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1. Bevezetés és célkitűzés 

 

A transzkripciós faktorok felelősek azért, hogy a testünket felépítő sejtek 

különböző funkciók ellátására képesek azáltal, hogy kontrollálják, mely 

gének legyenek aktívak a genomban. Fontos szerepet játszanak az 

intracelluláris szignalizáció révén a legtöbb sejtfolyamatban, mint például a 

sejtosztódás és a sejtelválás folyamatában. Így a transzkripciós faktorokban 

keletkezett mutációk olyan betegségek kialakulásához vezethetnek, mint az 

autoimmun betegség, daganatos betegség vagy a diabetész (Semenza, 1999). 

 A Genetika és Alkalmazott Mikrobiológiai Tanszék egyik kutatási 

területe a sejtciklus vizsgálata.  Ezen belül is kitüntetett figyelmet fordítanak 

a citokinezis genetikai hátterének vizsgálatára. A sejtszeparációban sérült 

mutánsokat elsőként Sipiczki Mátyás és munkatársai izolálták S. pombe-ben 

és a sérült géneket „sep” géneknek nevezték el. Ezek a gének a sep1
+
, 

sep10
+
, sep11

+
, sep15

+ 
(Ribar és mtsai, 1997; Grallert és mtsai, 1999). A 

kutatócsoport megfigyelései alapján ezek a gének hibái nem csupán a 

citokinezis folyamatában okoznak kárt, hanem differenciálódási vagy 

stresszrezisztencia problémákat is eredményeznek (Grallert és mtsai, 1999). 

A jelenség hátterében az áll, hogy ezek a gének transzkripciós faktorokat 

kódolnak, melyek a citokinezishez szükséges gének mellett további 

géncsoportokat is szabályoznak. (Zilahi és mtsai, 2000, 2000a; Miklos és 

mtsai, 2008). A sep10 és sep15 génekről például kiderült, hogy a mediátor 

komplex egyes alegységeit kódolják, és több száz gén transzkripciójára 

hatással vannak (Linder és Gustafsson, 2004; Zilahi és mtsai, 2000; Miklos 

és mtsai, 2008). E gének egy részét feltehetően közvetlenül, a másik részét 

pedig közvetetten befolyásolják. 
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 Azért, hogy jobban megismerjük a mediátor komplex Sep10 alegysége 

által regulált géneket, azok evolúciós konzervativizmusát, és közelebb 

jussunk a Sep10 protein által befolyásolt szignáltranszdukciós útvonalak 

megismeréséhez, a doktori munkám során két olyan gént tanulmányoztam 

behatóbban, melyek expressziós szintje jelentősen csökkent a sep10 deléciós 

mutánsban (Miklos és mtsai, 2008).  

 Az egyik az fhl1 gén volt, mely önmaga is egy transzkripciós faktort 

kódol, s egyike az S. pombe-ban ismert négy fork-head típusú transzkripciós 

regulátornak. Azonban a funkciója még ismeretlen e fajban, szemben a másik 

három fork-head génnel. Célunk tehát az S.pombe fhl1 fork-head típusú 

transzkripciós faktor funkciójának megismerése volt, amit az alábbi 

kísérletek elvégzése révén kívántunk elérni: 

1) Az fhl1 transzkripciós faktor target génjeinek meghatározása 

mikroarray analízis segítségével. 

2) A génexpressziós vizsgálat adatainak analízise, a regulált gének 

funkciójának kiderítése. 

3) A mikroarray adatok validálása kísérletekkel. 

4) Célunk volt továbbá az fhl1 gén és a TOR útvonal lehetséges 

kapcsolatának felderítése. 

A másik, a doktori munka során vizsgált gén az rsv1 volt, amely szintén 

megváltozott expressziós szintet mutatott a Δsep10 mutánsban (Miklos és 

mtsai, 2008). Az rsv1 egy cink-ujj típusú transzkripciós faktort kódol, amely 

a glükóz éhezés hatására stacioner fázisba lépő sejtek túléléséhez szükséges 

(Hao és mtsai, 1997). Mivel a korábbi adatok alapján a glükóz éhezésre adott 

válaszreakcióban résztvevő gének evolúciósan igencsak konzervatívak 
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(Ozcan és Johnston, 1999; Santangelo, 2006; Papp és mtsai, 2016), így ezt 

feltételeztük az S. pombe Rsv1 proteinről is, melynek homológjai 

megtalálhatók más fajokban is, mint pl. Aspergillus nidulans-ban, 

Saccharomyces cerevisiae-ben és emlősökben is (Hao és mtsai, 1997, 

http://genomebrowser.pombase.org). Azt azonban, hogy funkciójukban is 

hasonlítanak-e a homológ gének, illetve az általuk kódolt fehérjék, nem lehet 

megmondani csupán a bioinformatikai vizsgálatok alapján. Azaz, a 

különböző fajokban megtalálható homológ proteinek funkcionális 

homológiáját csak kísérletesen lehet igazolni. Így, jelen doktori 

tanulmányban a rsv1 gén további homológjainak meghatározása és ezek 

funkcionális homológiájának bizonyítása volt a cél, az alábbi kísérletek 

révén: 

1) A S. pombe rsv1 gén homológjainak meghatározása a közeli 

rokon hasadó élesztőkben illetve a távolabbi rokon Candida 

albicansban. 

2) A homológ gének által kódolt proteinek szekvenciaanalízise. 

3) A homológ gének fajok közötti funkcionális komplementációs 

analízise. 

  

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ozcan%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10477308
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Johnston%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10477308
http://genomebrowser.pombase.org/
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2. Irodalmi áttekintés 

 

2.1 A hasadó élesztőcsoport jellemzése  

 

A Schizosaccharomyces hasadó élesztők csoportjába négy faj tartozik. 

Ezek a Schizosaccharomyces pombe (Linder, 1893), S. octosporus 

(Beijerinck, 1894), S. japonicus (Yukawa és Maki, 1931) és S. cryophilus 

(Helston és mtsai, 2010). Közülük a S. pombe jól ismert kutatási 

modellszervezet. Rendkívül alkalmas szervezet a genetikai, citológiai és 

molekuláris biológiai kutatásokra, hiszen a sejtjei eukarióta felépítésűek. 

Ugyanakkor haploid kromoszóma állománnyal rendelkezik, ami lehetővé 

teszi, hogy bármilyen mutáció következményét azonnal vizsgálhassuk, hiszen 

az azonnal megnyilvánul fenotípusosan is. Éppen közkedveltsége 

eredményeként került be azon szervezetek körébe, amelyeknek a teljes 

genetikai állománya szekvenálásra került (https://www.pombase.org)(Wood 

és mtsai, 2002, 2012). Ráadásul a sejtjei gyorsan szaporodnak és nagyon 

könnyen tenyészthetők laboratóriumi körülmények között.  E 

modellszervezettel végzett kutatásaiért kapott Nobel Díjat Sir Paul Nurse is 

2001-ben.    

Az S. japonicus eltér a csoport többi tagjától abban a tulajdonságában, 

hogy képes a dimorfizmusra (Sipiczki és mtsai, 1998a; 1998b). A 

dimorfizmus, mint ahogyan a kifejezés sugallja, a sejteknek kétféle 

morfológiai előfordulását jelenti. A dimorfizmust mutató gombák képesek az 

egysejtű élesztő formából a többsejtű hifás növekedésbe átváltani. Ez a 

tulajdonsága azért figyelemreméltó, mert számos patogén gombára, beleértve 

a humán patogén Candida albicanst, jellemző ez a képesség. Általában a 

hifaképzés kapcsolatba hozható a gombák patogenitásával, s a hátterében 

komoly génkaszkádok működése húzódik meg (Sonneborn és mtsai, 2000; 

https://www.pombase.org)(wood/


10 

 

Papp és mtsai, 2016).  A hifa képzése során a sejtek feltehetően felfüggesztik 

a sejtszeparációban szereplő gének működését, azaz sokban hasonlíthatnak az 

S. pombe citokinezis mutánsaihoz (Batta és mtsai, 2009; Grallert és mtsai, 

1997; Grallert és mtsai, 1998; Grallert és mtsai, 1999). Az egyébként nem 

fertőző S.japonicus tehát potenciális modellszervezete lehet a dimorfizmus 

kutatásának, hiszen e fajnak is ismert a teljes genom-szekvenciája 

(http://fungidb.org/fungidb/).   

Az S. pombe legközelebbi rokona a Schizosaccharomycesek közül az S. 

octosporus. Az S. pombe-hez hasonló az életciklusa, azonban míg az S. 

pombe négy spórás aszkusszal rendelkezik, addig az S. octosporus nyolc 

spórás aszkuszt képez (Beijerinck, 1894; Kurtzman és mtsai, 2011). A hasadó 

élesztő csoport negyedik ismert faja az S.cryophilus. Helston és munkatársai 

által került leírásra 2010-ben (Helston és mtsai, 2010). Elnevezése az 

alacsony hőmérséklet preferenciáján alapul, sejtjei ugyanis alacsony 

hőmérsékleten, 25°C-on formálnak inkább telepet.  

2.2 Transzkripciós faktorok az S. pombe-ban 

A transzkripciós faktorok a gének szabályozó régiójához specifikusan tudnak 

kötődni, s képesek aktiválni vagy gátolni az adott gén expresszióját. Ezáltal a 

transzkripciós faktorok kulcselemeknek tekinthetők a különböző sejttípusok 

kialakításában a többsejtű élőlények esetében. Ugyanakkor egysejtű 

organizmusokban, mint például a hasadó élesztő S. pombe esetében, a 

funkcionális és fiziológiai alkalmazkodást teszik lehetővé (Dongrong és 

mtsai, 2003). Mindez azáltal lehetséges, hogy egy-egy transzkripciós faktor 

funkciója szerteágazó, hiszen több különböző sejtfolyamatban szerepet játszó 

gén expresszióját tartja kontroll alatt. Számuk igen jelentős, az S. pombe-ban 

a traszkripciós faktorok a genom kódoló régiójának 1,9%-át teszik ki, mely 

http://fungidb.org/fungidb/
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érték a legalacsonyabb az Ascomicetesek között. Saccharomyces cerevisiea-

ben ez az érték 2,6%, Candida albicans-ban 2,9%, míg Aspergillus nidulans-

ban 3,7 % (Chua 2013). Chua 2013-ban közölt S. pombe transzkripciós 

faktorokat tanulmányozó cikke szerint a hasadó élesztőben ~100 

transzkripciós faktor mintegy ~5200 gén expresszióját szabályozza (Chua 

2013).   

A DNS kötő doménjük alapján a transzkripciós faktorokat három 

csoportba sorolhatjuk, melyek további alcsoportokra bonthatók.  1) cink-ujj 

doménnel rendelkező transzkripciós faktorok, 2) hélix-kanyar-hélix típusú és 

3) cipzár típusú doménnel kötődő transzkripciós regulátorok (1. ábra)(Wilson 

és mtsai, 2008).  

 

1.ábra A transzkripciós faktorok három fő csoprtjának a szerkezete 

http://www.tankonyvtar.hu/en/tartalom/tamop425/0011_1A_Jelatvitel_en_b

ook/ch02s04.html 

 

 

http://www.tankonyvtar.hu/en/tartalom/tamop425/0011_1A_Jelatvitel_en_book/ch02s04.html
http://www.tankonyvtar.hu/en/tartalom/tamop425/0011_1A_Jelatvitel_en_book/ch02s04.html
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Ezek közül S. pombe-ban mindhárom típusú doménnel rendelkező 

transzkripciós regulátort azonosítottak, bár a legtöbbjük a cink-ujj típusú 

doménnel rendelkezik (Chua 2013). Funkciójukat tekintve az S. pombe 

transzkripciós faktorok ~17%-a a párosodás és a meiózis folyamatában 

játszik szerepet, ~16% a sejtciklus regulációjában, ~11% a metabolizmusban, 

~8% a stressz válasz kialakításában, ~4% az ion homeosztázis fenntartásában 

fontos, míg ~3% a sejtek aggregációjában játszik szerepet (Chua 2013, 

Vachon és mtsai, 2013). A transzkripciós faktorok azonban nem 

véletlenszerűen szabályozzák az alájuk rendelt géneket, hanem többnyire 

egy-egy bonyolult szignáltranszdukciós kaszkád tagjai, melyek megismerése 

kiemelten fontos, hiszen ez vezethet el bennünket a különböző 

sejtfolyamatok működésének megértéséhez.  

2.3 A fork-head típusú transzkripciós faktorok 

A fork-head típusú transzkripciós faktorok a hélix-kanyar-hélix típusba 

tartoznak, szekvencia specifikus regulátorokként ismertek, mivel 

rendelkeznek egy konzervatív DNS-kötő doménnel (1. ábra).  Elsősorban a 

sejtosztódás és a szexuális differenciáció folyamatában játszanak szerepet 

(Gajiwala és Burley, 2000; Angad és mtsai, 2017). Az S. pombe négy olyan 

génnel rendelkezik, amely fork-head típusú transzkripciós faktort kódol. Ezek 

a sep1, mei4, fkh2, fhl1 (http://fungidb.org/fungidb/). Funkciójukat tekintve 

mindannyian a meiózis folyamatához köthetők. mei4 a fő regulátora a 

meiózis késői szakaszában fontos géneknek (Horie és mtsai, 1998), míg az 

fkh2 gén deléciója csökkent fertilitást, illetve fokozott stressz érzékenységet 

eredményez (Buck és mtsai, 2004; Bulmer és mtsai, 2004; Szilágyi és mtsai, 

2005). A sep1 a sejtszeparációban szerepet játszó gének expresszióját 

http://fungidb.org/fungidb/
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szabályozza (Sipiczki és mtsai, 1993; Ribár és mtsai, 1997). A negyedik fork-

head típusú transzkripciós faktor az fhl1, erről azonban még elég keveset 

tudunk. A tanszékünkön végzett korábbi kísérletek eredményei alapján 

feltételezhetően szerepet játszik a sejtciklus folyamatában, mivel a Δfhl1 

sejtek osztódási ideje hosszabb, a vad típusú sejtek osztódási idejéhez képest 

(Szilágyi és mtsai, 2005).  

Szintén négy fork-head típusú transzkripciós faktort azonosítottak 

Saccharomyces cerevisiae-ben is.  Ezek közül három (FKH1, FKH2, HCM1) 

különböző sejtciklus folyamatokban szerepet játszó gének transzkripcióját 

szabályozza (Kumar és mtsai, 2000; Zhu és Davis, 1998), míg a negyedik, az 

FHL1 gén, a riboszómális protein gének expresszióját szabályozza, s a TOR 

útvonal regulációja alatt áll (Martin és mtsai, 2004).  

2.4 Az rsv1 cink-ujj típusú transzkripciós faktor 

A cink-ujj típusú transzkripciós faktorok DNS-kötő doménjét egy fémion, a 

Zn
2+

 stabilizálja (1. ábra). A S. pombe rsv1 (required for stationary phase 

viability) két cink-ujj motívummal rendelkező transzkripciós faktor. Egy 

olyan 47 kDa méretű proteint kódol, amely a glükóz éhezés hatására 

aktiválódó gének expresszióját szabályozza. A S. pombe rsv1 protein 

szekvenciája részben homológ az Aspergillus nidulans CreA génjével, a 

Saccharomyces cerevisiae Mig1 és az emlős EGR1 protein szekvenciájával, 

főként a cink-ujj domén régióban (Hao és mtsai, 1997).  E géneknek a 

glükóz metabolizmusban, karbon-katabolit represszióban és az autolízisben 

van szerepe (Strauss és mtsai, 1999; Emri és mtsai, 1988; Carlson, 1999; 

Wang és mtsai, 2015).  

 A stacioner fázis egy olyan különleges állapota a sejtnek, amikor a 

sejt kikapcsolva tartja azon géneket, amelyek a mitózishoz szükségesek. Míg 

https://www.yeastgenome.org/reference/S000048626
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azok a gének, amelyek a szélsőséges feltételek melletti túlélést teszik 

lehetővé, aktiválódnak (Boucherie, 1985; Werner és mtsai, 1993; Bataille, 

1991). Ilyen veszélyeztető körülmény például a tápanyaghiány, különböző 

környezeti stressz, beleértve a restriktív hőmérsékletet és a különböző 

kemikáliák jelenlétét. Következésképpen a nyugalmi fázisú sejtek 

tartaléktápanyagot halmoznak fel, megvastagodott sejtfallal rendelkeznek, 

hogy ellenállóbbak legyenek a környezeti stresszel szemben (Herman, 2002; 

Pletnev és mtsai, 2015; Drebot és mtsai, 1990; Lillie és Pringle, 1980).  

Ennek megfelelően az rsv1 deléciós mutáns sejtek is érzékenyek etanolra és 

sejtfalkárosító ágensre, illetve magas hőmérsékletre (Hao és mtsai, 1997). 

