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1. Bevezetés

A mitotikus sejtciklus megértése nagy jelentdségli, kiilondsképpen a
rakos megbetegedésekkel kapcsolatos Osszefiiggései miatt. Az 1970-es
évektdl szamos Uj ismeretet sikeriilt felderiteni a sejtciklusrol és annak
szabalyozasarol, tobbnyire olyan modellorganizmusok segitségével, mint a
Schizosaccharomyces pombe vagy a Saccharomyces cerevisiae. Elsdsorban
a G1/S és G2/M szabalyozasi pontokat vizsgaltak részletesen. Ismert, hogy
az M fazis utolsé 1épése soran az utodsejtek szétvalnak, amit citokinezisnek
neveznek, azonban ez még egy kevésbé ismert folyamat.

Az 1990-es évek soran tanszékiinkon szamos, a citokinezisben sériilt
mutanst izolaltak. E mutansok kozott voltak olyanok, amelyek a vad tipusu
egysejti megjelenés helyett tobbsejtlivé valtak, ami a szeptumhasias
elmaradasanak tulajdonithato (lasd Sipiczki 2007-ben megjelent attekintd
kozleményét). Ezeket ,sep” (szeparacids) mutansoknak nevezték el.
Felismerték azt is, hogy e mutansok tobbsége az ivari differencialédasban és
a stresszvalaszban is sériilt (Grallert és mtsi, 1999; Szilagyi €s mtsi, 2002). A
mutécidt szenvedett gének azonositisa és elemzése soran kideriilt, hogy
azok transzkripcids faktorokat kddolnak (lasd Sipiczki 2007-ben megjelent
attekintd kozleményét).

A sepl” gén egy fork-head tipust transzkripcios faktort kodol (Ribar és
mtsi, 1997), ami a G2/M szabalyozasban is rendkiviil fontos Fkh2-vel
egylittmikddve vesz részt a sejtszeparacid szabalyozasdban (Buck és mitsi,
2004; Petit és mtsi, 2005; Szildgyi és mtsi, 2005). A sepl0, sepll” és
sepl5” gének a S. cerevisiae MED31, MEDIS és MEDS génjeivel
homolégok, fehérjetermékeik pedig a Mediator komplex alegységei (Zilahi
és mtsi, 2000; Sziladgyi és mtsi, 2002; Miklos és mtsi, 2008). E komplexnek
nagy szerepe van a szabalyozott transzkripcioban, mivel kapcsolatot teremt

az aktivatorok, az altalanos transzkripcios faktorok és az RNS polimeraz II



kozott (a Mediator komplexr6l bévebben lasd Casamassimi és Napoli 2007-
es attekintd cikkét).

A Sep9 valodszintleg szintén transzkripcios faktor, melyet a S. cerevisiae
Spt8 fehérjével mutatott nagyfoku hasonlosaga is alatamaszt. Az Spt8 a
transzkripcidt szabalyzd6 SAGA komplex egyik alegysége (Eisenman és
mtsi, 1994). A S. cerevisiae SAGA-ja a gének mintegy 10%-anak
aktivalasaban vesz részt, elsésorban a hisztonok acetilaciojaval (Grant és
mtsi, 1997). Ezzel a promoéter és aktivator szekvencidk hozzaférhetévé
valnak a transzkripcids gépezet szamara (a SAGA komplexrél bdvebben
lasd: Baker és Grant, 2007; illetve Daniel és Grant, 2007)

A doktori munka soran a Sch. pombe sep9’ génjét és a sep9” mutans

fenotipus molekularis hatterét vizsgaltuk meg.



2. Médszerek

A vizsgalatokhoz felhasznalt torzsek listaja az 1. tablazatban talalhatd. A
hasadoélesztd torzseket YEA (Sipiczki és Ferenczy, 1977) komplett
taptalajon tartottuk fenn. Az auxotrofian alapuld szelekciokat vagy SMA
(Sipiczki és Ferenczy, 1977) vagy pedig EMMA (Mitchison, 1970) minimal
taptalajon végeztilk. A sporaztatashoz MSA-t (Egel és mtsi, 1994)
hasznaltunk, melyet sziikség esetén nukleotid vagy aminosav kiegészitével

t1)

lattunk el, 50-75 pg/ml mennyiségben. Az ,nmt” alapi expresszios
kisérletekben 50ug tiamint adtunk 1ml tapkozeghez. A baktériumokat LB
tapkozegben novesztettiik, amit ampicillinnel egészitettiink ki (50 pg/ml).

Novekedési tesztet mind YEA csészén, mind YEL (Sipiczki és Ferenczy,
1977) tapfolyadékban végeztink. A vizsgalt torzseket kiilonb6zo
higitasokban kicseppentettiik YEA-ra, majd négy napig inkubaltunk 25°C,
30°C és 37°C hémérsékleteken. Az YEL-ben torténd novekedést 25°C és
30°C-on vizsgaltuk 6ranként mérve az optikai denzitast (590 nm-en).

A klasszikus genetikai és mikrobioldgiai kisérteteket, mint példaul a
keresztezés és tetradanalizis, Gutz és mtsi (1974), valamint Alfa és mtsi
(1993) altal kozoltek szerint végeztiik. A rekombinans kettés mutansok
eléallitasa steril mutansokbol a szomatikus sejthibridizacié modszerével
tortént (Sipiczki és Ferenczy, 1977).

Az olyan alkalmazott alapvetd molekularis bioldgia modszereket, mint
példdul a genomidlis és plazmid DNS izoladlasa, a Sch. pombe sejtek
plazmiddal vald transzformaldsa, vagy a baktériumok transzformalasa,
Sambrook és mtsi (1989), illetve Moreno és mtsi (1991) leirasai alapjan
végeztiik. A PCR amplikonokkal torténd transzformalasok Keeney és Boeke
(1994) modszere szerint tortént. RNS-t a génexpresszids vizsgalatokhoz
Chomczynski és Sacchi (1987) moddszere alapjan izolaltuk. A restrikcios

emésztéseket ¢€s ligalasokat a gyartok leirasai alapjan végeztik. A DNS és



RNS mintakat gélelektroforézissel ellendriztiik (120 V, 1%-os agardz gél, 1x
TBE puffer), valamint a sziikséges koncentracioméréseket Thermo Scientific
NanoDrop™ 1000 Spectrophotometer késziilékkel végeztiik.

