,

stell, ste4d) (4. abra).

5.tablazat Az fhl1* gén thltermelése csokkenti a tor2-
ts10 mutans sejtek tulzott sporaképzését
Table 5. Overexpression of fhl1* reduces the hyper mater

phenotype of tor2-ts10 cells
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Sporazasi képesség (%)

Torzs genotipusa EMMA EMMA-N
tor2-ts10+ 83+ 3 89+ 2.5
pREP3X vector
tor2-ts10+ 61+2 67+ 2
pREP3X -fhl1*
EMML-+t1amin EMML
25°C 33°C 25°C 33°%C
g+ & 8. g .
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4.4bra Az fhl1*gén tiltermelése csokkenti a nitrogénéhezés
indukalta gének expresszidjat a tor2-ts sejtekben. Northern
blot analizis. A vad tipust (wt) és tor2-ts tires vektorral
transzformalt (pPREP3X) és a pREP3X-fhl1" konstrukcidval
transzformalt sejteket 25°C-on ndvesztettiik a logaritmikus
fazis eléréséig minimal vagy tiamin tartalmi minimal
taptalajon (Nmt1” promoter aktiv/inaktiv). Majd restriktiv
hémérsékleten (33°C) 4 oran at inkubaltuk a sejtek RNS
izolalast megelézden. stell’, mei2” és ste4” probakkal
hibridizaltattuk az RNS mintékat.

Figure 4. Overexpression of fhl1* suppresses induction of the
nitrogen starvation response genes in tor2-ts cells. Northern
blot analysis of wild type (wt) and tor2-ts cells transformed

with pREP3x or pREP3X-fhl1"* . Cells were grown on 25°C to
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mid-log phase in minimal (EMML) or EMML+thiamin and
then shifted to the restrictive temperature (33°C) for 4 hours
before RNA was extracted. stel1*, mei2* és ste4" probes were
used for hybridization.

11.7 Az fhi1* gén tdltermelése nincs hatassal a Atorl

mutans sejtek héérzékenységére

A TORCI ¢és TORC2 ellentétes médon szabalyozzak a
nitrogén ¢hezéskor indukalodd gének csoportjat (Martin
¢s mtsai 2017). Mivel néhany nitrogénéhezéskor
indukalodé gén expresszidjara az fhll® gén negativ
hatassal van, megvizsgaltuk az fhl1" génnek a TORC2-
vel valo lehetséges kapcsolatat. Az 5. dbran lathato, hogy
az fhl1® gén thltermelése nem volt hatdssal a Atorl
mutans sejtek homérséklet érzékenységére ¢és a
rapamycin érzékenységet is csak alig csokkentette. Ezért
az fhl1® génnek a TORC2-vel valé kapcsolatinak a

tisztazasara tovabbi kisérletek sziikségesek.
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+rapamycin
30°C

Vas tipusu "'
dior]+pREP3X
Atorl+pREP81- torl*

Atorl+pREP3X-fhll*

5.4bra Az fhl1" gén taltermelése Ator] mutans
sejtekben
Figure 5. Overexpression of fhl1*in Ator1 mutant cells

1.8 Az fhll feltételezhetéen szabalyozza a

transzportfolyamatok egy részét is

Egy masik géncsoport, amely modosult az fhl1 mutacioja
kovetkeztében, a transzportfolyamatok és permedzok
csoportjaba  sorolhatd. Erdekes modon ezeknek a
géneknek egy része szintén nitrogén ¢hezéskor

indukalodik (Mata és mtsai, 2002) (6. tablazat).