Ezen kívül a gén hiánya hidroxiurea és tiabendazol érzékenységet (Pan és 

mtsai, 2012), illetve fokozott szénhidrát metabolizmust okoz (Mata és Bahler, 

2006). 

2.5 A nitrogén és glükóz érzékelése S. pombe-ban 

A nitrogén nélkülözhetetlen tápanyag, amely az aminosavak, nukleotidok 

szintéziséhez szükséges, illetve egyéb sejtkomponensek alapanyaga. A 

nitrogén szignál érzékelése és közvetítése egy igen finoman szabályozott 

kaszkádon keresztül történik (Yanagida és mtsai, 2011). Az élesztősejtek 

különböző nitrogénforrást képesek érzékelni és hasznosítani. A nitrogén 

mennyisége és minősége is meghatározó jelentőségű. Jó minőségű 

nitrogénforrásnak a glutamin és ammónium számítanak, mivel ezek képesek 

gyors növekedést indukálni és csökkenteni a NCR (nitrogene catabolic 

repression) gének aktivitását (Cooper, 2002). S. pombe-ban nitrogénéhezés 

hatására az expressziós szint a gének 50%-ánál emelkedett vagy csökkent 

szintet mutatott, a nitrogénben gazdag környezetben megfigyelt expressziós 

szinthez viszonyítva (Mata és mtsai, 2002). Tekintve, hogy a nitrogén a 
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természetben is limitált mennyiségben van jelen, a nitrogén forrás 

kulcsfontosságú a sejtek növekedéséhez. Amikor a S. pombe sejtek nitrogénre 

éheznek, két út közül választhatnak. Az egyik út a meiózis, amennyiben az 

ellentétes párosodási típusú partner jelen van. A másik lehetőség pedig a G0, 

nyugalmi fázisba lépés (2. ábra).  

 

2. ábra A hasadó élesztők életciklusa. (MacNeill és Nurse, 1997) 

Mindkét út olyan sejteket vagy spórákat eredményez (2. ábra), amelyek 

hosszú távon eredményesebben tudják fenntartani az életképességüket, mint a 

vegetatívan növő sejtek. A szexuális ciklusba való belépés kulcsregulátora a 

ste11 transzkripciós faktor, amely a TOR és PKA útvonalak által 

szabályozódik (Valbuena és Moreno, 2010), s önmaga is megközelítőleg 80 

olyan egyéb gén expresszióját szabályozza (beleértve önmagát), amelyek 
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nélkülözhetetlenek a sejtek párosodásának folyamatában (Kunitomo és mtsai, 

2000; Mata és Bahler, 2006; Sugimoto és mtsai, 1991).  

A másik fontos alapvető tápanyag a glükóz, mely kedvező, s 

elsődleges szénforrás a legtöbb sejt számára, beleértve az élesztő sejteket. S. 

pombe-ban a glükóz érzékelése főként a cAMP/PKA szignál útvonalon 

keresztül történik, csakúgy, mint az emlős sejtek esetében (Hoffman, 2005). 

A glükóz szignált a Git3 (G-protein receptor) és a Gpa/Git5/Git11 G-

proteinek által alkotott komplex közvetíti a cAMP/PKA regulátorokhoz 

(Welton és Hoffman, 2000). A cAMP aktivitásának emelkedése pozitívan hat 

a protein kináz A útvonal aktivitására (Hoffman, 2005). Glükóz éhezés 

hatására csökken a Pka1 aktivitása, amelynek következménye, a sejtek 

szexuális ciklusba lépése és a glükoneogenezis aktiválódása, amely részben a 

cink-ujj transzkripciós faktor Rst2 foszforilációján keresztűl valósul meg 

(Higuchi és mtsai, 2002). Az Ssp2 egy AMP kináz, amely szintén részt vesz a 

glükóz szignál közvetítésében. Amikor a glükóz limitált mennyiségben van 

jelen, Ssp2 aktiválódik és foszforilálja az Scr1 transzkripciót represszáló 

faktort (Matsuzawa és mtsai, 2012).  Glükóz hiányában a cAMP/PKA útvonal 

mellett a MAPK kaszkád effektora, a Pmk1 is aktiválódik (Barba és mtsai, 

2008). Glükóz éhezés vagy ozmotikus stressz hatására a kis GTPáz Rho2 

pozitívan hat a pmk1-MAPK aktivitására a Pck2 protein kináz C fehérjén 

keresztül (Madrid és mtsai, 2013). Glükóz jelenlétében a TORC2-Gad8 

útvonal is aktiválódik. A glükóz szignál a TORC2-Gad8 útvonalhoz a 

cAMP/PKA útvonal pozitív regulációján és a Pmk1-MAPK kaszkád negatív 

regulációján keresztül közvetítődik (Cohen és mtsai, 2014). 
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2.6 Target of rapamycin (TOR) 

A TOR rövidítés a Target of rapamycin kifejezésből származik, amely olyan 

proteineket jelöl, amelyeknek az aktivitása rapamycinnel meggátolható. A 

rapamycint a Húsvét-szigeteken élő (avagy a bennszülöttek nyelvén Rapa nui 

sziget) Streptomyces hygroscopicus nevű baktérium termeli (Kojima és mtsai, 

1995; Heitman és mtsai, 1991). A rapamycint kezdetben” 

immunszuppresszáns szerként alkalmazták a klinikumban transzplantáción 

átesett betegek kezelésére, s azt a tulajdonságát használták fel, hogy képes 

csökkenteni az immunválaszt azáltal, hogy meggátolja a G0 állapotú T-

limfocitáknak a sejtciklusba való belépését (Terada és mtsai, 1993).  

2.6.1 TOR proteinek 

A TOR proteineket S. cerevisiae-ben fedezték fel egy genetikai szelekciós 

kísérlet során, ahol a tor1 és tor2 mutánsok rapamycinre rezisztensnek 

bizonyultak (Heitman és mtsai, 1991). Toxicitásának kifejtéséhez a 

rapamycin egy ko-faktort is igényel, a peptidil-prolil cisz/transz izomeráz, 

FKBP12-t. A rapamycin az FKBP12-vel komplexet formálva képes 

meggátolni a TOR protein aktivitását (Heitman és mtsai, 1991). Minden 

napjainking vizsgált eukarióta élőlényben megtalálhatók a TOR proteinek 

homológjai, beleértve a gombákat, férgeket, növényeket, rovarokat és 

emlősöket. A TOR proteinek a szerin threonin kinázok csoportjába tartoznak 

és konzervatívak a gombáktól az emlősökig (Kanoh és Yanagida, 2007; 

Loewith és mtsai, 2002; Jacinto és Lorberg, 2008). A TOR fehérjék 

nagyméretű molekulák (~280kDa), amelyek számos domént is tartalmaznak 

(https://www.ebi.ac.uk/interpro/entry/IPR026683/domain-organisations). 

 A molekula N-terminális részén kiterjedt tandem ismétlődő HEAT elemek 

találhatók, amelyeknek a fehérje-fehérje interakcióban van szerepük. A C-

https://www.ebi.ac.uk/interpro/entry/IPR026683/domain-organisations
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terminális része a molekulának tartalmazza azon doméneket, amelyek a 

protein kináz jellegét adják a fehérjének, mint például a kináz domén illetve a 

mellette található FRB (FKBP12-rapamycin binding) domén (Andrade és 

Bork, 1995; Jacinto és Lorberg, 2008; Wullschleger és mtsai, 2006) (3. ábra).  

 

 

3. ábra A S.cerevisiae TOR Complex 1 (TORC1) and TOR Complex 2 

(TORC2) és a Tor proteinek doménjei (Wullschleger és mtsai, 2006) 

 

 
2.6.2 A TORC komplexek  

Magasabb rendű eukariótákban egyféle TOR gén ismert, szemben a sarjadzó 

és hasadó élesztővel, amelyek két különböző TOR génnel rendelkeznek 

(Wullschleger és mtsai, 2006).  A TOR proteinek két jól elkülöníthető 

komplexben vannak jelen, (TOR complex 1) TORC1 és (TOR complex 2) 

TORC2 (3, 4. ábra). A legtöbb eukarióta élőlényben a TORC1 pozitívan hat a 

sejtnövekedésre a tápanyag elérhetőség, növekedési faktorok és stressz 

faktorok függvényében azáltal, hogy aktiválja az anabolikus folyamatokat, 

mint például a protein szintézist, és gátolja a katabolikus folyamatokat, az 

autofágiát (4. ábra) (Wullschleger és mtsai, 2006; Loewith és mtsai, 2002). 

Következésképpen, a TORC1 zavara számos eukariótában olyan 
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fenotípusbeli változást eredményez a sejtekben, amely éhezés hatására 

szokott megjelenni (Barbet és mtsai, 1996; Weisman és mtsai, 2007).  

TORC1 a humán sejtekben is pozitívan hat a legtöbb ezen folyamatra, amely 

nagyfokú evolúciós konzervativizmusra utal (Wullschleger és mtsai, 2006). 

  

A TORC1-el szemben a TORC2 funkciója kevésbé ismert. Ennek 

elsősorban az a magyarázata, hogy a két komplex közül a TORC1 az, 

amelynek az aktivitása rapamycinnel gátolható. Azonban elnyújtott idejű 

rapamycin kezelés a TORC2-ben is képes gátolni bizonyos folyamatokat 

(Lamming és mtsai, 2012; Sarbassov és mtsai, 2006). Általánosságban 

elmondható, hogy a TORC2 hatással van a sejtek metabolizmusára, 

szabályozza az aktin citoszkeleton újraszerveződést és a sejtprolifárációt 

(Soulard és mtsai, 2009; Zoncu és mtsai, 2011) (4. ábra). 

 

2.6.3 A TOR proteineket szabályozó gének, szignálok 

A fenti komplexek a TOR szignál útvonalban vesznek részt, mely számos 

sejtfolyamatot szabályoz. Így, központi szerepet töltenek be a például a 

sejtnövekedés szabályozásában élesztőkben és magasabb rendű eukarióta 

szervezetekben egyaránt. Ugyanis, minden élőlényre, legyen az egysejtű vagy 

többsejtű, jellemző egy bizonyos sejtméret, melyet a tápanyag elérhetősége, 

illetve növekedési faktorok befolyásolnak. Ezért annak érdekében, hogy a 

sejtek fenn tudják tartani a megfelelő méretüket, kifinomult, precíz 

sejtnövekedést szabályozó rendszerrel rendelkeznek (Montagne és mtsai, 

1999; Wullschleger és mtsai, 2006).  

Azaz, a TOR proteinek számos különböző szignált integrálnak annak 

érdekében, hogy a sejtek növekedését szabályozzák. Szabályozó szignálok 
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például a növekedési faktorok, a tápanyag-és energiaellátottság, illetve a 

környezeti stressz. Az egyik fő negatív regulátora a TOR proteineknek a 

TSC-TSC2 heterodimer, melynek mutációja a humán Tuberózus szklerózis 

szindróma kialakulásához vezet (Huang és Manning, 2008). A tuberózus 

szklerózis szindróma egy autoszómális domináns módon öröklődő betegség, 

amelyet testszerte megjelenő jóindulatú daganatok jellemeznek, az 

idegrendszert is érintő betegség (Astrinidis és Henske, 2005).  

A TSC2 egy GTPáz aktiváló proteint (GAP) kódol és a TSC1-el együtt a 

GTP-t kötő Rheb nevű fehérjét inaktív GDP-t kötő formába alakítja át. Az 

így kialakult inaktív formája a Rheb fehérjének nem képes az emlős mTOR 

(mammalian TOR) fehérjéhez kötődni, vagyis nem képes aktiválni a TORC1-

et (Long és mtsai, 2005) (4. ábra).  

 

4.ábra Az mTOR szignál transzdukciós útvonal (Wullschleger és mtsai, 

2006) 
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Az aminosav szignál szintén egy GTP-áz nevű fehérjén keresztül 

közvetítődik a TORC1 felé. A Rag nevű protein egy heterodimer, amely a 

TORC1-nek a citoplazmából a lizoszómák felszínére való áthelyeződését 

segíti elő. A lizoszómák felszínén a TORC1-et a Rheb nevű protein aktív 

állapotba helyezi (Sancak és mtsai, 2008).  A TSC-mTOR szignál útvonalat 

számos jelentős tumor szupresszor is szabályozza, beleértve az LKB1-t (liver 

kinase B1) vagy a PTEN-t (Phosphatase and tensin homolog) illetve az 

onkogén AKT vagy más néven protein kináz b-t (PKB) (4. ábra). Ezeknek a 

géneknek a mutációja szintén hatással van a mTOR aktivitására, ezáltal a 

sejtek növekedésére, proliferációjára és metabolizmusára (Laplante és 

Sabatini, 2012; Martin és Hall, 2005). Tekintve, hogy a humán mTOR 

szignál útvonal szorosan egybefonódik az onkogén útvonallal, amely a tumor 

sejtek növekedését és sejtciklusát szabályozza, a TOR proteinek ideális 

célmolekulái a rákterápiának. 

2.6.4 A TOR szignált közvetítő fehérjék és hatásaik 

Az eddigi kutatási adatok szerint a TOR proteinek a különböző 

sejtfolyamatokra ható szignáljaikat a legtöbb esetben AGC kinázokon 

keresztül (protein kináz A/protein kináz B/protein kináz C) közvetítik 

(Jacinto és Lorberg, 2008) (5. ábra), melyek  szerin-threonin családba tartozó 

fehérjék, s maguk is közvetlenül aktiválódnak foszforiláció útján. 
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5. ábra A TOR komplex és az AGC kinázok emberben (Jacinto és 

Lorberg, 2008) 

Az emlős AGC kináz S6K az mTORC1 által foszforilálódik, illetve 

aktiválódik. Míg más emlős AGC kinázok, mint az AKT (protein kináz B), 

SGK (serum and glucocorticoid-regulated kinase 1) és PKC (protein kináz C) 

az mTORC2 target fehérjéi (5. ábra) (Laplante and Sabatini, 2009; Jacinto és 

Lorberg, 2008). Az AGC kinázokon kívül a TOR proteinek egyéb 

molekulákon keresztül is kifejthetik hatásukat, mint például a 4E-BP1 

transzlációs faktoron keresztül (Jacinto és Lorberg, 2008) (4. ábra). 

Valamennyien fontos sejtfolyamatok szabályzói. Hiszen emlősökben az 

mTORC1 sejtnövekedésre és transzlációra hat, mely egyébként rapamycinnel 

gátolható (Hay és Sonenberg, 2004) (5. ábra).  
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Az mTOR a rapamycin rezisztens TORC2 tagja is lehet, s közvetlen 

foszforiláció útján aktiválja pl. az AKT AGC kinázt (Oh és mtsai, 2010; 

Sarbassov és mtsai, 2005), mely aktív formában különböző további target 

molekulákat foszforilál.  Ezek aztán a sejtek növekedését, proliferációját, 

migrációját illetve a stresszre adott válaszát szabályozzák (5. ábra)(Jacinto és 

Lorberg, 2008; Oh és mtsai, 2010; Sarbassov és mtsai, 2005). Mindezek 

mellett a TOR szignál útvonalra jellemző az úgynevezett „feedback loop” 

vagy más néven visszacsatolási mechanizmus is. Ilyen mechanizmus 

figyelhető meg az AKT protein esetében, amely a mTORC2 target 

molekulája, s amely ugyancsak képes aktiválni mTORC1-et. Vagyis egyaránt 

szabályozója és effektora is a TOR proteineknek (Efeyan és Sabatini, 2010).   

  A PKC (protein kináz C) pedig a mTORC2 target molekulájaként 

szerepet játszik az apoptózis folyamatában, a sejtnövekedési ciklus, valamint 

a sejtalak és a sejtmotilitás szabályozásában (Nakashima, 2002). Éppen ezért 

a humán homológ mTOR rendellenes működése patológiás állapotokhoz 

vezethet, mint például a diabétesz, elhízás illetve neurodegeneratív 

betegségek (Laplante és Sabatini, 2012). A TOR kinázok aktivitásának 

megváltozása szintén kapcsolható az öregedéshez, mint természetes élettani 

folyamathoz, (Blagosklonny, 2006; Kapahi and Zid, 2004) illetve rákos 

folyamatok kialakulását is eredményezhetik (Bjornsti és Houghton, 2004; 

Chan, 2004). 