PCR reakcidkat hajtottunk végre annak érdekében, hogy a sep9-307
torzsben a mutaciot megtalaljuk, és a Ilehetséges intronok helyzetét
meghatarozzuk. A sep94 torzs eldallitasahoz sziikséges amplikonok
felszaporitasa Béhler és mtsi (1998) altal leirtak szerint tortént. A Sch.
Japonicus-ban talalhato feltételezett Sch. pombe sep9” ortologot is
amplifikaltuk késébbi a klonozas és expresszid érdekében. Minden PCR
reakciohoz a paramétereket a primerek olvadasi hémérsékletének és a
termék nagysaganak megfelelden allitottuk be. Az amplifikaciok vagy MJ
Research Minicycler PTC150, illetve ABI 2720 Thermalcycler géppel
torténtek.

Valamennyi szekvenalast a Geneart AG cég végezte el.

A kvantitativ real-time PCR-hez hasznalt cDNS eléallitasahoz sziikséges
reverz-transzkripcio a gyartd javaslatai alapjan tortént. Az ezt koveté qPCR
reakciokat Bio-Rad iQ5 késziilékkel végeztiik és Bio-Rad SYBR Greeen
Supermix reagenst hasznaltunk, a kapott adatokat pedig a Bio-Rad iQ5
Optical System 2.0 verzidju szoftverrel dolgoztuk fel.

A primerek szekvenciajat a 2. tablazat tartalmazza.

A mikroszképos felvételeket az Olympus BH-2 ¢és DX-40
mikroszkopokkal és az Olympus DP-70 kameraval készitettik, mig a
képeket a mellékelt szoftverrel dolgoztuk fel.

A mikofenolsavas (MPA, egy transzkripcidos elongécié inhibitor)
stressztesztet Desmoucelles és mtsi (2002) altal leirt modszer szerint
végeztik. A kilonbdz6 mutans torzsek sejtjeit kiilonbozé MPA

koncentraciot (0; 0,02; 0,1 és 0,2 pg/ul) tartalmazod YEA csészékre tettiik ki,



majd 4 napos 30°C-on torténd inkubdcidé utan vizsgiltuk a képzOdo
telepeket. gy meghatéroztuk, hogy mely mutansok érzékenyek.
A Dbioinformatikai  vizsgalatokat a  kovetkezd  adatbazisok

felhasznalasaval végeztiikk: Sanger Institute (http:/www.genedb.org) és

Broad Institue (http:/www.broad.mit.edu). A paronkénti illesztéseket a

NCBI Blast2 algoritmusaval készitettiik

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/bl2seq/wblast2.cgi). A tobbszoros illesztések a

Clustal 1.8 szoftverrel késziiltek (Thompson és mtsi, 1994), mig a
csaladfakat a Phylip 3.54 programcsomaggal allitottuk el6 (Felsenstein,
2001). A csaladfakat a TreeView programmal tettiik lathatova (Page, 1996).

1. tablazat. Torzsek.

Torzs | Genotipus
Schizosaccharomyces pombe
0-1 Vad tipus L972 i’
0-2 Vad tipus L968 h”
0-39 leul-32
0-369 ura4- D18 h™

2-1310 ura4- D18 leul-32 h”°
2-1043 Aace2:-kanMX4 ura4-DI18 h
2-1042 Aace2: - kanMX4 ura4-D18 leul-32 h

2-683 sep9-307 ade3-58 h”°
2-521 sep9-307 ura4-D18 h*°
2-692 sep9-307 ura4-D18 leul-32 h”°

2-1053 Asep9::urad” ura4-DI18 h*°
2-1309 Asep9::urad4” ura4-DI8 leul-32 h*
2-1314 sep9-307 Asepl0::urad” leul-32 ade6-M26 h*

2-989 Asepl0::ura4” ura4-D18 h”

2-922 Asepl0::ura4* ura4-DI18 leul-32 ade6-M26 h™
2-808 Asepll::ura4” ura4-D18 h”

2-896 Asepll::ura4” ura4-D18 leul-32 h*°

2-991 sepl5-598 h™°

2-870 sepl5-598 his3 h”°

2-1300 Astell::ura4’ leul-32 h*
Schizosaccharomyces japonicus

71 [ Vad tipus (CCY 44-5-1=CBS 354)
Eschericia coli
DHS5 DH5 F (¢80dA(lacZ)M15) recAl endAl gyrA96 thil hsdR17 (1 my")

supE44 relAl deoR A(lacZYA-argF)U169



http://www.genedb.org
http://www.broad.mit.edu
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/bl2seq/wblast2.cgi

2. tablazat. Primerek.

Primer neve

Primer szekvencia

sep9KOFW 5’- GGA ACG TAA ACA AAA CAT ATT GTT GCT GCA TTG
CAG CAT TTT AAG GTT ACA ACT CTT TTT GTG TAT ATT
TTA AAG CGC CAG GGT TTT CCC AGT CAC GAC -3’

sep9KORW 5°-AAT CGT AAC CCA CTT CCT TTC AGT CTA TTA TCA
TAATGT ACA TTA TTG CGA ATA TGT GTT TTA GAG AAA4
GCA TTA GCG GAT AAC AAT TTC ACA CAG GA -3°

s9s1.2forw 5’- CCT TGT CAA ACT TCC CCA TTC -3’

