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2. Bevezetés és célkitiizés

Az ¢l6 szervezetek épitOelemei a sejtek, amelyekben biologiai €s
kémiai folyamatok sokasdga jatszodik le, hogy a szervezet
fennmaradhasson. E folyamatok sériilése esetén a szervezet
¢letképtelenné valhat. A sejtes szervezddés az Osszetett létformak
alappillére, ezért az alapvetd sejtszintli folyamatok megismerése
elengedhetetlen.

Alapvetd sejtszintli folyamatok példaul a sejtosztodas vagy a sejtek
tapanyagfelvétele. Ezek rendezett miikodésének hatterében szabalyozasi
folyamatok allnak, melyek lehetdvé teszik, hogy a sejtek reagéaljanak a
kornyezetiikben bekovetkezd valtozdsokra és megfeleljenek az Gjonnan
tamasztott feltételeknek, kihivasoknak.

A sejtosztodas folyamata soran a sejtek Onmagukkal azonos
utodsejteket hoznak létre, melyeket lednysejteknek neveziink. Ezek
genetikailag megegyeznek a sziilésejttel, ami biztositja az élet
folytonossagat. A sejtosztddas mind az eukaridta, mind a prokariota
sejtekre jellemz0, de folyamataikban eltérnek, mikdzben a cél ugyanaz: a
faj-, illetve létfenntartas.

Eukariotdkra ¢és prokariotakra egyarant jellemzd a sejtciklus
folyamata, mely a sejtosztodas szabalyozasat teszi lehetdvé. A sejtciklus
soran a sejt genetikai allomanya megkett6zodik ¢és felkésziil a
sejtosztodasra. Ez a folyamat valamennyi eukariotaban négy szakaszbol
all: G1, S, G2 és M fazisok, azonban ezen életszakaszok hossza faj-,
illetve tobbsejtli szervezddés esetén szovetfiiggd. Ennek a folyamatnak a
biztositasdban tobb szdz gén terméke vesz részt, melyek egy része mindig
csak adott iddintervallumban mikddik, amikor a sejt a sejtciklus adott

fazisaba ér, ami szabalyozza a megfeleld idérendiséget. E gének mutacioi



sulyos rendellenességekhez vezethetnek, daganatos betegségeket
okozhatnak példaul az emberben is. A folyamatok alapos megismerése
fontos szerepet kaphat ) gydgymodok felfedezésében és bevezetésében.

A sejtciklus kutatasa évtizedek ota folyik: szamos fontos 0sszefliggést
felismertek mar, de teljességében mindmaig sem ismert. Minél tobbet
tudunk meg réla, annal inkdbb kideriil bonyolultsaga és lassan mar
attekinthetetlen azon géneknek a halozata, amelyeknek termékei részt
vesznek az irdnyitdsdban. Az ilyen kutatdsok jelentds részét
modellszervezeteken végzik, mivel az alapvetd genetikai és biokémiai
folyamatok rendkiviil hasonlatosak valamennyi eukaridtaban, a fejlettségi
szinttdl fliggetlentil. A  sejtciklus  kutatasnak két legfontosabb
modellorganizmusa a a Saccharomyces cerevisiae sarjadzdélesztd és a
Schizosaccharomyces pombe hasaddélesztd, melyek egyarant egysejtil
gombak.

A sejtciklus kutatdsok nagy uttdrdje, Sir Paul Nurse, sejtciklusban
sériilt Sch. pombe mutansokat vizsgalt ¢és felfedezett szamos, a sejtciklus
szabalyzasaban szerepet jatszo alapvetd gént. Munkassagaért megosztva
kapott Nobel-dijat 2001-ben. Felfedezései a G2 és M fazisok kozotti
atmenetet tartak fel, de azota szamos adat sziiletett a tobbi szabdlyozési
pont kapcsan is. Igy példaul a G1/S atmenet és a DNS replikacid
szabalyozasat, illetve magat a citokinezis génjeit is szamos kutatdécsoport
vizsgalja. Az utobbi folyamat szabalyozasardl sokaig viszonylag kevés
informacio allt rendelkezésre. Az utdbbi években azonban a kiilonb6zo
citokinezisben sériilt mutansok részletes vizsgdlata nyoméan e folyamat
szabalyozasarol is szamos 1) eredményt kozzétettek.

A Debreceni Egyetem Genetikai és Alkalmazott Mikrobioldgiai

Tanszékének munkatarsai tobb mint masfél évtizede vizsgalnak olyan
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citokinezisben sériilt mutans Sch. pombe hasaddéleszté sejteket,
melyeknek a sejtjei, az osztédast kovetd szétvalasban sériiltek
(szeparaciés mutansok). A mutans fenotipus hatterében a ,,sep”-eknek
elnevezett gének mutdcioéi allnak. E gének kozill mar kordbban
azonositasra keriilt a sepl”, sepl0’, sepll” és sepl5". Eme gének
mutaci6i azonban nem csak a citokinezis eseményében okoznak kart. igy
példaul a hibas vagy hidnyz6 Sepl0O, Sepll és Sepl5 fehérjék ivari
differencidlodasi problémakat is eredményeznek, amely sordn gatolt a
sejtek konjugacioja és a sporaképzés is elmarad, illetve sok esetben
tapasztaltak gyengébb stresszvalasz képességet is. Ezek a megfigyelések
felvetették annak a lehetdségét, hogy e gének olyan fehérjéket kodolnak,
melyek tobb, a funkcidk szempontjabol eltérd szerepti génekre vannak
hatassal, azaz hogy a ,sep” gének termékei esetleg transzkripcios
faktorokat kodolnak. A felvetések, tanszékiink korabbi eredményei
alapjan igazolodtak. A sepl -rdl bebizonyosodott, hogy egy fork-head
tipustt DNS ko6t6 fehérjét kodol, mely a sejtciklus szabalyozasaban tolt be
rendkiviil fontos szerepet. A sepl0’, sepll” és sepl5” pedig olyan
fehérjéket kodolnak, melyek a transzkripcié szabalyozasaban szerepet
jatsz6 Mediator komplex alegységei. A mutansok hasonld fenotipusa azt
sugallja, hogy ezek a fehérjék bizonyos szabdlyozéasi utvonalakban
egylittmikodnek, példaul a citokinezis szabalyozasaban, illetve halozatot
alkotnak, hogy igy fejtsék ki hatdsukat.

Ennek tiikrében egy kordbban izolalt, de még nem jellemzett
szeparaciés mutans és a sep9  gén - amelynek a muticidja okozza a
rendellenességeket - vizsgalatat tliztiik ki célul. Megprobaltuk bizonyitani
a mutans jellegek vizsgalata mellett, hogy ez a gén is egy transzkripcios

faktort kodol, és mint ilyen, részt vesz mas gének szabalyozédsaban,
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tovabba genetikai kdlcsonhatasban van mas ,,sep ” génekkel. Vizsgalatunk
eredményeként sikeriilt alatdmasztani azt a feltételezést, hogy a sep9” gén

valdban egy transzkripcids faktort kodol.
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3. Irodalmi attekintés
3.1. A Schizosaccharomyces pombe altalanos jellemzése

A Schizosaccharomyces pombe a hasadoélesztOk csoportjaba tartozik,
egy egysejtll eukariota mikroorganizmus, amely hasadassal osztodik. Ezt
az ¢élesztdgombat eldszor Lindner (Lindner, 1893) izolalta a Kelet-
Afrikaban gyakran fogyasztott sorbol, szuahéli nyelven pombébol, mely a
faj nevét is adta. A XX. szazad folyamadn fontos szerepldjévé valt a
kutatdsoknak, melynek kezdeti ttéréi Osterwalder (Osterwalder, 1924),
Stelling-Dekker, illetve Urs Leupold voltak. Az 1950-es évektdl egyre
tobbet alkalmaztak kiilonbozd kisérletekben, de az igazi attorést a 70-es
évek jelentette, amikor a sejtciklus vizsgalataban kezdték el felhasznalni.
Manapsag szinte minden alapvetd sejtfolyamatot vizsgalnak rajta (Egel,

2004 és http://www-rcf.usc.edu/~forsburg/history1.html).

A Sch. pombe altaldnos jellemzése, €s mint altalanosan hasznalt
modellszervezet bemutatasa Zhao és Lieberman (1995), illetve Egel
(2004) oOsszefoglaldo munkaja alapjan torténik. A Sch.  pombe
modellszervezetet vilagszerte alkalmazzak, ami szadmos kedvezd
tulajdonsaganak koszonhetd. Ilyenek a rovid generacios id6 (2—4 6ra), az
egyszerll kezelhetdség és a konnyli tenyésztés laboratoriumi koriilmények
kozott, a Sch. pombe-hez kifejlesztett szdmos molekularis bioldgiai
modszer, tovabba a tobbsejtli, magasabb rendii ¢l6lényekkel valo
molekularis, biokémiai, és genetikai hasonlosdgok (példdul a génjei sok
esetben tartalmaznak intronokat, illetve szdmos emlds promoter
hasznalhat6 a génszabalyozasban). Lévén eukaridta, képes termelni mas
eukariotak  fehérjéit, ¢és génjei mas eukaridotdkhoz hasonloan
szabalyozhatoak. Tekintve, hogy alapvetéen haploid, a genetikai

elvaltozasok azonnal megjelennek, azonban konnyen diploidizalhat6 is,
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igy akar komplementalasi kisérletek, vagy a domindns-recessziv
tulajdonsagok vizsgalata is elvégezhetd vele. Tovabbi elony, hogy a Sch.
pombe genommérete viszonylag kicsi (=14,1 Mb), és minddssze harom
kromoszémaja van. Plazmidok széles kore alkalmazhatd az Sch. pombe-
nél. Mindezeken tal 2002-re a genom szekvencidjanak kozel 100%-a is
ismertté valt (Wood és mtsi, 2002).

A Sch. pombe, a Sch. japonicus-szal, a Sch. octosporus-szal, illetve a
nemrégiben leirt Sch. kambucha-val (Singh és Klar, 2002 és 2003)
alkotjak a hasadoélesztok csoportjat, melynek pontos rendszertani

besorolasat az 1. abran lathatjuk.

kirilysie. Mycota
Tors  Ascomycota

Altorzs Ay Ch 1asc omyco tina (Taphrinomycotina)

Osztaly  Schizosaccharomycetes
Rend  Schizosaccharomycetales
Csalad  Schizosaccharomycetaceae

Nemzetség Schizosaccharomyces
Faj Sch. pombe
Sch. pombe var. pombe
Sch. pombe var. malidevorans
Sch. japonicus (Hasegawaea japonica)
Sch. japonicus var. japonicus
Sch. japonicus var. longobardus
Sch. japonicus var. versatilis

Sch. octosporus (Octosporomyces octosporus)
Sch. kambucha

1. abra. A Schizosaccharomyces fajok rendszertana. A rendszertani
besorolas DNS szekvencidk alapjan tortént, olyan szakaszok 0sszehasonlitd
elemzésével, mint példaul a 16S vagy 26S rRNS-t kodolo régidk, valamint
az ITS4 szekvencia szakasz. (Sipiczki M, 2000 nyoman).
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A hasadéélesztok a neviiket jellegzetes osztodasukrol kaptak, ennek
soran a sejtek a novekedést kovetden kozépvonaluknal valnak szét
utodsejtekké. A vad tipusu Sch. pombe sejtek normal koriilmények kézott
egysejtiiek, a sejtek alakja hosszlkas, palcika alaki, kb. 3um széles ¢és 8—
l4pm hosszi (2. abra). Bizonyos specidlis koriilmények (hosszl
tenyésztési id0 (14 nap), igen magas glikéz (20 g/L) és rendkiviil
alacsony nitrogén tartalmi (mindossze 1%-a a szokdsosnak) téptalaj)

kozott képezhetnek valddi hifat is (Amoah-Buahin és mtsi, 2005).

2. abra. Vad tipust Sch. pombe sejtek. Jol lathato a sejtek
kozépvonal mentén torténd osztddasa. A valaszfal képzésének

helye nyillal van jelolve. Forras: www.irp.oist.jp/g0/research.php.

3.2. A Sch. pombe életciklusa
A Sch. pombe életciklusanak az alabbiakban torténd Osszefoglalasa

Gutz és mtsi (1974), MacNeill és Nurse (1997), Nielsen (2004),
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Yamamoto (2004) valamint Harigaya ¢s Yamamoto (2007) attekintd
munkai alapjan torténik.

Elegendd tapanyag jelenlétében a haploid Sch. pombe sejtek a
mitotikus  sejtciklusban  novekednek és  vegetativan, hasadéssal
szaporodnak. A tipanyag (nitrogén és/vagy gliikdz) megvonasa altal
kivaltott stresszvalasz hatdsdra azonban kilépnek a mitotikus
sejtciklusbol, és amennyiben a kdrnyezetilkben nem taldlhatok ellentétes
parosodasi tipusi sejtek, ugy belépnek a nyugalmi Gy fazisba. A
nyugalmi allapotban a sejtek ellenallobbak a kornyezeti hatasokkal
szemben (pl.: magas és alacsony hdmérsékleti viszonyok). A Gy fazisba
1épéshez szamos gén aktivitasara van sziikség. Azonban, ha jelen vannak
ellentétes parosodasi tipusu sejtek, akkor a nitrogénéhezés azon tul, hogy
megallitia a sejtciklust a G, fazisban, indukalja az affl/stell” gén
expressziojat, ami elengedhetetlen a sejtek konjugélasahoz, ezaltal végso
soron diploid sejtek jonnek létre (zigotdk). Ha tovabbra is fennall a
tapanyaghiany, a diploid sejtek meiotikus osztédason mennek keresztiil,
melynek végén négy kerek aszkospodra keletkezik, amelyek jellegzetes
mikroszkdpi képet mutatva sorban egymas utan, a zigotikus aszkuszban

helyezkednek el (3.A. abra).
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3. abra. A Sch. pombe aszkuszképzése. (A.) A Sch. pombe zigotikus
aszkuszai (forras: Szilagyi és mtsi, 2005). Jol lathatd, hogy négy spora
talalhato egy-egy aszkuszban.

(B.) Azigotikus aszkuszok, melyekben a spérak egyenes vonal mentén
helyezkednek el (forrds: www-rctf.usc.edu/~forsburg/main.html).

Az aszkuszbdl vald kiszabadulas utdn a spordk - ha megfeleld
koriilmények kozé keriilnek - csirdzasnak indulnak. Az alvé sporak
»felébresztéséhez” glilkozra van sziikség, ami cAMP - cAMP fiiggd
protein kindz utvonal aktivalasaval generdlja a germinéci6 inicidlasahoz
szlikséges jelet. Ahhoz azonban, hogy a spdorakbdl ténylegesen kindjenek
a sejtek, nem elég a glikoz jelenléte, sziikséges mas tdpanyag is,
els@sorban nitrogénforras. Idedlis koriilmények kozt a sporabdl kind a
haploid sejt, amely a mitotikus sejtciklusba 1ép vissza, és ezzel a kor
bezarul, visszatériink a kiindulasi allapothoz.

Létezik azonban egy kitérd utvonal is. A diploid sejtek nem csak
zigotikus aszkuszt hozhatnak Iétre. Ha a diploid sejteknek az ¢hezés
okozta stresszt megsziintetendden elegendd tapanyagot biztositunk, akkor
azok a sejtek, amelyek még nem kezdték meg a meiotikus osztddast,

belépnek a mitotikus sejtciklusba, és diploid sejtkultirat hoznak létre. A
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diploid allapot nem tarthatdé fenn hosszabb ideig, a sejtek a haploid
allapotot preferaljak, és paraszexualitas révén igyekeznek azt elérni egy
haploidizacids folyamattal, ami a Sch. pombe esetében gyorsan torténik
koszonhetéen annak, hogy csak harom kromoszomaja van. A
paraszexualitds Utjara lépett sejtek esetében sosem torténik meidzis,
tekintve, hogy mar nem rendelkeznek diploid kromoszomakészlettel.. Ha
a diploid sejtektdl is megvonjuk a tdpanyagokat (szintén szén- és
nitrogénéhezés), akkor ezzel meiotikus osztodast indukalunk benniik,
aminek az eredménye a zigotikus aszkuszhoz hasonl6 négy kerek haploid
sporat tartalmazd azigotikus aszkusz létrejotte (3.B. abra). A sporak
kiszabadulasaval és idealis feltételek kozti kicsirazasadval pedig ismét
visszajutunk a kiindulasi ponthoz, a mitotikus sejtciklusban 1évé haploid

sejthez. A Sch. pombe jellegzetes szaporodasi ciklusait a 4. abra

szemlélteti.
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4. abra: A Sch. pombe lehetséges szaporodasi ciklusai (forras:

www-rcf.usc.edu/~forsburg/main.html).
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3.3. A Sch. pombe sejtciklusa és annak szabalyozasa

A Sch. pombe sejtciklusanak ebben a fejezetben taladlhatdo rovid
bemutatasa MacNeill és Nurse (1997), illetve Gould (2004) 6sszefoglald
munkassaga alapjan késziilt.

A magasabb rendili eukariotakéhoz hasonléan a Sch. pombe sejtciklusa
négy kiilonallo szakaszra bonthato: a Gy, S, G, és M fazisra. A G, fazis
viszonylag hosszu, a teljes ciklus mintegy 70%-at teszi ki, mig a masik
harom egyenként 10—10%-ot. Mivel a masik harom szakasz ilyen gyorsan
lejatszodik (kivéve, amikor a sporabol fejlodik ki az 0 sejt, mert akkor a
G, fazis elnyulik), az 0sztodo sejtek a teljes szeparalodas idején mar G,
fazisban vannak.

A sejtciklus szabalyozasaban két kritikus kontroll pont van: az egyik a
G fazis végén, a masik a G, fazis végén. A Gl fazis ellendrzé pontjat
addig nem Iépheti at a sejt, amig egy bizonyos méretet el nem ért, és az
el6z0 mitdzis be nem fejezddott. Ezen ellendrzépont (vagy ,,Start” pont)
atlépése utan a sejt elkotelezetté valik a mitotikus osztddas iranyaba -
elétte azonban még beléphetne a szexualis ciklusba. A masik nagyobb
ellendrzé pont a mitdzisba 1épést id6ziti, aminek atlépéséhez szintén egy
megfeleld sejtméret elérésére van sziikség, valamint arra, hogy az S fazis
befejez0djon, vagyis a DNS szintézis €s javitdsi mechanizmus folyamatai
véget érjenek. Ezeken kiviil azonban még szamos kisebb ellendrzé pont is
1étezik (lasd bovebben Carr és Caspari, 2004, 6sszefoglalé munkéjéban).

A sejtciklus folytonossagéaért, mint mas szervezeteknél is, elsésorban
ciklinek és ciklin dependens protein kinazok felelnek (1asd Gould 2004-es
osszefoglald munkajat). A legfontosabb szerepe a cdkl/cdc2’ gén
termékének, a Cdk1/Cdc2-nek van, amely egy szerin-treonin kinaz, és

esszencialis mind a DNS megkettézodésében, mind a mitodzisban.
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Tovabba e fehérje nélkiil a sejt nem juthat tal a ,,Start” ponton és a G,/M
atmenetnél 1&vo ellendrzé ponton. A Sch. pombe sejtciklusanak szigora
szabalyozasa is a magasabb rendli él6lényekhez hasonldéan leginkabb a
foszforilacid-defoszforilacidé utjan torténik, melyben kiilonb6zo gatlo és
serkentd hatdsu kindzok vesznek részt. A legfontosabb ilyen gatld
fehérjék a Weel és a Mikl, melyek foszforildcio révén szabalyoznak.
Tovabba kiilonbozd ciklinek is elengedhetetlenek a szabalyozasban, igy
Cigl és Cig2, melyek B tipusu ciklinek és komplexet alkotnak a
Cdk1/Cdc2-vel (lasd még Fisher ¢és Nurse 1995-ben megjelent

Osszefoglald munkajat is).

3.4. A Sch. pombe citokinezisének folyamata

A citokinezis a mitotikus sejtciklus befejezd szakasza, mely Su és
Yanagida (1997), McCollum ¢és Gould (2001), Balasubramanian ¢és
McCollum (2004), illetve Wolfe és Gould (2005) 0Osszefoglalo
publikaciéi nyoman keriil bemutatasra e dolgozatban.

A citokinezis sordn az anya- ¢és lednysejt véglegesen két fiiggetlen
sejtt¢ valik, azonban ez a folyamat a sejtmag kettéosztodasatol
fiiggetlentil is végbemehet. A mitozis befejezésekor az eddig a sejt végein
csoportosuld F-aktin a sejt kdzépsd sikjaba rendezddik, és kialakitja a
tobb, mint 20 féle fehérjébal felépiilé aktomiozin kontraktilis gytirtit (mas
néven kozépgylirli vagy medidlis gylirll) a sejt kortexénél (1asd bévebben
Simanis 2003-ban kozzétett Osszefoglaldé munkajaban). Ez hasonlit a
magasabb rendi allati sejteknél tapasztalhatdé folyamatokra, ezért a Sch.
pombe kitlind modellszervezet a sejtosztodast vizsgald kutatasokban is.