2.7 A hasadó élesztő, mint a TOR útvonal tanulmányozására alkalmas 

modellszervezet 

A TOR útvonallal kapcsolatos ismereteink az emlős sejtek tanulmányozása 

mellett, modellszervezeteken végzett kísérleteknek köszönhetők. A 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3058120/#R15
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3058120/#R49
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Saccharomyces cerevisiae és Schizosaccharomyces pombe a két 

legintenzívebben tanulmányozott élesztő modell a TOR kutatást illetően.  Az 

S. pombe több szempontból is kiválóan alkalmasnak bizonyul a TOR útvonal 

tanulmányozására. A két komplex struktúrája (TORC1 és TORC2) illetve a 

komplexeket felépítő proteinek konzervatívak (Wullschleger és mtsai, 2006; 

Jacinto és Lorberg, 2008). A TOR proteineket felülről a Rhb1 és Ryh1 kis 

GTPázok szabályozzák, amelyek a humán Rheb és Rab6 homológjai. A TOR 

proteinek aktivitásukat S. pombe-ben is AGC kinázok foszforilációján 

keresztűl fejtik ki (6. ábra). Psk1 a TORC1 target molekulája, míg Gad8 a 

TORC2 szabályozása alatt áll. Kiemelten alkalmassá teszi a hasadó élesztőt a 

TOR útvonal tanulmányozására az, hogy benne megtalálhatók az emlős 

TSC1/2 proteinek homológjai (tsc1
+
, tsc2

+
)(6. ábra), míg például a S. 

cerevisiae modellszervezetben ezek a szabályozó elemek hiányoznak (Hall és 

Tamanoi, 2010). Ezáltal a S. pombe a tuberous szklerózis tanulmányozására 

is alkalmas modell szervezet. A magasabb rendű eukarióta szervezetekhez 

hasonlóan a hasadó élesztőben is a Tsc1-Tsc2 komplex a Rheb homológ, 

Rhb1 szabályozó molekulája, amely negatívan hat a Tor2 aktivitására (Urano 

és mtsai, 2007; Uritani és mtsai, 2006). A Rheb protein homológja S. 

cerevisiae-ben is megtalálható azonban nincs hatással a TOR proteinekre 

(Aspuria és mtsai, 2007). Mindezek mellett a TOR proteinek által 

szabályozott folyamatok is konzervatívak élesztők és az emlősök között, 

csakúgy, mint a sejtciklus, DNS károsodáskor aktiválódó folyamatok 

valamint a heterokromatin kialakulásának folyamata (6. ábra). 
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6. ábra TOR komplexek S. pombe-ban. Tor1 protein található TORC2-ben, 

míg TORC1 tartalmazza a Tor2 proteint. A TOR proteineket felülről 

szabályozó fehérjéket sárga szín jelöli, míg az TOR proteinek effektor AGC 

kinázait kék szín jelzi (Hall és Tamanoi, 2010) 

2.7.1 S. pombe TOR komplex 1 (TORC1) 

A hasadó élesztő két mTOR homológot tartalmaz, Tor1 és Tor2 (Weisman és 

mtsai, 2001) (6. ábra). A számozásuk a felfedezésük sorrendjében történt, 

míg a komplexeket, (TORC1 és TORC2) csak később fedezték fel. Ez 

alapján a Tor1 a TORC2 tagja, míg Tor2 a TORC1-ben található (Hayashi és 

mtsai, 2007; Ikai és mtsai, 2011; Matsuo és mtsai, 2007).  A TORC1 tartal-

mazza a Tor2 fehérjét (Tor1 vagy Tor2 S. cerevisiae-ben; mTOR 

emlősökben) és a Mip1 proteint (Kog1 S. cerevisisa-ben, Raptor 

emlősökben). Továbbá találhatók még a komplexben olyan fehérjék is, 
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amelyek megegyeznek a két komplexben Wat1/Pop3 (Lst8 S. cerevisiae-ben; 

mLST8 emlősökben) (Alvarez és Moreno, 2006; Hayashi és mtsai, 2007; 

Matsuo és mtsai, 2007). Ezen kívül megtalálható még benne a Tti1 

konzervatív eukarióta fehérje is, a Tel2 (Tel2 in S. cerevisiae-ben; hCLKS 

emlősökben) és Cka1 (Cka1 S. cerevisiae-ben; Ck1 emlősökben) (Hayashi és 

mtsai, 2007). A TOR komplexek felépítését az 5, 6 ábra szemlélteti.  

 A TORC1 nélkülözhetetlen átlagos körülmények mellett a hasadó 

élesztő sejtek számára és központi szerepet tölt be a növekedés 

szabályozásában és a nitrogén megvonásra adott optimális válasz 

kialakításában (Alvarez és Moreno, 2006; Matsuo és mtsai, 2007; Uritani és 

mtsai, 2006; Valbuena és Moreno, 2012; Weisman és mtsai, 2001; Weisman 

és mtsai, 2005; Weisman és mtsai, 2007; Otsubo és mtsai, 2014). Tor2 

fehérje túltermelése meggátolja a szexuális differenciációt, a párosodást és a 

meiózist (Alvarez és Moreno, 2006). Míg a tor2
+
 gén deléciója a nitrogénre 

éhező sejtekhez hasonló fenotípust eredményez. Vagyis a sejtek megállítják a 

sejtciklusukat a G1 fázisban és kicsi, lekerekedett sejtekként térnek nyugalmi 

fázisba. Ilyenkor a nitrogénéhezésre adott optimális válasz kialakításához 

szükséges gének expressziója megemelkedik, míg a szexuális folyamatokhoz 

szükséges gének pedig kikapcsolt állapotban vannak (Alvarez és Moreno, 

2006; Urano és mtsai, 2007; Weisman és mtsai, 2007).  

2.7.2 S. pombe TOR komplex 2 (TORC2) 

TORC2 tartalmazza a Tor1 proteint (Tor2 S. cerevisiae-ben, mTor 

emlősökben), Ste20 (Avo3 S. cerevisiae-ben, Rictor emlősökben) és a Sin1 

alegységet (Avo1 S. cerevisiae-ben, mSin emlősökben) (Alvarez és Moreno, 

2006; Hayashi és mtsai, 2007; Matsuo és mtsai, 2007) (6. ábra). Irodalmi 

adatok támasztják alá, hogy a TORC2 a Ryh1 és a kis Rab GTP-áz 
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szabályozása alatt áll, és a Sat1/Sat4 komplex, mint GEF (guanine-nucleotide 

exchange factor) viselkedik a Ryh protein számára (Tatebe és mtsai, 2010). A 

Tor1 nélkülözhető a sejtek növekedése szempontjából, azonban stressz 

körülmények között szükséges a sejtek túléléséhez, illetve a tápanyaghiányos 

feltételek mellett az optimális sejtválasz kialakításában (Weisman and 

Choder 2001). A TORC2 mutációja megnyúlt sejtmorfológiát eredményez, 

illetve a sejtek fokozottan érzékennyé válnak magas hőmérsékletre, oxidatív 

és ozmotikus stresszre. TORC2 hiányában a sejtek aminosav felvétele 

csökken, tápanyag hiányos feltételek mellett képtelenek szexuális ciklusba 

lépni. Ha pedig nyugalmi fázisba térnek, nem rendelkeznek a stacioner 

fázisban jellemző fiziológiával (Ikai és mtsai, 2011; Kawai és mtsai, 2001; 

Petersen és Nurse, 2007; Schonbrun és mtsai, 2009; Weisman és mtsai, 2001; 

Weisman és mtsai, 2005). Mindezek mellett, a TORC2 szükséges a telomer 

hosszának fenntartásához, s szerepet játszik a géncsendesítés folyamatában is 

(Schonbrun és mtsai, 2009), továbbá szükséges a DNS replikációja során 

keletkező stressz tolerálásában (Schonbrun és mtsai, 2013) (6. ábra).  

 A Gad8 protein kináz az egyetlen AGC kináz, amelyet a TORC2 

effektoraként azonoítottak. A TORC2 a Gad8 fehérjén keresztül közvetíti a 

legtöbb, vagy talán az összes szignálját foszforiláció útján (Ikeda és mtsai, 

2008; Matsuo és mtsai, 2003).  Következésképpen,  a gad8
+
 deléciója a Δtor1 

mutánsokhoz hasonló fenotípust eredményez (Ikeda és mtsai, 2008; Matsuo 

és mtsai, 2003; Schonbrun és mtsai, 2009).      

 S. pombe-ban a TORC1 és TORC2 ellentétes módon szabályozza az 

éhezés kiváltotta sejtválaszt, beleértve a szexuális differenciációt és a 

nitrogén éhezéskor szükséges gének expresszióját (Weisman és mtsai, 2007). 

TORC2 hiányában a sejtek úgy viselkednek, mintha soha nem éheznének 

nitrogénre. Vagyis a sejtek megtartják a megnyúlt sejtmorfológiát és sterilek. 
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Ezzel szemben, Tor2 (TORC1) hiányában a sejtek úgy tűnnek, mintha 

mindig nélkülöznék a nitrogénforrást. A sejtek megállítják a növekedésüket 

és a nitrogénre éhező sejtekhez hasonló morfológiával és fiziológiával 

rendelkeznek. Azaz, még nitrogén jelenlétében is szexuális ciklusba lépnek 

(YEA táptalaj) (Weisman és mtsai, 2007). 
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3. Anyagok és módszerek 

3.1 A doktori munka során felhasznált törzsek 

1. táblázat A felhasznált törzsek 

 

  

A törzs száma  Genotípus Származás 

TA000 h
- 
L972 vad típus Tel Aviv University 

TA001 h
+ 

L975 vad típus Tel Aviv University 

TA006 h
90  

vad típus Tel Aviv University 

TA657 h
-
  tor2-51:ura4

+
 ura4-D18 

 
Álvarez és Moreno, 2006 

TA947 h
- 
isp7::kanMX6  Tel Aviv University 

TA1719 h
90

 ade6-M216 leu1 ura4-D18 tor2-ts6 Matsuo és mtsai, 2007 

TA1720 h
90

 ade6-M216 leu1 ura4-D18 tor2-ts10 Matsuo és mtsai, 2007 

TA1845 h
-
  tor2-51::ura4-D18 leu1-32 Tel Aviv University 

2-998 h
+ 

fhl1::ura4
+
 ura4-D18 Szilagyi és mtsai, 2005 

2-1199 h
-
 leu1-32 Tanszéki gyűjteményi 

törzs 

2-1019 h
90

 fhl1::ura4
+
 ura4-D18 Szilagyi és mtsai, 2005 

2-1444 h
+ 

fhl1::ura4
+
 leu1-32 ura4-D18 Ebben a tanulmányban 

készített törzs 

0-1 h
- 
L972 S. pombe vad típusú törzs Tanszéki gyűjteményi 

törzs 

6-1 S. octosporus vad típusú törzs Tanszéki gyűjteményi 

törzs 

2-1199 h
-
 leu1-32 Tanszéki gyűjteményi 

törzs 

2-1422 h
- 
rsv1::ura4

+
, leu1-32, ura4-D18  Hao és mtsai, 1997 

7-1 h
90

 S. japonicus vad típusú törzs Tanszéki gyűjteményi 

törzs 

- Candida albicans vad típusú törzs dr Emri Tamás, 

Debreceni Egyetem, 

Biotechnológiai és 

Mikrobiológiai Tanszék   
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3.2 A doktori munka során felhasznált plazmidok 

2. táblázat Plazmidok 

Plasmid neve Leírás Forrás 

pJET1.2/blunt  klónozó vektor  Thermo Scientific CloneJet
TM 

PCR cloning
 
Kit K1231 

pREP1 Magas fehérjeszintet biztosító 

expressziós vektor, S. pombe 

leucin markerrel 

Maundrell 1993 

pREP3X Magas fehérjeszintet biztosító 

expressziós vektor, S. pombe 

leucin markerrel 

Maundrell 1993 

pREP41 Közepes fehérjeszintet 
biztosító expressziós vektor, S. 

pombe leucin markerrel 

Maundrell 1993 

pREP81 Alacsony fehérjeszintet 
biztosító expressziós vektor, S. 

pombe leucin markerrel 

Maundrell 1993 

 

 

3.3 A doktori munka során felhasznált primerek 

3. táblázat Primerek 

Primer 

törzskönyvi 

száma és neve  

primer szekvenciája   

Alkalmazás 

1138 mei2 

Forward 

5’-CACTAACTCGTAAACCATCTGTTACCGGA-3’ 

 
Northern blot 

próba 

1139 mei2 

Reverse 

5’-GGATTAATTCCGTTCAGTAAATCACTATTCC-3’ 

 
Northern blot 

próba 

7 ste11 

Forward 

5'-CCGACACAACTGTTTAGAAT-3’ Northern blot 

próba 

8 ste11 

Reverse 

5'-AATTCCTACTTCTAATCACC-3’ Northern blot 

próba 

1179 ste4 

Forward 

5’-ATGGGAGATTCTGACGATTTTTATTGG-3’ 

 
Northern blot 

próba 

1180 ste4 

Reverse 

5’-CGAAATAGTTGAAGTGGCTTTACATCCATAG-3’ 

 
Northern blot 

próba 
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353 F (NdeI)F 5′-AAACCCCATATGATGAAAACGTACGAG- 

TGTCCC-3′ 
S. octosporus 

rsv1 

354 R 

(BamHI) 

5′-CCCCCCGGATCCTTAATCGTTTTGAAACAACG-3’ S. octosporus 

rsv1 

487 F (NdeI) 5′-CCCCATATGATGCCCGTATTTCTCCGCACG-3’ S. japonicus 

rsv1 

488 R 

(BamHI) 

5′-CCCGGATCCTCAGGTCGATGATTCCGCAG-3’ S. japonicus 

rsv1 

646 F (NdeI) 5′-TTTCATATGATGGAGAATTATTTATTAAGT 
TCGCC-3’ 

C. albicans 

Cas5 

647 R 

(BamHI) 

5′-TTTGGATCCTTAGGAAACTTCTTTGTTTTCATTC-

3’ 
C. albicans 

Cas5 

570 F 5’-GCACTCGAGATGCCTGTTGCAGAG-3’ S.pombe fhl1  

574 R 5’-GACGGATCCTCAGGTATAAGAGGATGATGTC-3’ S.pombe fhl1  
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3.4 Felhasznált tápközegek és oldatok 

3.4.1 A hasadó élesztők tenyésztéséhez használt tápoldatok, táptalajok 

4. táblázat Tápoldatok, táptalajok 

Tápoldat Összetétel Felhasználás 

 

 

YEL (1000 ml) 

pH 5,2-5,4 

(Sipiczki és 

Ferenczy, 1977) 

 

 

glükóz 

 

 

30,0 g 

 

 

 

 

 

Komplett tápoldat 

élesztő kivonat 5,0 g 

aminosav, nukleotid 

bázis kiegészítés 

(adenin, leucin, uracil, 

hisztidin) 

 

 

100 mg 

 

YEA (Sipiczki és 

Ferenczy, 1977) 

 

YEL 100 ml  

Komplett táptalaj 

poragar 20,0 g 

YPL (100 ml) 

 

élesztőkivinat 1 g  

Komplett tápoldat kazein pepton 1 g 

glükóz 3 g 

YPA (100 ml) YPL 100 ml Komplett táptalaj 

poragar 2 g 

 

 

 

 
 

 

EMML (1000 ml) 

(Mitchison, 1970)  

 

glükóz 20, 0 g  

 

 

 
 

 

 

Minimál tápoldat 

kálium-hidrogén-ftalát 3,0 g 

NH4Cl 

 

5,0 g 

Na2HPO4 x 12H2O 5, 55 g 

Sóoldat 20 ml 

Vitaminoldat 1 ml 

Nyomelemoldat 0,1 ml 

aminosav, 

nukleotid bázis 

kiegészítés 
(adenin, leucin, uracil, 

hisztidin 

 

100 mg 

EMMA (Mitchison, 

1970) 

EMML 100 ml  

Minimál táptalaj poragar 20, 0 g 

EMMA+ tiamin EMMA/EMML 1000 ml Minimál tápoldat/ táptalaj 

Tiamin (50 mg/l) 1 ml 

EMMA- nitrogén EMMA/EMML NH4Cl 

kihagyásával 

 

1000 ml 

 

Minimál tápoldat/ táptalaj 

 

Prolin táptalaj 

EMMA/EMML 1000 ml  

Minimál tápoldat/ táptalaj prolin (NH4Cl helyett)  

10 mM 
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3.4.2 Tápközegekhez szükséges oldatok összetétele 

5. táblázat Tápközegekhez felhasznált oldatok 

 

Oldat Összetétel Felhasználás 

 

1000x-es vitaminoldat 

(100 ml) 

pantoténsav 0,1 g  

EMML, EMMA, 

SPAS 
nikotinsav 0,1 g 

inozit 1 g 

biotin 1 mg 

 

50x-es sóoldat (1000 

ml) 

MgCl2 x 6H2O 53,3 g  

 

EMMA, EMML 
CaCl2 x 2H2O 0,735 g 

KCl 50 g 

Na2SO4 2 g 

 