KOura 5’- GCT ACA ATA TGC ATC TGG -3°

s9forwl. 1 5’- GCT GCA TTG CAG CAT TTT AAG -3’

sOrevl 5’- GAA CCC AAA GAC CTC TGG -3’

s9forw2 5’- TCT CTC CCT GAC TGT TGC -3’

s9rev2 5’- CCC ATA CATTCATAACTCC -3’

s9forw3 5’- TCT GTT CAA GCA AAT GAG GAG -3’

s9rev3 5’- CGT AAC CCA CTT CCT TTC -3’

s9oeforw 5’- CAT ATG GAA GCA GAA GAG AGT GAGTCC -3’

s9oerev 5’- GGA TCC CGA ATA TGT GTT TTA GAG AAAGC -3’

sce3RTs 5’- GTG ACT GGG TTC GTC GTG -3’

sce3RTa 5’- GGC GCT CAG AGG ATT CAC -3’

ace2RTleft 5°’- TAA CAATGA CGC ATT TTCCTT G -3’

ace2RTright 5’- TGT TGT TGA GAG TCCAGC TCA T -3’

adgl 273-293F

5'- CCC AAC TAG CGC TAC TAC GAC -3’

adgl 356-375R

5'- AGT GTC CAC TGG CGG ATT AC -3°

eng 1 1765- 5'GGC GAT TCT GAT ATG GAG GA -3’

1784F

eng 1 1851- 5'-TAG AAG TGG GCT GGA CGT TT -3°

1870R

stel IRTleft 5’- TGT CAG CCG ATA AAG TGT TGT C -3’

stel 1RTright 5’- GGT ATT CGG GGT TTT AGGTGA T -3’

Sj.sep9s 5’- TAC GTA GTC ATA TGG ATG AGT CTG AAG TGG AAT

TAG -3’

Sj.sep9aBamHI

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

Sj.sep9in 5’- ATC CCA TAA ATG CAC ATC ACG -3’
Prep41sense 5’- GTC ATT CGG CAA TGT GCA GC -3’

Sjs9RTs 5’- CCG TCT CTA ACG ATG AAAACACACC-¥
Sjs9RTa 5’- ATT TGG TTG CCG TTG GTC CC -3’




3. Uj tudomanyos eredmények

Eloszor a sep9-307 mutans torzsben PCR és szekvenalas segitségével
azonositottunk egy pontmutaciot. Ez a pontmutacio kereteltolodashoz vezet,
mely egy csonka Sep9 fehérjét eredményez egy stop jelnek kdszonhetéen a
353. aminosav helyén. A szekvenalassal egy intront sikeriilt azonositani a
sep9" génben. Az intron azonban nem az adatbézisban leirtaknak megfeleld
pozicidban (56. és 102. bazispar kozott) helyezkedik el, hanem az 57. és a
103. bazispar kozott. Igy az intron ugyanakkkora méretii és aminsoav
sorrend eltérést sem eredményez.

A sep94 mutans torzsek eldallitasahoz PCR segitségével (sep9KOFW és
sep9KORW primereket hasznalva) delécids konstrukciot hoztunk Iétre, majd
az amplikonnal transzformaltunk. E deléciés mutans sejtek majdnem teljesen
ugy viselkedtek, mint a sep9-307 torzs sejtjei. Szeparacios zavar, lassu
novekedés ¢és az ivari defferencialédas sériilése jellemezte azokat.
Ugyanakkor — szemben a pontmutinssal - hémérsékletérzékenységet is
mutattak 37°C-on, szemben a pontmutinssal. Valamennyi mutdns
tenyészetben a sejtek tobbsége ,.sep” fenotipust mutatott, azonban vad
tipusuak is megfigyelhetéek voltak. Ez azt jelenti, hogy bar a Sep9 egy
fontos regulator, nem Iétfontossagli a sejt szamara, szokasos novekedési
koriilmények kozott. Azt is megfigyeltik, hogy az MPA transzkripcios
elongacids gatloszerrel szemben nem mutatnak nagyobb érzékenységet a
sep9” sejtek, mint a vad tipust sejtek. Ez az eredmény meglepd, tekintve,
hogy a S. cerevisiae SPT8 sejtek érzékenyek. Tovabbi vizsgalatokat
sziikségesek a nem vart eredmények értelmezéséhez.

A korabbi bioinformatikai vizsgélatok alapjan - miszerint a S. cerevisiae
Spt8 és Sch. pombe Sep9 fehérjék nagyfoku hasonldésdgot mutatnak —
valamint, hogy a sep9” mutansban tobb egymastdl fliggetlen folyamat is

sériilt, azt feltételeztiik, hogy a Sep9 is egy transzkripcios faktor. Elméletiink



bizonyitasara qPCR-rel génexpresszios vizsgalatokat hajtottunk végre
(primerparok: sce3RTs-sce3RTa, ace2RTleft-ace2RTright, adgl 356-375F-
adgl 356-375R, eng 1 1851-1870F-eng 1 1851-1870R és stel1RTleft-
stel 1R Tright).

A Kkisérletek soran azt talaltuk, hogy a sejtszeparacio kulcsmolekulajat
koédold ace2” génnek a transzkripcidja jelentdsen csdkkent a vad tipushoz
képest a sep9 mutansban. Hasonlot figyeltiink meg két vizsgalt ace2” célgén
(adgl™ és engl™) esetében is, azonban az engl nagyobb mértékii esést
mutatott. Tovabba az Ace2—t tlltermeltettiik a sep9  sejtekben, melynek
eredményeként majdnem tokéletesen visszaallt a vad tipusu sejtmorfologia.
Ezek a kisérletek azt bizonyitjak, hogy a Sep9 egyértelmiien szerepet jatszik
a sejtosztodas szabalyozéasdban, de hogy ez kozvetlen és/vagy kozvetett
szabalyozast jelent-e, azt egyelére nem tudtuk megallapitani.

Mivel a sep9 sejtek az ivari folyamataikban is sériiltek, ezért
megvizsgaltuk, hogy milyen hatassal van a sep9 mutacidés hattér az
affl/stel 1" kdzponti regulator kodold gén (Sipiczki, 1988; Sugimoto és mtsi,
1991) expressziojara. Eredményeink azt mutattak, hogy az affl/stell” szint
jelentdsen csokkent a vad tipusu sejtekéhez képest. Ezen felil az
Aff1/Stel1-et is tultermeltettiik, melynek soran csak részlegesen allt vissza a
konjugacios és aszkuszképzési képesség. Igy valoszintisitheté, a hogy Sch.
pombe ivari differencidlodasaban a Sep9 mas gének transzkripcidjara is
hatéssal van, nem csak az aff1/stel 1 -re.