6. tablazat Az fhll gén szabalyozasa alatt allo
transzporter gének listaja

Table 6. List of transporter genes regulated by fhil
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mMRNS szint az Expresszios
Gén Gén Leiras Afhll mutansban szint =N
azonositdéja neve eltavolitasa
utan
EMML | YEL
SPAC1B3.16¢ | vhtl H- vitamin - valtozatlan
transzporter
SPCPB1C11.03 Cisztein - - valtozatlan
transzporter
SPBPB10D8.01 Cisztein - valtozatlan
transzporter
SPAC869.05¢c Szulfat - valtozatlan
transzporter
SPAC1F8.03c str3 sziderofor- vas - valtozatlan
transzporter
SPBC530.02 Membrane - valtozatlan
transporter
SPBC359.05 abc3 ABC - valtozatlan
transzmembran
transzporter
SPAC1039.01 gamma-amino + - atmeneti
vajsav /polyamin
transzporter
SPAC750.02c Membran + valtozatlan
transzporter
SPAC869.03c Urea transzporter + atmeneti
SPBC13A2.04c PTR csalad peptid + valtozatlan
transzporter
SPAPB1A11.0 | mfcl Membran + + valtozatlan
1 transzporter
SPAP7G5.06 | perl Aminosav + valtozatlan
permeaz
SPBPB2B2.01 Aminosav + - atmeneti
permeéz
SPCC285.05 Purin nukleozid - atmeneti
transzporter
SPAC3H1.06¢c Membrane - atmeneti
transporter
SPBC29B5.02¢c | isp4 | OPT oligopeptid - valtozatlan
transzmembran
transzporter

18




csalad tagja

SPBC359.03c

aatl

Aminosav
transzmembran
transzporter

valtozatlan

SPCC576.17¢

piridoxamin/pirid
oxin/piridoxal
transzmembran
transzporter

valtozatlan

SPCC1020.10

oca2

szerin/treonin
protein kinaz

valtozatlan

1.9 A sepl0 csupan néhany gént szabalyoz az fhil

génen keresztiil

Meg akartuk hatarozni azokat a géneket is, amelyeket a

sepl0 az fhll génen keresztiil

szabalyoz.

Ezért

Osszahasonlitottuk a mikroarray adatainkat a sepl0 gén

expresszios adataival. A 7. tablazat mutatja, hogy az fhll

target génjei koziil csak néhanyat szabalyoz a sep10, ami

szintén azt sugallja, hogy az fhl1l-nek tovabbi regulatorai

lehetnek.

7. tablazat sepl0 és fhll altal szabalyozott gének
Table 7. Genes regulated by both fhi1 and sep10
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fhil

Gén Gén Leiras YEL | EMML | sepl0
azonositdja neve

SPAC1B3.16¢ vhtl | vitamin H - - -
transzporter

SPCPB1C11.03 cisztein - - -
transzporter

SPAC513.04 arva gén - -

SPAC3H1.06¢ membran - -
transzporter

SPBC1271.07¢c N- acetil - -
transzferaz

SPAPJ760.03c | adgl | arva - -
gén/glikoprotein

SPBC29B5.02¢c | isp4 oligopeptid - -
transzporter

SPBC359.03c aminosav - -
permeaz

SPAC2E1P3.05 cellulozkotd + -

c fehérje

SPBPB7ES8.01 arva gén - -

SPAC1142.08 fhil fork head tipust - -
transzkripcios
faktor

SPAC13G7.13c | msal | RNS kot6 fehérje - -

SPAPBB8E5.05 mfml | M-faktor - -
prekurzor

SPCC1223.09 urikéz - -

SPCC965.14c citozin deaminaz - -

SPAC27D7.03c | mei2 | meidzisban fontos + + -
RNS koto fehérje

SPAC977.16¢ dak2 | dihidroxi aceton + + -
kinaz

SPCC132.04c NAD- fiiggé - -
glutamat
dehidrogenaz

SPAC750.05c hipotetikus - +
fehérje
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SPBPB2B2.08 konzervativ
gomba fehérje
SPCC569.07 aminotranszferaz
SPBC13A2.04c peptid
transzporter
SPBC1861.02 abp2 | ARS koét6 protein
SPAPB24D3.07 arva gén
C
SPACB869.01 amidaz
SPBC23G7.13c urea transzporter
SPAC212.04c hipotetikus
fehérje
SPBP4G3.03 hipotetikus
fehérje
SPBC1861.01c | cnp3 | centromer fehérje