 

10 000 x-es 

nyomelemoldat (1000 

ml) 

H3BO3 5 g 

MgSO4 x 4H2O 4,47 g  

 

 

EMMA, EMML 

ZnSO4 x 7H2O 4 g 

FeCl3 x 3H2O 2 g 

MoO4 x H2O 1,6 g 

KI 1 g 

CuSO4 x 5H2O 0,4 g 

citromsav 10 g 

 

  

 

 

 

 

SPAS (1000 ml) 

KH2PO4 1,0 g  

 

 

 

Spóráztató táptalaj 

glükóz 10 g 

vitaminoldat 1 ml 

Adenin, uracil, leucin, 

hisztidin, arginin, 

triptofán 

20 mg 

Desztillált víz 1000 ml 

por agar  20 g 
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3.4.3 Escherichia coli tenyésztéséhez használt tápoldatok 

6. táblázat Baktérium tenyésztéséhez felhasznált tápközegek 

 

Oldat Összetétel 

 

LB+ampicillin pH7 (1000 

ml)  

bacto tripton 10 g 

élesztő kivonat 5 g 

NaCl 10 g 

Ampicillin (50mg/ml) 1 ml 

LBA+ampicillin LB+ampicillin 1000 ml 

poragar 20 g 

 

Alkalmazott kísérleti módszerek 

3.5 Molekuláris biológiai módszerek 

3.5.1 Genomiális DNS (gDNS) izolálása  

S. pombe sejteket (10-15 ml) egy éjszakán át, 30°C-on YEL tápoldatban 

történő inkubálás után lecentrifugáltuk 4000 rpm-en 10 percig. A felülúszó 

eltávolítása után a sejteket desztillált vízzel átmostuk, 2 ml-es Eppendorf 

csőbe átvittük és újra lecentrifugáltuk (4000rpm 10 perc). A felülúszót 

leöntöttük és 0,2 ml lízis puffert (2% Triton X-100, 1% SDS, 100mM NaCl, 

10mM Tris-HCl pH: 8,0, 1mM EDTA pH: 8,0), 0,2 ml fenol-kloroform-

izoamil alkoholt (Sigma P2069-400ML) és 0,3 g üveggyöngyöt (425-600 

µm) (Sigma G8772-10G) mértünk a sejtekhez és 4 percen át vorex 

segítségével kevertük az elegyet. Ezt követően 0,2 ml 1XTE (10mM Tris-

HCl, pH:8,0; 1mM EDTA) puffert mértünk az Eppendorf csövekbe és 

lecentrifugáltuk a sejteket (4000 rpm, 5 perc). A felső vizes fázist tiszta 

Eppendorf csőbe vittük át és 1ml abszolút etanolt adtunk hozzá. 20 percig -

20°C-on inkubáltuk a mintát, majd lecentrifugáltuk (12000rpm, 15 perc). A 

felülúszót eltávolítottuk és 70%-os etanolt adtunk a mintákhoz, majd újra 
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lecentrifugáltuk (12000 rpm, 15 perc). Az üledékhez 400 µl 1XTE puffert és 

3 µl RNáz oldatot mértünk és 37°C-on 15-20 percig inkubáltuk a mintákat. 

Az RNS eltávolítását követően 40 µl 3M nátrium-acetátot és 1 ml abszolút 

etanolt adtunk a mintához és 20 percen át -20°C-on tartottuk. A DNS 

kicsapását követően lecentrifugáltuk (12000 rpm, 15 perc), eltávolítottuk a 

felülúszót és lamináris fülke alatt megszárítottuk a mintákat. 20-50 µl 1XTE 

pufferben vettük fel a gDNS-t és -20°C-on tároltuk. 

3.5.2 PCR reakció 

A doktori munka során többféle PCR paramétert és enzimet használtunk.  A 

reakcióhoz a Bio-Rad MyCycler
TM

 Thermal Cycler 170-9703 vagy az ABI 

2720 Thermal Cycler készülékeket használtuk. 

Az fhl1 gén felszaporításához alkalmazott PCR paraméterek: 94°C 2 perc, 

94°C 1perc, 57°C 1 perc, 72°C 2.30 perc (30 ciklus), 72°C 10 perc, 15°C ∞ 

Az S. octosporus rsv1 génjének felszaporításához alkalmazott PCR 

paraméterek: 94°C 2 perc, 94°C 1perc, 57°C 1 perc, 72°C 2 perc (30 ciklus), 

72°C 10 perc, 15°C ∞ 

Az S. japonicus rsv1 génjének felszaporításához alkalmazott PCR 

paraméterek: 94°C 2 perc, 94°C 1perc, 62°C 1 perc, 72°C 2.30 perc (30 

ciklus), 72°C 10 perc, 15°C ∞ 

A C. albicans Cas5 génjének felszaporításához alkalmazott PCR 

paraméterek: 94°C 2 perc, 94°C 1perc, 51°C 1 perc, 72°C 2.30 perc (30 

ciklus), 72°C 10 perc, 15°C ∞ 



36 

 

A Northern blot próbák (mei2, ste11, ste4) előállításához alkalmazott PCR 

paraméterek: 94°C 2 perc, 94°C 1 perc, 57°C 1 perc, 72°C 2 perc (35 ciklus), 

72°C 10 perc, 15°C ∞ 

 

3.5.3 Agaróz gélelektroforézis 

A DNS minták futtatását 1%-os agaróz gélen, TBE (Tris/Borate/EDTA) 

pufferben végeztük. A DNS mintákat 6x-os loading dye-al (Fermentas) 

festettük meg és méretüktől függően 30-50 percig futtattuk 120mV-on. A 

DNS-t a gélen Etídium-bromiddal (Sigma) tettük láthatóvá UV fénnyel 

megvilágítva. A futtatások során 1kb-os DNS markert (Thermo Scientific, 

SM0332) használtunk (7. ábra). 

 

7. ábra. 1kb DNS marker 
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3.5.4 Élesztősejtek transzformálása elektroporátorral 

A transzformálást a (Prentice, 1992) leírása szerint végeztük. A 

transzformáláshoz a sejteket 100 ml tápfolyadékban tenyésztettük a 

megfelelő hőmérsékleten 0.5x10
7
 sejt/ml koncentráció eléréséig. A 

tenyészetből lecentrifugáltunk 20 ml-t (3000 rpm, 5 perc), majd a sejteket 1 

ml jéghideg 1,2 M-os szorbit oldattal átmostuk és újra lecentrifugáltuk a 

sejteket (3000 rpm, 5 perc). Ezt a lépést kétszer megismételtük. Ezt követően 

a sejteket annyi szorbit oldatban vettük fel, hogy a sejtkoncentráció 1x10
9
 

sejt/ml legyen. A sejtszuszpenzióhoz 1 µg plazmid DNS-t adtunk, illetve 2 µl 

10mg/ml koncentrációjú hering spermából származó carrier DNS-t. Ezt a 

sejtszuszpenziót Bio-Rad küvettába átvittük és elvégeztük az elektroporálást 

a Bio-Rad Gene Pulser X-cell készülékkel a hasadó élesztőhöz ajánlott gyári 

paraméterek szerint: 2300 V; kapacitás 25 µF; ellenálás 100Ω. Ezt követően 

1ml jéghideg 1M-os szorbitot adtunk a sejtekhez, majd a megfelelő 

kiegészítőkkel ellátott szelektív EMMA táptalajra szélesztettük és a 

megfelelő hőmérsékleten inkubáltuk a sejteket 4-8 napig, míg a 

transzformáns telepek meg nem jelentek. 

3.5.5 Élesztősejtek transzformálása kémiai módszerrel 

A sejteket 5 ml tápfolyadékban növesztettük egy éjszakán át a megfelelő 

hőmérsékleten. A sejteket lecentrifugáltuk (3000 rpm, 5 perc), majd átmostuk 

500 µl 1XTE-vel (pH 7,5 10mM TRIS, 10mM EDTA). Újra lecentrifugáltuk 

a sejteket (3000 rpm, 5 perc), majd 180 µl TE-ben (pH 7.5) felvettük a 

sejteket és 23 µl 1M-os pH 7.0 lítium-acetátot adtuk hozzá. Ezt követően 

hozzá adtuk a plazmid DNS-t (200 ng-1 µg) és 10 µl-t a 10 mg/ml-es 

koncentrációjú hering sperma carrier DNS-ből. Ezt követően 700 µl 50% 

PEG 4000 oldatot adtunk a sejtekhez és 30 percig 30°C-on inkubáltuk.  Ezt 
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követően 70 µl DMSO-t adtunk hozzá, majd 42°C 15 percig inkubáltuk a 

sejteket. A 42°-os hősokk-ot követően a sejteket 5 percre jégre helyeztük, 

majd lecentrifugáltuk (3000 rpm, 5 perc). A sejteket steril desztillált vízzel 

átmostuk, majd 500 µl desztillált vízben felvettük őket és a megfelelő 

kiegészítőkkel ellátott EMMA szelektív táptalajra szélesztettük. A 

transzformáns telepek megjelenéséig (5-10 nap) az adott élesztő törzsnek 

megfelelő hőmérsékleten inkubáltuk a sejteket.  

3.5.6 Baktérium transzformálás 

A bakteriális transzformáláshoz minden esetben az E. coli DH5 α kompetens 

sejteket használtuk (Shambrook és mtsai, 1989). A -70°C-on tárolt sejteket 

jégre helyeztük és hozzá adtuk a ligátumokat, majd 30 percig jégen 

inkubáltuk. Ezt követően hősokkot alkalmaztunk, vagyis 42°C-on 2 percig 

inkubáltuk. Végül ampicillin tartalmú LB táptalajra szélesztettük és egy 

éjszakán át 37°C-on inkubáltuk. Másnap néhány telepet izoláltunk a 

megjelent telepek közül. 

3.5.7 Colony PCR 

A colony PCR egy gyors diagnosztikai módszer. A kék-fehér szelekcióval 

szemben, ahol csak az inszert jelenlétéről kapunk információt, colony PCR-

rel az inszert méretét is ellenőrizni tudjuk. A baktérium telepekből 

szuszpenziót készítünk úgy, hogy 20 µl vízbe fogpiszkáló segítségével kis 

mennyiségű baktériumot mosunk. A szuszpenziót 95
o
C-on 5 percig 

inkubáltuk, mely hőmérsékleten a baktériumsejtek felbomlanak, és a DNS 

kiszabadul. A sejtszuszpenzióból 2 µl-t adtunk a PCR reakcióhoz. 
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3.5.8 Restrikciós emésztés 

Munkánk során többféle restrikciós enzimet alkalmaztunk. A reakció 

elegyeket a következőképpen állítottuk össze: Eppendorf csőben 

összemértünk 10 µl DNS-t, 4 µl 10x reakció puffert (Fermentas), 0,5 µl 

restrikciós enzimet (Fermentas) és 25,5 µl desztillált vizet. A reakció elegyet 

37°C-on 1,5 órán át inkubáltuk.  

3.5.9 Ligálás 

A doktori munka során többféle ligálást végeztünk. A pJET 1.2/blunt klónozó 

vektorba való ligálásnál a kit (Thermo Scientific CloneJet
TM 

PCR cloning
 
Kit 

K1231) utasításait követtük. A vektor pozitív szelekciót tesz lehetővé az által, 

hogy csak az inzertet tartalmazó baktériumok tudnak telepet formálni. A 

klónozó helyet ugyanis egy olyan gén közepében alakították ki, melynek 

terméke letális a baktériumra nézve (8. ábra). 

 

8.ábra A pJET1.2/blunt vektor térképe 

(http://www.bioinfo.pte.hu/f2/pict_f2/pJETmap.pdf) 

http://www.bioinfo.pte.hu/f2/pict_f2/pJETmap.pdf
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Az expressziós vektorokba (pREP1/41/81) való ligálásokhoz mind az 

inszertet (PCR termék), mind pedig a vektorokat azonos restrikciós enzimmel 

emésztettük. A ligálásokat a következő reakció elegyben végeztük: 1 µl 

vektor (10 ng), 9 µl inszert (50 ng), 2 µl 10x T4 ligáz puffer (Promega), 1 µl 

T4 DNS ligáz enzim (Promega), 7 µl nukleáz-mentes víz. A ligálást egy 

éjszakán át 4°C-on végeztük. A ligátumot DH5α kompetens sejtbe 

transzformáltuk a 3.5.6. fejezetben leírtak alapján. 

3.5.10 RNS izolálás 

Az RNS izolálást a Kaufer és mtsi, 1985. által leírt forró fenol módszerrel 

végeztük.  

A sejteket 50 ml tápfolyadékban (EMMA vagy YEA) növesztettük 

0,5-1x10
7
 sejt/ml eléréséig. A sejteket lecentrifugáltuk és a pelletet átmostuk 

1 ml steril 0,9%-os NaCl oldattal. A sejtszuszpenziót átvittük Eppendorf 

csőbe és lecentrifugáltuk 13000 fordulatszámon, majd a felülúszót 

eltávolítottuk. (Ezen a ponton a sejtek eltárolhatók -80 
o
C-on felhasználig). A 

sejteket 100 µl STE oldatban (0,32M szukróz, 20mM TrisHCl-pH7,5, 10mM 

EDTA-pH 8,0) felszuszpendáltuk. Majd 200 mg üveggyöngy (425-600µm) 

(Sigma G8772-10G) hozzáadását követően néhányszor átkevertük vortex 

segítségével. 600 µl NTES (100mM NaCl, 5mM EDTA, 50mM TrisHCl-pH 

7,5, 1% SDS) oldatot adtunk az elegyhez és néhányszor vortexeltük. Ezt 

követően 500 µl 65 °C-ra előmelegített fenolt (Sigma #P4682) adtunk az 

elegyhez. Majd a fenollal együtt 5 percig 65°C-on inkubáltuk, közben 

néhányszor vortexel átkevertük. Lecentrifugáltuk 13 000 fordulatszámon 1 

percig és a felső fázist a középső fehérje fázissal együtt átvittük egy 

következő 65°C-ra előmelegített 500 µl fenolt tartalamzó Eppendorf csőbe. 2 
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percig 65°C-on inkubáltuk és közben néhányszor vortexel átkevertük. 13 000 

fordulatszámon 1 percig centrifugáltuk és a felső valamint a középső fázist 

átvittük a következő 65°C-os 400 µl fenolt tartalmazó Eppendorf csőbe. 2 

percig 65°C-on inkubáltuk, közben vortexeltük. 13000 fordulatszámon 1 

percig centrifugáltuk és ebben az esetben csak a felső fázist vittük át a 

szobahőmérsékletű 400 µl fenol-kloroformot tartalmazó következő 

Eppendorf csőbe. Vortexeltük és 13000 fordulatszámon 1 percig 

centrifugáltuk. A felső fázist átvittük egy új Eppendorf csőbe és 300 µl 

kloroform oldatot adtunk hozzá. Vortex-el átkevertük és lecentrifugáltuk 

(13000 rpm 1 perc). A felső fázist új Eppendorf csőbe pipettáztuk és 1/10 

térfogatnyi 3M-os Nátrium acetátot (pH 5,2) és 3 térfogatnyi abszolút etanolt 

adtunk hozzá. Vortexeltük és -20°C-on inkubáltuk egy éjszakán át. Másnap 

reggel 13 000 fordulatszámon 10 percig centrifugáltuk. A pelletet 70%-os -

20°C-os etanollal átmostuk (DEPC H2O-val higítva) és néhány percig 

vártunk, amíg az etanol elpárolog a csövekből. Az RNS pelletet 50 µl DEPC 

H2O-ban felszuszpendáltuk és -20°C-on tároltuk. Az így nyert RNS 

koncentrációját és minőségét spektrofotométerrel ellenőriztük (higítva 1:50 

arányban. OD 260/280 arány). 1 µl–t futtatunk meg a mintából agaróz gélen 

és 20 µl-t futtatunk meg formaledehid gélen. 

3.5.11 Formaledehid gél elektroforézis 

0,75 g agarózt feloldottunk DEPC H2O-ban (Biological Industries #01-852-

1A) és 7,5 ml 10x-es MOPS (0,4 M MOPS pH 7,0, 0,1M Nátrium acetát és 

0.01M EDTA) puffert adtunk hozzá és forrásig melegítettük. Az agaróz 

elegyet 60°C-ra lehűtöttük és 12,5 ml 37%-os formaldehidet adtunk hozzá, és 

azonnal kiöntöttük a géltartályba.    
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 Minták előkészítése: 20 µl pufferben lévő RNS mintát vittünk fel 

formaldehid gélre. Ebből 9 µl volt a puffer (1 µl MOPSx10, 1 µl Etídium- 

bromid (10mg/ml, Sigma), 2 µl formaldehid 37% és 5 µl formamid (Sigma)). 