A medidlis gytirt kijeloli a késébbi valaszfal képzodésének helyét. A
kozépgytirti képzédésének helyét a Mid1 és Plol fehérjék kozvetitésével -
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melyek be is éplilnek a gylriibe - az interfazisos sejtmag hatarozza meg,
amely a sejt kozepén talalhatd; ez a folyamat még a G2 fazis végén
lejatszodik. A medidlis sikban a mikrotubulus organizacids centrum
(MTOC) mikrotubulusokat képez, ami segiti a kontraktilis gylrii egy
sikban maradésat.

Az 0szt6do sejt plazmamembranja az 6sszehuzo6do aktomiozin gylri
nyoman betiiremkedik, létrejon a PB-gliikan alapt elsédleges szeptum,
melyen Osszegylilnek a késdbb ennek mentén szintetizal6dé masodlagos
szeptum ¢€pitokovei. A masodlagos valaszfal az elsédleges szeptum
mindkét oldalan képzdédik (Johnson és mitsi, 1973), majd a szintézis
befejeztével a primer fal feloldodik, igy a sejtek elvalnak egyméastol
(bévebben lasd e dolgozat 3.5. fejezet). A sejteket elvalasztod fal tehat
elsddleges ¢s masodlagos szeptumbdl épiil fel, a masodlagos szeptum az
elsddleges megléte nélkiil nem képes megszintetizalddni (Johnson ¢és
mtsi, 1973). Az elsédleges és masodlagos valaszfal - melyek felépitését
Bush és mtsi (1974), Humbel és mtsi (2001) és Sugawara és mtsi (2003)
irtak le - szerkezetét tekintve kozds, hogy mindkettd tartalmaz 1,3-o-
glikant, 1,6 elagazé 1,3-B-gliikkédnt és galaktomannanokat, de csak a
primer szeptumban van el nem agazo 1,3-f-gliikkan, ¢és csak a szekunder
szeptum rendelkezik 1,6-B-gliikkdnnal. A valaszfalak egyes komponenseit
helyben szintetizaljdk enzimek, mint példaul a Mokl, mely egy
1étfontossagu fehérje (Katayama és mtsi, 1999).

Ezutan az aktin ujra a sejt ,,régi”, eredetileg is meglévo podlusaba
csoportosul, mivel itt van ra sziikkség a tovabbi novekedéshez. A Sch.
pombe sejtek novekedése az tn. NETO (New End Take Off) pontig

monopolaris, kizardlag az eredeti végen no a sejt; és majd csak a NETO
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pont elérése utan valik a novekedés az osztoédast kovetden ismét
bipolarissa.

A Sch. pombe-ben a mitdzis befejezésében és a szeptumképzddés
elinditasaban egy komplex rendszernek van kiemelkedd szerepe, melynek
neve SIN (Septation Initiation Network). A SIN szignalizdcidja szamos
fehérjén keresztiil valésul meg, melyek koziil kiemelkedik a Cdk1-Ciklin
B utvonal, azonban magat az aktivalast feltételezhetéen a plol™ gén
terméke végzi. A SIN pontos szerepe még nem teljesen tisztazott; annyi
azonban bizonyos, hogy minden olyan sejt, amelyben a SIN hibasan
miikddik, zavart szenved a szeptumképzésben. Valosziniileg az
aktomiozin gyliri stabilitdsanak meg0Orzésében, Osszehuzodasanak
elOsegitésében és a szeptumképzésben van szerepe. Feltételezik még,
hogy szerepet jatszik az interfazisos sejtben is, illetve az anafazis
hosszanak szabalyozasaban a mit6ozis soran (ld. még Simanis, 2003
Osszefoglaloja). A SIN szerepérdl bévebben Krapp és Simanis (2008)
attekintd publikacidjaban olvashatunk.

A primer és a szekunder szeptumok kialakulasat kovetden a sejtek
szétvalnak. Ez a folyamat még nem teljesen tisztdzott, de a legujabb
elméletek szerint Gigy gondoljak, hogy enzimatikus folyamatok jatsszék a
f6 szerepet. A lebontd folyamatban résztvevd enzimek egy része mar az
aktomiozin gytlirt kialakulasa el6tt odakertil, ezek azonban csak késébb, a
masodlagos vélaszfal szintézisének befejezddése utan valnak aktivva. Két
nagyon fontos hidroldz enzimet fedeztek fel az elmult évek soran, melyek
részt vesznek az elsddleges szeptum feloldasaban: Agnl és Engl. Az
eldbbi egy a-glikkanaz és tulajdonképpen ez inditja el a szeptum feloldasat
azaltal, hogy a valaszfal mentén a sejtfalat megbontja (Dekker és mtsi,

2004; Garcia és mtsi, 2005), mig az Engl egy B-gliikanaz és a primer
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szeptum bontasaban vesz részt (Martin-Cuadrado és mitsi, 2003).
Azonban a fizikai hatdsoknak is fontos szerepe lehet a sejtek
szétvalasaban, els6sorban a turgornyomasnak, mely a masodlagos

valaszfalak mentén alakul ki (Sipiczki és Bozsik, 2000).

3.5. Sejtszeparacioban sériilt mutansok és a citokinezis szabalyozasa
a Sch. pombe hasado6élesztében

A citokinezis folyamatainak tanulményozéasdban jo szolgalatot
tehetnek az olyan sejtosztodasban sériilt mutansok, melyek a mitdzis
végén nem valnak szét. E mutans torzsek sejtjei - a vad tipustt Sch. pombe
hasadoélesztd sejtekkel ellentétben - egylitt maradnak, rovid hifakat
képeznek (lasd Sipiczki, 2007, attekintd cikkét). A szeparacidoban sériilt
mutansokat (,,sep” mutansok) eldszor Sipiczki és munkatarsai izolaltak, s
a felelds sériilt géneket ,,sep” géneknek nevezték el (Sipiczki és mitsi,
1993; Grallert és mtsi, 1999). Eddig részletesen a sepl”, seplO/med31",
sepl1/medl8" és sepl5/medS” géneket és mutacioik hatasat vizsgaltak.

E gének mindegyike transzkripcids faktort kodol, melyek tobb
folyamatban is részt vesznek. Igy nem csak a sejtosztodas, hanem példaul
az ivari differencidlédas szabdlyozasdban is van szerepiik, ugyanis a
sepl” génben sériilt mutansok kivételével, e gének mutacidja sterilitdst
okoz. A sepl”, amely az elsd azonositott sejtszeparacids gén volt
(Sipiczki és mtsi, 1993), egy HNF-3/forkhead doménnel rendelkezd
forkhead tipusu transzkripcios faktort kodol (Ribar és mitsi, 1997). A
sepl0/med31", sepll/medl8" és sepl5/med8” Mediator komplex
alegységeket kodold gének (1d. bovebben a dolgozat 3.7.2. fejezetében),
mig a sep9” gén egy olyan transzkripciés faktort kodol, mely nagyfoki

hasonlésagot mutat a S. cerevisiae SAGA komplexének Spt8
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alegységével. A Mediator és a SAGA komplex az altalanos transzkripcids
»Zépezet” részei, ezért is szélesebb spektrumu a hatés, ha az alegységeket
kodolo gének és ezaltal a komplexek is sériilnek (Sipiczki, 2007).

Az elmult években sok informaciot sikeriilt felderiteni az Engl és
Agnl enzimek (lasd 3.4. fejezet) szabalyozédsi mechanizmusardl,
amelyben a legfontosabb résztvevd fehérjék: a Sepl, Ace2, Fkh2 és
Mbx1. Az Ace2 egy cink-ujj domént tartalmazé protein, melynek hianya
a sepl’ génben sériilt mutdnsokéval teljesen megegyezd fenotipust
eredményez (Martin-Cuadrado és mtsi, 2003). Az ace2” gént a Sepl
transzkripcids faktor aktivalja (Rustici és mtsi, 2004). Ezutdn az Ace2
aktivalja az engl’ és agnl’ géneket, de szamos mas gén Aatirdsat is
serkenti, melyek expresszidjuk csucsat a szeptacio idején érik el (Alonso-
Nufiez és mtsi, 2005). Mig a Sepl aktival, addig az Fkh2 és Mbx 1 szerepe
az ace2” transzkripcidjaban az, hogy feltehetéen az interfazis alatt
csokkentik az 4tirds szintjét, azaz negativ regulatorokként funkcionalnak
(Buck és mtsi, 2004; Rustici és mtsi, 2004, Petit és mtsi, 2005). Az fkhfr
szerepe a G2/M atmenet szabalyozasaban is kulcsfontossagt (Szilagyi és
mtsi, 2005). Tehat a Sepl elsé hullimban az ace2’-t aktivalja, majd
masodik hullamban az Ace2 azokat a géneket, melyek termékei részt
vesznek az utodsejtek szétvalasaban. Az Ace2 az engl’, és agn2’
géneken kivil, a mid2", adgl®, adg2’, adg3" és cfh4" gének
transzkripcidjat szabalyzd fehérje is (Alonso-Nuifiez és mtsi, 2005; Petit
és mtsi, 2005). A Mid2 a sejtek osztdodasdhoz sziikséges szeptingyiir(
szervezésében vesz részt, kijeldli a sejtosztddas helyét, hianya csak enyhe
sejtszeparacios problémakat okoz (Béhler és mtsi, 1998; Berlin és mtsi,

2003; Tasto és mtsi, 2003). Az Adgl, Adg2, Adg3 ¢és Cthd fehérjék
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funkcidja eddig nem ismert. Szeparacidos mutdnsokat lathatunk az S.

abran.

5. abra: A képen ace2” hianyos mutansokat lathatunk; a sejtfalakat és a
szeptumot a kalkofluor teszi lathatova. Forras: Alonso-Nuiiez és mtsi,

2005.

3.6. Az ivari differencialodas és szabalyozasa a Sch. pombe-ben

A Sch. pombe életciklusa sordn alapvetdéen haploid és vegetativ
osztodassal szaporodik (lasd 3.2-5.). Azonban, ha a nitrogénforras elapad,
akkor a sejtek belépnek a szexualis ciklusba, melynek sordn a megfeleld
parosodasi tipustt sejtek konjugdlnak, meidzison esnek keresztiil ¢és

aszkosporakat képeznek.

3.6.1. Parosodasi tipusok

A Sch. pombe parosodasi tipusainak alabbi jellemzése Klar (1990)
Yamamoto (1996), Arcangioli €s Thon (2004), illetve Nielsen (2004)
Osszefoglald munkai alapjan keriil bemutatasra.

A Sch. pombe sejtek lehetnek homotallikusak és heterotallikusak is. A
vad tipusu sejtek tobbnyire homotallikusak, hogy ha a koriilmények

kedvezdtlenre fordulnak, a tulélés érdekében azonnal tudjanak konjugalni

25



¢és sporakat képezni. A heterotallikus torzsek viszont a sajat klonnal valo
parosodas kizardsa révén novelik a populdcid genetikai variancigjat, €s
igy novelik a populécio tulélési esélyeit.

A Sch. pombe esetében kétfajta parosodasi tipus ismeretes: az M
(minus) és a P (plus), melyek alapjan a heterotallikus torzseket
rendszerint h™-al, illetve h™-al jelsljik. A homotallikus térzsek jele h*,
mivel a sejtek kortilbeliil 90%-a parosodik nitrogénéhezés hatasara.

A parosodasi tipust a masodik kromoszoman 1évé matl” 16kusz
hatdrozza meg, amelybe rekombinaci6 ¢és az azt kovetd DNS javitasi
mechanizmus sordn a csendes mat2P" vagy mat3M" donor 16kuszok
egyikének genetikai informacidja masolodik at; a mat2P" a P tipus
Ezen alapul a parosodasi tipusvaltds. A homotallikus populdcioban a P és
M tipusu sejtek ardnya nagyjabol megegyezik. A DNS replikacidja soran
a rekombindciés eseményt a matl’ 16kuszt hatdrold6 homolog
szekvencidkat hordozé boxok, illetve a mat2P" és mat3M" 16kuszokat
hatarolo homolog boxok teszik lehetévé. A matIM’ 16kusz két
transzkripcids egységet tartalmaz, ezek a matl-Mc™ és a matl-Mm’";
hasonloan a matIP" 16kusz matl-Pc"-t és matl-Pm" -t tartalmaz. A matl-
Mc" és a matl-Pc’ nélkiilozhetetlenck a konjugaciohoz és a meidzishoz
egyarant, a matl-Mm" és a mat-Pm" pedig a meidzishoz sziikségesek. A
homotallikus torzsekben mindkét boksz megtalalhatd, mig a
heterotallikusokban  altalaban valamelyik boksz sériilt vagy a
rekombinaciés folyamatok sériiltek, ami a parosodasi tipusvaltdshoz

elengedhetetlen folyamat.

3.6.2. Konjugacid, meiodzis, sporaképzés és e folyamatok szabalyozasa
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A Sch. pombe-ben lejatsz6dd konjugécios, meiotikus és sporazasi
folyamatok rovid ismertetése Yamamoto €s mtsi (1997), Nielsen (2004),
Shimoda és Nakamura (2004), Yamamoto (2004), valamint Harigaya és
Yamamoto (2007) attekinté munkai alapjan keriil bemutatasra.

Az egész genomra kiterjedd transzkripcids vizsgalatok azt mutattak,
hogy a szexudlis ciklus négy részre, négy egymast kovetd hullamra
oszthatd, melyben gének szazai aktivalodnak, és mindegyik hullamban az
aktivalt gének specifikus prométermotivumokkal rendelkeznek. A négy
hullam és a kulcsszerepet jatsz6 szabalyozé gének a kovetkezok: az elsd
az ¢hezés és feromon indukalt valasz, melyben a legfontosabb szerepet az
affl/stel1” jatssza. A masodik a premeiotikus S fazis és a rekombinécio,
ekkor a cdcl0", res2” és repl  gének termékei a legfontosabb
aktivatorok. A harmadik hullamban torténnek a meiotikus osztddasok,
ekkor a mei4 -6l atirt protein a meghatirozé. Az utolsé hullam a
sporaképzés, melyben ATF (Activating Transcription Factor) tipust
transzkripcids faktorok végzik a f6 szabalyozast.

A tdpanyagmegvonas a Sch. pombe sejtekben elinditja a szexualis
ciklust, amennyiben van a kozelilkkben olyan fajtars, akivel képesek
parosodni. A tdpanyagmegvonas elsdsorban a nitrogén megvonasat
jelenti, a gliikdz megvonasa sokkal kevésbé hatékony, s ilyenkor a sejtek
inkabb megrekednek G, fazisban, viszont felerdsiti a nitrogénmegvonas
hatasat. Nitrogén hianydban a sejtek intracellularis cAMP szintje
lecsokken azaltal, hogy az adenilat-ciklazt kodold cyrl” gén expresszidja
mintegy felére esik. A magas cAMP szint gatolja a parosodast és a
meidzist, mig az alacsony intracellularis cAMP szexualis ciklust indukal.

A cAMP termelddését a gliikoz serkenti, és a cAMP egyik hatdsa, hogy a
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represszidt feloldva aktivalja a Pkal cAMP-dependens kindzt, ami gatolja
a szexualis ciklus beindulasat.

A nitrogénéhezés és az ezaltal kivaltott cAMP szint csdkkenés szdmos
gént aktivalva végiil az affl/stel1” gén expresszidjahoz vezet, amely egy
HMG (High Mobility Group) transzkripcids faktor, és kulcsfontossagi
szerepet tolt be a parosodashoz ¢és meidzishoz sziikséges gének
expresszidjaban. Az affl/stell” gén kifejez6dését, a promoterhez ktddve
indukalja a Pkal target Rst2 fehérje. Ez a fehérje negativ szabalyzas alatt
all, ugyanis foszforilalt formaban nem tudja aktivalni az affl/stell”
transzkripcidjat. Tehat, amikor a kornyezet nitrogén szintje lecsokken,
egy ismeretlen jelatvitelt kovetden a cAMP szint leesik és a cAMP fliggo
Pkal inaktivva valik, mely az Rst2 defoszforildlasdhoz vezet ¢&s
aktivalhatja az affl/stel 1" atirasat.

A nitrogén és gliikoz megvonasanak masik hatasa, hogy beindit egy
olyan altaldnos stresszvalaszt, melynek kozponti szabalyzo eleme a Styl-
Atfl-Pcrl rendszer (a stresszvalaszrol bdvebben: Millar, 1999-ben
megjelent dsszefoglald cikke), s ez szintén hozzajarul az affl/stell”
transzkripciés aktivalasahoz az affl/stell” promoterében megtalalhato
ugynevezett CRE elemeken (cAMP Responsive Elements) keresztiil. E
nélkiil az affl/stell” nem képes kifejezédni és a péarosodas elmarad,
illetve mas gének expresszidjat is befolyasoljak, melyek a sejtek G;-ben
maradasdhoz sziikségesek. A cAMP ¢és a Styl ttvonalak kolcsonhatisa
azonban még pontosan nem ismert.

Az affl/stel1” nagyon fontos gén, a szexualis ciklus kdzponti génje,
terméke szamos mas gén expresszidjat szabalyozza, melyek tobbségének
aktivacidja parosodashoz vezet, de nem mindegyik hozhato

Osszefliggésbe a szigortan vett szexualis ciklussal. DNS , microarray”
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segitségével eddig 62 ilyen gént talaltak meg az Aff1/Stell targetjeként,
€s tovabbi 16 olyan gén expresszids szintjét befolyasolta, melyek a
sejttipus meghatarozasahoz sziikségesek (Mata és Bihler, 2006).

Az affl/stel]l” aktivalja a matl"™ 10kuszban 1év6 matl-Mc" (M tipusu
sejteknél), illetve matl-Pc" gének (P tipusu sejteknél) atirodasat. A matl-
Mc" és matl-Pc’ gének produktumai aktivaljdk a feromonvalaszért
kozvetleniil felelés géneket. A feromonok kis méreti, a sejtek altal
szekretalt peptidek. A P tipusu sejtek P faktort, mig az M tipusu sejtek M
faktort termelnek. Az M faktort hdrom gén kodolja: a mfinl ", mfm2" és
mfm3", mig a P faktort a map2” gén kodolja. Ezek segitségével érzékelik
az ellentétes parosodasi tipusu Sch. pombe sejtek egymas kozelségét. Ha
nem ¢érzékelnek olyan feromont a kozelben, ami receptoraikon
megkotodik, akkor a sejtek a szexudlis ciklus folytatasa helyett nyugalmi,
Gy fazisba Iépnek (lasd még MacNeill €s Nurse, 1997). Amint a
feromonok megkotddnek az ellentétes parosodasi tipusu sejt receptorain
(P sejt: Map3, M sejt: Mam?2), beinditjak az intracellularis MAP kinaz
kaszkadot, ami ahhoz vezet, hogy a sejtciklus megall a G; féazisban,
megkezdddik a sziikséges gének transzkripcidja, €s a sejtek elkezdenek
novekedni a feromonforrés irdnyéba.

A MAP kinaz kaszkad az affl/stell” gént aktivélja, ily modon az
Affl/Stell a feromonvalasz aktivalasa révén visszahat Onmagéra,
autoregulaciot tart fonn. Az Affl/Stell tehdt a feromon altal aktivalt
géneket is szabalyozasa alatt tartja. A feromon kivaltotta jelatvitelhez
szilkség van a Ste6 ¢és Rasl fehérjékre is, utébbi a polarizalt
sejtndvekedésben is szerepet jatszik. A Rasl aktivalja a Cdc42 proteint,
ami a citoszkeleton aktin filamentumainak  szervezddésének

szabalyozasaért felelds (tovabba lasd még Hughes, 1995 0sszefoglaloja).
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A morfologiai valtozasokat az aktin reorganizacidja idézi eld. Az
eredetileg monopolarisan elhelyezkedd F-aktin elemek a sejt két csticsaba
lokalizalodnak, igy a parosodas barmilyen iranybol megkezdddhet. Amint
a feromonreceptorok kozvetitik a feromonszignalt, az aktineloszlas ismét
monopolaris lesz: arra a végre koncentralodnak, ahol a feromont érzékelte
a sejt, lehetové téve igy a konjugalashoz sziikséges ,,csOr” kinovését a
sejtbol.

Alighogy a sejtek fizikai kontaktusba lépnek egymaéssal, az Affl/
Stell aktivalta M-specifikus ¢és P-specifikus gének altal kodolt és
korabban a sejtfelszinre transzportalodott agglutininek segitségével
Osszetapadnak, s igy megakadalyozzak a potencidlis parosodasi partnerek
elsodrodasat egymastol.

Az Osszetapadt sejtekben harom fontos folyamat veszi kezdetét: a
(MTOC) képzddik a sejtek egymassal érintkezd csucsanal. Ez az MTOC
mikrotubulusokat képez a sejtmag iranyaba, amelyek a kromoszémak
telomerjeihez kotddnek. Ezt kovetden a sejtmagok megkezdik
mozgasukat a csticsok felé¢ és a sejtparok ugynevezett ,,lofarok” fazisba
1épnek.