IL10 A S. pombe Rsvl fehérje ortologjainak

meghatarozasa és szekvencia analizise

Blast analizissel a S. pombe Rsvl fehérjének tovabbi

ortologjait

csoporton beliil és Candida albicansban. A 8. tablazat
mutatja a S. pombe Rsvl és az ortolog proteinek
paronkénti Osszehasonlitdsdnak az eredményét. A S.
pombe Rsvl fehérje szekvencidjahoz leginkabb a S.
japonicus Rsvl proteinje hasonldé (85%), a Candida

albicans Cas5 fehérjéje a legkevésbé (51%) (8. tablazat).

hataroztuk meg a Schizosaccharomyces
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Weblogo program segitségével meghataroztuk a teljesen
azonos aminosavakat a négy faj C2H2 doménjén beliil
(6/b abra). A hasonmas proteinek tobbszords szekvencia
illesztése felfedte, hogy a homoldgia nem csupan a cink-
ujj doménre korlatozddik, hanem taldlhato homolog
szakasz a doménen kiviil esd régioban is, amelynek a

hossza eltérést mutatott a négy fajban (6/a abra).

8.tablazat A S. pombe Rsvl proteinjének paronkénti
Osszehasonlitasa mas fajok Rsvl homologjaival
Table 8. Pair-wise alignment of S. pombe Rsv1 protein

and its orthologues

S. pombe Rsv1- S. pombe Rsv1- S. pombe Rsv1-
S. japonicus Rsvl S. octosporus Rsv1 Candida albicans Cas5
Expect =3e-37 Expect =3e-37 Expect =3e-37

Identities =56/71 (79%) | Identities =99/167 (59%) Identities =27/53 (51%)

Positives = 60/71 (84%) | Positives = 120/167(71%) Positives =37/53 (69%)
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a
5. pombe Rsvl
full length4282a © %26 3256

5. japonicus Rsvl 73100 101-125
full length 608 aa 70-140 33, |D.79% Pos.84%

5. octosporus Rsvl_ 431 3261
full length 417 aa 1-164 aa,  1D.59%,Pos.71%

C. albicans Cas5 748-770 . 776801
full length 821 aa 267-287aa 1D.43% Pos.61% 746-798 aa, 1D.51%,Pos.69%
b

Eiﬂl’-écP%CEB&EQREH:J%BH;;BSHIgEISPFgC%EgCEKRE

6. abra Az S. pombe rsvl gén és ortoldgjainak paronkénti
illesztése. a) az abran sziirke szin jel6li a proteinek C2H2
doménjeit. Fekete szinnel a konzervativ régiot jeloltik. Az
abra b) része a négy faj C2H2 doménjeinek illesztése soran
kapott konzervativ aminosavakat mutatja (Weblogo).
Figure 6. Pair-wise alignments between the S. pombe Rsv1
and its putative orthologous proteins (a). Grey boxes: C2H2
domains of the proteins. Black boxes: conserved regions. The
bottom box (Weblogo) shows the fully conserved amino acids
of the C2H2 domains (b). Weblogo was created from S.
pombe, S. japonicus, S. octosporus, and C. albicans C2H2

domains.
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11.L11 A S. pombe Arsvl mutans sejtek érzékenyek a
kornyezeti stresszre

Az rsvl gén sziikséges a sejtek taléléséhez stacioner
fazisban gliik6z hidnyos koriilmények mellett (Hao és
mtsai, 1997). Kovetkezésképpen az rsvl gén hidnyaban a
sejtek érzékennyé valnak kiillonbozé kornyezeti stresszre,
beleértve a hdsokkot, etanolt és drogokat (Hao és mtsai,
1997; Pan ¢és mtsai, 2012). Azért, hogy tovabbi
informaciot nyerjink a Arsvl mutanst illetOen,
megvizsgaltuk a sejteket tovabbi kornyezeti stressz
jelenlétében. Azt talaltuk, hogy az Arsvl sejtek nem
képesek szaporodni 25°C-on illetve kaszpofungin,

koffein ecetsav, és kongo red jelenlétében sem (7. abra).

7.abra Az S. pombe rsvl gén sziikséges a sejtek ttléléséhez
stressz koriilmények mellett. Higitasi sorbol cseppentettiink

YEA-ra, (inkubalva 25°C, 30°C vagy 37°C-on), YEA+8%
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etanol, YEA+0,3% ecetsav, YEA+10mM koffein, YEA+150
mg/ml kaszpofungin, YEA+10 ug/ml kongo red taptalajokra.
Ez utobbiakat 30°C-on 4 napig inkubaltuk.