Az RNS mennyisége 20 µg volt 11 µl-ben. Az RNS mintát a pufferrel együtt 

65°C-on inkubáltuk 10 percig, ezt követően a formaldehid gél zsebeibe 

pipettáztuk. A futtató puffer 1x-es MOPS volt. 3 órán át 80V sebességgel 

futtattuk a mintákat. 

3.5.12 Northern blot analízis 

Az RNS gélről membránra való blottolása 

Az RNS mintákat kapilláris módszerrel nylon membránra blottoltuk 

(Sigma#Z613762). A blottolást egy nagyméretű edényben végeztük. Az 

edénybe helyeztük a blottoló apparátust, hogy kiemeljük a pufferből. A 

blottoló apparátusra egy nagyobb méretű Whatman papírt helyeztünk, amely 

az edény egyik falától a másikig fut anélkül, hogy érintené az edény falát. A 

formaldehid gélt 3 réteg 3MM Whatman papírra helyeztük (Sigma) 

buborékmentesen. A Whatman papírt előzőleg átitattuk 20xSSC-vel (175,3 g 

NaCl, 88,2g Natrium citrát 1l-ben, pH 7,0). A gélre helyeztük a nylon 

membránt, arra pedig 2 réteg SSC-vel átitatott 3MM Whatman papírt és 4cm-

nyi száraz Whatman papírt helyeztünk. Az edénybe 600ml 20x-os SSC 

oldatot öntöttünk. A blottoló apparátust parafilmmel lefedtük és 500 g súlyt 

helyeztünk a tetejére. Sikeres transzfer esetén az RNS minta átkerült a gélről 

a membránra. A membránon az RNS-t UV keresztkötéssel (UV machine 

1800, Strategene). rögzítettük. 

Gén-specifikus próbák létrehozása 
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Genomiális DNS-ről PCR-rel 800-1000bp hosszú szakaszt szaporítottunk fel 

a gén ORF régiójából. 

Radioaktív jelölés 

A 800-1000 bp hosszúságú gén-specifikus próbákat [α-
32

P]dCTP jelöltük 

(Random Primer Labeling Kit, Biological industries, #20-101-25). 

Hibridizálás és mosás 

A membránokat a próbák hozzáadását megelőzően, 30 percig 65°C-on 

előhibridizáltuk hibridizáló oldattal (15,6g NaH2PO4X2H2O, 53,7 g 

Na2HPO4X12H2O, 35 g SDS, 1 ml 0,5M EDTA pH 8.0). A prehibridizálást 

követően a denaturált próbát hozzáadtuk és egy éjszakán át 65°C-on 

inkubáltuk a membránt a próbával. Másnap reggel a membránt átmostuk 50 

ml 0,1% SDS-t tartalmazó 2x-es SSC oldattal. 65°C-on 15 percig inkubáltuk. 

A következő mosási lépés 0,1% SDS-t tartalmazó 1x-es SSC oldattal történt. 

Ismét 65°C-on 15 percig inkubáltuk. A harmadik mosási lépést 50 ml 1x-es 

SSC-vel végeztük 65°C-on inkubáltuk 15 percig. A próbával jelölt 

membránokon autoradiográfiát végeztünk Fuji röntgen filmen -80°C-on. Ha a 

keresett RNS jelen volt a mintában, akkor az az autoradiogrammon a 

megfelelő helyen fekete sávként jelent meg. 

A próba eltávolítása a membránról 

Ha a membránt új próbával szeretnénk hibridizáltatni, az előzőleg hibridizált 

próbát el kell távolítanunk. A mosó puffer, amelyet erre a célra használtunk 

20 mM Triss-HCl pH 8, 1mM EDTA, 1% SDS-t tartalmazott. Forrásig 

melegítettük a puffert és a membránhoz adtuk és 20-30 percig 65°C-on 

inkubáltuk. Geiger Müller mérőműszerrel ellenőriztük, hogy maradt-e a 

radioaktív anyag a membránokon.  



44 

 

3.5.13 cDNS átírás 

A reverz transzkripciót az M-MLV (Promega) nevű transzkriptáz módszer 

leírása alapján végeztük. 1 µg RNS-t használtunk fel templátként, amelynek a 

koncentrációját nanodroppal meghatároztuk (Thermo Scientific NanoDrop
TM 

1000 Spectrophotometer). Az RNS átírása két lépésben történt: Az RNS-t az 

oligo DT-vel (Promega) es RNáz-mentes vízzel 70°C-on inkubáltuk 3 percig, 

ezt követően jégre tettük 5 percre. Majd a reverz transzkriptáz puffer, DTT, 

dNTP mix és a reverz transzkriptáz enzim hozzáadását követően 42°C -on 60 

percig inkubáltuk, majd 85°C-on denaturáltuk 10 percig. Az így átírt cDNS-

ből 2 ul-t használtunk fel a szekvencia specifikus primerekkel való 

amplifikáláshoz. 

3.6 Klasszikus módszerek 

3.6.1 Törzsek keresztezése 

A két egyesíteni kívánt, ellentétes párosodási típusú élesztőtörzset egy 

Eppendorf csőben 50 µl vízben összekevertük, majd spóráztató SPAS 

táptalajra 15 µl-t cseppentettük belőle. 25°C-on 2-3 napig inkubáltuk. A 

kialakult aszkuszokat 5-6 mg/ml koncentrációjú lysing enzim oldattal 

(Sigma) kezeltük a spórák kiszabadulásáig (5-6 órán át). A spórákat 

mikroszkóp alatt Bürker kamrában megszámoltuk és higítottuk úgy, hogy 

150-200 spóra kerüljön egy szelektív táptalajt tartalmazó csészére. 

3.6.2 Spórázási teszt 

A homotallikus (h
90

) S. pombe sejteket 25°C- on, a szükséges aminosavakkal 

kiegészített EMML tápfolyadékban növesztettük a logaritmikus fázis 

eléréséig. Majd minimál (EMML) és nitrogénmentes minimál (EMML-N) 

táptalajra cseppentettünk a sejtekből és 3 napon át 25°C-on inkubáltuk. 
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Mikroszkóp alatt vizsgáltuk a sejteket és a sporulációs képességet a 

következő képlet alkalmazásával határoztuk meg: 

 

Sporulációs képesség (%)=  

 

3.6.3 Stressz-tolerancia vizsgálat 

A sejteket komplett vagy minimál tápfolyadékban növesztettük 5 × 10
6
 

sejt/ml sejtszám eléréséig. A sejtek számát spektrofotométerrel megmértük. 

OD595 0,2 sejtszámból kiindulva hígítási sort készítettünk majd 10 µl-t 

cseppentettünk az OD595 0,2, 10x-es, 100x-os és 1000x-es hígításokból a 

különböző sejtkárosító ágenseket tartalmazó YPA vagy EMMA táptalajokra. 

3.6.4 Plazmidvesztéses kísérlet 

Arra ad választ, hogy a minimál táptalajon felnövekvő telepek igazi 

transzformánsok (nem fertőzés eredményei), s valóban tartalmazzák az 

általunk bevitt plazmidot. Így a transzformánsokat a minimál (szelektív) 

táptalajról átcsíkoztuk nem szelektív komplett táptalajra (YEA vagy YPA), s 

egy éjszakán át inkubáltuk 30
o
C-on. Majd pedig minden csíkból 

kiszélesztettünk egy-egy kacsnyit komplett táptalajra, s inkubáltuk a Petri 

csészéket 3-4 napig 30
o
C-on. Az így kapott külön álló telepeket átreplikáztuk 

ismét minimál táptalajra és 2-4 napig 30°C-on inkubáltuk őket. Azok a 

telepek, amelyeknél egyaránt kaptunk minimál táptalajon nem növekvő 

(plazmidját vesztett) és növekvő (plazmidját megtartott) telepeket, azok 

valódi transzformánsok voltak.  Ugyanis, a YEA vagy YPA tartalmazza a 

szükséges aminosavat vagy nukleotid bázist, így a sejteknek nincs feltétlenül 

2x zigóta + 2x aszkusz + 1/2x spóra  

1x vegetatív sejt+ 2x zigóta + 2x aszkusz + 1/2x spóra  
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szüksége a szelekciós markert biztosító plazmidjára, s ilyen körülmények 

között a sejtek egy része elveszítheti a plazmidját. Azonban a minimál 

táptalajra visszakerülve, ezek a sejtek már nem tudnak nőni és telepet 

képezni, hiszen nem rendelkeznek a szelekciós markert biztosító plazmiddal. 

3.6.5 Mikroszkópos vizsgálatok 

A mikroszkópos méréseket (sejtek számának meghatározása, sejtek 

morfológiájának megfigyelése) az Olympus BX40 fénymikroszkóppal 

végeztük. 

3.6.6 Bioinformatikai módszerek  

Az oligonukleotid primerek tervezését a SnapGene illetve a vectorNTI nevű 

programok segítségével végeztük.  A Schizosaccharomyces fajok adatait a 

PomBase (https://www.pombase.org/), illetve a Broad Institute 

(https://www.broadinstitute.org/) oldalon kerestük meg. A Candida albicans 

adatait pedig a Candida Genome Database (http://www.candidagenome.org/) 

oldalról töltöttük le.  A nukleotid és fehérjeszekvenciák összehasonlítását a 

NCBI Blast (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) opciója segítségével 

végeztük. A fajok közötti összehasonlítást a Clustal Omega 

(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) programmal végeztük.  

 Az S. pombe Δfhl1 gén target génjeit a PomBase oldalon 

meghatározott GO kategóriák alapján azonosítottuk. A S. pombe rsv1 gén 

illetve homológjainak, protein szekvenciáinak analízisét az UniProt 

(http://www.uniprot.org/), illetve a WebLogo3 

(http://weblogo.threeplusone.com/create.cgi) programokkal végeztük. 

3.6.7 Génexpressziós vizsgálatok 

https://www.pombase.org/
https://www.broadinstitute.org/
http://www.candidagenome.org/
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/
http://www.uniprot.org/
http://weblogo.threeplusone.com/create.cgi
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A mikroarray adatokat az UD-GenoMed szolgáltatta. A 3-3 párhuzamosan 

tenyésztett Δfhl1 és vad típusú sejtekből RNS-t izoláltunk, majd az RNS 

mintákat Qiagen RNeasy mini oszlopok segítségével kitisztítottuk (Qiagen 

cat. no. 

74104). Az RNS minták ellenőrzése Agilent BioAnalyzer RNS Nano lab-on 

chip-en történt. A teljes génexpressziós mintázat analízise Affimetrix 

chipeken történt (Affymetrix GeneChip Yeast 2.0 arrays). Minden mintából 

200 ng RNS került amplifikálásra és jelölésre. A microarray-re történő 

amplifikálási és jelölési folyamatra felhasznált reagensek: 3' IVT Express Kit 

(Affymetrix) 901228 GeneChip Hybridization, Wash and Stain Kit 

(Affymetrix) 900720 (30Rxn) 100 % etanol (ACS reagent grade). 

A mikroarray adatok analízise a GeneSpring 13.0 GX szoftverrel történt 

(Agilent Technologies). Az elemzés menete: 1. CEL fájlok importálása – 

RMA (robust multichip analysis) normalizálás és medián normalizálás. 

2. Elemzés: Az expresszálódott gének meghatározása a legalacsonyabb 

értéket mutató gének 20%-ának kiszűrésével történt. Ezt követően a 

minimum 1,5-szeres változást mutató gének meghatározása a Δfhl1 és vad 

típusú minták között. A megváltozott expressziós szintet mutató gének 

statisztikai elemzése t-próbával történt, mely adatok korrekciója a Benjamin-

Hochberg False Discovery Rate alkalmazásával történt.  
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4.Eredmények 

4.1 Az fhl1 gén vizsgálata 

A munkánk egyik célja az volt, hogy a Sep10 mediátor alegység által 

szabályozott szignáltranszdukciós útvonalak fhl1 gén által regulált részét 

felderítsük, az fhl1 target gének azonosítása révén.  Célunk volt továbbá, az 

fhl1 más génekkel, útvonalakkal való kapcsolatának kiderítése is. 

4.1.1 A Δfhl1 által szabályozott gének azonosítása 

Annak érdekében, hogy kiderítsük mely gének expresszióját szabályozza az 

fhl1 gén által kódolt transzkripciós faktor, mikroarray analízist végeztünk. 

Azaz, a mutáns fhl1 és vad típusú sejteket minimál (EMML) és komplett 

(YEL) tápfolyadékban szaporítottuk logaritmikus fázis (0,5-1 x10
7
 sejt/ml) 

eléréséig. Három-három tenyészetből RNS-t izoláltunk a mindkét típusú 

tápfolyadékban növesztett sejtekből.  Majd pedig az RNS minták 

felhasználásával a génexpressziós vizsgálatokat elvégeztettük. Az 9. a,b ábra 

a target géneknek klaszterekbe rendezett hierarchikus analízisét mutatja. 

Azon géneket jelöli, amelyeknek az expressziója minimum 1,5-szeres 

változást mutatott a kontroll (vad típusú) csoporthoz képest. Minimál 

(EMML) tápközegben 72 gén expressziója változott az fhl1 mutánsban, 

melyek közül 38 gén expressziója csökkent, 34 gén expressziója emelkedett a 

vad típusú sejtekhez képest. Komplett (YEL) tápközegben 75 gén expressziós 

szintje változott, 49 gén expressziója nőtt, míg 26 géné csökkent (9.c ábra). 
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9. ábra Az Δfhl1 törzs mikroarray analízisével kapott hierarchikus 

génklaszterek (A, B). Gének, amelyeknek az expressziója nőtt (+) vagy 

csökkent (-) az fhl1 mutánsban EMML-ben (A ábra) vagy YEL-ben 

tenyésztve (B ábra).  A módosult mRNS szintet mutató gének száma (C 

ábra).(I.II.III. a kísérletek száma) 

 

34/38 
EMML 

26/49 
YEL 

emelkedett mRNS 

szint  

csökkent mRNS 

szint 

C 

7/11 

Up/down 
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Az első megfigyelésünk a target géneket illetően az volt (Függelék, 1. és 2. 

táblázat), hogy a két különböző tápközegben módosult transzkripciót mutató 

gének csak részben egyeznek meg. Az átfedő, azaz mindkét táptalajban 

(komplett és minimál) módosult transzkripciót mutató géneket a 7. 

táblázatban foglaltuk össze. Azonban a további vizsgálatok kiderítették, hogy 

a különböző gének is többnyire azonos GO (Gene Ontology) kategóriákba 

sorolhatók, vagyis funkciójuk szerint hasonlóak. Az fhl1 mutánsban 

megváltozott gének teljes listája és a GO kategóriák, a függelék 1-es és 2-es 

számú táblázatában találhatók. 

7. táblázat Azon géneket listája, melyeknek az expressziós szintje mindkét 

tápközegben megváltozott az fhl1 mutánsban 

Gén azonosítója/  

 Gén neve 

Funkció mRNS szint az fhl1Δ 

törzsben 

YEL vagy EMML 

mei2 

meiózisban fontos RNS-kötő fehérje + 

ste4 
adaptor fehérje  +* 

ste11 

transzkripciós faktor  + 

vps32 
ESCRT III komplex alegység  + 

mfc1 

membrán transzporter  + 

dak2 
dihidroxi aceton kináz  + 

SPAC186.02c 

hidroxi sav dehidrogenáz  + 

ura4 
orotidin 5'-foszfát dekarboxiláz  - 

rpl1603 

60S ribozómális fehérje L16 - 

vht1 
H- vitamin transzporter  - 

mug150 

árva gén - 
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*(a ste4 gén expressziós szintje 1,46-szeres emelkedést mutatott a vad típusú 

sejtekhez képest). (+) mRNS szint növekedett, (-) mRNS szint csökkent. 

4.1.2 Az fhl1 által szabályzott gének funkciójának megállapítása felfedte, 

hogy az fhl1 szabályozza a nitrogén éhezésre indukálódó géneket 

Azon géneket, amelyeknek az expressziója minimum 1,5-szeresére változott 

az fhl1 mutánsban, a PomBase adatbázisban található GO kategóriák alapján 

azonosítottuk (Függelék 1. 2 táblázat). Ezeket megvizsgálva feltűnő volt, 

hogy funkciójuk szerint a gének jelentős része a nitrogén éhezéskor 

indukálódó gének csoportjába volt sorolható.  