Ahhoz, hogy a sejtfliziéo valoban végbemehessen, le kell bontani a
sejteket elvalaszté falakat. Ebben a profilin és a tropomiozin mellett
kulcsszerepet jatszik a Fusl, melynek expressziojahoz az Affl/Stell
sziikséges. Amint végbement a sejtfalak lebontasa, létrejohet a
kariogdmia, feltéve, ha a megfeleld transzportfehérjék rendelkezésre
allnak. A kariogamia utan a sejt beléphet a meidzisba.

Az Aff1/Stell szamos hatasa kozé tartozik, hogy aktivalja a mei2"

gén atirasat, ami szamos mas faktor mellett létfontossaghi a meiodzis
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szempontjabol. Az Aff1/Stell aktivalja az M és P specifikus géneket is,
amelyek k6zé a matl-Mm" és a matl-Pm" is tartozik. Ezek a mei3" gén
expresszidjat eredményezik, mely megsziinteti az affl/stell” és a mei2"
DNS szintézishez és az elsé meiotikus osztédashoz sziikséges. A meidzis
I elinditdsakor a Mei2 a sejtmagban lokalizalodik és megkéti az un.
meiRNS-t (1d. még Ohno és Mattaj 1999-ben megjelent dsszefoglaloja).

A premeiotikus DNS szintézis soran a DNS kopiaszama
megduplazodik. Ezt kdveti a meiotikus rekombinacid még a meidzis I
elétt, majd jon a meiotikus osztddas, amelyben - és persze mar a
rekombindcid soran is - fontos szerep jut a Rec8 fehérjének (Ding és mtsi,
2006), mely a testvérkromatidakat Osszetartja a DNS szintézistdl a
kromoszémak elvalasaig. Ily modon valésulhat meg a szamfelezo
osztodas.

A meidzis II sikeres lejatszoddsdhoz szamos kiilonbozé gén
aktivacioja sziikséges, ezek koziil a legfontosabb a cdc7” és a mesl”. A
Cdc7 egy szerin-treonin kindz, a Mesl szerepe még nem teljesen
tisztazott, de valosziniileg sziikséges az MPF (M-phase Promoting Factor)
szintjének megdrzésé¢hez, amely nélkiil nem megy végbe a meidzis 1. A
meidzis II sordn a kromoszomak a mitotikus osztddashoz hasonldan a sejt
egyenlitéi  sikjdba  rendezddnek, majd elvdlnak  egymastol,
végeredményben négy haploid sejtmagot kialakitva a sejten beliil. Ezutan
indulhat meg a sporaképzés.

A spoéraképzésben elsdsorban a ,,spo” gének jatszanak szerepet (pl.:
spo3”, spo4”, spo5’). A sporaképzéshez eldszor is sziikség van a
sejtmembran képzésére a leendd sporak koril, mely azutan iranyitani

fogja a sporafalképzést is. A sporafalképzéshez kell tovabba egy 1,3-f-
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glilkan-szintaz és egy Kkitin-szintaz, valamint a 23K protein (23kDa
tomegii), melyet az isp3" gén kédol.

A spordk  kiszabadulva  megfeleld0  koriilmények — kozt
differencidlodasnak indulnak és 0j haploid sejteket hoznak létre. Ezzel

korbeér a szexualis ciklus.

3.7. Az eukariota transzkripcio és szabalyozasanak fobb elemei

3.7.1. A transzkripcio folyamata

A gének expresszidjanak folyamatat és szabalyozasat a S. cerevisiae
modellszervezetben tanulmanyoztak legbehatobban, a hasadoélesztok
esetében kevesebb informécio all rendelkezéstinkre.

A Sch. pombe-ben zajlé transzkripciohoz kapcsolhatd alapvetd
molekularis ismeretek aldbbi Osszefoglalasa Hadcroft és mtsi (2004),
Kimura és mtsi (2004), illetve Witt és mtsi (2004) attekint6 kdzleményei
alapjan torténik.

A Sch. pombe-ben csakligy, mint mas eukariotakban, a transzkripciot
harom DNS dependens RNS polimerdz végzi, melyek koziil munkank
szempontjabol a legfontosabb az RNS polimeraz II (Pol II), mely néhany
snRNS mellett az mRNS-eket szintetizélja.

A transzkripcid azzal indul, hogy a transzkripcios komplex felismeri a
transzkripcidés inicidcidos helyet a DNS-en, ¢és hozzakotddik. Ez
transzkripcids faktorok segitségével megy végbe. A Sch. pombe-nél a
transzkripcids iniciacidés helyet a gének nagy részénél az tgynevezett
TATA box jeloli, de néhany génnél az tigynevezett HomolD Box jatsza a
promoter szerepét. Ezek nem csak az inicidcioban vesznek részt: a
hozzajuk kotddo — specifikus  fehérjék  szerepet jatszanak mas

folyamatokban is, mint példaul az mRNS érés vagy az RNS megkotése €s
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exportja a magbol. Az emlitett promoéter szekvencidkon kiviil a
transzkriptum elsé nukleotidja koriili inicidtor elemeknek (Inr) szintén
fontos szerepe lehet a transzkripcid inicialasaban. Tovabba a gén a kodolo
szakasza elott tartalmazhat még enhancer, silencer, UAS (Upstream
Activation Sequence) ¢és URS (Upstream Repression Sequence)
szekvencidkat is, melyek mind részt vesznek a transzkripcid
szabalyozasaban.

Az RNS polimeraz II az RNS szintézis folyaman, a DNS-en szdmos
helyen megallna, s nem menne végbe a transzkripcid, ha nem lennének
elongacids faktorok, melyek fenntartjdk a transzkripciot. Ezek a Pol II
holoenzimhez kotddnek, és meggatoljak a komplex leallasat és levaléasat.
A szintetizalodd RNS-t egy ,,capping” apparatus az 5’ végén egy sapkaval
latja el. Ez a sapka és a transzkripcio végén a 3’ vég poliadenilalasa fogja
megvédeni majd az érett transzkriptumot az exonukledzok lebontasatol.

A transzkripcio befejezése a terminéacio, aminek sordn a Pol II-nek
abba kell hagynia a DNS atirasat, le kell valnia, kdzben a kész primer
transzkriptumot pedig egy endonukledznak el kell hasitania a 3* végnél,
ami utdn megtorténhet a poliadenildci6. Maga a terminacid pontos
folyamata €s szabalyozasa nem ismert, am kitiintetett szerepe van a DSE-
nek (Downstream Sequence Element), melynek hidnyaban nem jon 1étre a
normadlis terminaci6. A DSE a 3’ talnyulé végen talalhatd, erdsiti a
poliadenilacids szignal hatasat és megallitja a Pol 1I-t.

A Pol II 12 tgynevezett Rpb alegységbdl épiil fel, melyek az ,rpb”
gének termékei. A polimerdz Osszetett kozponti enzimatikus egységét,
mely sok tekintetben (funkcionalis és morfologiai szempontbdl) hasonlit a
prokaridta aff° komplexre, négy fehérje épiti fel: az Rpbl, az Rpb2,
Rpb3 és az Rpb11. Az Rpbl és Rpb2 alkotja a katalitikus alegységet, mig
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az Rpb3 és Rpbl1 a komplex két nagy alegysége kozt teremt kontaktust.
A Pol II szabalyozdsa az  alegységek  foszforilaciojaval-
defoszforilacidjaval torténik. A legfontosabb szerepe ebben az Rpbl-nek
van, ez ugyanis rendelkezik egy hosszu C-terminalis doménnel (CTD),
mely polifoszforilacios helyet biztosit a CTD kindzok és defoszforilaciods
CTD foszfatazok szamara. Sch. pombe-ben 3 CTD kinazt (CtdK1, THITH
¢és az Srb10-Srb11 komplex) és egy CTD foszfatazt (Fcpl) ismernek.

A transzkripcidban ¢és szabalyzasaban szamos faktor vesz részt,
altalanos ¢és specifikus transzkripcids faktorok is. Eldbbiek neve: GTF
(General Transcription Factor). A legjobban ismert 4altaldnos
transzkripcios faktor a Sch. pombe—ben a TFIID, mely egyrészt felismeri
¢s megkOti a promotert, masrészt a transzkripcid elemei szamara egy
Osszeszerelddési feliiletet biztosit. Hasonldan mas eukariotak TFIID-
jéhez, a Sch. pombe hasadoélesztdé is tobb alegységbdl épiil fel, melybdl
egy a TATA kot6 fehérje (TATA Binding Protein, TBP), a tobbi a hozza
kapcsolodo faktor (TBP-Associated Factors, TAFs). A TFIID-t is felépito
hisztonszerli TAF fehérjék egy része alkotja a SAGA komplexet (Spt-
Ada-GenS Acetiltranszferaz; 1d. 3.7.3. fejezet), mely a kromatinstruktara
modositasaval a génexpressziot szabalyozza, egyben koaktivatorként is
miikddik. Lathato, hogy a TAF fehérjék sokoldaltian szabalyoznak, nem
csak a TFIID-re specifikusak (lasd Woychik és Hampsey, 2002 attekintd
munkaja).

A Pol II transzkripcios komplexhez nem tud minden transzkripcids
faktor kozvetlentil kapcsolodni, legyen az aktivalo vagy gatld funkciojh.
A specifikus faktorok és az RNS Polimerdaz II kozti kapcsolatot a

Mediator komplex (Id. 3.7.2. fejezet) teremti meg, amely szdmos
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koaktivator fehérjébol allo komplex (bévebben: Woychik és Hampsey,
2002 osszefoglaloja).

3.7.2. A Mediator komplex

A Mediator komplexet a S. cerevisiae élesztdgombanal irtak le
elészor (Kim ¢és mtsi, 1994). A komplexet felépitd fehérjéket Med
fehérjéknek, génjeiket MED géneknek nevezték el. KésObb mas fejlettebb
szervezetekben, koztiik az emberben is, felfedezték a komplexet. Mivel a
kiilonbozd fajokban a Mediator alegységek elnevezései igen zavarosak
voltak, ezért egységesitették azokat (Bourbon és mtsi, 2004).

Mas eukariotadk Mediator komplexéhez hasonléan a Sch. pombe
Mediator sem képes kozvetleniil hozzakoétddni specifikus DNS
szakaszokhoz; fizikai kolcsonhatasba 1ép a Pol II legnagyobb
alegységének foszforildlatlan CTD-jével (Carboxy-Terminal Domain),
igy létrehozva egy holoenzimet (Spahr és mtsi, 2003). Altalanossagban
elmondhato, hogy a holoenzimhez kapcsolt Mediator konforméci6 csak
polimerdaz II levalik a Medidtor komplexrdl, majd kezdetét veszi a
transzkripcid (altalanos 6sszefoglald: Casamassimi és Napoli, 2007).

A S. cerevisiae élesztd Mediator komplexe az eddigi ismeretek
alapjan 21 alegységbdl all. A kiilonbozo alegységek eltérd aktivator
doménekkel 1épnek kapcsolatba, ezért a kutatdsok az egyes alegységek
egyedi leirasara koncentralnak. A komplex négy eltér6 fizikai molekulara
oszthato: feji, kozépsd, farki és CDK egységekre. A CDK modul a
Mediator represszalasdban jatszik szerepet. Amikor egy koaktivator
kotédik a Mediator farok részéhez, a CDK disszocial a komplexrél, majd

a feji rész a Pol Il-vel és egyéb fehérjékkel egyiitt a DNS kozelébe kertil,
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melyet kovetéen a Pol II megkezdi transzkripcids aktivitasat (lasd
Casamassimi ¢s Napoli, 2007 attekinté munkajat).

Sch. pombe hasadoélesztonél is taldltak a komplex alegységeivel
homolég fehérjéket (Id. dolgozat 3.5. fejezete) és a komplexet magat is
azonositottak, mely kisebb a S. cerevisiae-ben talalhatonal (Spahr és mitsi,
2000 és 2001). A seplO/med31” és sepll/medl8" nem esszencialis
gének; delécidjuk esetén rovid hifds morfologidji sejteket figyelhetiink
meg, melyek permissziv hémérsékleten hosszabb generacids idejliek,
majdnem teljesen sterilek, valamint alacsony vagy semmilyen sporazasi
képességgel nem rendelkeznek (Grallert és mtsi, 1999). A kettds mutéans
ezzel szemben nem életképes (Szilagyi és mtsi, 2002). A seplS/med8"
delécidja dnmagaban is letdlis a sejt szamara, mig a sepl5/med8-598
mutans homérséklet-érzékeny (33°C felett életképtelen), a gatlo
homérseklethez kozeli hémérsékleten pedig szeparacidoban — sériilt
fenotipust mutat (Grallert és mtsi, 1999; Zilahi és mtsi, 2000; Lee és mtsi,
2005; Miklos és mtsi, 2008).

A fenti Medidtor mutansok vizsgalata rdmutatott arra, hogy a gének
pleiotropok, azaz hatdsuk tobb, egymastdl fliggetlen sejttani folyamatra is
kihat. gy példaul a citokinezisre, az ivari differencidlodasra vagy a
kornyezeti  valtozasokra adott valaszokra. Ez a transzkripcio
szabalyozasan keresztiil torténik, melyben mint koaktivatorok vesznek
részt. A seplO/med31 és sepl5/med§8 mutansokkal végzett microarray
vizsgalatok soran bebizonyosodott, hogy a seplO/med3l" és
a sepl” és az ace2” gének expresszidjanak aktivatorai is és igy a sejtek
normalis kimenetelii osztodasaban nélkiilozhetetlenek (Miklds és mitsi,

2008; 1d. 3.5. fejezet). Tovabba a sepl0/med31" és sepll/medl8" részt
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vesznek az affl/stell” gén expresszidjanak szabalyozasaban is (Szilagyi
és mtsi, 2002), melynek génterméke a szexualis ciklus legfontosabb

szabalyoz6 molekul4ja.

3.7.3. A SAGA komplex
Baker ¢és Grant (2007), illetve Daniel és Grant (2007) a kozelmultban

Osszefoglalta a SAGA komplexekrdl feltart eddigi ismereteket. Munkéjuk
alapjan a S. cerevisiae SAGA komplexérdl az aldbbiak mondhatok el.

A SAGA egy nagyméretii, kb. 1,8 MDa tomegii, a sejt igényei szerint
dinamikusan Ossze- és szétszerelddd fehérjekomplexum, melynek szamos
funkciot tulajdonitanak: leginkabb a transzkripci6 inditasa soran fejti ki
szabalyoz6 szerepét a hisztonfehérjék N-termindlis talnyuld végeinek
modifikacioival (acetilacid, metilacid, deubiquitinalas és foszforilacio), de
ezeken tal még az elongacioban, mRNS exportban ¢és valdszintileg a DNS
javitasban is részt vesz. Az evolucidé soran olyannyira konzervativnak
bizonyult, hogy a S. cerevisiae SAGA komplexének megfeleld, homolog
alegységekbdl felépiild szabalyozd komplex még az emberben is
megtaldlhatd. Mivel a SAGA komplex ilyen erdsen konzervativ és
nagyfokl hasonlosagot mutat a Sch. pombe-ben és a S. cerevisiae-ben, az
alabbiakban az utobbi faj SAGA komplexének jellemzésére keriil sor. A
Sch. pombe SAGA komplexérdl kevés az irodalmi adat.

A S. cerevisiae SAGA komplexét felépitd alegységek koziil tizen6tot
ismernek. Alapvetden négy funkcionalisan elkiilonithetd
alegységcsoportra oszthatjuk e fehérjéket: transzkripcios adaptor fehérjék,
Spt fehérjék, TAF alegység ¢és Tral fehérje. Az adapter fehérjék kozé az
Ada proteinek tartoznak, valamint a GenS, amely a GNAT (GenS-rokon

N-Acetiltranszferaz) szupercsaladba tartozd hiszton-acetiltranszferaz

37



(HAT) katalitikus alegység. A hisztonfehérjék koziil legerésebben a H3-t
acetilalja, ezen kiviil a H4 és H2B acetilacidjara is képes, de csak kisebb
aktivitassal. A Gen5 Onmagéban nem képes a nukleoszoméban 1évo
hisztonok acetilalasara, csak a SAGA komplex részeként. Az Spt fehérjék
némely tekintetben az Ada fehérjékhez hasonlitanak, a f6 funkcidjuk a
TBP-vel valé kapcsolat kialakitdsa. A TAF alegységet a Taf fehérjék
épitik fel, melyek a TBP-hez asszocidlodva a SAGA acetilacios és
kDa) Tral fehérje a SAGA szerkezetének kialakitasaban jatszik szerepet,
de emellett koaktivator funkcidja is van. Az S. cerevisiae SAGA komplex

felépitése a 6. abran lathato.
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6. abra: A S. cerevisae SAGA komplexének sematikus felépitése.

Forras: Daniel és Grant, 2007.
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A SAGA komplex legfontosabb funkcidjanak tehat a GenS-medialt
hisztonacetilacié és a transzkripcios aktivatorokkal valdo kozvetlen
kolcsonhatés tekinthetd, melyek hatasara beindul a transzkripcid. Ezeken
tul azonban az Ubp8-medialt hiszton-deubiquitinalas is a feladatkorébe
tartozik, valamint egyelére nem tisztdzott szerepe van az mRNS
exportjaban és az elongacioban is. Tovabba kdlcsonhatasba 1ép a 19S
proteoszomaval, mely egy szabalyozé képlet, és amelynek révén eldsegiti
a H3 trimetilacigjat. Az Ubp8 szintén hozzédjarul a H3 trimetilacidjahoz.
A SAGA komplex tovabbi szabalyozasi lehetdségei kozé tartozik az
Stnl-medialt H3 foszforilaci6. A komplex acetillizin és metillizin
felismerd képessége pedig hozzajarul a specificitasdhoz ¢és az
aktivacidjahoz, ugyanis e modositott aminosavak jelenléte nagymértékben
noveli az aktivitasat, igy a hisztonok eldzetes enzimatikus modositasa
meghatarozza, hogy hol, melyik hisztonnal fejti ki a SAGA komplex
aktivalo és regulatorikus hatésat.

A Sch. pombe-ben eddig nem sikeriilt magat a SAGA komplexet
biokémiailag  izoldlni, hanem  szekvenciahomologidk  alapjan
feltételezhetd, hogy létezik. Eddig 3 gént és annak termékét azonositottak:
spt3" (Madison és Winston, 1998), sep9/spt8” (Grallert és mtsi, 1999;
Helmlinger és mtsi, 2008), gcn5 ™ (Johnsson és mtsi, 2006). A doktori

e + r . r1e y 7 o
munka sordn a sep9/spt8  részletes funkcionalis analizisére keriilt sor.
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4. Anyagok és modszerek

4.1. A doktori munka soran felhasznalt torzsek

1. tablazat. Sch. pombe, Sch. japonicus és E. coli torzsek

Torzs |

Genotipus

Forras

Schizosaccharomyces pombe

0-1 Vad tipus L972 b’ U. Leupold, Bern

0-2 Vad tipus L968 h” U. Leupold, Bern

0-39 leul-32 h U. Leupold, Bern

0-369 ura4- D18 h”° J. Kohli, Bern

2-1310 | ura4- D18 leul-32 h”° Ebben a tanulményban
0-369 x 0-39

2-1043 Aace2: :kanMX4 ura4-DI18 h Martin-Cuadrado és
mtsi, 2003

2-1042 Aace2: :kanMX4 ura4-D18 leul-32 Martin-Cuadrado és
mtsi, 2003

2-683 sep9-307 ade3-58 h™° Grallert és mtsi, 1999

2-521 sep9-307 ura4-DI18 h™ Ebben a tanulmanyban,
0-369 x 2-683

2-692 sep9-307 ura4-DI18 leul-32 h”° Ebben a tanulméanyban,
0-39 x 2-521

2-1053 | Asep9::ura4” ura4-D18 h”° Ebben a tanulményban,
0-369-bs1

2-1309 | Asep9::urad” ura4-DI8 leul-32 h”° Ebben a tanulméanyban,
2-1310-bl

2-1314 | sep9-307 Asepl0::urad” leul-32 ade6-M26 h™® | Ebben a tanulmanyban,
2-692 x 2-922

2-989 Asepl0::urad” ura4-DI18 h’° Miklos és mtsi, 2008

2-922 Asepl0::urad” ura4-D18 leul-32 ade6-M26 h”° | Szilagyi és mtsi, 2002

2-898 Asepll::ura4” ura4-D18 h”° Szilagyi és mtsi, 2002

2-896 Asepll::ura4” ura4-D18 leul-32 h™ Szilagyi és mtsi, 2002

2-99] sepl5-598 h”° Miklos és mtsi, 2008

2-870 sepl5-598 his3 h”° Miklos és mitsi, 2008

2-1300 | Astell::ura4” leul-32 h”° Kjaerulff és mtsi, 1997

Schizosaccharomyces japonicus

7-1 Vad tipus (CCY 44-5-1=CBS 354) Culture Collection of
Yeasts, Pozsony

Eschericia coli

DHS5 DHS5 F (¢80dA(lacZ)M15) recAl endAl gyr496 | A. M. Carr, Anglia

thil hsdR17 (rimy') supE44 relAl deoR
A(lacZYA-argF)U169

40




4.2. Felhasznalt plazmidok

2. tablazat. A felhasznalt plazmidok neve, leirasa és szarmazasa.

kapcsolt Sch. japonicus SJAG 02066.2
(sep9") ORF-et tartalmazo plazmid

Név Leiras Forras
KS-urad4” az ura4 " kazetta felszaporitasahoz Bihler és mtsi, 1998
pREP81- ace2” nmt81 prométerhez fuzionalva; leul” | Alonzo-Nufiez és mtsi,
ace2” marker 2005
pSK85 stell” nmt41 prométerhez fuzionalva; Kjaerulff és mtsi 2005

leul” marker
pYZIN nmtl alapli expresszios vektor Zhao és mtsi, 1998
PYZINSjs9 [pYZIN-bol szarmazo, nmt! promoterhez Ebben a tanulmanyban

7. abra. Az 4bran a pREP1 vektor szerkezete lathat6. Valamennyi
pREP tipust plazmid hasonld szerkezettel rendelkezik, csak a
kiilonb6zd erdsségli ,,nmt” promoterekben kiilonboznek. Forras:

LEU2

Maundrell, 1993.
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EcoRI (7916) N

HidIII (6975)

HirdIII (1)
HirdIII (1024)
Prep41 sense primer
Ndel (1213)
~ EcoRI (1375)
Xmal (1391)
Smal (1393)
BamHI (1396)
Sall (1408)
HirdIII (1426)
EcoRl (2664)

pYZ1N
9215 bp

\

EcoRI (3864)

8. abra. A feltételezett Sch. japonicus sep9" gén klénozaséhoz
hasznalt pYZI1N expresszids vektor, mely hasonlo6 szerkezettel
rendelkezik, mint a pREP tipusu plazmidok.
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4.3. A doktori munka soran hasznalt PCR primerek

3. tablazat. Primerek neve, szekvenciaja (57-37) és leirasa. A leirasban
szerepld szamok, a génben 1év0 vagy a génhez viszonyitott helyzetiiket
jelzi. Ahol nincsenek szamok feltiintetve, ott a primerek teljes gének

felszaporitasahoz kertiltek felhasznalasra.