Figure 7. S. pombe rsv1l is involved in stress responses.
Growth of the rsv1A cells was investigated under different
stress conditions. Serial dilutions of the »svi4 cells were
dropped onto YEA and incubated at 25, 30, and 37 °C, or onto
YEA + supplements (8% ethanol, 0.3% acetic acid, 10mM/ml
caffeine, 150 ng/ml caspofungin, and 10 ug/ml congo red) and
incubated at 30 °C for 4 days.

I1.12 A fajok kozotti interspecifikus komplementacios
vizsgalat felfedte a funkcionalis homologiat a S.
pombe Rsvl és ortologjai kozott

Azért, hogy megtudjuk, mely ortolog gének képesek-e a
S. pombe rsvl génjét helyettesiteni, az ortolog géneket
expressziés vektorba klonoztuk (8. abra), majd pedig
betranszformaltuk S. pombe Arsvl delécios mutans
sejtekbe. Az eredményeink azt mutatjak, hogy mindegyik
hasonmas gén képes volt javitani a S. pombe Arsvl
mutans sejtek életképességén gliikoz hidnyos feltételek

mellett (9. tablazat). Hasonloképpen, mindegyik homolog
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gén képes volt csokkenteni a S. pombe Arsvl mutans

sejtek stressz érzékenységét (9. bra).

Az ortolog gének amplifikdlasa

PCR-rel szekvencia specifikus

oligonukleotid primerekkel Colony PCR baktérium
telepekbdl

rsvlse

— —_

Klonozés Transzformalas|

1254bp pJETL.2 baktériumba
rev1se vektorba
Genomi
DNS Ndel BamH]|
izolalasa rsylse rsv1s-°
—— —_—> — 5 PREP41
Plasmid DNS
izoldlasa egy
egyedi baktérium
telepbdl

Klonozas pREP41 expresszios vektorba,

Restrikcios emésztés Ndel-BamHI az Ndel-BamHI klonozé helyre

enzimekkel

7. 4bra Az rsv1*/Cas5" gének klénozdsanak menete.
Figure 8. Schematic representation of the cloning of

rsvl*/Cas5" genes.

9. tablazat A transzformansok telepformalo képessége
glikoz megvonast kovetéen
Table 9. Colony formation of the transformants under glucose
starvation
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A transzformans torzs szama

Telepformalo

és genotipusa képesség gliikoz

€hezés utan (%)
112: rsviA>P + pREP41 25
111: rsvIA>P + pREP41 + rsv1™?° 47
214: rsvIA°P + pREP41 + rsv*1°! 30
318: rsviA°? + pREP41 + Cas5 2 44

S.p: Schizosaccharomyces pombe, S.0: Schizosaccharomyces
octosporus, S.j: Schizosaccharomyces japonicus, C.a: Candida
albicans, rsv1': vad tipust allél/ wild type allele

Vad tipusu torzs
rsvi.1 S-r+vektor
I'SV]J S.p. +I'SV]S‘ 0.
rsvid S.p. +’.Sv]S.jap.
rsviASe-+Cas5¢-a

Vad tipusu torzs
rsvi11SP+vektor
rsviAd SP +rsylS-o
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9.abra Az S. octosporus, S. japonicus rsvl és C. albicans
Casb génje képes elnyomni az S. pombe Arsvi mutans torzs
érzékenységét. (OD sg5:0.2, 10x, 100x, 1000x higitasi sorbol
10 pl kicsepegtetve EMMA és EMMA+kiegészitok taptalajra
(200 ng/ml kaszpofungin 8% etanol, 10mM koffein).
Figure 9. Overexpression of S. octosporus, S. japonicus Rsv1,
and C. albicans Casb proteins could suppress stress sensitivity
of S. pombe rsviA strain. 10 ul of the serial dilutions of the
transformant cells (ODsgs:0.2, 10X, 100X, 1000X) were
dropped onto minimal (EMMA) plates or minimal medium
supplemented with 200 ng/

ml caspofungin, 8% ethanol, or 10 mM/ml caffeine.