Kisérleteink alapjan tehat valdszintisithetd, hogy a Sep9 wvaldban
transzkripcios faktor, amely részt vesz mind a sejtszeparacio, mind pedig az
ivari folyamatok szabdlyozasaban is.

Egy korabbi tanulmanyban kimutattuk, hogy a seplO/med31" és a
sepl5/med8” gének Mediator alegységeket kodolnak, és részt vesznek az

ace2" 4tirasanak szabdlyozasaban (Miklos és mtsi, 2008). Ugyanakkor az is



bebizonyosodott, hogy a Sepl0/Med31 és Sepll1/Med18 az affi/stell”
atirasat is szabélyozzak (Szildgyi és mtsi, 2002). Osszevetve e tényeket és a
fenti megallapitasokat, elmondhatjuk, hogy mind a SAGA, mind a Mediator
komplex sziikséges az ace2’ és az affl/stel 1" normélis szinti atirasdhoz.
Tovabba sikeriilt kimutatni azt is, hogy a sepl( sepll” és a sepll sepl5
mutacioparok letalisak (Miklos és mtsi, 2008). E doktori tanulmany soran
sep9 sepl(, sep9 sepll és sep9 sepl5 kettés mutansokat is probaltunk
eléallitani szomatikus sejthibridizacioval. Ezek koziil azonban csak a sep9”
sepl( kettds mutans bizonyult életképesnek. Mindent Osszevetve azt
mondhatjuk, hogy ezek nem csak az ace2” vagy az affl/stell” gének, de
mas gének transzkripcidjaban is egyiittmiikodnek. Raadasul, ha mindkét
komplexet elrontjuk, akkor vagy az egyes létfontossagl gének atirési szintje
csokken le oly mértékben, hogy az mar a sejtek pusztulasahoz vezet, vagy
pedig olyan sok gén expresszidja esik le, hogy az lesz végzetes a sejt
szamara. E kisérletes adataink teljesen egybevagnak a szakirodalommal.
Példaul a S. cerevisiae-ben hasonld eredményeket kaptak miutan kiillonb6z6
Mediator és SAGA alegység mutaciokat kombinaltak (Roberts és Winston,
1997, Larschan és Winston, 2005).

Végiil megvizsgaltuk bioinformatikai eszkdzokkel a Sch. pombe Sep9
fehérje rokoni kapcsolatat mas fajokban talalhato feltételezett ortoldgjaival,
valamint interspecifikus komplementacios kisérletet is végrehajtottunk. A
kiilonboz6 fajok szekvencidinak vizsgélata soran tobbek kozt a kovetkezd
fajokban talaltunk feltételezett ortologokat: a S. cerevisiae-ben az SPT8-at,
az Aspergillus niger-ben az An07g04000-t, Coccidioides imitis-ben a
CIMG _06699-et, a Yarrowia lipolytica-ban az Y ALIOE23804p-t, azonban
ezek hasonlosdga a Sep9-hez valtozd volt. Amint az varhatdo volt, a
legnagyobb mértékii hasonlosagokat a Schizosaccharomyces csoporton beliil

talaltuk. A Sch. octosporus SOCG_02609.2 73%-0s, mig a Sch. japonicus



SJAG_02066.2 61%-o0s szekvencia-azonossagot mutatott a Sch. pombe Sep9
fehérjével. Sikeriilt azt is kimutatni, hogy a S. cerevisiae Spt§8-a nem tudja a
sep9” fenotipust kijavitani vad tipusra (Batta és mtsi, 2009). Tovabba a
doktori munka soran a Sch. japonicus SJAG_02066.2 termeltetése sem
komplementalta a Sch. pombe sep9” fenotipust (klonozé primerpar: Sj.sep9s
és Sj.sep9aBamHI). Ez valdsziniileg az igen savas N-terminalis szakaszok
nagyfoku valtozatossaganak koszonhetd, mely fajra specifikus, mind az
aminosavsorrendet, mind pedig a hosszt tekintve. Ezek a rendkiviil
valtozékony fehérjeszakaszok a kiilonboz6 fajok sejtjein beliili, feltehetéen

az eltérd koriilményekhez torténd jobb idomulast biztositjak.
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4. Osszefoglalas

A citokinezist az elmult 15 évben igen behatéan tanulmanyoztik a
Debreceni Egyetem Genetikai és Alkalmazott Mikrobiologiai Tanszékén.
Modellszervezetként a Sch. pombe keriilt hasznalatba, tekintve, hogy szamos
olyan tulajdonsagot hordoz, mely nagyfoki hasonldosdgot mutat
emldssejtekkel. Az 1990-es évek elején szamos citokinezisben sériilt mutans
izolaltak. Ezek egy része a vad tipusu egysejtii morfologidval szemben
tobbsejtlivé valt, mivel a szeptumhasitdsuk elmaradt. Ezeket a mutidnsokat
»sep” (szeparacids) mutansoknak nevezték el. A mutansok vizsgalata soran
felismerték, hogy e mutansok tobbsége nem csak a sejtciklusban, de az ivari
folyamataban és a stresszvalaszban is sériilt. A sep! -6l kideriilt, hogy egy
fork-head tipust DNS koté transzkripcios faktort kodol, mely fontos
szereppel bir a citokinezis szabalyozasaban. A sepl0°, sepll” és sepl5”
pedig a S. cerevisiae Mediator alegységeket kodoldé MED31, MEDIS és
MEDS génekkel homologok.