Primer neve Primer szekvenciaja Leiras

sep9KOFW 5’-GGA ACG TAA ACA AAA forward primer sep9 " delécidhoz,
CAT ATT GTT GCT GCA TTG | dolt betli: gén eldbtti régidval
CAG CAT TTT AAG GTT ACA | homolog -75-t61 -1-ig, egyenes
ACT CTT TTT GTG TAT ATT | betii: KS-ura4" kazettaval
TTA AAG CGC CAG GGT komplementer szakasz
TTT CCC AGT CACGAC -3’

sep9KORW 5’- AAT CGT AAC CCA CTT reverse primer sep9" delécidhoz,
CCTTTC AGT CTA TTA TCA | dolt betii: gén utani régioval
TAA TGT ACA TTA TTG CGA | homolog 1629-t6l 1703-ig,
ATA TGT GTT TTA GAG AAA | egyenes betii: KS-ura4”
GCA TTA GCG GAT AAC kazettaval komplementer szakasz
AAT TTC ACA CAG GA -3’

s9s1.2forw 5°- CCT TGT CAA ACT TCC |sep9" génhez upstream forward
CCATTC -3’ primer; -296-t61 -276

KOura 5’- GCT ACA ATA TGC ATC |KS-ura4" kazettaspecifikus
TGG -3’ reverse primer az integracio

ellendrzéséhez

s9forwl.1 5’- GCT GCA TTG CAG CAT |sep9-307 szekvenalod forward
TTT AAG -3° primer; -51-t61 -30-ig

s9rev1 5’- GAA CCC AAA GAC CTC | sep9-307 szekvenalo reverse
TGG -3° primer; 640-657

s9forw?2 5’-TCT CTC CCT GAC TGT | sep9-307 szekvenald forward
TGC -3’ primer; 509-526

s9rev2 5’- CCC ATA CAT TCA TAA | sep9-307 szekvenalo reverse
CTCC-3° primer; 1167-1185

s9forw3 5’- TCT GTT CAA GCA AAT | sep9-307 szekvenal6 forward
GAG GAG -3 primer; 1032-1052

s9rev3 5’- CGT AAC CCA CTT CCT | sep9-307 szekvenalo reverse
TTC -3’ primer downstream; 54-71

s9oeforw 5’- CAT ATG GAA GCA GAA | forward primer sep9” cDNS
GAG AGT GAG TCC - 3’ szekvenalashoz

s9oerev 5’- GGA TCC CGA ATA TGT |reverse primer sep9’ cDNS
GTT TTA GAG AAA GC -3’ |szekvenalashoz

sce3RTs 5’- GTG ACT GGG TTC GTC |sce3" forward primer RT PCR-
GTG -3’ hez; 784-801

sce3RTa 5’- GGC GCT CAG AGG ATT |sce3" reverse primer RT PCR-
CAC-¥ hez; 949-966

ace2RTleft 5’- TAA CAA TGA CGC ATT |ace2" forward primer RT PCR-
TTC CTT G -3’ hez; 411-432
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ace2RTright

5’- TGT TGT TGA GAG TCC
AGCTCAT-3

ace2 reverse primer RT PCR-
hez; 488-509

adgl 273-293F

5'- CCC AAC TAG CGC TAC
TAC GAC -3’

adgl” forward primer RT PCR-
hez; 273-293

adgl_356-375R

5'- AGT GTC CAC TGG CGG
ATT AC-3°

adgl” reverse primer RT PCR-
hez; 356-375

eng 1 1765- 5'GGC GAT TCT GAT ATG  |engl " forward primer RT PCR-

1784F GAG GA -3’ hez; 1765-1784

eng 1 1851- 5'TAG AAG TGG GCT GGA |adgl" reverse primer RT PCR-

1870R CGTTIT -3 hez; 1851-1870

stel 1IRTleft 5’- TGT CAG CCG ATA AAG | affl/stell” forward primer RT
TGT TGT C -3’ PCR-hez; 860-880

stel IRTright 5’- GGT ATT CGG GGT TTT |affl/stell” reverse primer RT
AGGTGAT -3’ PCR-hez; 939-960

Sj.sep9s 5’- TAC GTA GTC ATA TGG | forward primer Sch. japonicus
ATG AGT CTG AAG TGG AAT | sep9” ortolog amplifikaciojahoz
TAG -3’ és klonozasahoz; dolt betii: +1-t6l

25-ig génnel homolog, vastag
egyenes betli: Ndel RE hely,
egyenes betli: aspcifikus
szekvencia

Sj.sep9aBamHI

5’- TAC GTA GTG GAT CCT
TAC GGG TTA GAA TTA ATA
ACG -3’

reverse primer Sch. japonicus

¢és klonozéasahoz; dolt betii: a gén
utolsé 22bp-javal homoldg
szakasz, vastag egyenes betli:
BamHI RE hely, egyenes betii:
aspcifikus szekvencia

Sj.sep9in 5’- ATC CCA TAA ATG CAC |reverse primer a Sch. japonicus
ATC ACG -3’ sep9” ortolégjdban; 685-705
Prep41sense 5’- GTC ATT CGG CAA TGT | forward primer a polylinker
GCA GC-3 régidhoz képest upstream;
klénozott gének integracidjanak
ellen6rzéséhez; 3509-3528
Sjs9RTs 5’- CCG TCT CTA ACG ATG | Sch. japonicus sep9” ortolog
AAA ACACACC-¥ forward primer RT-PCR-hez;
938-962
Sjs9RTa 5’- ATT TGG TTG CCG TTG | Sch. japonicus sep9" ortolog

GTCCC-3

reverse primer RT-PCR-hez;
1025-1044
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4.4. Felhasznalt tapkozegek, vegyszerek

4.4.1. Tapoldatok

4. tablazat. A hasad6élesztok tenyésztéshez felhasznalt tapoldatok és
taptalajok. Valamennyi tapoldat desztillalt vizzel késziil és autoklavval

sterilezziik.
Tapoldat Osszetétel Felhasznalas
YEL (1000 ml); Sipiczki és | Glikoz 300 g Komplett
Ferenczy, 1977 ElesztSkivonat 10,0 g
YEA (1000 ml); Sipiczki és | YEL 1000 ml Komplett
Ferenczy, 1977 Poragar 200 g
EMML (1000 ml); C,H,KO4 30g Szelektiv
Mitchison, 1970 Gliikoz 20,0 g
NH4C1 5,0 g
Na,HPO, x 12 H,0 555¢g
Séoldat 20 ml
Fehér vitaminoldat 1 ml
Nyomelemoldat 0,1 ml
EMMA; Mitchison, 1970 EMML 1000 ml Szelektiv
Poragar 20g
SML (1000 ml); Sipiczki és | (NHy),SO, 30g Szelektiv
Ferenczy, 1977 KH,PO, 1,0g
MgSO4 x 7 H20 0,5 g
Gliikoz 10,0 g
Sarga vitaminkeverék 1 ml
1,2 M szSML (1000 ml); SML 1000 ml Szelektiv
Sipiczki és Ferenczy, 1977 Szorbit 218,6 g
1,2 M szSMA; Sipiczki és szSML 1000 ml Szelektiv
Ferenczy, 1977 Poragar 20,0 g
1%-0s szZSMA (feddagar); szSML 1000 ml Szelektiv
Sipiczki és Ferenczy, 1977 Poragar 10,0 g
MSL (1000 ml); Egel és Gliiko6z 10,0 g Sporaztatd
mtsi, 1994 Arginin-monohidroklorid 20¢g
KI‘I2PO4 1,0 g
NaCl 0,1g
MgSO4 x 7 Hzo 0,2 g
CaSO, x 2 H,O 0,1¢g
Nyomelemoldat 1 ml
Biotinoldat 1 ml
Fehér vitaminoldat 2 ml
MSA,; Egel és mtsi, 1994 MSL 1000 ml Sporaztatd
Poragar 20,0 g
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5. tablazat. Baktérium sejtek tenyésztéséhez felhasznalt tapoldatok és
taptalajok. Valamennyi tapoldat desztillalt vizzel késziil és autoklavval

sterilezziik.
Tapoldat Osszetétel Felhasznalas
LB (1000 ml); Sambrook és | Glikoz 10,0 g Komplett
mtsi, 1989 Bacto trypton 10,0 g
Elesztékivonat 50¢g

LBA; Sambrook és mtsi, LB 1000 ml Komplett
1989 Poragar 120¢g
6. tablazat. Tapkozegekhez felhasznalt oldatok  Osszetétele.

Valamennyi oldat desztillalt vizzel késziil. A biotinoldat kivételével
sterilezziik az oldatokat.

Tapkozegeket Osszetétel Felhasznalas
alkoto oldatok
Sooldat (1000 ml) | MgCl, x 6 H,O 53,3 g| EMML, EMMA
CaCl, x 2 H,O 0,735 ¢
KCl 50,0 g
Nast4 2,0 g
Fehér vitaminoldat | Nikotinsav 1,0 g| EMML, EMMA,
(100 ml) Inozitol 1,0g MSL, MSA
Biotin 1,0 mg
Pantoténsav 100,0 mg
Nyomelemoldat H;BO; 5,0 g| EMML, EMMA,
(1000 ml) MnSO, x 4 H,0O 447 ¢ MSL, MSA
ZnSO4 x 7 H,O 40¢g
FeCl; x 6 H,O 20¢g
MOO4 X2 Hzo 1,6 g
KI 1.0g
CuSO, x 5 H,0 04¢g
Citromsav 10g
Sarga Folsav 0,2mg| SML, szSML,
vitaminkeverék Biotin 0,2 mg | szZSMA, fed6agar
(100 ml) Ca-pantotenat 40,0 mg
Inozitol 200,0 mg
Niacin 40,0 mg
Para-aminobenzoesav 20,0 mg
Piridoxin-HCl 40,0 mg
Tiamin 40,0 mg
Riboflavin 20,0 mg
Biotinoldat (1000 Biotin 10,0 g MSL, MSA
ml) Desztillalt viz 500 ml
Abszolut etanol 500 ml
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7. tablazat. Tapkozegek kiegészitései.

Tapkozeg kiegészitések Felhasznalas
Ampicillin (50 mg/ml térzsoldat) | 100 ul 100 ml tapfolyadékba | LB-+ampicillin
Tiamin (50 mg/ml) 100ul 100ml tapfolyadékba EMM-+tiamin
Aminosav kiegészitések (leucin) 7,5 mg 100 ml tapoldatba Szelektiv
tapkozegek
Nukleobazis kiegészitések 5,0 mg 100 ml tapoldatba Szelektiv
(uracil) tapkozegek

4.4.2. Oldatok

8. tablazat. Kisérletekhez hasznalt oldatok. A DISH II. kivételével
minden oldat autoklavval sterilizalando.

Oldatok Osszetétel Felhasznalas
0,5M EDTA EDTA 25,0 g| TE, TBE, DISH L.
(pH=8.0) NaOH 186,1 g
Millipore MilliQ viz 1000 ml

1 M TRIS Tris klorid 1214 ¢ DISH L.
Millipore MilliQ viz 1000 ml

10x TE 0,5M EDTA 2 ml DNS izolalasa,
IM TRIS 10 ml transzformalas
Millipore MilliQ viz 88 ml

10x TBE puffer TRIS klorid 109,0 g| Gélelektroforézis
Borsav 55,6 ¢g
0,5M EDTA 40 pl
Millipore MilliQ viz 1000 ml

10% SDS SDS 10,0 g DISH 1II.
Desztillalt viz 100 ml

10 M NaOH NaOH 40,0 g DISH 1II.
Desztillalt viz 100 ml

DISH L. IM TRIS 25 ml Plazmid DNS
0,5M EDTA 20 ml izolalasa
Gliikoz 892¢g
Desztillalt viz 955 ml

DISH II. (frissen 10M NaOH 200 ul Plazmid DNS

eléallitando) 10% SDS 1 ml izolalasa
Desztillalt viz 8,8 ml

DISH III. Kalium acetat 290,0 g Plazmid DNS
Jégecet 115 ml izolalasa
Desztillalt viz 285 ml
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9. tablazat. Kisérletekhez hasznalt oldatok. A Litium acetat/TE, ami
mar eleve steril oldatok elegye, és az 1%-os agardz kivételével

valamennyi oldat autoklavval sterilizalando.

Oldatok Osszetétel Felhasznalas
5 M Kalium acetat Kalium acetat 49,07 g| Genomialis DNS
Desztillalt viz 100 ml izolalasa
1,2 M Szorbitoldat Szorbit 2184 ¢ Szomatikus
Desztillalt viz 1000 ml | sejthibridizacio,
elektroporalas
30% PEG6000 PEG6000 30,0 g Szomatikus
Desztillalt viz 100 ml| sejthibridizacio
0,1 M Ca(Cl, CaCl, 110g Szomatikus
Desztillalt viz 1000 ml |  sejthibridizacio
0,65 MKCl KC1 4846 g Szomatikus
Desztillalt viz 1000 ml |  sejthibridizacio
1 M Litium acetat Litium acetat 6,6 g Eleszték
Desztillalt viz 100 ml | transzformalasa
Litium acetat/TE (frissen 10x TE 1 ml Elesztk
készitendd); Keeney ¢€s IM Litium acetat I ml| transzformalasa
Boeke, 1994 Steril desztillalt viz 8 ml
PEG4000/Litium acetat/TE; | PEG4000 80¢g Elesztok
Keeney és Boeke, 1994 IM Litium acetat 2ml| transzformalasa
10x TE 2 ml
Desztillalt viz 9,75 ml
1%-o0s agardz Agardz 4 g| Gélelektroforézis
1x TE 400 ml
DEPC viz Dietil-pirokarbonat 1 ml RNS izolalas,
Millipore MilliQ viz 999 ml| cDNS szintézis
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4.5. Alkalmazott Kisérleti modszerek

4.5.1. Sch. pombe klasszikus genetikai és mikrobioldgiai mddszerei

A klasszikus genetikai modszereket a Gutz és mtsi (1974), illetve Alfa
és mtsi (1993) altal leirtak alapjan végeztik, igy a hagyomanyos
keresztezéseket és a tetradanalizist is. A felhasznalt torzsek listdja a 4.1.
fejezetben talalhato, a felhasznalt taptalajok €s oldatok Osszetételeit a 4.4.
fejezetben ismertettilk (YEL, YEA, SML, SMA: Sipiczki és Ferenczy,
1977; EMML, EMMA: Mitchison, 1970; MSL, MSA: Egel és mitsi,
1994). A sejtek tenyésztése soran a szelektiv taptalajok 50-75 ug/ml
nukleotid ¢és/vagy aminosav kiegészitdket tartalmaztak. Tiamin
represszalt vizsgalatokban (,,nm¢” promoéter) 1 pl, 50 mg/ml
tapkozeghez.

Csepegtetéses novekedési vizsgalathoz a sejteket ,log” fazisig
novesztettiik YEL-ben 30°C-on, majd valamennyi sejtkultarat 0,5 érték
optikai denzitasra (tovabbiakban OD) éallitottuk ¢€s tizszeres higitasi sort
készitettiink. Ezt kovetden 5-5 pl-eket kicseppentettiink a taptalajokra, s a
keletkezd telepeket 4 napos inkubaciot koveten vizsgaltuk 25°C, 30°C,
37°C hOmérsékleteken. A kisérleteket két parhuzamossal és egy
ismétléssel készitettiik. Novekedési tesztet folyékony tdpkozegben is
végeztiink, de csak 25°C és 30°C hdmérsékleteken, ekkor OD=0,1 kezdeti
értekll tenyészetekbdl indultunk ki, és oOranként mintavételeztink. A
sporazasok vizsgalatait MSA téaptalajokon végeztiik: 5-5 ul tenyészetet
csepegtettiink ki a taptalajokra és 3-6 nap elteltével vizsgaltuk a sejteket.
Az OD értékek mérése 590 nm-en tortént, Beckman Du-50

spektrofotométerrel.
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A sep9, sepl0, sepll’, és sepl5 torzsek sterilitasa megakadalyozta
azok barmely mas torzzsel torténd hagyomanyos keresztezését, ezért ezen
torzsek keresztezéseit szomatikus sejthibridizélassal (protoplaszt fuzio)
végeztik (Sipiczki és Ferenczy, 1977). A sejteket YEL-ben log fazisig
novesztettik majd lecentrifugaltuk azokat (4000 rpm, 5 perc), és a
sejteket 5 ml 0,65 M KCI oldattal atmostuk. Az wjabb centrifugalast
(4000rpm, 5 perc) kovetden a sejteket 3 ml, 4 mg/ml 0,65 M KCl-ban
oldott lysing-enzimkeverék (Sigma, L.1412) oldatban felszuszpendaltuk.
A Lysing-enzimkeverék B-gliikkanaz és kitindz aktivitdsanak koszonhetéen
megemészti a Sch. pombe sejtek sejtfalat, igy szferoplasztok vagy
hosszabb inkubéciés 1d6 esetén protoplasztok alakulnak ki. A
protoplasztokat kialakulasuk utan (kb. 30-60 perc) 5 ml 1,2 M szorbit
oldattal kétszer atmostuk, mindkét mosas esetében 2000 rpm
fordulatszamon, 5 percig centrifugaltunk. A masodik mosas eldtt a
fuzionaland6 torzseket Osszekevertiik 5 ml 1,2 M szorbitban. A masodik
centrifugalas utan a sejteket 30%-0s PEG6000 és 0,1 M CaCl, 9:1 aranya
elegyének 2 ml-ével felszuszpendaltuk, majd 25  percig
szobahOmérsékleten allni hagytuk. Ezutdn a 2 ml protoplaszt
szuszpenzidhoz 10ml 50°C-os 1% agart tartalmazd szSMA taptalajt
(feddagar) adtunk. Ovatos keverés utan az Osszes mennyiséget harom
csésze szSMA taptalajra szélesztettilk ki, majd az liveg falara tapadt
sejteket tjabb 10 ml feddagarral lemostuk, és ezt is tovabbi harom csésze
szZSMA-ra Ontottiik. 6-10 napos inkubalas (30°C-on) utdn a fuzids
termékek megjelentek, telepeket formalva a feddagarban, ahonnan

minimal taptalajra (SMA) izolaltunk néhany kiilonallo telepet.
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4.5.2. Molekularis bioldgiai mddszerek

Az alapveté DNS modszerek alkalmazasai Sambrook és mtsi (1989),
illetve Moreno és mtsi (1991) leirasai alapjan torténtek. A DNS és RNS
mintdkat valamennyi esetben gélelektroforézissel ellendriztik: 120 V,
1%-o0s agar6z gél, 1x TBE puffer és 1 kb DNS ,létra” (Fermentas,
SMO0311). A restrikcids emésztéseket, ligalasokat a gyartok javaslatai
alapjan végeztiik. A sziikséges nukleinsav koncentraciok mérését Thermo

Scientific NanoDrop™ 1000 Spectrophotometer miiszerrel végeztiik.