I11.  Osszefoglalas

Jelen tanulmanyban a Schizosaccharomyces pombe egyik
forkhead ¢és egyik cink-ujj tipusi transzkripcids
faktoranak vizsgalataval foglalkoztunk. Mint koribban
kideriilt, mindkettd a SeplO regulator szabdlyzasa ala
tartozik, s mindkét transzkripcids faktor szerepet jatszik a
tapanyagérzékelésben. Az  rsvl  cink-ujj tipusu
transzkripcids faktor a gliikozérzékelésben fontos, mig a

forkhead tipusu fhll fork-head tipusu transzkripcids
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faktor nitrogénre reszponziv. Az eredményeink a két
transzkripcios faktort illetéen, a kovetkezdképpen
foglalhatok Ossze:

- Mikroarray analizissel meghataroztuk az fhil
transzkripcios faktor lehetséges target génjeit, s kidertilt,
hogy tobb mint 70 gén miikodését befolyasolja (1. dbra).

- A két kiilonbozé koriilmény kozott tenyésztett
sejtek génexpresszids vizsgalata ravilagitott arra, hogy
egy transzkripcios faktor target génjer részben
valtozhatnak a kiilsé koriilményektdl fiiggden. Bar tobb
olyan gént is azonositottunk, amelyek mRNS szintje a
taptalajtol fiiggetleniil modosult az fhll mutacio
kovetkeztében (1. tablazat).

- A target gének funkcidjanak meghatarozasa, GO
kategoridkba vald csoportositasa azonban felfedte, hogy
az fhll kiilonboz6 koriilmények kozott mikodo target
génjei tobbnyire azonos géncsoportba sorolhatok (1.
tablazat).

- Egyik jol definialhatd fhll altal regulalt
géncsoport, a nitrogén ¢hezéskor indukalodo gének
csoportja (2, 6 tablazat). Ezek kozott jon¢hany gént

talaltunk, amelyek a transzport illetve a mating és
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meidzis folyamataban jatszanak szerepet (2, 6 tablazat).
Ezek alapjan feltételezheté az fhll meidzisban vald
szerepe, amit megerdsitett a mutans sejtek sporulacids
képességének vizsgalata is (3. tablazat), illetve a mei2
Northern blot analizise (2. abra)

- A génexpresszios profilok  Osszehasonlitasa
megmutatta a tor2 és az fhll gének kozotti kapcsolatot
(4. tablazat), melyet kisérletesen is sikeriilt bizonyitani az
fhll gén tultermeltetésével a tor2-ts sejtekben. Ugyanis
azt talaltuk, hogy az fhll gén taltermelése csokkentette a
rapamycin ¢és homérséklet érzékenységet és a talzott
sporazoképességet a tor2-ts sejtekben (3, 4. ébra, 5.
tablazat).

- Bemutattuk tovabba azt is, hogy az fhll™ gént
tartalmazo tor2-ts sejtek csokkent sporazoképessége
mogott, a meidzisban szerepet jatszo gének csokkent
expresszios szintje all (4. ébra).

fgy az eredményeinkre alapozva tehat azt allithatjuk,
hogy a TORC2 komplex szabalyozéasa alatt az fhll
transzkripcids faktor, amely a meidzisban szerepet jatszo
gének ¢és a nitrogén ¢€hezés kivéltotta sejtvalasz

regulatora.
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- Az rsvl traszkripcios faktort illetden, ortologokat
azonositottunk  bioinformatikai  vizsgalatokkal a
Schizosaccharomyces csoporton beliil, valamint a C.
albicansban (7. tablazat).

- A paronkénti szekvenciaillesztések kimutattdk,
hogy az Rsvl protein és homoldgjai féként a C2H2
(cink-ujj) doménjiiben mutattak erés konzervativizmust,
azonban mi taldltunk homolog régiot e doménen kiviil is
(6/a. 4bra).

- A tobbszOrds szekvenciaillesztés az evolucidsan
konzervativ aminosavakat is megmutatta a vizsgalt
fehérjékben (6/b. abra).