Jelen Ph.D. disszerticioban a Sch. pombe sep9” gén szerepének
vizsgalatat és a sep9” fenotipus hatterének feltarasat tiiztiik ki célul. A sep9”
feltehetéen egy SAGA alegységet kodol. Ezt a Sep9 fehérje és a S.
cerevisiae Spt8 protein kozotti nagyfokt hasonldsag tamasztja ala, hiszen az
Spt8 bizonyitottan SAGA alegység. Tovabbi vizsgalatok kimutattak, hogy
bar a két fehérje 31%-ban azonos, az Spt8 nem képes visszaallitani a vad
fenotipust a sep9” mutansokban térténd termelése soran. Tovabbi kisérletiink
sordn az is bebizonyosodott, hogy még egy kozelebbi rokon, a Sch.
Japonicus feltételezett Sep9 homologja sem allitja vissza a vad fenotipust a
Sch. pombe sep9” mutansban.

A sep9 mutans sejtek {0 jellegzetességei a hifas novekedés, valamint az
ivari differencialodas elmaradasa. A sep9” gén teljes eltavolitasa életképes

sejteket eredményezett, ami azt jelenti, hogy a gén nem létfontossagu. A
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sep94 sejtek fenotipusa szinte teljesen megegyezik a sep9-307
pontmutanséval, a sejtek azonban lassabban szaporodnak és 37°C-on el is
mikofenolsavra ugyanolyan mértékii érzékenységet mutatnak, mint a vad
tipusu sejtek.

Génexpresszios kisérleteinkben azt talaltuk, hogy az ace2?’, ami a
citokinezis utolsd Iépésénck kozponti szabalyozoja, atirasanak szintje
jelentésen lecsokken. Tovabba a vizsgalt Ace2 célgénjei is alacsony profili
expressziot mutatnak, sét ezek koziil az engl” igen jelentds csokkenést
produkalt. Elképzelhetd, hogy mér az ace2’ 4atiras csokkenés elegendd
ahhoz, hogy a részleges szeparacios defektus megjelenjen a sep9 mutans
tenyészetekben. Ugyanakkor a Sep9 kozvetlen hatisa sem zarhatdé ki e
célgénekre. Ennek ellentmond viszont az a megfigyelésiink, hogy az Ace2
taltermeltetése a sep9” sejtekben szinte tokéletesen visszaallitia a vad
fenotipust.

A sep9 mutécids hattérben az ivari differencialodast szabalyzé kozponti
regulatort kodold affl/stell” transzkripciés szintje is lecsokkent.
Ugyanakkor az Aff1/Stell plazmidrdl torténd taltermelése nem tudta teljes
mértékben visszaallitani a vad fenotipust, amibdl arra kovetkeztethetiink,
hogy tovabbi szabalyzoé fehérjék kifejezodése is befolyasolt.

Mivel a korabbi eredmények azt mutattdk, hogy bnizonyos Mediator
alegységek inaktivacidja is szeparaciés problémakat eredményez, igy
megvizsgaltuk kiilonb6z6 mutaciok kombinacidinak hatasat a sejtekre.
Ennek érdekében szomatikus sejthibridizacioval és rekombinacioval kettds
mutansokat allitottunk eld. A tetrddanalizis soran azt tapasztaltuk, hogy csak
a sep9 sepl0 kettds mutansok életképesek, mig sem sep9 sepl 1, sem pedig

sep9 sepl5 dupla mutanst nem sikeriilt izolalnunk. Feltevésiink szerint a
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SAGA ¢és a Mediator komplex egyiittes elrontasa annyi gén transzkripciojat
érinti, amit mar a sejtek nem képesek elviselni és ezért elpusztulnak.

Ezekbdl a kisérletekbdl azt a kovetkeztetést vonhatjuk le, hogy a sep9”
egy transzkripcios faktort kodol, melynek kulcsfontossagli szerepe van a
citokinezis és az ivari ciklus folyamataban is. A sériilt vagy hianyzo Sep9
szamos defektust eredményez, azonban ezek egyike sem halalos a sejtre
nézve. Eredményeink alapjan a Sep9, Sepl0/Med31, Sepll1/Medl8 ¢és
Sepl15/Med8 fehérjék mind hatdssal vannak a sejtszeparacidos génekre, de
ugyanakkor tovabbi, mas folyamatokat érint6 gének szabalyozasaban is
szerepet jatszhatnak.

Azonban tovabbi vizsgalatok sziikséges, hogy a Sep9 pontos szerepét
felderitsiik a citokinezisben és az ivari differencialdodasban. Példaul azaltal,
hogy mas célgéneket azonositunk qPCR vagy lehet6ség szerint DNS chip
segitségével. Egyéb, eddig nem vizsgalt ,.sep” gének jellemzése, valamint a
kiilonb6z6 Sep fehérjék kozotti esetleges biokémiai  koélcsonhatasok
tanulmédnyozasa szintén hozzéjarulhat e bonyolult szabalyozasi halézatok

megismeréséhez.
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1. Introduction

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 have been obtained about the cell cycle and its
regulation, mainly from model organisms, such as Schizosaccharomyces
pombe and Saccharomyces cerevisiae. Especially G1/S and G2/M
checkpoints 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.

In the 1990s several Sch. pombe cytokinesis mutants have been isolated
at our department. Among some of the mutants the original unicellular
phenotype became multicellular since the septa in between the cells were not
dissolved (for review see Sipiczki, 2007). They were designated ,,sep”
(separation) mutants. It was also found that most of these mutants are also
affected in their sexual differentiation and stress response (Grallert et al.,
1999; Szilagyi et al., 2002). After the identification and analysis of the genes
that suffered these mutations, it was found that these genes code for
transcription factors (for review see Sipiczki, 2007).

Sepl” gene encodes a fork-head type DNA binding transcription factor
(Ribar et al., 1997), that plays an important role in the regulation of cell
separation collaborating with Fkh2, which is also a G2/M regulator (Buck et
al., 2004; Petit et al., 2005; Szilagyi et al., 2005). Sep10+, Sep]f and
sepl5” are homologs of S. cerevisiae MED31, MEDIS and MEDS genes,
respectively, and their protein products are subunits of the Mediator complex
(Zilahi et al., 2000; Szilagyi et al., 2002; Miklos et al., 2008). This complex
has an important role in the regulated transciption by creating a connection

between activators, general transcription factors and the RNA polymerase 11
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enzyme (for general review on Mediator see Casamassimi and Napoli,
2007).