Mivel Mata és mtsai, 2002-ben publikált cikke is a nitrogénéhezés 

indukálta gének expressziójával foglalkozik, adatainkat összevetettük e cikk 

adataival. A tanulmány szerint ezek a gének három csoportba sorolhatók. 1) 

Késői géneknek nevezték el azon gének csoportját, amelyek a nitrogén forrás 

megvonásától számított egy óra múlva indukálódtak. 2) Átmenetileg 

indukálódnak azok a gének, amelyeknek az expressziós szintje a nitrogén 

megvonást követő egy órán belül megemelkedik és két-három órán át magas 

marad. 3) Folyamatosan indukálódók azok a gének, amelyeknek az 

expressziós szintje a nitrogén megvonással egy időben megemelkedik és a 

SPAC186.05c 

GDT1-szerű fehérje - 

SPAC1142.09 

hipotetikus fehérje - 

SPBPB2B2.09c 

2-dehidropantoát 2-reduktáz  - 

SPBC1271.07c 

N-acetil transzferáz  - 

SPBPB10D8.02c 

arilszulfatáz  - 

SPCPB1C11.03 

cisztein transzporter  - 

clr2 

kromatin csendesítő fehérje  - 
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kísérlet során végig magas marad. Ezen információt is figyelembe véve 

megvizsgáltuk az fhl1 mutánsban megváltozott expressziós szintet mutató 

nitrogénéhezés indukálta géneket, s a gének többsége a késői és az 

átmenetileg indukálódó gének kategóriájába tartozott (8. 12. táblázat).   

 

4.1.3 Az fhl1 szabályozása alatt állnak a párosodás és a sporuláció 

folyamatában fontos gének  

A részletesebb vizsgálatok után kiderült, hogy a nitrogénéhezés hatására 

expresszálódó gének között nagy számmal találunk a párosodás és a 

sporuláció folyamatában fontos géneket (8. táblázat). Ilyen például a mei2
+
, 

ste4
+
, mfm1

+
, mfm2

+
, matMc

+
. Ezek a gének a ste11

+
 transzkripciós faktor 

szabályozása alatt állnak (Sugimuto és mtsai, 1991), amely megemelkedett 

expressziós szintet mutatott mindkét mikroarray analízis során. A mei2
+
, 

amely fontos regulátora a meiózisnak, szintén megemelkedett expressziós 

szintet mutatott az fhl1 mutánsban a mikroarray kísérletben (Függelék, 1. és 

2. táblázat). Ezt az eredményt Northern blot kísérlettel is megerősítettük (10. 

ábra).   

8. táblázat Az fhl1 gén szabályozása alatt álló sporulációban fontos gének 

listája 

 

 

Gén 

azonosítója 

 

 

Gén 

neve 

 

 

Leírás 

 

mRNS szint a Δfhl1 

mutánsban 

 

Expressziós 

profil -N 

eltávolítása után EMML YEL 
SPBC29B5.02c isp4 szexuális 

differenciáció 

 - folyamatos 

SPAPB8E5.05 mfm1 M-faktor 

prekurzor 1 

 - késői 

SPAC513.03 mfm2 M-faktor 

prekurzor 2 

 - késői 

SPBC1711.02 mat-Mc mating-type M-

specifikus 

 - késői 
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polipeptid Mc 

SPAC1565.04c ste4 adaptor protein      +* + késői 

SPBC32C12.02 ste11 transzkripciós 

faktor 

+ + késői 

SPAC11E3.06 map1 MADS-box 

transzkripciós 

faktor 

 + késői 

SPAC3F10.10c map3 Feromon M-

faktor receptor 

 + késői 

SPAC27D7.03c mei2 meiózisban fontos 

RNS-kötő protein  

+ + késői 

SPAC13A11.03 mcp7 meiózis specifikus 

protein  

+   

*(a ste4 gén expressziós szintje 1,46-szeres emelkedést mutatott a vad típusú 

sejtekhez képest). (+) mRNS szint növekedett, (-) mRNS szint csökkent. 

 

10. ábra Az fhl1
+
 transzkripciós faktor, a mei2

+
 gén negatív regulátora. A 

mei2
+
 gén expressziós szintje megemelkedett az Δfhl1 törzsben a vad típusú 

törzshöz képest. Δisp7 törzset pozitív kontrollként használtuk a Northern 

hibridizációs kísérletben (Laor és mtsai, 2014). 
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A mikroarray adatok és a Northern blot kísérleti eredményekre 

alapozva, jó okunk volt feltételezni, hogy az fhl1 transzkripciós faktor 

szerepet játszhat a meiózis és spórázás folyamatokban.  Annak érdekében, 

hogy további bizonyítékot gyűjtsünk ennek a kérdésnek a megválaszolására, 

meghatároztuk a Δfhl1 gén spórázó képességét. Vad típusú és Δfhl1 

homotallikus (h
90

) törzseket logaritmikus fázis eléréséig növesztettük, majd 

minimál (EMMA), nitrogénmentes minimál (EMMA-N) és prolin-tartalmú 

táptalajra cseppentettünk a sejtekből. A telepek megjelenését követően a 

3.6.2. fejezetben leírtak alapján meghatároztuk a törzsek spórázási 

képességét. A 9. táblázat adataiból látszik, hogy az fhl1 gén deléciója 

következtében magasabb a sejtek spóraképzése a vad típusú sejtekhez képest 

mind nitrogénmentes minimál, mind pedig prolin-tartalmú táptalajokon.  

9. táblázat Az  fhl1 deléciója következtében megemelkedik a sejtek 

spóraképző képessége 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Spórázási képesség (%) 

Törzs Táptalajok 

 EMMA EMMA-N Prolin 

tartalmú 

EMMA 

TA06 

vad típusú h
90

 

 

67± 3 

 

65± 2,6 

 

71± 2,5 

2-1019 

Δfhl1 h
90

 

 

65± 3,6 

 

81± 1,73 

 

82± 1,5 
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4.1.4 Átfedés az fhl1 és a tor2 által szabályozott gének között 

Tekintve, hogy hasadó élesztőben a nitrogénhiány következtében kialakuló 

sejtválasz egyik központi regulátora a tor2 gén, összehasonlítottuk a Δfhl1 

gén génexpressziós adatait a tor2 mutáns mikroarray analízisével is (Matsuo 

és mtsai, 2007). A 10. táblázatban összefoglaltuk azon géneket, amelyek 

mind a tor2 mutánsban, mind pedig az fhl1 mutánsban eltérő expressziós 

szintet mutattak a vad típusú sejtekhez képest.  

10. táblázat Az fhl1 és a tor2 –függő transzkripciót mutató gének listája 

 

* Matsuo és mtsai, 2007, (+) mRNS szint növekedett, (-) mRNS szint 

csökkent. 

 

Gén azonosítója Gén neve Leírás Δ fhl1 tor2-ts6* 

SPAC2E1P3.05c  gomba cellulóz-kötő domén  + + 

SPAC11E3.06 map1 MADS-box transzkripciós faktor  + + 

SPAC1565.04c ste4 M-faktor prekurzor + + 

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

SPAC27D7.03c mei2 RNS-kötő protein + + 

SPAC1039.02  kalcineurin-foszfodiészteráz  - + 

SPAC13G7.13c msa1 sporulációban fontos (predicted) - + 

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

SPAC1039.01  aminosav permeáz család tagja - + 

SPAC513.04  árva gén - + 

SPAC513.03 mfm2 M-faktor prekurzor - + 

SPAC3H1.06c  membrán transzporter (predicted) - + 

SPBC1711.02 matMc mating-type m-specifikus polipeptid  - + 

SPCC285.05  purin nukleozid transzporter (predicted) - + 

SPCC1223.09  urikáz enzim (predicted) - + 

SPAPB8E5.05 mfm1 M-faktor prekurzor - + 

SPBPB2B2.01  aminosav permeáz család tagja - + 

SPAC1142.09  funkciója bizonytalan - + 

SPCC132.04c  glutamát dehidrogenáz  - + 
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4.1.5 Az fhl1 gén túltermelése csökkenti a tor2-ts sejtek hőmérséklet- és 

rapamycin érzékenységét 

Irodalmi adatok szerint S. cerevisiae-ben az Fhl1 gén a TORC1 szabályozása 

alatt áll (Martin és mtsai, 2004). Mivel a mikroarray vizsgálat adatait 

összevetve mi is találtunk hasonlóságot a két gén funkcióját illetően, 

szerettük volna tovább vizsgálni az fhl1 gén és a TOR útvonal kapcsolatát. 

Ennek érdekében megvizsgáltuk az fhl1 gén túltermelésének a hatását a tor2-

ts sejtekben. Azaz, az fhl1 gént egy magas expressziós szintet biztosító 

túltermelő vektorba klónoztuk (pREP3x), majd pedig tor2-ts mutáns sejtekbe 

transzformáltuk. A 11. ábrán látható, hogy az fhl1
+
 gén túltermelése 

csökkentette a tor2-ts mutáns sejtek rapamycin érzékenységét mindhárom 

allél esetében (tor2-ts10, tor2-ts6, tor2-51). Azonban a hőmérséklet 

érzékenység csökkentésében eltérést tapasztaltunk az fhl1
+
 aktivitását 

illetően, a három különböző tor2-ts allél esetében. A pREP3x-fhl1
+
 

konstrukcióval transzformált három tor2-ts allél közül csak tor2-ts10 sejtek 

voltak képesek nőni restriktív hőmérsékleten.  
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11. ábra Az fhl1
+
 gén túltermelése csökkenti a tor2-ts sejtek hőmérséklet- és 

rapamycin érzékenységét. A tor2-ts hőmérséklet érzékeny mutáció eltérő 

alléljait hordozó tor2-ts sejteket (A:tor2-51; B:tor2-ts6; C:tor2-ts10) pREP3x 

üres vektorral, pREP3x-fhl1
+
, vagy pREP3x-tor2

+
 -vel transzformáltuk.  

Cseppek sorrendje: OD595 0,2,  10x, 100x, 1000x hígítás (balról jobbra) 

 

Annak érdekében, hogy további információt szerezzünk az fhl1 gén és 

a TOR útvonal kapcsolatát illetően, megvizsgáltuk az fhl1
+
 génnel 

transzformált tor2-ts mutáns sejtek spórázási képességét is. Ugyanis a tor2 

mutáns sejteknek sajátsága, hogy még komplett táptalajon is úgy viselkednek, 

mintha nitrogénre éheznének. Vagyis képesek szexuális ciklusba lépni és 

spórákat képezni. Ezért megvizsgáltuk, hogy az fhl1
+
 gén túltermelése képes-

e elnyomni a tor2-ts sejteknek ezt a hipersporulációs képességét. Üres 

pREP3x vektorral és pREP3x-fhl1
+
 konstrukcióval transzformált 

homotallikus (h
90

) tor2-ts sejteket logaritmikus fázisig növesztettünk, majd 
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minimál (EMMA) és nitrogén-mentes minimál (EMMA-N) táptalajra 

cseppentettük. A spórázási képességet a 6.3.2. fejezetben leírtak alapján 

határoztuk meg. A kísérlet eredményét a 11. táblázatban foglaltuk össze. Az 

fhl1
+
 gén túltermelése mintegy 22%-kal csökkentette a tor2-ts10 sejtek túlzott 

spóraképzését minimál és nitrogén-mentes minimál táptalajon is.  

 

11. táblázat Az fhl1
+
 gén túltermelése csökkenti a tor2-ts10 mutáns 

sejtek túlzott spóraképzését 

 

 

 

 

 

 

A tor2-ts mutáns sejtek „hyper-mater” fenotípusa mögött, a nitrogén 

éhezéskor indukálódó, meiózisban fontos gének (ste11
+
, mei2

+
, ste4

+
) 

megemelkedett expressziós szintje áll (Matsuo és mtsai, 2007). Ezért 

Northern blot kísérlettel megnéztük, hogy ezeknek a géneknek az 

expressziója hogyan változik az fhl1
+
 gén túltermelésének következtében. Az 

fhl1
+
 gén túltermelésének a tor2-ts sejtek spóraképzésére gyakorolt hatásával 

összhangban, az fhl1
+
 túltermelése csökkentette a meiózisban szerepet játszó 

ste11
+
, mei2

+
 és ste4

+
 gének expresszióját is a tor2-ts mutáns sejtekben (12. 

ábra).  

Spórázási képesség (%) 

Törzs genotípusa EMMA EMMA-N 

tor2-ts10+  

pREP3X vektor 

83± 3 89± 2,5 

tor2-ts10+ 

pREP3X-fhl1
+
 

61± 2 67± 2 
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12. ábra Az fhl1
+
gén túltermelése csökkenti a nitrogénéhezés indukálta 

gének expresszióját a tor2-ts sejtekben. Northern blot analízis. A vad típusú 

(wt) és tor2-ts üres vektorral transzformált (pREP3X) és a pREP3X-fhl1
+
 

konstrukcióval transzformált sejteket 25°C-on növesztettük a logaritmikus 

fázis eléréséig minimál (nmt1
+
 promóter aktív) vagy tiamin tartalmú minimál 

táptalajon (nmt1
+
 promóter inaktív). Majd 33°C-on 4 órán át inkubáltuk a 

sejtek RNS izolálást megelőzően. ste11
+
, mei2

+
 és ste4

+ 
próbákkal 

hibridizáltattuk az RNS mintákat. 
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4.1.6 Az fhl1
+
gén túltermelése nincs hatással a Δtor1 sejtek hőmérséklet 

érzékenységére 

A TORC1 és TORC2 jónéhány sejtválaszt, többek között a nitrogénéhezés 

által kiváltott szignál útvonalat ellentétes módon szabályozza. Míg a TORC1 

pozitívan hat a nitrogén éhezéskor indukálódó gének expressziójára, addig a 

TORC2 negatívan befolyásolja azok expresszióját. Azonban figyelembe véve 

az irodalmi adatokat, miszerint a két komplex bizonyos sejtfolyamatokat 

együttműködve szabályoz (Martin és mtsai, 2017), így fontosnak láttuk 

tisztázni az fhl1-nek a TORC2-vel való lehetséges kapcsolatát is. Első 

lépésben a Δfhl1 gén mikroarray adatait a TORC2 katalitikus alegységének a 

mikroarray adataival is összevetettük. Ebben az esetben csak néhány olyan 

gén azonosítottunk, amely mind az fhl1, mind pedig a tor1 mutánsban 

megváltozott expressziós szintet mutatott (Schonbrun és mtsai, 2009).  Ezek 

között találunk transzporter fehérjéket kódolót (SPAC186.05c, 

SPCPB1C11.03, vht1, SPCC285.05), hidroláz aktivitású enzimet kódolót 

(SPAC977.15), membránkomponens (wtf5), RNS-kötő fehérjét (cwf2), enzim 

aktivitású (SPBPB8B6.05c), és chaperon aktivátort (sti1). A következőkben 

kísérletesen is megvizsgáltuk, hogy az fhl1 gén kapcsolatban áll-e TORC2-

vel. Azaz, a pREP3X-fhl1
+
 konstrukciót betranszformáltuk a Δtor1 sejtekbe 

és megvizsgáltuk a transzformánsokat rapamycin jelenlétében valamint 

alacsony és magas hőmérsékleten. A 13. ábrán látható, hogy az fhl1
+
 gén 

túltermelése nem csökkentette szignifikánsan a Δtor1 sejtek rapamycin 

érzékenységét, illetve nem volt hatással a hőtoleranciájára sem. Mindez 

azonban még nem jelenti feltétlenül azt, hogy az fhl1 és a tor1 között 

kizárható a kapcsolat. De ezt csak további fenotípusos jegyek vizsgálatával 

tudjuk majd a jövőben egyértelműen eldönteni.  
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13. ábra Az fhl1
+
 gén túltermelése Δtor1 mutáns sejtekben EMMA és 

EMMA+rapamycin (*) táptalajon.  Cseppek sorrendje: OD595 0,2,  10x, 100x, 

1000x hígítás (balról jobbra) 

 

4.1.7 Az fhl1 feltehetően szabályozza a transzporfolyamatok egy részét is 

A nitrogénéhezés következtében indukálódó gének között jó néhány 

transzporter gént is találtunk. Minimál táközegben a 72 target gén közül 14, 

míg komplett tápközegben a 75 target gén közül 10 gén sorolható a 

transzportfolyamatokban szerepet játszó gének csoportjába (12. táblázat).  