- A homolég gének klonozéasa (8. abra) és fajok
kozotti komplementacidés analizis azt mutatta, hogy
mindhdrom  4ltalunk  azonositott  ortoldg  gén
milkodoképes a S. pombe rsvl mutansban, azaz
megorizte funkciondlis konzervativizmuséat (9. é&bra, 7.
tablazat). A komplementici®6 mértéke azonban eltérd
volt, ami feltehet6en a C2H2 doménen kiviili konzervativ

régioknak koszonhetd (6. dbra).
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Osszefoglalva, az eredményeink azt sugalljik, hogy az
rsvl gén ortoldgjai evoliicidsan konzervativak és azonos
funkciot toltenek be a hasadd élesztdcsoporton beliil,

illetve C. albicanshan.

. Introduction and aims

Genetic background of cell cycle has been studied in
the past 20 years at the Department of Genetics and
Applied Microbiology, focusing on cytokinesis and its
transcriptional ~ regulation.  The  fission  yeast
Schizosaccharomyces pombe has been used as a model
organism, since it has those features that are highly
similar to mammalian cells. In the past, several
cytokinesis mutants have been isolated at our department,
which were named ,,sep”

(cell separation) mutants. In these mutants the septa
between the two daughter cells remain intact which
results in a multicellular phenotype in this unicellular
microorganism (Grallert et al. 1999). Earlier results
revealed that sepl0 and sepl5 genes encoded subunits of
the Mediator complex.
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In order to better understand function of the
Mediator complex and its Sep10 subunit, we wanted to
study two transcription factors regulated by sep10 gene.
One of them was the fhll fork-head, while the other one
was the rsv1 cink-finger transcription factor.

Aim of our study was to:

- identify the target genes of thll using microarray
analysis

- validate the gene expression data

- investigate the possible relation between fhl1 and

the TOR (Target of Rapamycin) pathway

rsvl zinc finger transcription factor required for
stationary phase viability under glucose starvation in the
fission yeast. Since bioinformatic analysis revealed that
S. pombe Rsvl protein had homologues in Aspergillus
nidulans, Saccharomyces cerevisiae and in mammalians,
we supposed that it has also counterparts in further yeast
species.

Thus, our aims were to:
- identify additional orthologous proteins in the

Schizosaccharomyces group and in Candida albicans
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- investigate the homologous proteins by
bioinformatic methods and interspecific

complementation analysis

I1. New scientific results
I1.1 Identification of fhll target genes

To identify targets of the Fhll fork-head protein, we
performed genome-wide gene expression analyses of the
fhl1 mutant cultured both on rich and on minimal media
(figure 1. A,B.). Our results revealed that mRNA levels
of 72 genes on minimal (EMM) and 75 on complete (YE)
media were altered in the mutant (figure 1.), there were
differentially expressed genes on YE and on EMM due to
the loss of fhll function. However most of the target
genes could be classified to the same GO categories
(table 1.).

I1.2 Nitrogen starvation response genes are controlled
by fhil
Among the targets we found a number of genes that are

involved in mating and sporulation, such as mei2*, ste4”,
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mfm1™, mfm2*, matMc™ (table 2.). Furthermore, elevated
expression level of the key regulator of meiosis (mei2)”
was also confirmed by Northern blot analysis in the Afhl1
(figure 2.). Comparison of the microarray data revealed
that majority of the meiotic genes were also induced by
nitrogen starvation and most of them belonged to the
delayed genes (Mata et al. 2002).

11.3 Mating efficiency is increased in the fhl1 mutatnt
strain

Since the above results suggested a regulatory function
for the fhl1 gene in meiosis and sporulation, we tested
sporulation efficiency of the fhlIA mutant strain on
nitrogen-rich (EMMA), nitrogen-free (EMMA-N) and on
prolin containing medium. Table 3. shows that
sporulation efficiency of the fhliA4 mutant strain was
higher on medium lacking nitrogen or on prolin

containing media compared to wild-type strain.

I1.4 Functional overlap between Fhil and Tor2
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Since the meiotic genes were also induced by nitrogen
starvation (Mata et al. 2002) and the nitrogen starvation
response is controlled by tor2 (Matsuo et al. 2007), we
compared our results with the data of microarray analysis
of tor2-ts strain (Matsuo et al. 2007). The comparison
revealed that there is an overlap between tor2 and fhil
fork-head transcription factor in the regulation of these
genes (table 4). However, majority of these genes altered

in opposite manner in the mutant strains.