Sep9” is also believed to encode a transcription factor, which is
supported by the sequence similarity with the yeast S. cerevisiae Spt8
protein. Spt8 is a subunit of SAGA transcription regulating complex
(Eisenman et al., 1994;), which plays a role in the activation of about 10% of
the yeast genes by performing histone acetilation (Grant et al., 1997). This
makes the promoter and activator regions available for the transcription
machinery (for reviews on SAGA see Baker and Grant, 2007; Daniel and
Grant, 2007).

In this PhD study we analysed the role of the Sch. pombe sep9" gene and
the molecular basis of the sep9™ phenotype.
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2. Materials and methods

Strains used in our investigation are listed in Table 1. Fission yeast
strains were maintained on complete medium YEA (Sipiczki and Ferenczy,
1977). For auxotrophic selection we used either SMA (Sipiczki and
Ferenczy, 1977) or EMMA (Mitchison, 1970) minimal media and for
sporulation tests MSA (Egel et al., 1994) was applied. If necessary we added
nucleotid and aminoacid supplements (50-75 pg/ml). For ,nmf” based
expression experiments 50 pug thiamnine was added to 1 ml minimal media.
For bacteria we used LB, supplemented with ampicillin (50 pg for 1ml).

Growth tests were carried out both on YEA and in YEL (Sipiczki and
Ferenczy, 1977). On YEA each of the analysed strains was spotted in
different dilutions on plate, and were incubated for 4 days at 25°C, 30°C and
37°C. In YEL, strains were incubated at 25°C and 30°C, and the optical
density (at 590 nm) was measured every hour.

Classical genetic and microbial experiments, such as crossing of strains
and tetrad analysis were carried out by the methods described by Gutz et al.
(1974) and Alfa et al. (1993). In case of sterile strains somatic hybridization
was performed to obtain recombinant double mutants (Sipiczki and
Ferenczy, 1977).

Basic molecular methods were carried out on the basis of descriptions
published by Sambrook et al. (1989) and Moreno et al. (1991), such as
genomic DNA and plasmid DNA isolation, yeast transformation with
plasmids and transformation of bacteria. Transformation of Sch. pombe with
PCR fragments were carried out as published by Keeney and Boeke (1994).
Total RNA for gene expression analysis was isolated as described by
Chomczynski and Sacchi (1987). Restriction digestion and ligation were
done as manufacturers suggested. DNA and RNA samples were analysed by

gelelectrophoresis (120 V, 1%-os agarose gel, 1x TBE buffer), and if
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necessery, concentrations were measured with Thermo Scientific
NanoDrop™ 1000 Spectrophotometer.

PCR reactions were carried out to identify the mutation in sep9-307
mutant, and to detect the position of possible introns in sep9” gene. To
create sep94 deletion mutant we used a PCR method developed by Béhler et
al. (1998). Also the supposed ortholog of Sch. pombe sep9" in Sch.
Jjaponicus was amplified for cloning and expressing in Sch. pombe for
interspecific complementation test. All PCR amplification parameters were
adjusted to the oligos’ melting temperature and amplicon size and MJ
Research Minicycler PTC150 or ABI 2720 Thermalcycler machines were
used. For primer sequences, see Table 2.

All sequencings were done by the Geneart AG company.

Reverse-transcription to create cDNA for quantitative real-time PCR was
done as manufacturer’s description suggested. The following qPCR
reactions were carried out with Bio-Rad iQ5 machine and Bio-Rad SYBR
Green Supermix reagent, data were analysed with Bio-Rad iQ5 Optical
System 2.0 software.

Microscopy was done with Olympus BH-2 and DX-40, pictures were
taken by Olympus DP-70 camera and were processed by its software.

Stress test with micophenolic acid (MPA, a transcription elongation
inhibitor) was carried out by a method desribed by Desmoucelles et al.
(2002). Cells of different mutant strains were spotted on YEA plates
supplented with different final concentrations of MPA in those (0; 0,02; 0,1
and 0,2 pg/pl). After 4 days of incubation at 30°C we were looking for
colony formation to identify the sensitive mutants.

Bioinformatics were done with the use of databases found at these

websites: Sanger Institute (http://www.genedb.org) and Broad Institute

(http://www.broad.mit.edu). Pairwise aligments were done with the NCBI
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Blast2 algorithm at NCBI (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/bl2seq/wblast2.cgi).

Multiple alignments were obtained with Clustal 1.8 software (Thompson et
al., 1994), while dendograms were created with Phylip 3.54 software
(Felsenstein, 2001). Dendograms were visualized with TreeView software

(Page, 1996).

Table 1. Strains used.

Strain | Genotype
Schizosaccharomyces pombe
0-1 Wild type L972 h°
0-2 Wild type 1968 h”
0-39 leul-32
0-369 ura4- D18 h™°

2-1310 urad- D18 leul-32 h”
2-1043 Aace2:-kanMX4 ura4-D18
2-1042 Aace2: - kanMX4 ura4-D18 leul-32 h

2-683 sep9-307 ade3-58 h”°
2-521 sep9-307 ura4-D18 h*°
2-692 sep9-307 ura4-D18 leul-32 h”°

2-1053 Asep9::ura4” ura4-DI18 h*°
2-1309 Asep9::urad” ura4-DI8 leul-32 h*
2-1314 sep9-307 Asepl0::ura4” leul-32 ade6-M26 h”°

2-989 Asepl0::ura4” ura4-D18 h”

2-922 Asepl0::ura4” ura4-D18 leul-32 ade6-M26 h™
2-898 Asepll::ura4” ura4-D18 h”

2-896 Asepll::ura4” ura4-DI18 leul-32 h™

2-991 sepl5-598 h™°

2-870 sepl5-598 his3 h”°

2-1300 Astell::ura4’ leul-32 h*
Schizosaccharomyces japonicus

7-1 [ Wild type (CCY 44-5-1=CBS 354)
Eschericia coli
DHS DH5 F (¢80dA(lacZ)M15) recAl endAl gyrA96 thil hsdR17 (1 my")

supE44 relAl deoR A(lacZYA-argF)Ul169

Table 2. Primers used.