12. táblázat Az fhl1 gén szabályozása alatt álló transzporter gének 

listája  

 

Gén 

azonosítója 

 

Gén 

neve 

 

Leírás 

mRNS szint az 

Δfhl1 mutánsban 

Expressziós 

szint a 

nitrogén  

eltávolítása 

után 
EMML YEL 

SPAC1B3.16c vht1 H- vitamin transzporter -  változatlan 

SPCPB1C11.03  Cisztein transzporter - - változatlan 

SPBPB10D8.01  Cisztein transzporter -  változatlan 

SPAC869.05c  Szulfát transzporter -  változatlan 

SPAC1F8.03c str3 sziderofór- vas transzporter -  változatlan 

vad típus 

Δtor1+pREP3X 

Δtor1+pREP81-tor1+ 

Δtor1+pREP81-fhl1+ 

 

     30
o
C                    25

o
C                  37

o
C                 30

o
C*                                                                                
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(+) mRNS szint növekedett, (-) mRNS szint csökkent 

 

4.1.8 Az fhl1 transzkripciós faktor által szabályozott géneknek csak egy 

része tartozik Sep10 szabályozása alá 

Az ∆fhl1 törzzsel végzett génexpressziós kísérleteink eredményeit 

összevetettük a korábbi sep10 mutáns törzzsel végzett kísérleteinkkel is azzal 

a céllal, hogy felderítsük a sep10 target gének azon csoportját, amelyek 

feltehetően csak az fhl1 gén módosult mRNS szintje miatt mutattak 

magasabb vagy alacsonyabb génexpressziót (Miklos és mtsai, 2008). E gének 

csoportját, a 13. táblázat mutatja be. Az összehasonlítás arra is rávilágított, 

hogy az fhl1 target géneknek csak egy csoportja tartozik a Sep10 regulációja 

alá. 

 

 

SPBC530.02  Membrán transzporter -  változatlan 

SPBC359.05 abc3 ABC transzmembrán transzporter -  változatlan 

SPAC1039.01  gamma-amino vajsav /poliamin 

transzporter 

+ - átmeneti 

SPAC750.02c  Membrán transzporter +  változatlan 

SPAC869.03c  Urea transzporter +  átmeneti 

SPBC13A2.04c  PTR család peptid transzporter +  változatlan 

SPAPB1A11.01 mfc1 Membrán transzporter + + változatlan 

SPAP7G5.06 per1 Aminosav permeáz +  változatlan 

SPBPB2B2.01  Aminosav permeáz + - átmeneti 

SPCC285.05  Purin nukleozid transzporter  - átmeneti 

SPAC3H1.06c  Membrán transzporter  - átmeneti 

SPBC29B5.02c isp4 OPT oligopeptid transzmembrán 

transzporter család tagja 

 - változatlan 

SPBC359.03c aat1 Aminosav transzmembrán 

transzporter 

 - változatlan 

SPCC576.17c  piridoxamin/piridoxin/piridoxál 

transzmembrán transzporter 

 + változatlan 

SPCC1020.10 oca2 szerin/treonin protein kináz  + változatlan 
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13. táblázat sep10 és fhl1 által egyaránt szabályozott gének 

Gén azonosítója  

Gén 

neve 

 

Leírás 

Δ fhl1 sep10 

YEL EMML 

SPAC1B3.16c vht1 vitamin H transzporter - - - 

SPCPB1C11.03  cisztein transzporter - - - 

SPAC513.04  árva gén -  - 

SPAC3H1.06c  membrán transzporter -  - 

SPBC1271.07c  N- acetil transzferáz -  - 

SPAPJ760.03c adg1 árva gén/glikoprotein -  - 

SPBC29B5.02c isp4 oligopeptid transzporter -  - 

SPBC359.03c  aminosav permeáz -  - 

SPAC2E1P3.05c  cellulózkötő fehérje +  - 

SPBPB7E8.01  árva gén -  - 

SPAC1142.08 fhl1 fork head típusú 

transzkripciós faktor 

-  - 

SPAC13G7.13c msa1 RNS kötő fehérje -  - 

SPAPB8E5.05 mfm1 M-faktor prekurzor -  - 

SPCC1223.09  urikáz -  - 

SPCC965.14c  citozin deamináz -  - 

SPAC27D7.03c mei2 meiózisban fontos RNS 

kötő fehérje 

+ + - 

SPAC977.16c dak2 dihidroxi aceton kináz + + - 

SPCC132.04c  NAD- függő glutamát 

dehidrogenáz 

-  - 

SPAC750.05c  hipotetikus fehérje  - + 

SPBPB2B2.08  konzervatív gomba 

fehérje 

 - + 

SPCC569.07  aminotranszferáz  - - 

SPBC13A2.04c  peptid transzporter  + - 

SPBC1861.02 abp2 ARS kötő protein  + + 

SPAPB24D3.07c  árva gén  + + 

SPAC869.01  amidáz  + - 

SPBC23G7.13c  urea transzporter  + - 

SPAC212.04c  hipotetikus fehérje  + + 

SPBP4G3.03  hipotetikus fehérje  + + 

SPBC1861.01c cnp3 centromer fehérje  + + 

(+) mRNS szint növekedett, (-) mRNS szint csökkent 
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4.2 Az rsv1 gén vizsgálata 

Doktori munkám másik részében a Sep10 mediátor alegység által regulált 

másik transzkripciós faktort, az rsv1 gént vizsgáltam.  Az rsv1 egy cink-ujj 

típusú transzkripciós faktort kódol, amely a glükóz éhezés hatására stacioner 

fázisba lépő sejtek túléléséhez szükséges (Hao és mtsai, 1997). Mivel a 

korábbi adatok alapján a glükóz éhezésre adott válaszreakcióban résztvevő 

gének evolúciósan konzervatívnak tűntek, ezért megpróbáltuk ezt 

kísérletesen is igazolni az rsv1 gén esetében, interspecifikus 

komplementációs analízissel. 

4.2.1 Az rsv1 gén homológjainak meghatározása 

A glükóz jelenlétének vagy hiányának érzékelésére bonyolult kaszkád 

rendszerek alakultak ki. Ilyen a glükóz hiányában aktiválódó cAMP kaszkád, 

mely evolúciósan konzervatív (Papp és mtsai, 2016). Az rsv1 transzkripciós 

faktor illetve az általa kódolt protein, mint a cAMP útvonal effektor 

molekulája, valószínűleg szintén az evolúciósan konzervatív proteinek közé 

tartozik. Azaz feltételeztük, hogy a szekvenciahomológjai megtalálhatóak a 

különböző gombafajokban. Legalább is ezt sugallta Hao és munkatársainak 

cikke, akik az S. pombe rsv1 génjének homológjait megtalálták 

Saccharomyces cerevisiae-ben, Aspergillus nidulansban és emlősökben (Hao 

és mtsai, 1997). 

Annak érdekében, hogy további információt nyerjünk az rsv1 gén 

illetve géntermék konzervativizmusát illetően, további homológ géneket 

kerestünk bioinformatikai módszerekkel.  Azaz, Blast analízissel 

megkerestük az S. pombe rsv1 ortológ génjeit a legközelebbi rokonaiban, 

mint az S. octosporus és a dimorfizmusra is képes S. japonicusban. Valamint 
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a szintén dimorf távolabbi rokon, humán patogén C. albicansban. Az utóbbi 

fajban három olyan gént is találtunk, amelynek a protein szekvenciája az S. 

pombe Rsv1 fehérjével homológiát mutatott. Ezek a Mig1, Try5 és Cas5 

(Függelék, 1./a ábra). Mivel a homológia mértékében nem volt szignifikáns 

különbség, fordított Blast analízist végeztünk a Pombase adatbázisban. A 

fordított Blast analízis megmutatta, hogy a Cas5p lehet az S. pombe Rsv1 

protein igazi homológja (Függelék, 1./b ábra). Míg a Mig1 és Tyr5 proteinek 

inkább az S. pombe Scr1 és Klf1 protein szekvenciájához hasonlítanak 

(Függelék, 1./c,d ábra). Az S. octosporus, S. japonicus és C. albicans ortológ 

gének fehérje szekvenciáit egyenként is összehasonlítottuk az S.pombe Rsv1 

fehérjével és azt találtunk, hogy az S. japonicus Rsv1 transzkripciós faktor 

hasonlít leginkább az S. pombe Rsv1 proteinjéhez, míg a legkevésbé a C. 

albicans Cas5p (14. táblázat, 13. ábra, Függelék, 2. ábra).  

 

14. táblázat Az S. pombe Rsv1 proteinjének páronkénti 

összehasonlítása más fajok Rsv1 homológjaival 

S. pombe Rsv1- 

S. japonicus Rsv1 

S. pombe Rsv1- 

S. octosporus Rsv1 

S. pombe Rsv1- 

Candida albicans Cas5 

 

Expect = 3e-37 

 

Expect = 3e-37 

 

Expect = 3e-37 

 

Identities = 56/71 (79%) 

 

Identities = 99/167 (59%) 

 

Identities = 27/53 (51%) 

 

Positives = 60/71 (84%) 

 

Positives = 120/167(71%) 

 

Positives = 37/53 (69%) 
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4.2.2 Konzervatív domének analízise 

Mivel a korábban talált S. pombe rsv1 homológ gének esetében a homológia 

főként a C2H2 doménre korlátozódott, mi is megvizsgáltuk az általunk talált 

homológ proteinek cink-ujj doménjét (Függelék, 2. ábra). Azt találtunk, hogy 

a C2H2 domén tekintetében a Schizosaccharomyces fajon belül az Rsv1 

protein szekvenciája igen konzervatív, ugyanis a homológia mértéke 85% 

volt a páronkénti összehasonlításban (Függelék, 3/a,b ábra), míg a C. 

albicansban az aminosav egyezés csak 51% volt (Függelék, 3/c ábra). Ezen 

kívül többszörös szekvenciaillesztést is végeztünk és Weblogo program 

segítségével meghatároztuk a konzervatív aminosavakat a négy fajban (14/b 

ábra).          

Figyelembe véve, hogy a négy fajban talált homológ régió nem 

csupán a cink-ujj doménre korlátozódik, megvizsgáltuk a doménen kívül eső 

régiót is. Ezen protein szakasz hossza eltérést mutatott a négy fajban. 103 

aminosav hosszú szakaszt azonosítottunk S. octosporusban, 20 aminosavból 

álló régiót a C. albicansban, míg 15 aminosav hosszúságú szekvenciát az S. 

japonicusban (14/a ábra).  
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14. ábra Az S. pombe rsv1 gén és ortológjainak páronkénti illesztése. 

a) az ábrán szürke szín jelöli a proteinek C2H2 doménjeit. Fekete színnel a 

konzervatív régiót jelöltük. Az ábra b) része a négy faj C2H2 doménjeinek 

illesztése során kapott konzervatív aminosavakat mutatja (Weblogo). 

 

4.2.3 Az Δrsv1 mutáns fenotípusának vizsgálata 

Az rsv1 transzkripciós faktor a stacioner fázisban való túléléshez szükséges 

(Hao és mtsai, 1997). Stacioner fázisban a sejtek fala megvastagodott, így 

ellenállóbbak a környezeti stresszel szemben. Ennek következtében a Δrsv1 

mutáns sejtek érzékenyek DNS károsító ágensekre, mint például hidroxi- 

ureára és thiabendazolra, illetve etanolra és nehezen tolerálják a magas 

hőmérsékletet is (Hao és mtsai, 1997). Annak érdekében, hogy tovább 

bővítsük ismereteinket az rsv1 deléciós mutáns törzs fenotípusát illetően, 

megvizsgáltuk a sejteket további környezeti stressz jelenlétében. A 15. ábra 

mutatja, hogy az rsv1 mutáns érzékeny a sejtfalkárosító Congo red (10 

µg/ml) és Caspofungin (150 mg/ml) drogokra. Szintén érzékenyek a sejtek 

ecetsavra (0,3%), koffeinre (10mM), illetve 25°C-on is gyengébb volt a 

telepformálási képességük a vad típusú törzshöz képest. Továbbá a Hao és 
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munkatársai (1997) által megállapított etanol (8%) és hőérzékenységet 

(37°C), mi is megerősítettük. 

  

 

 

15. ábra Az S. pombe rsv1 gén szükséges a sejtek túléléséhez stressz 

körülmények mellett. Kiindulási sejtszám 5 × 10
5
 sejt/ml. Cseppek sorrendje: 

OD595 0,2,  10x, 100x, 1000x hígítás (balról jobbra). 10 µl lett kicsepegtetve a 

hígítási sor sejtszuszpenzióiból YEA-ra, (inkubálva 25°C, 30°C vagy 37°C-

on), YEA+8% etanol, YEA+0,3% ecetsav, YEA+10mM koffein, YEA+150 

mg/ml kaszpofungin, YEA+10 µg/ml congo red táptalajokra. Ez utóbbiakat 

30°C-on 4 napig inkubáltuk.  

 

4.2.4 Fajok közötti komplementációs vizsgálat  

Az adatbázisokban azonosított protein szekvenciák közötti bioinformatikai 

módszerekkel megállapított hasonlóság nem feltétlenül jelenti azt, hogy ezek 

a gének azonos funkciót látnak el. Ennek a kérdésnek a tisztázása érdekében, 

megvizsgáltuk a kérdéses három faj rsv1/Cas5 génjeinek működését az S. 

pombe rsv1 deléciós mutáns törzsben.      

 Első lépésben az S. octosporus és C. albicans vad típusú törzsekből 

vad típus  

∆rsv1 

 

vad típus  

∆rsv1 
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genomi DNS-t izoláltunk, majd PCR reakcióval felszaporítottuk az 

rsv1
+
/Cas5

+
 géneket. A S. japonicus rsv1

+
 génje intronokat tartalmazott, így 

annak érdekében, hogy csak a kódoló régióval dolgozhassunk, RNS-t 

izoláltunk S. japonicus vad típusú törzsből, majd cDNS-é írtuk át. Ezután 

pedig a cDNS-ről szaporítottuk fel az rsv1
+
 gént. A PCR reakciót a 3.3. 

fejezetben leírt primerekkel végeztük a 3.5.2. fejezetben részletezett 

paraméterek mellett. A PCR termékeket először a pJET1.2 vektorba 

klónoztuk tompa véggel. Következő lépésben pedig a géneket pREP41 

túltermelő vektorba klónoztuk, az NdeI és BamHI vágóhelyekre. A pREP41 

egy közepes expressziós szintet biztosító vektor, melynek a promótere az 

nmt1
+
, tiaminnal szabályozható. A folyamat menetét a 16. ábrán foglaltuk 

össze. A transzformálást elektroporátorral végeztük, és a sejteket tiamin 

tartalmú minimál táptalajra szélesztettük. Néhány napos inkubálás után a 

transzformáns telepeket leizoláltuk és tovább vizsgáltuk őket. 

 

 

16. ábra Az rsv1
+
/Cas5

+
 gének klónozásának menete. 
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Miután a plazmidvesztéses kísérlettel is meggyőződtünk arról, hogy 

az S. pombe Δrsv1 sejtek tartalmazzák az idegen fajokból származó 

rsv1
+
/Cas5

+
 géneket, elindítottuk a transzformáns telepek fenotípusos 

vizsgálatát. Hao és munkatársai leírták, hogy a funkcióképes vad típusú rsv1
+
 

gén szükséges a sejtek életképességének fenntartásához glükóz limitált 

környezetben (Hao és mtsai, 1997). Ezért első lépésben megvizsgáltuk a 

transzformánsok telepformálási képességét. A sejteket csökkentett, 0,5% 

glükóz tartalmú tápfolyadékban szaporítottuk addig, amíg elérték a stacioner 

fázist (3-5 nap). Ezt követően minimál táptalajra szélesztettük a sejteket és 

megszámoltuk a kinőtt telepeket. A kísérletet háromszor ismételtük meg, 

majd átlagot számítottunk az értékekből (15. táblázat). A táblázat adataiból 

látszik, hogy mindhárom faj rsv1
+
/Cas5

+
 génje képes volt javítani az S. 

pombe Δrsv1 törzs túlélő képességét glükóz limitált körülmények mellett, az 

üres vektorral transzformált sejtekhez viszonyítva. A leginkább az S. 

octosporus rsv1
+
 génje, míg a legkevésbé az S. japonicus rsv1

+
 génje növelte 

a túlélőképességet glükóz éhezéskor.  