11.5 Overexpression of fhl1* suppressed rapaymic and
temperature sensitivity of tor2-ts mutant cells

In S. cerevisiae, TORC1 regulates the activity of fhl1*
(Martin et al. 2004). Since our genome wide expression
analysis suggested an overlap between genes that are
regulated by tor2” and fhl1* in S. pombe, we examined
the possibility that TORC1 (Tor2) and Fhll work on the
same pathway. Our results revealed that expression of
fhl1™ from a strong promoter suppressed the rapamycin
and temperature sensitivity of tor2 mutant cells (figure
3), suggesting that fhl1™ lies downstream of TORC1
(tor2).
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11.6 Overexpression of fhl1* suppressed the hyper-

sporulation defect of tor2-ts cells

In order to further examine the relationship between Fhil
and Tor2, the sporulation defect of tor2-ts10 was
investigated. We spotted suspensions of pre-grown
homothallic haploid (TA06h*) wild-type cells, tor2-ts10
cells, and tor2-ts10 cells transformed with pREP3X-
fhil*cells on EMM (+N) and EMM-N (-N) agar plates
and monitored their sporulation efficiencies (Fym). We
observed 22% decrease in sporulation efficiency on
minimal (+N) media and on minimal media without
nitrogen (-N), when the Fhllp was expressed in the tor2-
ts10 cells (table 5), supporting a model in which Fhl1 lies
downstream of Tor2. Consistent with the above results,
overexpression of fhll*also suppressed the abnormal
upregulation of the meiotic genes (mei2”, stell”, ste4”)
(figure 4).

11.7 Overexpression of fhl1™ has no effect on the

temperature sensitive phenotype of Atorl cells
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TORC1 and TORC2 oppositely regulate expression of
the nitrogen starvation response genes (Martin és mtsai
2017). Since several nitrogen starvation response genes
were negatively regulated by fhll, we examined the
possible relationship between fhl1 and TORC2 (torl).
Our results showed that overexpression of fhi1* did not
decrease the temperature sensitive phenotype of Atorl
cells, and its rapamycin sensitivity was also only slightly
decreased (figure 5). Therefore, further experiments are
needed to clarify the possible relationship between fhil
transcription factor and TORC2 (torl).

1.8 Transporter and permease genes are altered by
the loss of fhi1*

Another group of genes that is altered by loss of fhl1*
function was classified as transporters and permeases
(table 6). Interestingly, several of these transporter genes
are also induced by nitrogen starvation (Mata et al.
2002).
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11.9 Genes regulated by sep10 via fhl1 were identified

We wanted to identify those genes that were regulated by
sepl0 via fhll transcription factor. Therefore, we
compared our microarray data with expression analysis
of Asepl10 gene (Miklos et al. 2008). Table 7. shows the

commonly regulated genes.

11.10 Identification of S. pombe Rsvl orthologous

proteins and their sequence analysis

Using Blastp analysis we identified further orthologues
of the S. pombe Rsv1 protein in the Schizosaccharomyces
group and in Candida albicans. Table 8. shows results of
the pair-wise alignments between S. pombe Rsvl and its
orthologous proteins. S. octosporus Rsv1 protein was the
most similar to S. pombe Rsv1 protein (85%), while C.
albicans Cas5 protein was the less similar (51%) (table
8). Using Weblogo program, we identified the
evolutionarily conserved amino acids of the C2H2

domain in the four species (figure 6/b). Sequence
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alignments revealed that the homologous regions were
not restricted only to the C2H2 domain (figure 6/a).

.11 Deletion of S. pombe rsvl gene results in

sensitivity to environmental stress

rsvl transcription factor is required for survival under
glucose starvation in stationary phase (Hao et al, 1997).
Accordingly, the lack of rsvl results in sensitivity to
several stress, including heat shock, ethanol or drugs
(Hao et al, 1997; Pan et al, 2012). To find useful features
for the functional complementation analysis, the S.
pombe rsvIA strain was investigated under different
environmental circumstances. Our results revealed that
the mutant cells were sensitive to the presence of the
antifungal drug caspofungin, caffeine, acetic acid, and
congo red. Furthermore, the mutant cells were unable to
grow at 25°C (figure 7).