4.5.2.1. Genomidalis DNS (gDNS) izolaldsa

A sejteket 2 ml YEL-ben novesztettiilk, majd lecentrifugaltuk (3000
lysing-enzimkeverékkel 45-60 percig emésztettiink. Ezt kovetéen a
sejteket lecentrifugéltuk (10000 rpm, 10perc) és az iiledéket 450 pl 5x
TE, 50 ul 10%-os SDS ¢és 175 ul 5 M kalium-acetat elegyében
felszuszpendaltuk. Ismét centrifugaltunk (10000 rpm, 10 perc) és a
feliiliszot azonos mennyiségli 2-propanollal (Spektrum 3D, 3.16085)
osszekevertiik, majd 20 percig -20°C-on taroltuk, majd jra
centrifugaltunk (10000 rpm, 10 perc) és az iiledéket 350 ul 1x TE-ben
felszuszpendaltuk ¢és 300 pl fenol:kloroform:izo-amilalkoholt (25:24:1;
Sigma, 77617) adtunk még hozza. Ismételten centrifugalas kdvetkezett
(10000 rpm, 10 perc) €s az elvalo, tiszta felso fazist atpipettaztuk és 30 ul
3 M nétrium-acetatot (Sigma, S7899), illetve 750 pl abszolut etanolt
(Spektrum 3D, 3.05032) adtunk hozza, majd -20°C-on 20 percig taroltuk.
Ujabb centrifugalast kovetden az iiledéket 70%-os etil-alkohollal mostuk

¢és rovid szaritast kdvetden az liledéket 30 pl 1x TE-ben vettiik fel és 2 pl

crer
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percen Kkeresztiil 65°C-on inkubaltunk, hogy az RNS tartalomtol

megszabaduljunk és -20°C-ra helyeztiik késobbi felhasznalas céljabol.

4.5.2.2. Plazmid DNS izoldlasa

Valamennyi plazmid (Id. 2. tiblazat) izoldlasa az alabbiak szerint
tortént. A plazmidokat tartalmazé baktériumokat 1 ¢éjszakan keresztiil 3
ml ampicillines (ampicillin: 50 mg/ml torzsoldatbél 1 pl/ml) LB
tapfolyadékban tenyésztettiik. A tenyészetet lecentrifugaltuk (10000 rpm,
5 perc) és az liledéket 100 ul DISH I-ben vettiik fel, majd 200 ul DISH II-
t és 150 pl DISH III. adtunk hozz4 és osszekevertiik. 10 percig 10000 rpm
fordulatszamon centrifugaltunk és a feliilluszot 1 ml abszolut etanolba
vittiik. Ezt kovetden -20°C-on 20 percig taroltuk a szuszpenziot, majd
ismét centrifugaltunk (10000 rpm, 10 perc). Végiil az iiledéket 70%-o0s
etanollal mostuk és rovid szaritast kovetden felvettiik 30 ul 1x TE-ben,

cyey

65°C-on inkubaltuk, majd -20°C-ra helyeztiik késébbi felhasznalasra.

4.5.2.3. RNS izoldldsa

Az expresszios szintek vizsgalatahoz teljes RNS-t izolaltunk, melyet
Chomczynski és Sacchi (1987) leirasa alapjan hajtottuk végre az alabbiak
szerint. A tenyésztést kovetden a sejteket lecentrifugaltuk, majd DEPC
(di-etil-pirokarbonat, Sigma D5758) tartalmu vizzel atmostuk azokat és
egy ¢éjszakan keresztiil -70°C-on taroltuk. Masnap a sejtekhez 750 ul
trizolt (TRI Reagent; Sigma, T9424) és 75 ul kloroform:izo-amilalkohol
elegyet (5:1; Sigma, C0549) adtunk és alaposan Osszekevertiik. 5 percig
jégen taroltuk a sejtszuszpenzidkat, majd 15 percig 10000 rpm
fordulatszdmon centrifugdltunk. A feliiliszobol 500 pl-t 500 ul
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izopropanolhoz adtunk ¢és 15 percig jégen taroltuk és ismét
centrifugaltunk (10000 rpm, 15 perc), az iiledéket 70%-os etanollal
mostuk, majd a széritott iiledéket DEPC-et tartalmaz6 vizben vettiik fel és
-70°C-on taroltuk a tovabbi felhasznalasig. Felhasznalas elétt DNaz
enzimmel (Fermentas, EN0521) kezeltilk a gyartd altal javasolt leiras

szerint.

4.5.2.4. PCR (polimeraz lancreakcio)

A tanulmény soran tobbféle PCR reakcidoparamétert hasznaltunk,
melyek konkrét felhaszndldsai, az 5. Eredmények fejezetben keriilnek
bdvebben kifejtésre. Minden reakcidban a primerparok Tp-jét vettiik
figyelembe és ha kb. azonosak voltak akkor T,,-5°C-on volt a kapcsolasi
hémérséklet. Egyes esetekben viszont a primerparok kozott tobb °C-os
kiilonbségek is voltak, ilyenkor egy koztes megoldast kerestiink.
Valamennyi esetben a Fermentas Taq polimerdz rendszert (EP0402), a
Fermentas dNTP keveréket (RO181), és 500-1000ng templatot
hasznaltunk. A reakcidkhoz hasznalt késziilékek: MJ Research Minicycler

PTC150 és ABI 2720 Thermalcycler.

PCR reakci6 paraméterei:
1. Iépés: 94°C I’
2. 1épés: 30 ciklus -- 94°C 30, primer Ty - 5°C 1°, 72°C 0,5-2° (az

amplikon méretétdl fiiggden)

3. 1épés: 72°C 10°
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Osszetétel:

5 ul Taq polimeraz puffer, 4 ul MgCl,, 2 ul SmM dNTP, 1 pl templat (~1
pg DNS), 2-2 ul 20 puM forward ¢€s reverse primer, 0,5 ul Taq DNS
polimeraz ¢€s 35,5 ul DN4z mentes viz.

Felhasznalasig -20°C-on taroltuk a mintakat.

4.5.2.5. Reverz transzkripcio (cDNS szintézis)

Valamennyi reverz transzkripciot az ImProm-II reverz transzkriptdz
rendszerrel (Promega, A3802) hajtottuk végre. Minden esetben 1pg RNS-
t (Id. 4.5.2.3.) hasznaltunk fel templatként. A reakcidkhoz hasznalt
késziilék: MJ Research Minicycler PTC150. A cDNS szintézise 2
1épésben tortént:

1. 2 ul reverz primer (5 uM torzsoldatbol) + 1 pug RNS (x pl) +
DEPC tartalmu viz (10-2-x ul) reakcid elegy készitése, majd
70°C-on melegitettiik 5 percig, ezutan pedig jégre helyeztiik a
mintakat.

2. A 10 pl-es reakcioelegyhez 1 pl reverz transzkriptazt, 4 ul puffert,
0,8 ul 5SmM dNTP-t és 0,6 pul RNaz inhibitort (Promega, N2111).
Majd a reakcioelegyet 10 percig 40°C-on és ezt kovetéen 80
percig 50°C-on melegitettiik. Felhasznalasig -20°C-on taroltuk a

mintakat.

4.5.2.6. Kvantitativ real-time PCR

Valamennyi génexpresszios vizsgalathoz a Bio-Rad 1Q5 késziiléket
hasznaltuk. Minden esetben az eredményeket a Sch. pombe sce3”
haztartasi gén expresszids szintjére normalizaltuk ¢és legalabb keét

kiilonb6z6 bioldgiai minta cDNS-ét (RNS-ét) hasznaltuk fel. Templatként
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a standard gorbe elkészitésének esetében 0-1 L972h vad tipust torzsbol
izolalt gDNS-t hasznaltuk, minden mas esetben a 4.5.2.5. fejezetben
leirtak szerint eldéallitott cDNS szolgalt templatként. Minden esetben
triplikatumokkal dolgoztunk és a standard gorbéket két parhuzamos,
négyelemil tizszeres higitasi sor eredményeibdl képeztiik.

A reakcid paraméterek a kovetkezOk voltak valamennyi reakcid
esetében: 12,5 pl iQ SYBR Green Supermix (Bio-Rad, 70-8882) reagens,
0,05-0,05 pl forward és reverse primer (100 pM tdrzsoldatbol; 0,2 uM
végkoncentracio), 4 ul cDNS templat és 8,4 ul viz. A reakciok kondicioi a
kovetkezdk voltak:
1.1épés: 94°C 5
2. 1épés: 40 ciklus -- 94°C 30”, 57°C 30, 72°C 30”

3. 1épés: 72°C 5°.

Tovabba olvadasi gorbéket (,,melt curve”) is felvettiink minden kisérlet
soran, annak ellendrzésére, hogy kizarolag csak megfelelé termékek
keletkeznek. Ennek az el6z0 reakciot kovetd 1épései a kovetkezdk:
4. 1épés: 95x ciklus: 10” minden ciklus 48°C-r6l indulva 95°C -ig, 0,5°C-
os homérsékletemeléssel minden ciklusban.

A kapott eredményeket a Bio-Rad 1Q5 Optical System 2.0

verzioszamu szoftverrel értékeltik ki.

4.5.2.7. Transzformaldsok

Baktériumok transzformalasa

Minden esetben E. coli DH5 sejteket transzformaltunk, melynek
menete a kovetkezd volt. A sejteket jégre helyeztiik, majd hozzajuk adtuk
a kitisztitott ligatumokat, és 30 percig jégen inkubaltuk a sejteket. Ezt
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kovetden 42°C-ra helyeztik a sejteket 2 percre (hdsokk) és végiil a
sejteket ampicillines LB taptalajra szélesztettiik és egy éjszakan at 37°C—

on inkubaltuk, majd masnap a kindtt telepek koziil néhanyat izolaltunk.

Sch. pombe sejtek litium-acetatos transzformalasa linearis DNS

fragmentummal

A sep94 delécids torzsek eldallitdsdhoz hasznaltuk ezt a Keeney és
Boeke (1994) altal leirt modszert. 20 ml YEL-ben (komplett tapoldat)
novesztjilk a sejteket egy éjszakan at, OD=0,5-ig (=10’ sejt/ml), majd
lecentrifugaltuk (4000 rpm, 5 perc). 20ml steril desztillalt vizzel mostuk a
sejteket (centrifuga 3000 rpm, 3 perc). A sejteket felvettiik 1 ml steril
desztillalt vizben ¢és mikrocentrifuga cs6be mostuk, ¢és ismét
centrifugaltunk (3000 rpm, 3 perc). Az iiledéket frissen készitett litium-
acetat/TE-vel mostuk (3000 rpm, 3 perc). Ezutan a sejteket 100 pl litium-
acetat/TE-ben vettiik fel. A szuszpenzidhoz hozzaadtunk 2 pl ,carrier”
DNS-t (10 mg/ml hering spermabol izolalt DNS; Sigma, D2251) ¢és a
transzformalashoz szant 10-20 pg DNS-t, amelyet 10 pl 1x TE-ben
vettlink fel. A sejteket 10 percig, szobahOmérsékleten inkubaltuk. Ezutan
240 pl PEG4000/Li-acetat/TE-t adtunk a sejtekhez és 30-60 percig ismét
inkubaltunk 30°C-on. Ezt kovetéen 43 ul DMSO-t (Sigma, 154938)
adtunk a sejtekhez és 5 perc hdsokk kovetkezett 42°C-on. A sejteket steril
desztillalt vizzel mostuk, majd végiil 0,5 ml vizben vettiik fel azokat, és 5
darab megfeleld kiegészitovel ellatott EMMA szelektiv taptalajra
szélesztettiink 100-100 pl-t. A szelektiv taptalajokat 30°C-os inkubatorba

helyeztiik és az 5-9 nap mulva megjelent telepeket izolaltuk.

56



Sch. pombe sejtek transzformalasa elektroporatorral

Valamennyi plazmidokkal torténd transzformélashoz ezt a mddszert
alkalmaztuk. A transzformdlanddé torzseket 100 ml komplett
tapfolyadékban tenyésztettiik, 30°C-on OD=0,5-ig ndvesztettiikk, majd
lecentrifugaltunk 20 ml-t (3000 rpm, 5 perc). A leiilepedett sejteket 1 ml,
jéghideg 1,2 M-os szorbittal atmostuk mikrocentrifuga csébe és
lecentrifugaltuk (3000 rpm, 5 perc), majd kétszer megismételtiik ezt a
Iépést. A sejteket végiil annyi szorbitban vettik fel, hogy a
sejtkoncentracio 10’ sejt/ml legyen, ami jelen esetben 200 pl
szorbitoldatot jelent. Ezt kovetéen 1 pg plazmid DNS-t adtunk a
DNS-t is, mint ,,carrier” DNS-t. Ezt a szuszpenziot kiivettaba (Bio-Rad,
165-2082) vittiik és végrehajtottuk az elektroporaciot a Bio-Rad Gene
Pulser X-cell késziilékkel az aldbbi, Sch. pombe-hez ajanlott gyari
paraméterek szerint: 2300 V; kapacitas: 25 pF; ellendllas: 100 Q. Ezt
kovetéen 1 ml jéghideg szorbitot adtunk a szuszpenzidhoz, majd
megfeleld kiegészitdvel ellatott EMMA szelektiv taptalajra szélesztettiink
és 30°C-on inkubaltuk a sejteket 4-7 napon keresztiil, mig telepek nem

jelentek meg.

4.5.3. MPA (mikofenolsav) teszt

S. cerevisiae-ben a SAGA komplex nem csak a transzkripcio
elinditasaban, de az elongéacios folyamatokban is részt vehet (1d. Baker és
Grant Osszefoglalo cikkét, 2007). Korabban kimutattak, hogy szdmos S.
cerevisiae SAGA alegységmutins a vad tipust sejtekhez képest
magasabb érzékenységet mutat az elongaciot gatlo mikofenolsavra. Ezen

érzékeny mutansok kozott taldlhato az SPT84 deléciés mutans is
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(Desmoucelles és mtsi, 2002). Ezért megvizsgaltuk vajon a Sch. pombe
sep9 génben sériilt mutans mutat-e a mikofenolsavval szemben barmiféle
érzékenységet. A vizsgalatokat Desmoucelles és mtsi (2002) leirasa
alapjan  végeztik. A sejteket OD=0,5-ig novesztettik, majd a
mikofenolsavat (Sigma, M5255) kiilonb6z6 mennyiségben (0; 0,02; 0,1
¢és 0,2 pg/ul végkoncentracid) tartalmazd komplett taptalajokra 10-10 pl-
eket racseppentettiink a tenyészetekbdl, és vizsgaltuk a telepképzddést 4

napon keresztiil.

4.5.4. Mikroszkdpia
Olympus BH-2 és DX-40 mikroszkopokat hasznaltunk a kiilonb6z6

torzsek vizsgalatdhoz. A képeket Olympus DP-70 fényképezogéppel

készitettiik €s a hozzatartoz6 szoftvercsomaggal dolgoztuk fel.

4.6. Bioinformatikai modszerek
A Sch. pombe szekvencidkat a Sanger Institute altal fenntartott és
mukodtetett Gene DB adatbazisban

(http://www.genedb.org/genedb/pombe/), mig a Sch. japonicus

szekvenciakat a Broad Institute adatbazisaban

(http://www.broad.mit.edu/annotation/genome/schizosaccharomyces_gro

up/MultiHome.html) kerestiik meg. Tovabbi szekvencia kereséseket az

NCBI  (http:/www.ncbi.nlm.nih.gov/) és a Broad Institute

(http://www.broad.mit.edu/) adatbazisaiban hajtottuk végre.

A paronkénti 1illesztéseket a NCBI Blast2 algoritmusanak
felhasznalasaval készitettiik az NCBI oldalan
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/bl2seq/wblast2.cgi). A tobbszords illesztést

a Clustal W algoritmust hasznal6é Clustal 1.8 verziészami programmal
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(Thompson és mtsi, 1994) végeztiik el. A dendogramok a tobbszoros
illesztések eredményeibdl kiindulva késziiltek Fitch-Margoliash tavolsag
alapu modszerrel, melyet a 3.54 verziészamu Phylip szoftver csomag
magaban foglal (Felsenstein, 2001). Bootstrap vizsgalatot (100 ismétlds; a
Phylip csomag Seqgboot és Consense alprogramjaival) is végeztiink annak
érdekében, hogy felbecsiiljiik a csaladfa bels6¢ againak valdsziniiségi
értékét. A csaladfakat a TreeView programmal jelenitettiik meg (Page,

1996).
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5. Eredmények
5.1. Az intron helyzetének meghatirozasa a sep9” génben

A sep9" gén klonozasanak idején (Sipiczki és mtsi, 1999), még nem
allt rendelkezésre a Sch. pombe teljes genomjanak szekvencidja, am
ebben a tanulmanyban sikeriilt beazonositani a korabban klonozott gént a
Sch. pombe ORF-eket tartalmazo genomadatbéazisban, SPBC14C8.17¢c
néven. E kordbban még részleteiben nem jellemzett gén az adatai szerint
feltételezhetden egy 47 nukleotid hosszusagl intront tartalmaz, mely az
56. nukleotiddal kezdddik. Annak érdekében, hogy ezt bebizonyitsuk, a
Sch. pombe cDNS konyvtarat (ajandék Professzor Jimeneztdl, Malagai
Egyetem, Spanyolorszag) felhasznilva, a 3. tablazatban ismertetett
s9oeforw ¢és s9oerev primerekkel, a 4.5.2.4. fejezetben leirt PCR
reakcioval felszaporitottuk az adott DNS szakaszt, majd azt szekvencia

meghatarozas céljabol a Geneart AG céghez (www.geneart.com)

elkiildtiik. A szekvencia elemzése soran kideriilt, hogy nem tartalmaz
intront és Osszehasonlitva a sep9” gDNS szekvenciaval, utobbi valoban
rendelkezik egy intronszekvencidval, azonban nem az adatbdzisban
leirtak szerint, hanem az 57. nukleotidtol kezdddoen, viszont a méretét mi
is 47 nukleotid nagysadgunak talaltuk (lasd 9. abra). Ugyanakkor ez az
eltérés nem valtoztatja meg a Sep9 fehérje aminosav-szekvenciajat.

dert ORE 1 ATEGAn Gl ATALGARME TEAYDCCT PP T ATATC DA AT STOGCTACS PPCTEA 05 3 ———
3w At 1 ATERAAGTLRALGAEAETEL T P T AT AT N AT SISO 20T TP = TR TR

1 R CIAST ET S CTACT TTCTaA 5 3 ———
s B e e e e ACTT AN CARALFA0G
59 w intror 51 IITUATAALTNGAGATATCATTOCTTAC T3ACTTCARAT TAGEM TTIATCCAR ATACS
= P e B e ACTTTANCCARALHA0G

9. abra. Az intron helyének meghatarozasa. Jol lathatd, hogy a cDNS
szekvenciabol hianyzik egy szakasz, mely az intronnak feleltetheté meg. A
cDNS eleje a szekvendlas pontatlansaga miatt hidnyzik.
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52. A sep9-307 torzsben talalhatdé mutacio helyzetének
meghatarozasa

A sep9-307 sejtekben talalhaté mutacid tipusdnak és helyzetének
meghatarozasa céljabol, a 2-692 mutans torzs sejtjeibdl teljes gDNS-t
izolaltunk (Id. 4.5.2.1. fejezet), majd harom olyan primerpart (Id. 3.
tablazat: s9forwl.1-s9revl, s9forw2-s9rev2 ¢és  s9forw3-s9rev3)
terveztiink a sep9” génhez, mely teljesen lefedi a gént, és a kiilénbozo
termékek részben egymassal is atfedék. A harom primerpar és a 2-692-
bol izolalt gDNS felhasznaldsaval, a 4.5.2.4. fejezetben leirt PCR
reakcioval harom amplikont allitottunk elé (ld. 10. abra), melyeket

szintén a Geneart AG céghez kiildtiink el, hogy a szekvenciajukat

10. abra. A szekvenalashoz sziikséges harom PCR termék agardzképe.

meghatarozzuk, majd a kapott nukletidsorrendeket a  Cap3

(http://host9.bioinfo3.ifom-ieo-campus.it/cap/)  program  segitségével

illesztettik ~ 6ssze. A kapott  sep9-307 mutdns  szekvenciat
dsszehasonlitottuk az adatbazisban fellelhetd sep9” szekvencidjaval és azt
talaltuk, hogy a 2-962 sep9-307 torzs sep9 génjében egy deléciods
pontmutacid keletkezett, mely kereteltoldédashoz és a 353. triplet
stopkodonna valtozasdhoz vezetett. Ez korai termindcidt vont maga utén a

fehérjetranszlacié sordn, mely a WD40 ismétlddé szakasz egy jelentds
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részét is érintette (1d. 11. dbra). Ezt a csonkolt fehérje jelenlétét azonban

kisérletesen még nem mutattuk ki, de azonositasa a késébbi munkaink

szempontjabol tervbe van véve..

crcr

sep9-307 mutansban. A nyiltol kezdédden hianyzik a fehérje. Az dbra
az NCBI Blast szolgaltatasanak segitségével késziilt.