18


http://www.broad.mit.edu
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/bl2seq/wblast2.cgi

Primer name

Primer sequence

sep9KOFW 5’-GGA ACG TAA ACA AAA CAT ATT GTT GCT GCA TTG
CAG CAT TTT AAG GTT ACA ACT CTT TTT GTG TAT ATT
TTA AAG CGC CAG GGT TTT CCC AGT CAC GAC -3’

sep9KORW 5°-AAT CGT AAC CCA CTT CCT TTC AGT CTA TTA TCA
TAATGT ACA TTA TTG CGA ATA TGT GTT TTA GAG AAA
GCA TTA GCG GAT AAC AAT TTC ACA CAG GA -3’

s9s1.2forw 5’- CCT TGT CAA ACT TCC CCA TTC -3’

KOura 5’- GCT ACA ATA TGC ATC TGG -3’

s9forwl.1 5’- GCT GCA TTG CAG CAT TTT AAG -3’

sOrevl 5’- GAA CCC AAA GAC CTC TGG -3’

s9forw2 5’- TCT CTC CCT GAC TGT TGC -3’

s9rev2 5’- CCC ATA CATTCATAACTCC -3’

s9forw3 5’- TCT GTT CAA GCA AAT GAG GAG -3’

s9rev3 5’- CGT AAC CCA CTT CCT TTC -3’

s9oeforw 5’- CAT ATG GAA GCA GAA GAG AGT GAGTCC -3’

s9oerev 5’- GGA TCC CGA ATA TGT GTT TTA GAG AAAGC -3’

sce3RTs 5’- GTG ACT GGG TTC GTC GTG -3’

sce3RTa 5’- GGC GCT CAG AGG ATT CAC -3’

ace2RTleft 5’- TAA CAATGA CGCATT TTC CTT G -3°

ace2RTright 5’- TGT TGT TGA GAG TCCAGCTCA T -3’

adgl 273-293F

5'- CCC AAC TAG CGC TAC TAC GAC -3’

adgl 356-375R

5'- AGT GTC CAC TGG CGG ATT AC -3’

eng 1 1765- 5' GGC GAT TCT GAT ATG GAG GA -3’

1784F

eng 1 1851- 5'-TAG AAG TGG GCT GGA CGT TT -3°

1870R

stel IRTleft 5’- TGT CAG CCG ATA AAGTGT TGT C -3’

stel IRTright 5’- GGT ATT CGG GGT TTT AGGTGA T -3°

Sj.sep9s 5’- TAC GTA GTC ATA TGG ATG AGT CTG AAG TGG AAT

TAG -3’

Sj.sep9aBamHI

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

Sj.sep9in 5’- ATC CCA TAA ATG CAC ATC ACG -3’
Prep41sense 5’- GTC ATT CGG CAA TGT GCA GC -3’

SjsORTs 5’- CCG TCT CTA ACG ATG AAAACACACC -3
Sjs9RTa 5’- ATT TGG TTG CCG TTG GTC CC -3’
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3. Results and discussion

First we identified a point mutation in the sep9-307 mutant by PCR
reactions (primerpairs: s9forwl.1-s9revl, s9forw2-s9rev2 and s9forw3-
s9rev3) and sequencing. The point mutation resulted in a frameshift which
causes a truncated Sep9 protein, because of a stop at the 353. residue. With
sequencing we also identified that the sep9” gene has one intron, but not in
the position suggested by the database (from 56th to 102. base). We found
that the intron ranges from the 57th position and lasts till the 103rd base. The
length of the intron is the same, as indicated in the database, and this
difference also results in the same aminoacid sequence in both cases.

In order to create a deletion mutant we used primers sep9KOFW and
sep9KORW, and after transformation of the wild type with the amplicon, we
succesfully isolated two sep94 deletion mutant strains with different
markers. These cells showed almost the same phenotype as the sep9-307
mutant cells: separation defects, slow growth and impairment in sexual
differntiation, however they were temperature sensitive at 37°C. Both in the
deletion mutants and the point mutants, the majority of the cells showed
hyphal growth, that is unusual in Sch. pombe wild type cells, and also some
wild type cells could be observed in the cultures. Consequently, though Sep9
must be an important regulator, the cells can survive the deletion in normal
environment. The sep9™ cells do not show any different sensitivity to the
transcription elongation inhibitor MPA compared to the wild type, however
the sepl0, sepll and sepl5 Mediator mutants do. This result was somewhat
unexpected as it was earlier shown by Desmoucelles et al. (2002) that in S.
cerevisiae the SPTS” mutants are sensitive. Further investigation is needed to
analyse this phenomenon.

From bioinformatic analyis (Sep9 is highly similar to the SAGA subunit

Spt8 of the yeast S. cerevisiae) and the complex mutant phenotype (see
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above) we presumed that the Sep9 protein is a transcription factor. To check
this idea we carried out gene expression experiments with qPCR reactions
(primerpairs: sce3RTs-sce3RTa, ace2RTleft-ace2RTright, adgl 356-375F-
adgl 356-375R, eng 1 1851-1870F-eng 1 1851-1870R and stel1RTleft-
stel IRTright).

We found that the transcription of ace2”, coding for a key regulator of
cell separation (for review see Sipiczki, 2007) significantly dropped in our
sep9” mutants compaired to wild type. The same reduction was observed in
the case of two Ace2 targets: engl " and adgl”, although the engl ™ level was
even lower. In addition we overexpressed ace2” in sep9 cells, and as a result
wild type cell morphology was restored. These experiments suggest that
Sep9 plays a role in the regulation of cell separation, although we can not
tell whether it is direct or indirect.

Since the sep9” mutants are also impaired in sexual differentiation, we
analysed whether sep9” mutations had an effect on the expression of the gene
affl/stel1”, that codes for a key regulator of the initiation of sexual
differentiation (Sipiczki, 1988; Sugimoto et al., 1991). Our results showed
that aff1/stel 1" mRNA level in sep9 mutants is very low compared to wild
type cells. We also overexpressed affl/stell” in sep9 mutants, but the
capability of conjugation and ascus formation was barely restored. This
failure of full complementation could mean that there are other Sep9
dependent participants in the process of Sch. pombe sexual differentiation.