11.12 Interspecific complementation analysis revealed
functional homology between S. pombe Rsvl protein

and its orthologous proteins
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To find out which orthologous genes are able to suppress
stress sensitivity of the S. pombe rsv/A strain, and reveal
the possible differences in the degree of
complementation, the rsvl genes of S. japonicus and S.
octosporus, and Cas5 gene of C. albicans were cloned
into the pREP41 vector (figure 8) and Rsvl/Cas5
proteins were expressed from a quite strong promoter in
the S. pombe mutant cells. Fig.9 shows that all the three
genes were able to function in the S. pombe deleted cells
and were able to improve viability of the Arsvl mutant
cells under glucose starvation (table 9.), suggesting that
S. pombe rsvl transcription factor and its putative
homologues preserved their functional homology and are

evolutionarily conserved.

Summary

In this study, we investigated two SeplO protein

regulated transcription factors of Schizosaccharomyces

41



pombe. One of them was the fork-head type Fhll, while
the other one was the zinc-finger type Rsv1l.

Earlier results revealed that both of them were
involved in nutrient sensing (Hao és mtsai, 1997,
Szilagyi és mtsai, 2005). Rsvl zinc-finger protein is
important in glucose sensing, while Fhll is responsive to
changes of the external nitrogen concentration. Our
findings concerning these transcription factors can be
summarized in the following:

- Target genes of the fhll transcription factor were
identified by gene expression analyses. They revealed
that more than 70 genes were regulated by fhil.

- Microarray analyses of Afhll cells also shed light
on the fact that different target genes were expressed
depending on the growth conditions. However, majority
of the target genes belonged to the same GO (Gene
Ontology) category.

- One distinct group of genes regulated by Afhil
can be defined as the nitrogen starvation response genes.
The majority of them were involved in mating and
sporulation. Increased mating efficiency of the Afhl1 cells

confirmed the role of fhil in sporulation.
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- Comparison of the microarray data of fhi1 deleted
strain to the gene expression analysis of Ator2 revealed
functional overlap between fhll and tor2 genes. This
result was also confirmed by overexpression of fhl1* in
the tor2 mutant strain. Namely, overexpression of fhl1*
from a strong promoter could suppress rapamycin- and
temperature sensitivity, and hypermater defect of the
tor2-ts cells.

- In addition, Northern blot analysis showed that
overexpression of fhi1® gene in tor2-ts cells could
decrease the increased expression level of meiotic genes
in the mutant cells. It was in a good agreement with those
results that showed that hypermater phenotype of the
tor2-ts cells were also decreased after overexpression of
fhi1* gene.

Based on our findings, we assume that fhil
transcription factor of the fission yeast S. pombe
regulates expression of meiotic genes and nitrogen
starvation response. Our data support a model in which S.
pombe Fhl1 functions in the TOR signal transducing
pathway and lies downstream of the TORCL1, similarly to

its S. cerevisiae counterpart gene.
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- Regarding the rsvl transcription factor, we
identified additional orthologous proteins in the
Schizosaccharomyces group (Rsvl) and in Candida
albicans (Cas5).
- Pair-wise  alignments  between orthologous
proteins and S. pombe Rsv1 showed strong homology in
the C2H2 domains. However, conserved regions outside
of zinc-finger domain were also found.
- Multiple sequence alignment of the proteins
(S.pombe, S.japonicus, S. octosporus, C.albicans)
revealed evolutionarily conserved amino acids.
- Interspecific complementation analysis revealed
that all of the orthologous genes were able to function in
S. pombe Arsvl cells. However, complementation
abilities of the orthologous genes originated from
different species were different, which can be explained
by the different lengths of the conserved regions outside
of C2H2 domains.

In summary, our results suggest that S. pombe
rsvl gene and its homologues preserved their functional
homology and were evolutionarily conserved in the

Schizosaccharomyces group and in Candida albicans.
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