5.3. A sep9” delécidja
A sep9" gén kiiitését a kromoszomarol Bahler és mtsi (1998) 4ltal

leirtak alapjan végeztiik el. Ennek soran KS-ura4™ kazettat tartalmazo

plazmidot (Id. 2. tablazat és 12. abra) izolaltunk a 4.5.2.2. fejezetben

ismertetett modon.

Lﬂ%”% i &
L — | I E—
\--—II"'I Torad I — pradt T Fornd ]—-..

500 bp

12. abra. A sep94 deléciés mutans eldallitasahoz hasznalt ura4 "
kazetta, melyet a KS-ura4" plazmid tartalmaz. Forras: Bihler és
mtsi, 1998.

Ezt hasznaltuk fel templatként egy olyan PCR reakcidoban (Id.
4.5.2.4.), amelyben a heterolog sep9KOFW ¢s a sep9KORW (Id. 3.
tablazat, egyenes nagybetli: olyan szekvencidk, melyek a
plazmidszekvenciaval ~ komplementerek;  dolt  nagybetii:  olyan

szekvenciak, melyek a sep9" gént zarjak kozre) szolgaltak primerekként.
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A keletkezett mintegy 2,2 kb nagysagu PCR terméket (Id. 13.A. abra) a
0-369, illetve a 0-39 és 0-369 torzsekbol keresztezéssel eldallitott 2-1310
torzs transzformaldsdhoz (Id. 4.5.2.7.) hasznaltuk fel, melyek uracil
auxotrof mutansok. A transzformalast kovetéen a szelektiv taptalajokon
csak olyan telepek ndhettek, melyek az uracilra immaron prototrofok
voltak. A kapott telepeket izoldltuk, majd pedig mikroszkoposan
vizsgaltuk. A telepeket alkotd sejtek ,,sep” fenotipust mutattak és az
eléallitott sep94 torzseket 2-1053, illetve 2-1309 térzsszammal vezettiik
be gylijteményiinkbe.

Tovabbi ellendrzés céljabol genomidlis DNS-t izolaltunk a 2-1053 és
2-1309 torzsekbdl, a 4.5.2.1. fejezetben leirtak szerint. Ezt kdvetden az
izolalt gDNS-t templatként hasznaltuk abban a PCR reakcioban (1d.
4.5.2.4.), melyben a sep9szekvl.2 (sep9'-tol upstream szekvencia) és
KOura (ura4’ specifikus szekvencia) primereket (Id. 3. tablazat)
alkalmaztuk. Az igy keletkezett, mintegy 1,3 kb hosszusadgi termék
megerodsitette, hogy az integracié helyes volt (Id. 13.B. abra), vagyis a

sep9" gén, ura4 -re lett lecserélve homolég rekombinacioval.

~2200 bp ~1300 bp

13. abra. A sep94 torzsek eldallitashoz sziikséges PCR termékek. (A.)

A sep94 deléciods konstrukcio, amellyel transzformaltunk. (B.) A sep94

delécids konstrukcio beépiilésének ellendrzése. Pirossal bekarikazva, és
nyillal jeldlve.
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Ezt kovetden a sep94 delécios mutans torzseinket (2-1053 és 2-1309)
alaposabb vizsgalatoknak vetettiik ala (1d. 4.5.1.) és azt tapasztaltuk, hogy
az UV generdlt sep9-307 pontmutinsokhoz (Grallert és mtsi, 1999)
hasonloan, hifas fenotipust mutatnak (Id. 14. abra). Azonban a
tenyészetek nem homogének, mivel a ,,sep” fenotipust sejtek mellett vad

tipustiakat is lathatunk. Tehat a sejtszeparacios defektus csak részleges.

tipus torzs sejtjei; (B.) 2-692 sep9-307 mutans sejtek; (C.) 2-1053
sep94 delécids mutans sejtek. Méretvonal: 10 um. A mikroszkopos
felvételeken jol lathato a vad tipustol (A.) eltérd hifas fenotipus (B. és
C)).

A sep9” génben sériilt mutinsok permissziv homérsékleten lassti
novekedést mutatnak a 0-1 vad tipust torzshdz viszonyitva, 30°C-on ez a
kiilonbség a sep9-307 esetében nem jelentds, aminek hatterében taldn az
lehet, hogy e sejtekben csonkolt fehérje azért képzddik és lehetséges,
hogy funkciojat részlegesen be tudja tolteni (1d. 15. abra). Ugyanakkor
37°C-on hémérsékletérzékenységet tapasztaltunk: kicseppentést kovetden
a telepképzés elmaradt (Id. 16. abra). Tovabba e torzsek képtelenek
voltak az ivari differencidlodas folyamataira is: a konjugiciora és
aszkuszképzésre (1d. 3. abra, illetve 21.A. dbra, amelyeken vad tipust

sejtek altal képzett aszkuszok lathatoak).
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Novekedésiteszt 25°C
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novekedési gdrbék azt mutatjak, hogy a sep94 generacids ideje a
leglassabb, illetve a sep9-307 sep 104 kettds mutansé is nagyon

lasst. (A) 25°C (B) 30°C

vt =0-1 vad tipust torzs; sep9A = 2-1053 sep94; sep9-307 = 2-
692 sep9-307; sepl0A = 2-922 sepl104; s9s10dm=2-1314 sep9-

307 sep104 kettés mutans
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Higitas Higitas Higitas

v
v
v

25°C 30°C 37°C

16. abra. Novekedés vizsgalata komplett taptalajon. Jol lathato a
fényképeken, hogy a sep94 nem képez telepet 37°C-on, illetve a sep9-
307 sep104 kettds mutans sem. Valamennyi vizsgalt mutans mind 25°C-
on, mind 30°C-on gyengébb névekedést mutat, mint a vad tipusu torzs.
vt = 0-1 vad tipusu torzs; sep94 = 2-1053 sep94; sep9-307 = 2-692 sep9-
307; sep104 =2-922 sepl104; s9 s10dm = 2-1314 sep9-307 sep104
kettds mutans.

ere s

gének transzkripcidjara

A sep94 és sep9-307 mutdnsoknal tapasztalhaté  Osszetett
sejtszeparacios zavar azt sugallja, hogy a sep9" inaktivacidja tobb
sejtszeparacioban érintett gén aktivaciojat is érintheti. A sejtek
szétvalasaban résztvevd gének kozponti szabalyz6 molekuldja az Ace2
regulator fehérje (Alonzo-Nufez és mtsi, 2005; Dekker ¢és mtsi, 2006).
Annak érdekében, hogy megvizsgaljuk vajon a sep9" gén befolyasolja-e
eme transzkripcids faktort kodolo gén expressziods szintjét, 2-1309 sep 94,
2-692 sep9-307, 2-1043 ace2A és 0-1 vad tipusu torzsek sejtjeit ,,log”
fazisig novesztettilk komplett tapfolyadékban, majd a 4.5.2.3. fejezetben
leirtak szerint RNS-t izoldltunk. Ezt kovetéen a 4.5.2.5-ben
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ismertetetteknek megfeleléen cDNS szintézist hajtottunk végre az
sce3RTa és ace2RTright primerekkel (Id. 3. tablazat). Majd pedig a
4.5.2.6. fejezetnek megfelelden kvantitativ RT-PCR reakcidt hajtottunk
végre a sce3RTs-sce3RTa és ace2RTleft-ace2R Tright primerparokkal (1d.
3. tablazat). Mindkét mutans torzsiinkben az ace2” gén transzkripcios
szintje mintegy 50%-kal csokkent (1d. 17. abra), ami megfelel a kordbban
tapasztaltaknak, miszerint a mutans torzseink tenyészeteiben vegyesen

talalhat6ak vad és mutans fenotipusu sejtek is (1d. 14. abra B. és C.).

0.a -

0.4+ -

Normalizalt expresszio
o
(=2

0.2 .

o 1
it acels] sepP-307 sepld

17. abra. Az ace2t gén transzkripeids szintjénel mérése. Jél
lathats, hogy a sepf mutansokban mintegy felére cadkkent az
arest gén akivitasa. Az arced” mutansban nem volt merhetd az

ace2t mBIS szint.
vt=0-1vad tipusn térzs; acedd = 2-1043 ace s, sep94 = 2-1309
sepld, sep9-307 = 2-692 sepl-307
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Annak igazolasara, hogy valéban az ace2” csokkent expresszidja
okozza a sejtszeparacids rendellenességeket a  mutdnsokban,
transzformaltuk (Id. 4.5.2.7.) a 2-692 sep9-307 torzset pREP81-ace2”
plazmiddal, mely az ace2” gént hordozza nmt81 tiaminnal represszalhatd
promoterhez kapesolva (1d. 2. tablazat; Siam és mtsi, 2004). Kontrollként
a 0-1 vad tipusu és a 2-1042 ace2A torzset hasznaltuk, utobbinal teljes
volt a  komplementalds, amikor pREP8I-ace2”  plazmiddal
transzformaltuk és tiamint nélkiilozd taptalajon ndvesztettiik a sejteket. A
transzformalt 2-692 sep9-307 sejtek tiaminmentes koriilmények kozott
(,,nm¢” promoter bekapcsolva) vad fenotipust mutattak, mig tiaminban
gazdag korilmények esetén (,,nmt” promoéter kikapcsolva) a mutans

fenotipust mutattak (Id. 18. abra).

18. abra. Az ace2” tultermelésének hatasa a sejtszeparacids zavarokra a
sep9” mutansban. (A.) 0-1 vad tipust sejtek EMMA-n; (B.) 2-692 sep9-
307 mutans sejtek EMMA téaptalajon; (C.) pREP81-ace2 plazmiddal
transzformalt 2-692 sep9-307 mutans sejtek EMMA taptalajon; (D.)
pREPS81-ace2 plazmiddal transzformalt 2-692 sep9-307 mutans sejtek
tiaminnal kiegészitett EMMA taptalajon. Méretvonal: 10 pm.
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Az adgl’ és engl’ Ace2 altal szabalyozott gének transzkripcios
szintjét is megmértilk a mutans torzseinkben. 2-1309 sep94, 2-692 sep9-
307 és 0-1 vad tipusu torzsek sejtjeit ,,log” fazisig ndvesztettiik komplett
tapfolyadékban, majd RNS-t izoldltunk (4.5.2.3.) ¢és cDNS-t
szintetizaltunk (4.5.2.5.) sce3RTa, adgl 356-375R ¢és eng 1 1851-1870R
primerek (ld. 3. tablazat) felhasznalasaval. Ezt kovetéen a 4.5.2.6.
fejezetben leirt paraméterek mellett kvantitativ RT-PCR reakciot
hajtottunk végre a kovetkezd primerparokkal: sce3RTs-sce3RTa,
adgl 356-375F-adgl 356-375R ¢és eng 1 1851-1870F-eng 1 1851-
1870R (Id. 3. tablazat). Mindkét mutans torzsiinkben mind az engl”,
mind pedig az adgl’ gén csokkent expresszids szintet mutat a vad
tipusban 1év6hoz képest (1d. 19. abra). Az adgl” szintje az ace2’-vel
azonos moédon esett (mintegy a felére), mig az engl™ gén szintje igen

jelentdsen, korilbeliil a vad tipus 6todére csokkent.
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vt seplA sapl- 307

19. abra. Az adgltés engl ¥ gének transzhripeids szintjénel méré se.
T4l lathatd, hogy a sep@ mutansokban az adg! T és az englt gén
akivitasa 15 jelentdsen lecséklent.
vt =0-1 vad tipusu térzs; sepPd = 2-1309 saplld, sep9-307 = 2-6532
sep- 307
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5.5. A sep9” mutaciojanak hatisa az ivari differencialédasban
szerepet jatszo affl/stel1” gén expresszidjara

A sep9 mutansok sterilek, képtelenek még a konjugiciot is
végrehajtani, melynek hatterében olyan gének expresszios szintjének
csokkenése allhat, amelyek a vegetativ ciklusbol a szexualis ciklusba
torténd valtasban jatszanak szerepet. Az egyik ilyen fontos szabalyzé gén
az affl/stell” (Sipiczki 1988; Sugimoto és mtsi, 1991). A jelenség
feltarasa érdekében megvizsgaltuk e gén transzkripcids szintjét is a sep9”
mutansainkban. A 2-1309 sep94, 2-692 sep9-307, 2-1300 affi/steliA és
0-2 homotallikus vad tipust tdrzseket nitrogénszegény kornyezetben
(MSL tapfolyadék) szaporitottuk log fazisig, majd RNS-t izolaltunk a
4.5.2.3-ban leirtak alapjan és sce3RTa ¢és stel 1RTright primerek (1d. 3.
Téablazat) segitségével a 4.5.2.5. fejezetben ismertetett modszerrel cDNS-t
szintetizaltunk. A keletkezett cDNS-t kvantitativ RT-PCR-hez (4.5.2.6.
fejezet) haszndltuk templatként, amihez a sce3RTs-sce3RTa és a
stel 1RTleft-stel IRTright primerparokat (Id. 3. tablazat) hasznaltuk fel.
A Kkisérletiink végeredményeként azt kaptuk, hogy az affl/stell”
expresszids szintje koriilbeliil a harmadara csokkent a mutans

torzseinkben, a vad tipusban tapasztalhatohoz képest (1d. 20. abra).

70



:D 1 —— _
7
= n.ef B
jo
4
it 06 -
]
M
g o -
o
Z o2} |_X—‘ |
0 ]

Wt stelld  sep9-207  sepld

20. abra. A qffl/stel 11 expresszids aktivitasanalk mérése. Mindkét
sepd mutansban jelentdsen csékkent afflfste ] It expresszids szint.
vt =0-2 L93 homotallikus térzs, sted 14 = 2-1300 qffifete i 14,
sep¥d = 2-1309 sepld, ez 5ep@-307 = 2-692 5ep0-307.

Megvizsgaltuk azt, hogy a teljes sterilitas hatterében valoban az
affl/stel1” gén csokkent transzkripcidja all-e. Ennek érdekében a
homotallikus 2-692 sep9-307 torzs sejtjeit a 4.5.2.7. fejezetben leirtaknak
megfelelden transzformaltuk a pSK85 plazmiddal (1d. 2. tablazat), mely
az affl/stel]” gént tartalmazza egy tiaminnal represszalhatd nmt4l
promoéterhez kapcsolva. Kontrollként 0-2 vad tipusu és 2-1300 stellA
torzseket hasznaltunk, utdbbindl teljes komplementaciot tapasztaltunk
miutdn pSK85 plazmiddal transzformaltuk a sejteket. Tiaminos kézegben
(,,mmt” promoéter kikapcsolva) a mikroszkopos vizsgéalatok sordn a
transzformalt 2-692 sep9-307 sejtek nem mutattak ivari differencialodasra
jellemz6é fenotipust: konjugéciot, illetve aszkuszképzést nem lattunk.
Ellenben, amikor tiaminmentes tapkozegben (,,nmf’ promoter

bekapcsolva) szaporitottuk azokat, akkor konjugalé sejteket ¢és
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aszkuszokat is lathattunk a mikroszkopos vizsgalatok soran, bar
jelentésen kevesebbet, mint az a vad tipusu tenyészetek esetében

tapasztalhat6 (1d. 21. abra).

A.

21. abra. Az affl/stel 1" taltermelésének hatisa az ivari differencialodas
zavaraira a sep9” mutansban. (A.) 0-2 L968 h”° vad tipusu sejtek MSA-n;
(B.) 2-692 sep9-307 mutans sejtek MSA taptalajon; (C.) pSK85
plazmiddal transzformalt 2-692 sep9-307 mutans sejtek EMMA
taptalajon. Nyil jelzi a helyreall6 ivari folyamatok eredményeként
megjelend aszkuszt. Méretvonal: 10 um.

5.6. A sep9-307 mutacio genetikai kolcsonhatasa Mediator
alegységeket kodolo ,,sep” gének mutacidival

Korabbi vizsgalatok kimutattak, hogy a sepl0/med31", sepll/medl8"
és a sepl5/med8” gének Mediator komplex alkot6 alegységeket kodolnak,
amely fehérjekomplex a transzkripcid finomszabéalyozasadban vesz részt
(b6vebben lasd a 3.7.2. fejezetet). Sikeriilt azt is kimutatni, hogy az olyan
mutans, amelynek sepl0/med31" génje inaktiv elpusztul, amennyiben a
sepll/medl8”, vagy a sepl5/med8" gén is sériilést szenved, azaz a sepl(f
sepll és a sepl0 sepl5 mutacioparok szintetikusan letdlisak (Miklos és

mtsi, 2008).
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Kivancsiak voltunk, hogy a feltételezett SAGA komplex alegységet
kodold sep9” gént érintd mutacid, genetikai kolcsonhatasban éll-e az
elézéekben emlitett Mediator gének mutécioival. Annak érdekében, hogy
ezt megvizsgalhassuk kettés mutdnsokat probaltunk eléallitani. Mivel
mind a sep9 mutansok, mind a Medidtor mutinsok az ivari
differencidlodasra képtelenek, ezért szomatikus sejthibridizacioval (1d.
4.5.1. fejezet) diploidokat allitottunk el6 a kovetkezd torzsek
felhasznalasaval 2-692 sep9-307 x 2-922 sepl104, 2-692 sep9-307 x 2-896
seplld, 2-692 sep9-307 x 2-870 sepl5-598. A keletkezett diploid
hibridek képesek meidzison atesni €s aszkuszt képezni, tekintve, hogy
mindkét génbdl lesz €p példanyuk, ami komplementéciot eredményez. A
diploidokat alacsony nitrogéntartalmti taptalajon (MSA) sporazni
hagytuk, majd a keletkezett aszkuszokat tetradanalizisnek vetettiik ald: a
sporakat mikromanipulatorral szétvalasztottuk, ¢és hagytuk azokat
komplett taptalajon (YEA) telepeket képezni.

A 2-692 s5ep9-307 x 2-896 sepllAd és a 2-692 sep9-307 x 2-870
sepl5-598 szomatikus hibridekb6l nem sikeriilt olyan életképes
rekombindnsokat kapnunk, amelyek mindkét muticiot hordozzak.
Esetiikben haromféle aszkuszt kaptunk: négy, harom, illetve két életképes
sporat eredményez6 tetrddokat (Id. 22. abra). Amikor négy darab ¢é16
sporat sikeriilt izolalnunk, akkor az azokbol képzdodott telepek sejtjei
valamennyien ,sep” fenotipust mutattak. Ezekben rekombinacios
esemény nem tortént (PD tetrad). Abban az esetben, amikor minddssze
két telep képzodott, az azt alkotod sejtek vad fenotipusuak voltak, azaz
nem hordozhattdk egyik ,sep” mutaciot sem. A vad tipusi sejtek
valésziniileg egy olyan, négy kromatidat érintd rekombinacids esemény

eredményei, melyek két vad tipust és két kettds mutans meiotikus
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termékhez vezetnek. Mivel a két életképes sporabol vad tipusu sejtekbol
allo telep képzodott, joggal feltétezhetjiilk, hogy a telepet nem képzo
sporak voltak a kettés mutidns rekombinansok. Ezek az NPD tipusu
tetrddok. A harom életképes sporat tartalmazo tetradok esetében egy
telepnek a sejtjei vad fenotipusuak voltak, viszont két telepben a sejtek
»sep”’ fenotipust mutattak (T tipusu tetrdd). Ez a kombinacid ugy johetett
létre, hogy a meidzis soran itt is rekombindcio tortént, melynek
eredménye egy ¢életképes spora és egy kettds mutans spora lett. Utobbibol
azonban telep nem képzédott. Osszességében elmondhatjuk tehat, hogy a
sep9” mutaci6 kombindlasa akar a sepl/l” akdr a sepl5 mutacioval
¢letképtelenséghez vezet.

A 2-692 s5ep9-307 x 2-922 sepl0A szomatikus hibridizaciojabol
sikertilt életképes kettds mutans torzset (2-1314) izolalni. A 2-1314 sep9-
307 sep104 kettds mutans, azonban 37°C-on nem ndvekedett, ellentétben
a sziiléi tipust sejtekkel, tovabbd permissziv hdmérsékleten lassabb

novekedést mutatott azoknal (1d. 15. és 16. abra).

PD

NPD

22. abra. A sep9-307 and sepl 14 mutéaciok kozotti letalis kdlcsonhatas
bemutatdsa. Valamennyi sor egy tetrad sporait képviseli. (PD) 2 sep9-307 :
2seplliA. (T) 1sep9-307 : 1 vad tipus : 1 elpusztult (a kettés mutéans) : 1
sepllA . (NPD) 2 elpusztult (kettds mutans) : 2 vad tipusu.



5.7. Feltételezett sep9" ortolégok azonositisa

Mivel a kromatinatrendez6 komplexek eldfordulasa altaldnos az
eukariotadkban, a 4.6. fejezetben leirt bioinformatikai alkalmazasok és
adatbazisok segitségével Sep9 ortologokat probaltunk keresni.