From these results we can conclude that Sep9 is indeed a transcription
factor and it plays a role in the regulation of cell separation and sexual
differentiation.

In an earlier study we showed that the sepl0/med31" and sepl5/med8"
genes code for subunits of Mediator that play role in the regulation of ace2”

(Miklos et al., 2008), while the sepl0/med31" and sepl1/medl8" play roles
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in the regulation of the affl/stell” transcription (Szilagyi et al., 2002).
Comparing these reults with the above we can say that the SAGA and
Mediator complexes are needed for ace2” and affl/stell” expression.
Furthermore, we also showed that the sepl0 sepll” and sepll” sepl5
mutation pairs are syntheticaly lethal (Miklos et al., 2008). In this study we
also tried to create sep9 sepl(), sep9 sepll and sep9 sepl5 double
mutants by somatic hybridization, but only the sep9™ sep/0” double mutant
proved to be viable. These results with the findings above tell us that these
complexes not only cooperate in affl/stel 1" or ace2” transcription, but also
participate directly in the regulation of other genes. Moreover it is likely that
if both of the complexes are impaired, the transcription of certain essential
genes drops so much that the cell can not tolerate. It is also possible that
cells die because the expression of many genes drops. Our findings are in
good agreement with the litarature. For example in S. cerevisiae similar
results were found: combining of particular SAGA and Mediator subunit
mutations were found to be lethal for cells (Roberts and Winston, 1997;
Larschan and Winston, 2005).

We also examined the possible relionships between Sch. pombe Sep9
and other species’ presumed orthologs with bioinformatic tools, and an
interspecific complementation experiment was also done. Analysing the
sequences of different species we found possible orthologs such as in S.
cerevisiae the SPT8, in Aspergillus niger the An07g04000, in Coccidioides
imitis the CIMG_06699 and in Yarrowia lipolytica the YALIOE23804
proteins. The similarity degrees were different. Of course the highest
similarities were found in the Schizosacharomyces group. Sch. octosporus
SOCG 02609.2 showed 73%, while Sch. japonicus SJAG 02066.2 showed
61% of identity with Sch. pombe Sep9 protein. It is shown that the

expression of S. cerevisisae Spt8 can not restore the wild phenotype in sep9”
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mutants (Batta et al., 2009), which may be due to the limited similarity. We
also attempted interspecific complementation with Sch. japonicus
SJAG_02066.2 in Sch. pombe sep9 mutants (cloning primer pair: Sj.sep9s
and Sj.sep9aBamHI), but the experiment was not succesful, although there is
a high similarity between the protein products of the two species. This is
probably due to the high variability in the highly acidic N-terminal region,
both in length and sequence, which is characteristic for every species. It is
possible, that these variable regions help to adapt the proteins to the different

cellular environments specific for the different species.
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4. Summary

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 posesses numerous
features that are very similar to those of the mammalian cells. In the 1990s
several cytokinesis mutants have been isolated in the department. In these
mutants the original unicellular phenotype became multicellular since the
septa between the cells were not split. They were designated ,,sep”
(separation) mutants. It was also found that some of these mutants are
affected not only in the cell division cycle, but also in their sexual
differentiation and stress response. Sep! " was found to code for a fork-head
type DNA binding transcription factor that plays an important role in
cytokinesis. Sepl0’, sepll’ and sepl5" are homologs of S. cerevisiae
Mediator complex subunit coding MED3I, MEDIS8 and MEDS genes,
respectively.

In this PhD study we analysed the role of the Sch. pombe sep9 " gene,
and the molecular basis of the sep9” phenotype. We showed that sep9”
encodes a putative SAGA subunit. This is supported by the Sep9 sequence
similarity with the yeast S. cerevisiae Spt8 protein, which is a SAGA
subunit. Further investigation proved that although there is 31% of sequence
identity between the two proteins, its overproduction in sep9 mutant cells
can not restore the wild phenotype. Even a closer relative, the Sch.
Japonicus’ putative Sep9 homolog, could not restore the wild phenotype in
Sch. pombe sep9” mutant.

Two major charactertistics of the sep9” mutants are the hyphal growth
and the inability to carry out the sexual differentiation. The complete
deletion of sep9” gene resulted in viable mutants, which means that the gene

is not essential. The sep94 mutant has almost the same phenotype as the
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sep9-307 point mutant has, but it grows slower at permissive temperature,
and its cells die at 37°C in contrast to the viability of the point mutant. Sep9
mutant cells show the same sensitivity to the transcription elongation
inhibitor micophenolic acid as the wild type cells do.

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, show low level of
expression. Moreover engl” was even more downregulated if 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 overproduction of Ace2 in sep9 strains, almost
completely restored the wild type phenotype, which condradicts the theory
outlined above.

We also have found that in sep9 mutational background the transcription
level of sexual differentiation key regulator affl/stell* was decreasedd. On
the other hand, the ectopic production of Aff1/Stell did not completely
restore the wild 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. By the tetrad
analysis we found that only the sep9 sepl0 double mutant was viable. We
obtained neither sep9 sepll” nor sep9 sepl5 viable double mutants.
Presumably, the simultaneous impairment of the activity of the SAGA and
Mediator complexes affects the transcription of so many genes that the cells

can not tolerate and they die.
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From these results we can conclude that sep9” codes for a transcription
factor, which plays a key role in both 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/Medl8 and Sepl5/Med8 all
affect cell separation genes and it is possible that they share numerous target
genes in common.

Further research is necessary to explore the role of Sep9 in the regulation
of cytokinesis and sexual differentiation by identifying other target genes
with the use of quantitative real-time PCR and possibly by DNA
microarrays. Characterisation of the yet unidentified “sep” genes and
studying biochemical interactions of “Sep” proteins would also contribute to
the better understanding of these regulatory networks that seem to control

these independent cell processes.
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