A leginkabb hasonlo, mar kisérletesen is vizsgalt és publikalt fehérje a
S. cerevisiae Spt8, mely 31%-0s szekvenciaazonossdgot mutatott a Sep9
fehérjével. Am a Sep9 fehérje 76 aminosavval rovidebb az Spt8-nal,
valamint e fehérjék paronkénti illesztése azt is kimutatta, hogy a
megfeleld6 Spt8 N-terminalis végi utols6 100 aminosavénal nincs
hasonlésdg a Sep9-cel. Mas fajokban még magasabb fokon hasonlo
fehérjéket talaltunk: Aspergillus niger An07g04000, Coccidioides imitis
CIMG 06699 ¢s Yarrowia lipolytica YALIOE23804p. Azonban e
fehérjéket, illetve az ezeket kddold géneket még nem jellemezték. Nem
meglepd moédon a legnagyobb hasonlosagokat a Schizosaccharomyces
csoporton beliil talaltuk: az SOCG_02609.2 (Sch. octosporus), illetve az
SJAG _02066.2 (Sch. japonicus) hipotetikus fehérjék 73%, illetve 61%
azonossagot mutattak a  Sch. pombe Sep9 fehérjével az
aminosavsorrendjiikben.

Az azonossdgok nem egyenletesen oszlanak el az Osszehasonlitott
fehérjék szekvencidiban, s leginkdbb az N-termindlis feldli végen
talaltunk  eltéréseket. Mind az SPT8, mind a feltételezett
Schizosaccharomyces ortolégok az utolsdé 74-76 pozicioban sok savas
aminosavat tartalmaznak. Az aszparaginsav és glutaminsav kiilonosen
nagy mennyiségben fordul elé e szakaszokban, s az ardnyuk a S.
cerevisiaeben a legmagasabb (64%), mig a Sch. octosporusban 50%, a
Sch. pombeban 47% és a Sch. japonicusban 36%. Azonban nem csak a

szézalékos aranyban kiilonboznek az egyes fajok, hanem a két aminosav
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egymashoz képesti aranyaban is. A S. cerevisiae fehérjében az
aszparaginsav/glutaminsav hanyados 32/17, azaz az aszparaginsav
domindl, mig a hasad6élesztd fajokban a glutaminsavbdl van tobb: Sch.
pombe (16/20), Sch. octosporus (12/26) és Sch. japonicus (9/18). A
Fitsch-Margoliash alapt csaladfa a filogenetikai rokonsdgot mutatja be a

az ortologok teljes aminosav-szekvenciai kozott (23. abra).

——— AFR153Wp

100 DEHA2F130002p

100 YALIOE23804p

SJAG 02066.2

SOCG 02609.2

100

CIMG
01

23. abra. Kiilonb6z0 fajokban taldlhato Sep9 ortoldgok szekvenciaja
alapjan készitett csaladfa. Az egyes adgak a kovetkezo fajok fehérjéit
jelképezik: Ashbya gossypii (AFR153Wp), Aspergillus niger
(An07g04000), Coccidioides immitis (CIMG_06699), Debaryomyces
hansenii (DEHA2F13002p), S. cerevisiae (Spt8), Sch. japonicus
(SJAG _02066.2), Sch. octosporus (SOCG_02609.2), Sch. pombe
(Sep9) és Yarrowia lipolytica (YALIOE23804p). Az AFR153Wp
viszonyitasi pont. Az agak hosszusaga aranyos az
aminosavsorrendben talalhato eltérések szamaval. A méretvonal a
relativ dghosszsagot jelzi. “Bootstrap” értékek az elagazasi
pontoknal talalhatéak.
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5.8. A Sch. japonicus feltételezett sep9" ortologjanak expresszidja

A Sch. japonicus egy olyan hasaddéleszto faj, mely képes egysejtli és
tobbsejtes hifds novekedésre is (Sipiczki és mitsi, 1998). A hifas
novekedés soran a sejtek kozotti valaszfalak megmaradnak, hasonléan
ahhoz, mint amilyet Sch. pombe a ,,sep” mutansaindl tapasztalunk, igy a
sep9  esetében is. Célul thztik ki, hogy megvizsgaljuk vajon a Sch.
Jjaponicus-ban talalhato feltételezett sep9” ortoldg expresszidja a Sch.
pombe sep9” génjében sériilt mutansban helyreallitja-e a normalis vad
fenotipust.

Annak érdekében, hogy ezt megvizsgalhassuk, Sch. japonicus 7-1
CCY 44-5-1 vad tipusu torzs sejtjeibol genomialis DNS-t izolaltunk a
4.5.2.1. fejezetben leirtaknak megfeleléen. Ezt kovetéen a 4.5.2.4-ben
ismertetett PCR  reakcié  alkalmazasaval  felszaporitottuk a
SJAG 02066.2-t (1d. 24. abra) a Sj.sep9s ¢és Sj.sep9aBamHI primerekkel
(1d. 3. tablazat).

<— 1498 bp

24. abra. Az SJAG 020666.2 ORF felszaporitasa. A
termék 1498bp hosszusagh.
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A Sj.sep9s egy Ndel mig a Sj.sep9aBamHI egy BamhHI restrikcids
emésztOhelyet tartalmaz. Az igy keletkezett amplikont (~1,5 kb) a gyarto
leirasai alapjan Ndel (Fermentas, ER0581) ¢s BamHI (Fermentas,
ERO0051) enzimekkel megemésztettiik. A klonozashoz sziikséges pYZIN
vektort (1d. 2. tablazat és 8. abra) a 4.5.2.2-ben leirtaknak megfeleléen
izolaltuk, majd szintén Ndel és BamHI enzimekkel emésztettik. A
megemésztett SJAG 02066.2-t és pYZIN plazmidot ligalasi reakcidba
vittiik, a gyarto leirasat betartva (T4 DNS ligaz: Promega, M1801), majd
a keletkezett ligatummal a 4.5.2.7-ben ismertetett bakterialis
transzformalast hajtottunk végre, melyhez az E. coli DH5 torzsét
hasznaltuk fel.

A szelektiv taptalajon kindtt telepekbdl néhanyat izolaltunk, melyeket
a tovabbiakban -70°C-on taroltunk. A kivalasztott telepekbdl plazmidot
izolaltunk, melyeket ellendriztiink, hogy valoban tartalmazzdk-e a
megfeleld pYZIN+SJAG 02066.2 konstrukciot. Az ellendrzés egyrészt
PCR reakcioval tortént (4.5.2.4.), melyben Prep4lsense és Sj.sep9in
primereket haszndltunk (ld. 3. tablazat). E reakci6 soran egy 876 bp
nagysagui terméket kellett, hogy kapjunk. Az ennek megfeleld savot a
25.A. abran lathatjuk. A 25.B. abran a pYZIN (1.) és pYZINS;js9 (2.)
plazmidok EcoRIl (Fermentas, ER0271) restrikciés enzimmel késziilt
emésztés fotojat lathatjuk. Az eredeti pYZIN plazmid (Id. 8. abra)
EcoRI-gyel torténd emésztése soran négy kiillonb6z6 DNS darabot
kaptunk, melyek méretei a kovetkezdk voltak: 1289 bp, 1200 bp, 4052 bp
¢€s 2674 bp, melyek jol lathatok a 25.B. abran. Miutan ebbe a plazmidba
beépitettiilk az STAG_02066.2 gént az EcoRI emésztési kép megvaltozott.
Amellett, hogy egy Uj DNS szakasz keriilt beépitésre az Ndel és BamHI
restrikcios hasitohelyek kozé, egy régio is kivagodott, amely egy EcoRI
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felismer6 helyet is magaban foglalt. gy a pYZINSjs9 EcoRI-gyel valo
emésztése soran az alabbi nagysagu, 0sszesen harom darab DNS darabot
kaptuk: 1200 bp, 4052 bp és 5253 bp. E méreteknek megfeleld savok
szintén a 25.B. abran lathatdéak. Tovabba a klonozott Sch. japonicus
feltételezett sep9” ortoloég génszekvencidja nem mutatott eltérést az
adatbazisban taldlhatd szekvenciatol (Batta és mtsi, 2009). Mivel a
konstrukcido helyes volt pYZINSjs9 néven bevezettik a tanszéki

gyljteményiinkbe (1d. 2. tablazat).

4052 bp e
2674 bp™»

1289 bp wp
1200 bp =»

<
5253 bp

876 bp

25. abra. Az Sch. japonicus feltételezett sep9” homoldg génjének
felszaporitasa €s klonozasanak ellendrzése. (A.) A 876 bp hosszsagh
PCR termékek olyan reakciokbdl szarmaznak, melyeket
plazmidspecifikus, valamint a feltételezett Sch. japonicus sep9”
génjének belsd szekvencidjara specifikus primerekkel amplifikaltunk.
(B.) A pYZINS;js9 plazmid ellenérzése EcoRI restrikcios emésztéssel:
1. pYZIN; 2. pYZNI1S;js9.

Ezt kovetden a pYZINSjs9 plazmiddal transzformaltuk a 2-692 sep9-
307 mutans torzs sejtjeit, a 4.5.2.7-ben leirtaknak megfeleléen. A
keletkezett transzformansok fenotipusat mikroszkdp alatt vizsgaltuk és azt

tapasztaltuk, hogy a komplementacié nem volt sikeres, a transzformalt

79



sejtek tovabbra is hifds képet mutattak és az ivari differencialédas
folyamata is elmaradt.

Megvizsgaltuk, hogy milyen az SJAG 02066.2 mRNS szintje a
transzformans sejtekben. Ennek érdekében RNS-t izolaltunk 7-1 Sch.
Japonicus vad tipusu torzsbol, a Sch. pombe 2-692 sep9-307 mutansbol és
a pYZINSjs9 expresszidés vektorral transzformalt 2-692 sep9-307
mutansbol, a 4.5.2.3. fejezetben ismertetett RNS izoldlasi modszerrel. A
sejteket tiaminban szegény kornyezetben novesztettiik. Ezt kovetden
cDNS-t szintetizaltunk (Id. 4.5.2.5. fejezet) sce3RTa és Sjs9RTa primerek
felhasznalasaval (Id. 3. téblazat), végill a 4.5.2.6-ban részletezett
kvantitativ RT-PCR mddszerrel mérést végeztiink, melyhez a sce3RTs-
sce3RTa és Sjs9RTs-Sjs9RTa primerparokat (1d. 3. tablazat) hasznaltuk.
A reakcio6 kiértékelése soran azt kaptuk, hogy az SJAG 02066.2 mRNS
szintje kell6képpen magas (1d. 26. abra) ahhoz, hogy kijelentsiik, hogy a
komplementacié elmaraddsanak hatterében bizonyosan nem az

SJAG_02066.2 transzkripcidjanak elmaradésa all.
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3&s

Normalizalt expresszid

L-I i | —
~eh, sgpP-  sepP-307  sepl-307
Japoxicus vt 307 +5zepd +32ep-T
+T

26, abra. 5JAG 02066 2 mBIS szintjének merése.

Sch. japonicis vw=7-1 Sch. japanicus vad tipus, sep@-307 = 2-692
sepl-307, 52p9-307 + 8jsep? + T = tiaminos taptalajon néveszetett
pYZ1ME:9-cel tanszformalt 2-692 sepl-307, 5ep@-307 + Sjsep? - T =
tiaminos thptalajon néweszetett p ¥ 21105159 -cel tanseformalt 2-692
sepH-307

59. A sep9 mutinsok MPA (mikofenolsav) érzékenységének
vizsgalata

Az 4.53-ban leirtaknak megfeleléen @ MPA-val szembeni
érzékenységet vizsgaltunk az aldbbi torzsek felhasznalasaval: 0-1 1972
vad tipus, 2-692 sep9-307, 2-989 sepl104, 2-898 sepliA és 2-991 sepl5-
598. Az eredményeink sordn azt tapasztaltuk, hogy sep9'-ben
bekovetkezett muticid6 nem valtoztat a mikofenolsavval szembeni
érzékenységen: mind a sep9 mutans, mind a vad tipust sejtek ugyanagy
novekednek. Ellenben, ha a Mediator alegységeket kodold gének

inaktivalédnak, akkor megnovekszik a sejtek érzékenysége ¢s 0,1 pg/ul
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koncentracionadl mar nem is tapasztalhatunk novekedést. A MPA-val

szembeni érzé¢kenységet a 27. abra mutatja be.

vt

sep9-307

sepl04

seplliA

sepl5-598

MPA koncentracié pg/pl:
0 002 01 02

27. abra. MPA érzékenységi teszt. Jol 1athato, hogy magasabb MPA
koncentraciora a Mediator alegység mutansok érzékenyek, mig a vad
tipusu torzs €s a sep9” mutans hasonldan tolerans a méreggel szemben.
vt=0-1 L972, sep9-307 = 2-692 sep9-307, sep104 = 2-989 sep104,
sepl1A = 2-898 sepliA, sepl5-598 = 2-991 sepl5-598
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6. Eredmények megbeszélése

A korabban azonositott ¢és jellemzett ,,sep” mutdnsok szdmos
sejtfunkcidjukban sériiltek, melyek koziil a legfontosabbak a citokinezist
¢s az ivari differencialédast érinté folyamatok valamint a csokkent
stresszvalasz (b&vebben lasd Sipiczki attekintd cikkét, 2007). Ez az
Osszetett fenotipus arra utal, hogy e gének termékei egy dsszetett halozat
részei lehetnek, melyek kozvetve vehetnek részt a kiilonb6z6 nem
létfontossagi  sejtfolyamatokban, azaz  feltehetden  valamilyen
szabalyozasi rendszernek a tagjai (Grallert és mtsi, 1999). Az elébbiekkel
dsszhangban kozzétett eredmény, hogy a sepl -rdl sikeriilt kimutatni azt,
hogy egy fork-head tipusu transzkripcids faktort kddol (Ribar és mitsi,
1997), mely tobbek kozt az ace2” gén atirasat befolyasolja kozvetleniil
(Rustici és mtsi, 2004), s ezaltal szerepet jatszik a sejtosztodast kovetd
sejtszeparacioban. Tovabba a sepl0, sepll” és sepl5” gének olyan
fehérjéket kodolnak, amelyekrdl kideriilt, hogy a génatirast szabalyzo
Mediator komplex alegységei (Szildgyi és mtsi, 2002; Zilahi és mitsi,
2000). A Sepl0 és Sepl5 fehérjék tobbek kozt olyan gének atirdsaban is
részt vesznek, mint koaktivatorok, melyek a sejtszeparacid utolso
1épésének résztvevoi (Miklos és mtsi, 2008).

A doktori munka sordn a Sch. pombe sep9" gén funkcionalis
analizisét végeztik el. A sep9" gén 4altal kodolt fehérie 31%-os
szekvencia-azonossagot mutat a S. cerevisiae Spt8 fehérjével, mely az
RNS polimeraz II alapt transzkripcids szabalyozasban részt vevé SAGA
komplex egyik alegysége (Grant €s mtsi, 1997). A SAGA komplex és a
TFIID a kromatin atalakitasaban vesznek részt, de szerepiik van a TBP

(TATA kot6 fehérje) promoterhez torténd szallitasdban és a TATA-
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boxhoz vald kapcsolédasdban is (lasd Daniel és Grant Osszefoglalo
cikkét, 2007).

A S. cerevisiae Spt8 fehérjéje WD40 ismétlddé domént tartalmaz
(Eisenman ¢és mtsi, 1994). A WD40 ismétlodé szekvencidknak nagy
szerepe van a nagyméretli és Osszetett fehérjekomplexek kialakitdsaban,
mint példaul amilyen a SAGA komplex is, mivel fehérje-fehérje
kolesonhatasokat tesz lehetdvé a kiilonbozo alegységek kozott (Neer és
mtsi, 1994). Masrészt az Spt8 kozvetleniil felel a TBP TATA-boxhoz
torténd szallitasaért is (Warfield és mtsi, 2004; Wu €s mtsi, 2004).

Megvizsgalva a Sch. pombe adatbazisban taldlhaté Sep9 fehérje
szekvencidjat, azt talaltuk, hogy a Sep9 is tartalmaz ilyen WD40 tipust
1smétlodd szekvenciat, és annak ellenére funkciondlisan homologok
lehetnek, hogy a S. cerevisiae Spt8 termeltetése Sch. pombe sep9
mutansban nem Aallitotta vissza az eredeti vad fenotipust (Batta és mitsi,
2009). Egy masik vizsgalatunkban pedig egy még inkabb hasonlé (61%)
feltételezett homoldggal, a Sch. japonicus-ban talalhato feltételezett Sep9
sem tapasztaltuk azt, hogy a vad fenotipus helyredllna a Sch. pombe sep9
mutins sejtekben torténd Sch. japomicus feltételezett sep9’ gén
expresszidjaval. Ennek hatterében az allhat, hogy a kiilonb6z6 Sep9/Spt8
homologok viszonylag nagymértékli valtozatossagot mutatnak az igen
savas N-termindlis szakaszokon, mely fajra specifikus, mind az
aminosavsorrendet, mind pedig a hosszt tekintve. Ezek a rendkiviil
valtozékony fehérjeszakaszok a kiilonbozé fajok sejtjein beliili,
feltehetden az eltérd koriilményekhez torténd jobb idomulast biztositjak.

Tervbe vannak véve forditott komplementaciok is, egészen pontosan a

Sch. pombe sep9” gén bevitele SPTS S. cerevisiae-be és az
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SJAG_02066.2 gént nélkiiloz6 Sch. japonicus-ba. Ez a kisérlet kiilonosen,
akkor lenne érdekes, ha a vad tipus helyreallna. Tovabba nem rég valt
ismertté a Sch. octosporus genomszekvenciaja is. Figyelembe véve, hogy
még nagyobb hasonlésadgot mutat a benne talalhatdé Sep9 ortoldég a Sch.
pombe Sep9-cel (73%), mint a Sch. japonicus ortoldg (61%), a vele vald
interspecifikus komplementéciot is el kell végezni a késébbiekben. E
komplementacids vizsgalat esetleges sikeres volta tovabbi fontos
Osszefiiggésekre derithet fényt.

A S. cerevisiae Spt8 ¢€és a Sch. pombe Sep9 tehat valdsziniileg
homolog fehérjéknek tekinthetdk, amit a nagyfoki aminosavszekvencia
hasonlésagbol feltételezhetiink. Ezt a koncepciot tovabb erdsiti az a
megfigyelés is, miszerint a Sch. pombe sep9-307 mutans torzs sejtjei
(Grallert és mtsi, 1999), illetve e doktori munka soran készitett sep9" gént
teljes mértékben nélkiil6zo sejtek €s a S. cerevisiae SPTS mutans sejtek
hasonl6 fenotipust mutatnak. A sep9  mutans sejtek a sejtszeparacidban
jellegzetesen sériiltek, azonban a sejttenyészetek inhomogének, tehat a
sep fenotipusu mellett, vad tipusi sejtek is megfigyelhetdek. Ennek
okanak feltarasa még varat magara, de feltetételzésiink szerint az ace2”
transzkripcidja allhat a hattérben, aminek értéke a felére csokken, de az
atiras még sem nulla szintli. Azonban az is elképzelhetd, hogy bizonyos
mikrokornyezeti allapotok is befolyassal vannak a vegyes tenyészetek
kialakulasdban, de a mi altalunk hasznalt kis térfogatok miatt ennek
valoszintisége csekély. Tovabba e mutans sejtek nagyfoku érzékenységet
mutatnak a kornyezet altal teremtett kihivasokkal szemben, mivel a
stresszvalasz folyamataik sériiltek, illetve sterilek is, ugyanakkor a
laboratoriumi szokasoknak bevett hdmérsékleten (30°C) életképesek. E

jellegzetes tulajdonsagok megjelennek azonban S. cerevisiae SPTS
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mutans sejtek esetén is (Eisenman és mtsi, 1994). A S. cerevisiae SPT8
gén ¢s az altala kodolt fehérje tehat a szokéasos koriilmények kozott nem
tolt be létfontossagu szerepet a sejt miikodésében. Az spt8 fenotipus
komplexnek tekinthetd, ami a SAGA fliggé gének megvaltozott
expresszidjanak koszonhetd. E gének kiillonbozd termékei a sejtben
sokrétli feladattal rendelkeznek, ¢és nagy résziik stresszindukalt is
(Huisinga ¢és Pugh, 2004). Ugyanakkor ez a fenotipus nem jar végzetes
kovetkezményekkel, mivel szamos funkcio atfedhet a TFIID-vel (Lee és
mtsi, 2000; Huisinga ¢és Pugh, 2004.) E felismerésekbdl ¢és
hasonldsagokbol azt feltételezziik, hogy a Sch. pombe hasad6élesztd Sep9
fehérjéje is hasonld szerepkorrel rendelkezik a Sch. pombe szabalyozott
transzkripcids folyamataiban.

A Sch. pombe sep9" cDNS szekvencijat sikeresen meghataroztuk,
majd a genomialis sep9” DNS szekvenciaval 6sszevetve megallapitottuk
az intron pontos helyzetét a génben. Osszehasonlitva az altalunk
meghatarozott sep9” gén DNS szekvencidjat a Sch. pombe adatbazisban
talalhaté sep9” DNS szekvencidval, azt talaltuk, hogy az intron helyzete
eltéré a két esetben. Mig a Sch. pombe genomszekvencidjat tartalmazé
forras szerint az intron az 56. bazisparral kezdddik és a 102. bazisparig
tart, addig a mi eredményeink azt jelzik, hogy az intron pozicidja
valojaban az 57. nukleotidtdl kezdddik és a 103. nukleotiddal fejezddik
be. Ellenben az intron méretét mi is 47 nukleotid nagysadguinak talaltuk,
mint ahogy az az adatbazisban is fellelhetd. Ez a minddssze egy
nukleotidnyi eltolodas azonban nem jelent az aminosavsorrendben
semmiféle valtozast. Eme eredmény azt példdzza, hogy a kiilonbozo

algoritmusokkal szamitott intronhelymeghatdrozdsok pontatlanok is

86



lehetnek, ezért minden esetben azok kisérlettel torténd bizonyitasara is
sziikség van.

Azt is megfigyeltik, hogy a mikofenolsav (MPA) transzkripcids
elongacids gatloszerrel szemben nem mutatnak nagyobb érzékenységet a
sep9 sejtek, mint a vad tipusu sejtek. Ez az eredmény egy kissé meglepd,
tekintve, hogy a S. cerevisiae SPTS sejtek érzékenyek ra. Tovabba
szakirodalmi adatok szerint az SPT8 fehérje, s ezaltal a SAGA komplex,
nem csak a transzkripcio elinditdsdban, de az elongacioban is részt vesz
(Desmoucelles és mtsi, 2002; Wery és mtsi, 2004). A kérdés, hogy vajon
a Sch. pombe-ben ezt a funkcidt, mely mas fehérje toltheti be, vagy
egyaltalan meg van-e ez a szerepe a Sch. pombe SAGA komplexnek.
Ennek megallapitasara tovabbi vizsgalatok sziikségesek.

Annak bizonyitasara, hogy a Sep9 részt vesz Sch. pombe gének
expresszidjanak szabalyozasiban, megvizsgaltuk az ace2”, adgl’ és
engl”, valamint az affl/stel 1" gének transzkripcios szintjeit vad tipusti és
sep9 mutans sejtekben. Mind az ace2’, mind pedig az affi/stell”
expresszidja lecsokken, ha a sep9” gént inaktivaljuk. Akarcsak az ace2”,
az affl/stel1” gén terméke is nagyon fontos kozponti regulétor a sejtben.
Koziiliik az Ace2 transzkripcios faktor szamos olyan génnek az atirasaért
felel, mely a sejtosztodasi folyamat végsd eseményéhez, a
sejtszeparacidhoz sziikséges. Ilyenek példaul a mar korabban emlitett
adgl” és engl” gének (lasd Sipiczki, 2007 attekinté cikkét). A sep9”
inaktivacidja azonban nem csak az ace2’ és az affl/stell” atirasat
csokkentette, de az ace2” fiiggd adgl” és engl” szintjeit is. Ez utobbi
mintegy Stszords szintesést mutatott, szemben az ace2” és az adgl” felére
csokkenésével. Ezekbdl az adatokbol azt a kovetkeztetést vonhatjuk le,

hogy a Sep9 valdban egy transzkripcios faktor, mely sziikséges az ace2”
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aktivalasahoz, ugyanakkor a célgének atirasdhoz kozvetleniil is sziikség
lehet ra, mint példaul az emgl” esetében. Ennek viszont részben
ellentmond az a megfigyelésiink, hogy az ace2” plazmidrél torténd
expresszidja, szinte teljes mértékben visszaallitja a vad tipusu sejtekre
jellemzd fenotipust: a sejtek szeparacidja normalis, a hifas fenotipus
megszlnik.

Az Aff1/Stell ellenben olyan transzkripcids szabalyz6 molekula,
mely ahhoz sziikséges, hogy a sejt tdpanyag hidnydban a vegetativ
ciklusbol az ivari differencialodas utjara 1épjen (Sipiczki, 1988; Sugimoto
és mtsi 1991). A Kkillsd eredetli affl/stell” 4ltal megkisérelt
komplementaci6 csak részben bizonyult sikeresnek, mivel csak a sejtek
kis hanyada kezdett bele a szexualis ciklusba, ami azt sugallja, hogy mas
Sep9 dependens gének is léteznek az ivari differencialodas
szabalyozasaban. Ezek vizsgalata tovabbi kutatasi feladat.

Egy korabbi tanulmanyunkban kimutattuk, hogy a sepl0/med31" és
sepl5/med8” gének olyan Mediator komplex alegységeket kodolnak,
mtsi, 2008). Igy az eldz8ekkel egybevetve kijelenthetjiik, hogy mind a
SAGA, mind a Mediator komplex sziikséges az ace2” egészséges szintii
atirasdhoz. Azonban sep9 sepll” és sep9 sepl5 kettés mutansok
¢letképtelensége azt mutatja, hogy az egyiittmiikodés nem korlatozddik az
affl/stel1” vagy az ace2” génekre, hanem més gének szabalyozisdban is
részt vesznek kozosen. Sot, a két komplex aktivitasanak egyiittes
elrontdsa egyes gének transzkripcidjanak a minimalis kiiszobérték ala
esés¢éhez vezethet, amit a sejt mar nem képes elviselni: a kettés mutans
sejtek elpusztulnak. Azonban az is elképzelhetd, hogy a SAGA és a

Mediator komplexek egylittes elrontdsa Osszességében annyi gén
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transzkripcidjanak zavarat idézi eld, ami mar életképtelenséggel jar. Ez a
megfigyelés és kovetkeztetés teljes mértékben egybevdg mas
tanulmanyok eredményeivel - korabban ugyanis azt talaltdk mas kutatok,
hogy a S. cerevisiae SAGA ¢és a Mediator komplex egyiittmitkodik
(Roberts és Winston, 1997; Larschan és Winston, 2005). Roberts és
Winston (1997) munkdja sordn hasonlot tapasztaltak S. cerevisiae
¢lesztOben: bizonyos nem letdlis SAGA ¢és Medidtor alegységek
mutacidinak kombindldsa sordn a kettds mutansok életképtelensége volt
megfigyelhetd. Ezen érintett gének felismeréséhez ,,microarray”-jel
torténd transzkripcids profil vizsgélatra lenne sziikség a sep9™ és sepll

mutansokban is, a mar elkésziilt sepl0 és sepl5 mutansok mellett.
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7. Osszefoglalas

A mitotikus sejtciklus folyamatdnak megértése és megismerése nagy
jelentéségl, kiillonosképpen a rakos megbetegedések szempontjabol. A
hetvenes évektdl kezdve szamos 1j informacio keriilt felismerésre és az e
téren folytatott munkassdgot 2001-ben Nobel dijjal honoraltak.
Kiilonosen a mitotikus ciklus két szabalyoz6 pontjat, a G1/S és a G2/M
atmeneteket tartdk fel részleteiben. A sejtciklus egy kevésbé
tanulmanyozott eseménye a citokinezis, mely az M fazis utolso 1épése és
az utddsejtek ekkor valnak el egymastol.

A Debreceni Egyetem Genetikai és Alkalmazott Mikrobiologia
Tanszékén az elmualt 15 évben intenziven vizsgaltdk a citokinezis
folyamatait. Modellszervezetként a Schizosaccharomyces pombe gombat
kezdték el haszndlni, tekintve, hogy szamos tulajdonsidga nagyfoku
hasonlésagot mutat az emldssejtekkel. A kilencvenes évek soran, a
tanszéken szamos a sejtosztddasban sériilt mutanst izolaltak. E mutansok
egy része a normalis egysejtii allapot helyett tobbsejtiivé valt, mivel a
sejtek osztddasat kdvetden a szeptumok hasitdsa elmaradt. Ezeket ,,sep”
(szeparaci6s) mutansoknak nevezték el. A genetikai analizisiiket kovetden
16 0j gén keriilt azonositasra. Kideriilt azonban az is, hogy e mutansok
nem csak a sejtciklus kivitelezésében sériiltek, de egy részik a
stresszvalaszban, az ivari differencidlodasban és mas sejtszintl
folyamatokban is.

Ezek a megfigyelések felvetették annak lehetségét, hogy az érintett
gének nem kozvetleniil, hanem esetleg szabalyz6 halozatokon keresztiil
jatszanak szerepet a kiilonboz6d sejtfolyamatokban. Egy kézenfekvd
elmélet, hogy ezek a gének transzkripcios faktorokat kodolnak és

kiilonbozé gének nagyobb csoportjainak kifejezédésének szabalyzasan
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keresztiil fejtik ki hatasaikat. Ezt az elgondolast a sep!’, sepl0, sepll és
sepl5 mutansok és a sériilt gének elemzése ala is tamasztotta. A sepl
gén egy fork-head tipusit DNS-kot6 transzkripeids faktort kodol, melynek
fontos szerepe van a sejtciklus szabalyozasaban. A sepl0, sepll” és
sepl5" génekrdl bebizonyosodott, hogy a Saccharomyces cerevisiae
MED31, MEDIS ¢é MEDS génjeivel homologok. E gének
fehérjetermékei a Medidtor komplex alegységei. A Medidtor a
szabalyozott génatirasban tolti be szerepét az altal, hogy Osszekottetést
biztosit az aktivatorok, az altalanos transzkripcids faktorok és az RNS
polimeraz II enzim koz6tt a transzkripei6 inditasakor.

A sep9" génrél szintén feltételezheté volt, hogy transzkripcios faktort
kodol, amit szekvenciaeclemzése is alatdmaszt. A Sch. pombe Sep9
nagyfoku hasonlosdgot mutat a S. cerevisiae Spt8 fehérjével, habar
interspecifikus  komplementéacios  kisérlet sordn az Spt§ nem
komplementalta a Sch. pombe sep9™ fenotipust. A S. cerevisiae Spt8 egy
masik transzkripcids szabalyzo komplex, a SAGA komplex alegysége. A
SAGA komplex a S. cerevisiae gének mintegy 10%-anak aktivalasaban
vesz részt, melyek elsdsorban stresszvalaszban szerepet jatszé fehérjéket
koédolnak. Génaktivalo szerepét elsdsorban a nukleoszomak hisztonjainak
acetilalasan keresztill fejti ki, igy téve szabaddd fontos DNS
szekvencidkat a transzkripcios faktorok szamara, tobbek kozt a TATA
kotd fehérje (TBP) szdmara.

E doktori tanulmany soran a sep9  gén szerepét és a sep9 mutacio
okozta fenotipus molekularis hatterét vizsgaltuk meg. Tovabba kiiitottiik
a teljes gént a genombol, hogy megallapitsuk vajon létfontossagu fehérjét
kédol-e. Megvizsgaltuk tovabba mas ,,sep” génekkel vald genetikai

kolcsonhatasat is, kiilonos tekintettel a Mediator génekre.
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A két legjellemzobb tulajdonsaga a sep9” mutansoknak, hogy rovid
hifas ndvekedést mutatnak, illetve képtelenek a konjugécidra, ami a
sporaképzés elmaradasaval is jar. A sep9  gén teljes eltavolitasa a
genombol életképes mutansokhoz vezetett, azaz a gén nem létfontossagu.
A sep94 fenotipusa majdnem teljesen megegyezik a sep9
pontmutanséval, azonban lassabban novekedik permissziv hémérsékleten
és elpusztul 37°C-on. A Sep9 mutans sejtek a vad tipushoz hasonld
érzékenységet mutatnak az elongéciot gatlé mikofenolsavval szemben.

Annak érdekében, hogy megtalaljuk a molekularis hatterét a sep9
fenotipusnak, transzkripcios vizsgalatokat végeztiink. Génexpresszios
kisérleteink soran azt talaltuk, hogy mutansainkban az ace2”, ami a
alulszabalyozott. Tovabba, a vizsgalt Ace2 szabalyzott gének is csokkent
szintet mutatnak, s6t az emgl  esetében még nagyobb mérvii esést
tapasztaltunk ace2'-hdz képest. Az ace2” alacsony szintje mar
onmagaban elegendd lehet a sejtszeparacidos hibdkat mutatd sejtek
megjelenéséhez a sep9” mutansban, de elképzelhetd az is, hogy a Sep9 e
targetgének atirdsara kozvetleniil is hatassal van. Ennek azonban
ellentmond, hogy az Ace2 taltermeltetése sep9 mutans sejtekben,
majdnem tokéletesen visszaallitotta a vad fenotipust.

Korabbi eredmények azt mutattak, hogy a sepl0 ¢és sepll
muténsoknal tapasztalhat6 sériilt ivari differencialodas az affl/stell” gén
alacsony transzkripciojanak tudhatoé be, melynek génterméke a szexualis
folyamatok legfontosabb regulatora a Sch. pombe-ben. Megvizsgaltuk,
hogy a sep9” mutans sejtek esetében is ez-e a helyzet. Vizsgélataink sordn
azt talaltuk, hogy a sep9 mutacios hattérben az affi/stell’ expresszids
szintje leesik. Ugyanakkor az Aff1/Stell plazmidrdl torténd termeltetése
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nem allitotta vissza teljesen a vad fenotipust a sep9  mutansban, ami azt
jelentheti, hogy a szexudlis ciklusban szerepet jatszd tovabbi gének
transzkripcidja is érintve van.

Mivel egyes Mediator alegységek inaktivalasa is sejtszeparacios
defektusokkal jar, megnéztiikk milyen hatdssal lehet a sejtre, ha a
mutaciokat kombinaljuk. Az esetleges genetikai kolcsonhatasok
vizsgalatanak érdekében szomatikus sejthibridizacioval és azt kovetd
rekombinacidval kettés mutdnsokat allitottunk eld. A tetrddanalizis
elvégezve azt taldltuk, hogy egyedill a sep9 sepl0 kettés mutans
¢letképes, mig sem sep9” sepll” sem pedig sep9” sepl5” életképes kettds
mutanst nem sikeriilt izoldlni. Feltehetben a SAGA ¢és a Mediator
komplex egyiittes elrontdsa Gsszességében annyi gén transzkripcidjanak
zavarat idézi el6, ami mar életképtelenséggel jar.

Az eredményekbdl azt a kovetkeztetést vonhatjuk le, hogy a sep9” egy
transzkripcids faktort kddol, melynek kulcsszerepe van a sejtszeparacios
¢s az ivari folyamatokban. Abban az esetben, ha tonkretessziik vagy
hianyzik a Sep9, szamos 1j, a vad tipustol eltérd tulajdonsag jelenik meg.
Azonban ezek kozilil egyik sem halalos hatdsi normalis tenyésztési
koriilmények kozott. Adataink szerint Sep9 fehérje és a Sepl10/Med31,
Sepl1/Med18 ¢és Sepl5/Med8 Mediator alegységek egyarant hatnak
sejtszeparacids génekre. Feltételezhetd, hogy tovabbi kozos célgénjeik is
vannak.

Tovabbi kutatasok sziikségesek azonban, hogy még részletesebben
feltarjuk a Sep9 szerepét a citokinezisben és az ivari folyamatokban,
példaul azaltal, hogy tovabbi szabalyzott géneket azonositsunk valos idejii
PCR ¢és DNS chip segitségével. Az eddig nem jellemzett ,,sep” gének és

az altaluk kodolt fehérjék vizsgalata, illetve a mar azonositott
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Sep10/Med31, Sepl1/Med18 és Sepl5/Med8 fehérjékkel vald biokémiai
kolcsonhatasok vizsgalata is hozzdjarulhat e folyamatok szabalyzo

halézatainak részletesebb megismeréséhez.

94



8. Summary

Understanding the process of mitotic cell division cycle is of great
importance, especially due to its connection to malignous diseases. Since
the 1970s much new information has been obtained about the cell cycle,
and in 2001 the Nobel price was given for these achivements. Especially
the two main checkpoints of the mitotic cycle (G1/S and G2/M) have
been examined in details. A less studied cell cycle event is cytokinesis,
the final step of the M phase, when the daughter cells become separated.

The cytokinesis has been studied intensively in the past 15 years at the
Department of Genetics and Applied Microbiology, University of
Debrecen. As a model organism Sch. pombe has been used, since it
carries several features that are highly similar to mammalian cells. During
the early 1990s several cytokinesis mutants have been isolated in the
department. The original unicellular phenotype became multicellular
since the septa between the cells were not split in these mutants. They
were designated ,,sep” (separation) mutants. Following the genetic
analyses of the mutants, 16 novel genes were identified. It was also found
that some of these mutants are affected not only in the cell division cycle,
but also in their sexual differentiation, stress response and other cellular
events.

These observations raised the possibility that these affected genes
might not directly play a role in these cell processes, but possibly through
a regulatory network. An obvious theory is that these genes code for
transcription factors, and these proteins affect cell mechanisms by
regulating a larger proportion of genes. This idea was supperted by the
findings of later analyses of sepl’, sepl(), sepll and sepl5 mutants and
the affected genes. Sep! " gene is coding a fork-head type DNA binding
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transcription factor, that plays an important role in cell cycle events.
Sepl0”, sepll” and sepl5" are homologs of S. cerevisiae MED3I,
MEDI8 and MEDS genes, respectively. Their protein products are
subunits of the Mediator complex, which has an important role in the
regulated transciption by creating a connection between activators,
general transcription factors and the RNA polymerase Il enzyme.

Sep9" was also thought to encode a transcription factor, which is
supported by the sequence similarity with the yeast Saccharomyces
cerevisiae Spt8 protein indicating homology, although in an interspecific
complementation analysis the expression of Spt8 did not complement the
sep9” phenotype. Spt8 is a subunit of another transcription regulating
complex: SAGA complex. It plays role in the activation of about 10% of
the yeast genes, mainly stress response protein coding ones. Its activation
role is carried out by acetilating histones in the nucleosomes, making
DNA sequences available for transcription factors, including the TATA-
binding protein (TBP).

In this PhD study we analysed the role of the Sch. pombe sep9” gene
and the molecular basis of the sep9  phenotype. We also tended to
examine possible genetic interactions with other ,,sep” genes, especially
Mediator subunit coding genes. We also generated deletion mutants, to
examine whether this gene is vital for the fission yeast.

Two major charactertistics of sep9 mutants are hyphal growth and the
inability to conjugate, meaning that these mutants can not produce spores.
The complete deletion of sep9’ gene resulted viable mutants, which
means that the gene is not essential. The sep94 mutant has almost the
same phenotype as sep9 point mutant has, but it grows slower at

permissive temperature, and its cells die at 37°C in contrast to the
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viability of the point mutant. Sep9” mutant cells show the same sensitivity
to transcription elongation inhibitor micophenolic acid as the wild type
cells do.

We also wanted to find out what the molecular base of the sep9
phenotype in our mutants is. In our gene expression experiments we have
found that ace2”, which codes for a direct master regulator of the final
step in cytokinesis, is downregulated. Ace2 targets that have also been
tested showed low level of expression, moreover engl was even more
downregulated compared to ace2”. This ace2” downregulation by itself
might be sufficient to elicit the partial cell separation defect of the sep9
mutant cells, but a direct involvement of Sep9 in the expression of the
downstream genes is also possible. Interestingly, the overexpression of
ace2” in sep9 strains, almost completely restored the wild type
phenotype, which is contradicting the theory outlined above.

Previous results showed that the inability of sexual differentiation of
sepl0 and sepll is due to the reduced transcription level of affl/stell”
gene, which encodes a key regulator for sexual differentiation. We
examined whether in sep9 mutants do we have the same case. We have
found out that in sep9” mutational background the transcription level of
affl/stell” is dropped. On the other hand the overexpression of
affl/stell” from a plasmid did not completely restore wild type
phenotype, so there must be other genes in the process of sexual
differentiation that are affected.

Since the inactivation of some Mediator subunits also causes cell
separation defects, we analysed the effect of the combination of mutations
on the cell. To study possible genetic interactions we generated double

mutants with somatic hybridisation and recombination. After the tetrad
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analysis we found that only sep9™ sepl(” double mutant was viable, but
we could not obtain viable sep9™ sepll” or sep9 sepl5 double mutants.
Presumably, the simultaneous impairment of the activity of the SAGA
and Mediator complex affects the transcription of so many genes that the
cells can not tolerate and die.

From these results we can conclude that sep9” codes for a
transcription factor, which plays a key role both in cytokineses and in
sexual differentiation. If the Sep9 protein is impaired or absent, then
several abnormal features turn up, but none of them are lethal for the cell.
According to our data the Sep9, Sepl0/Med31, Sepl1/Medl18 and
Sep15/Med8 proteins all affect cell separation genes and it is possible that
they have numerous target genes is common.

Further research is necessary to explore the roles of Sep9 in the
regulation of cytokinesis and sexual differentiation by identifying other
target genes with the use of Real Time PCR and possibly DNA
microarrays. Characterisation of the yet unidentified “sep” genes and
studying biochemical interactions of Sepl0/Med31 Sepl1/Medl18 and
Sep15/Med8 would also contribute to a better understanding of these

regulatory networks that seem to control these distinct cell processes.
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