15. táblázat A transzformánsok telepformáló képessége glükóz 

megvonást követően 

A transzformáns törzs száma és genotípusa Telepformáló 

képesség glükóz 

éhezés után (%) 
112: rsv1ΔS.p + pREP41 25 

111: rsv1ΔS.p + pREP41 + rsv1+S.o 47 

214: rsv1ΔS.p + pREP41 + rsv+1S.j 30 

318: rsv1ΔS.p + pREP41 + Cas5+C.a 44 

S.p: Schizosaccharomyces pombe, S.o: Schizosaccharomyces 

octosporus, S.j: Schizosaccharomyces japonicus, C.a:Candida albicans,       

rsv1
+
: vad típusú allél 
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Ezen kívül megvizsgáltuk a transzformánsokat különböző környezeti 

stressz jelenlétében is. Ahogyan a 15. ábrán is szemléltettük, az S. pombe 

Δrsv1 sejtek nehezen tolerálják a különböző drogok jelenlétét. Annak 

érdekében, hogy további információt nyerjünk a homológ gének 

komplementációs képességét illetően, megvizsgáltuk a transzformáns sejteket 

etanol, koffein, caspofungin jelenlétében, illetve magas és alacsony 

hőmérsékleten is (17. ábra). Ebben az esetben is működőlépes volt 

mindhárom gén, de láttunk különbséget a három különböző fajból származó 

rsv1
+
 gén komplementációs mértékét illetően. Habár az S. octosporus a 

legközelebbi rokona az S. pombe-nek, rsv1
+ 

génjének túltermelése nem 

növeli az S. pombe Δrsv1 sejtek túlélését koffein tartalmú táptalajon. Míg a 

legalacsonyabb homológiát a C. albicans Cas5 génjével összehasonlítva 

találtuk, mégis a komplementáció mértéke meghaladja mind az S. japonicus, 

mind pedig az S.octosporus rsv1
+
 génje esetében tapasztaltakat. Ezen kívül 

eltérést tapasztaltunk a három faj komplementációjában etanol és 

caspofungin jelenlétében is (17. ábra).  
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17. ábra Az S. octosporus, S. japonicus rsv1 és C. albicans Cas5 

génje képes elnyomni az S. pombe Δrsv1 mutáns törzs érzékenységét az üres 

vektorral transzformált sejtekhez képest. OD 595:0.2, 10x, 100x, 1000x 

higítási sorból 10 µl kicsepegtetve EMMA és EMMA+kiegészítők táptalajra 

(8% etanol, 10mM koffein, 200 ng/ml kaszpofungin). 
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5. Diszkusszió   

A doktori munkám célja két olyan Schizosaccharomyces pombe 

transzkripciós faktor vizsgálata volt, melyek a Sep10 mediátor alegység által 

szabályozottak.  

Egyik esetben az fhl1 fork-head típusú transzkripciós faktor 

működését szerettük volna jobban megismerni, illetve az általa szabályozott 

géneket azonosítani. Ennek érdekében, első lépésben génexpressziós 

vizsgálatot végeztünk a Szilagyi és mtsai által létrehozott fhl1 deléciós 

törzsben, hogy megtudjuk, mely gének kifejeződését tartja az fhl1 gén 

kontroll alatt (Szilagyi és mtsai, 2005). Mivel a tápanyag az egyik 

legfontosabb szignál a sejtek életében, két eltérő összetételű tápközegben is 

megvizsgáltuk a gének expresszióját. A mikroarray adatok arra utaltak, hogy 

több mint 70 gén transzkripciójára van befolyással az fhl1 transzkripciós 

faktor (9. ábra, Függelék, 1. és 2. táblázat). Ezen gének azonosítása révén, 

sikerült meghatározni azokat a géneket is, amelyek a Sep10 target gének 

között feltehetően indirekt módon szabályozódnak a Sep10 alegység által, s 

csak az fhl1 mRNS szintjének változása következtében jelentek meg (Miklos 

és mtsai, 2008) (13. táblázat). Erdeményink alapján az is kiderült, hogy az 

fhl1 target géneknek csak egy része szabályozódik közösen a Sep10 

alegységgel (13. táblázat). 

 A ∆fhl1 törzs mikroarray adatainak kiértékelése arra is rávilágított, 

hogy az Fhl1 protein által szabályzott gének különbözőek lehetnek a 

különböző körülmények között. Hiszen a két különböző tápközegben a target 

géneknek csak egy része volt azonos (7. táblázat; Függelék, 1. és 2. táblázat). 

Ugyanakkor a target gének funkciójának beazonosítása és a GO (Gene 

Ontology) kategóriák szerinti csoportosítása alapján elmondható, hogy a 
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különbözőnek tünő gének is többnyire azonos GO kategóriákba voltak 

sorolhatók (Függelék, 1. és 2. táblázat), azaz a táptalajtól függetlenül az fhl1 

gén jól definiálható géncsoportok szabályzásáért felelős.  

Az fhl1 által regulált gének részletesebb vizsgálata rávilágított, hogy 

ezek egy nagyobb csoportja, az ún. nitrogénéhezés indukálta gének közé 

tartozik, azon belül is többnyire olyanok, amelyek későn indukálódnak a 

nitrogénforrás megvonását követően (8. táblázat)(Mata és mtsai, 2002). 

Közülük kiemelhetők a ste11 és mei2 gének, amelyek a szexuális 

differenciáció kulcsregulátorai (Sugimoto és mtsai, 1991; Watanabe és 

Yamamoto, 1994). Ezért a target gének közül kiválasztottuk a mei2 gént 

további vizsgálatra, s Northern blot kísérlettel igazoltuk, hogy a mei2 

expressziós szintje valóban megemelkedett az Δfhl1 mutánsban a vad típusú 

sejtekhez képest (10. ábra). Ez arra utal, hogy az fhl1 negatív regulátora lehet 

a mei2-nek. Ezen túlmenően, az fhl1 sporulációban való részvételét a 

sporulációs teszttel is sikerült igazolni, hiszen az fhl1 mutációja 

következtében magasabb volt a sejtek spóraképző képessége a mutációt nem 

tartalmazó sejtekhez képest (9. táblázat). Mindez pedig összhangban van a 

korábban Szilágyi és mtsai által megállapított sejtciklusbeli 

rendellenességekkel (Szilagyi és mtsai, 2005).     

S. cerevisiae-ben az Fhl1 gén a riboszómális proteineket kódoló 

géneket szabályozza, s amelyek expresszióját a TOR útvonal szabályozása 

alatt végzi (Martin és mtsai, 2004; Rudra és mtsai, 2005). Érdekes módon az 

S. pombe fhl1 esetében a riboszómális gének szabályozása nem volt nagyon 

jellemző, hiszen csak néhány riboszómális proteint kódoló gén expressziója 

változott meg az fhl1 gén deléciója következtében (Függelék, 1. és 2. 

táblázat). Abban azonban a két élesztőgombafaj fhl1 génjének működése 
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megegyezik, hogy mindkettő kapcsolatba hozható a TOR szignalizációs 

útvonallal. Hiszen jelentős számban találtunk olyan géneket a tor2-ts és Δfhl1 

mikroarray adatainak összehasonlítása után, amelyek arra utaltak, hogy 

mindkét gén kontrollja alatt állnak (10. táblázat) (Matsuo és mtsai, 2007).  

A tor2 és fhl1 gének lehetséges kapcsolatát kísérletesen is igazoltuk. 

A tor2-ts ( ts: temperature sensitive) mutáns sejtek „hypermater” fenotípussal 

rendelkeznek, vagyis nitrogénben gazdag környezetben is úgy viselkednek, 

mintha nitrogénre éheznének. Vagyis a sejtek szexuális ciklusba lépnek és 

megemelkedik a nitrogénéhezés kiváltotta gének expressziója, köztük a 

sporulációban fontos géneké. A tor2-ts sejteknek ezt a fenotípusát az fhl1
+
gén 

túltermelése képes volt csökkenteni (11. táblázat, 11. ábra). Northern blot 

kísérlettel sikeresen igazoltuk azt is, hogy a csökkent sporulációs képességgel 

összhangban, az fhl1
+
 gén túltermelése a meiózisban szerepet játszó gének 

megemelkedett szintjét csökkentette a tor2-ts mutánsban (12. ábra). 

A túlzott sporulációs képességen kívül a tor2-ts mutáns sejtek 

hőérzékenyek is, vagyis magas hőmérsékleten nem képesek nőni, illetve a 

rapamycin is gátló hatással van a sejtekre. Az fhl1
+
 túltermelése mind a 

rapamycin érzékenységet, mind pedig a hőérzékenységet csökkentette a tor2-

ts mutánsban (11. ábra), további bizonyítékot adva az fhl1 és a TOR útvonal 

kapcsolatára.  

Mindezek során, megfigyeltük továbbá azt is, hogy a tor2-ts sejtek 

különböző alléljai eltérően reagáltak az fhl1
+
 gén jelenlétére (11. ábra). 

Ennek a magyarázata a tor2-ts allélok különbözősége, a különböző 

pozícióban lévő mutációk lehetnek (Matsuo és mtsai, 2007).  

S. pombe-ban a nitrogénéhezés szignálra mind a TORC1, mind pedig 

a TORC2 reszponzív. Míg TORC2 negatívan hat a nitrogén éhezéskor 
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indukálódó gének expressziójára, addig a TORC1 indukálja azon gének 

expresszióját (Weisman és mtsai, 2007). Figyelembe véve, hogy a meiózis 

kulcsregulátora, a ste11 illetve ezen gén targetjei megemelkedett szintet 

mutattak az fhl1 mutánsban  (8. táblázat), feltételezhetően az fhl1 gén a 

TORC1-el áll kapcsolatban. Azonban az egyéb nitrogén éhezéskor 

indukálódó gének egy része csökkent az fhl1 gén hiányában, hasonlóan a 

Δtor1 sejtekhez, ezért az fhl1 génnek a TORC2-vel való lehetséges 

kapcsolatát is megvizsgáltuk. Ez esetben az fhl1 túltermelése nem volt 

hatással a Δtor1 sejtekre (13. ábra), legalábbis a Δtor1 sejtek két legerősebb 

fenotípusát, a hőérzékenységet és a rapamycin intoleranciát illetően. Hiszen 

egyik mutáns fenotípusos jelleget sem volt képes az fhl1
+
 túltermelése 

elnyomni. Mindez azonban még nem jelenti feltétlenül azt, hogy az fhl1 és a 

tor1 között teljesen kizárható a kapcsolat, hiszen a génexpressziós adatok 

összehasonlítása alapján néhány közösen regulált gén elképzelhető, hogy 

létezik. Így ennek a kérdésnek a további vizsgálatára még újabb kísérletek 

szükségesek. 

Az eredményeinket összegezve az fhl1 gént illetően tehát 

elmondható, hogy a nitrogén éhezéskor indukálódó és a meiózisban 

fontos gének negatív regulátoraként karakterizálhatjuk, mely szerepét a 

TORC1 komplex irányítása alatt tölti be, azaz a TOR szignalizációs 

útvonal része. 

Az rsv1 transzkripciós faktor szintén egy kaszkád része, mely 

ugyancsak tápanyag szignált közvetít. Ugyanis, a glükóz éhezéskor 

aktiválódó cAMP szignál kaszkád negatív szabályozása alatt tartja az rsv1 

gént (Hao és mtsai, 1997). Amikor a sejtek glükózra éheznek, megállítják a 

vegetatív növekedésüket és nyugalmi fázisba térnek. Ahhoz, hogy a sejtek a 
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stacioner fázisban hosszú távon fenn tarthassák az életképességüket 

szükségük van az rsv1 gén jelenlétére.  

Bioinformatikai megfigyelések alapján a S. pombe Rsv1 protein 

szekvenciájával homológ proteinek megtalálhatóak a S. cerevisae-ben, 

Aspergillus nidulansban és emlősökben is (Hao és mtsai, 1997). A 

szekvencia hasonlóság azonban nem minden esetben jelent funkcionális 

azonosságot. Célunk tehát az volt, hogy az rsv1 génről, mint a glükóz 

hiányában aktiválódó szignálkaszkád effektor molekulájáról további 

információt nyerjünk, s kísérletesen is bizonyítsuk az rsv1 ortológ gének 

funkcionális homológiáját.  Így, a szekvencia hasonlóság alapján további 

ortológ géneket azonosítottunk (14. táblázat, 14. ábra, Függelék, 1.ábra). 

Megállapítottuk, hogy a rsv1 gén szekvenciája evolúciósan konzervatívnak 

tűnik, azaz nagyon hasonló a hasadó élesztőcsoporton belül. Továbbá 

találtunk ortológot C. albicansban is. A fehérjeszekvenciák analízise azt is 

megmutatta, hogy a hasonlóság főként a C2H2 (cink-ujj) domént érinti, 

azonban a doménen kívül is találtunk homológ régiókat (14./a ábra). Az 

ortológ gének klónozása (16. ábra) és túltermeltetése az S.pombe rsv1 mutáns 

sejtekben, egyértelműen igazolta a vizsgált gének funkcionális homológiáját 

(17. ábra), azaz mind az S.japonicus, és S.octosporus, mind pedig a C. 

albicans ortológ génjei (rsv1
+
/Cas5

+
) képesek voltak működni az S.pombe 

sejtekben, s helyreállítani a mutáns sejtek fenotípusát. Külön érdekes volt 

azonban, hogy a komplementáció mértéke különböző volt az egyes 

jellegeknél és törzseknél, s nem feltétlenül korrelált a szekvenciák páronkénti 

illesztésének adataival. Hiszen ezek alapján az S.japonicus génnek kellett 

volna a legerősebben komplementálnia (14. táblázat). Ennek az lehet a 

magyarázata, hogy a különböző fajokból származó ortológok esetében a 
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C2H2 cink-ujj doménen kivüli konzervatív régiók erősen befolyásolták az 

ortológ gének működését.   

Az eredményeinket tekintve tehát, az rsv1 gént a glükóz éhezés 

hatására aktiválódó szignál kaszkád evolúciósan konzervatív 

regulátoraként jellemezhetjük. 

 

6. Összefoglalás 

Jelen tanulmányban a Schizosaccharomyces pombe egyik forkhead és egyik 

cink-ujj típusú transzkripciós faktorának vizsgálatával foglalkoztunk. Mint 

korábban kiderült, mindkettő a Sep10 regulátor szabályzása alá tartozik, s 

mindkét transzkripciós faktor szerepet játszik a tápanyagérzékelésben. Az 

rsv1 cink-ujj típusú transzkripciós faktor a glükózérzékelésben fontos, 

míg a forkhead típusú fhl1 fork-head típusú transzkripciós faktor 

nitrogénre reszponzív. Az eredményeink a két transzkripciós faktort 

illetően, a következőképpen foglalhatók össze: 

-Mikroarray analízissel meghatároztuk az fhl1 transzkripciós faktor 

lehetséges target génjeit, s kiderült, hogy több mint 70 gén működését 

befolyásolja (9. ábra; Függelék, 1. és 2. táblázat).  

 - A két különböző körülmény között tenyésztett sejtek génexpressziós 

vizsgálata rávilágított, hogy egy transzkripciós faktor target génjei részben 

változhatnak a külső körülményektől függően (Függelék, 1. és 2. táblázat). 

Bár több olyan gént is azonosítottunk, amelyek mRNS szintje a táptalajtól 

függetlenül módosult az fhl1 mutáció következtében (7. táblázat). 
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-A target gének funkciójának meghatározása, GO kategóriákba való 

csoportosítása azonban felfedte, hogy az fhl1 különböző körülmények között 

működő target génjei többnyire azonos géncsoportba sorolhatók (Függelék, 

1. és 2. táblázat). 

-Egyik jól definiálható fhl1 által regulált gécsoport, a nitrogén éhezéskor 

indukálódó gének csoportja (8. táblázat). Ezek között jónéhány gént 

találtunk, amelyek a transzport illetve a mating és meiózis folyamatában 

játszanak szerepet (8, 12 táblázat). Ezek alapján feltételezhető az fhl1 

meiózisban való szerepe, amit megerősített a mutáns sejtek sporulációs 

képességének vizsgálata is (9. táblázat), illetve a mei2 Northern blot analízise 

(10. ábra) 

-A génexpressziós profilok összehasonlítása megmutatta a tor2 és az fhl1 

gének közötti kapcsolatot (10. táblázat), melyet kísérletesen is sikerült 

bizonyítani az fhl1 gén túltermeltetésével a tor2-ts sejtekben. Ugyanis azt 

találtuk, hogy az fhl1 gén túltermelése csökkentette a rapamycin és 

hőmérséklet érzékenységet és a túlzott spórázóképességet a tor2-ts sejtekben 

(11, 12. ábra, 11. táblázat). 

-Bemutattuk továbbá azt is, hogy az fhl1
+
 gént tartalmazó tor2-ts sejtek 

csökkent spórázóképessége mögött a meiózisban szerepet játszó gének 

csökkent expressziós szintje áll (12. ábra). 

Így az eredményeinkre alapozva tehát azt állíthatjuk, hogy a TORC1 

komplex szabályozása alatt az fhl1 transzkripciós faktor a meiózisban 

szerepet játszó gének és a nitrogén éhezés kiváltotta sejtválasz regulátora. 
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-Az rsv1 traszkripciós faktort illetően, ortológokat azonosítottunk 

bioinformatikai vizsgálatokkal a Schizosaccharomyces csoporton belül, 

valamint a C. albicansban (14. táblázat).  

-A páronkénti szekvenciaillesztések kimutatták, hogy az Rsv1 protein és 

homológjai főként a C2H2 (cink-ujj) doménjüben mutattak erős 

konzervativizmust, azonban mi találtunk homológ régiót e doménen kívül is 

(14/a. ábra). 

-A többszörös szekvenciaillesztés az evolúciósan konzervatív aminosavakat 

is megmutatta a vizsgált fehérjékben (14/b. ábra). 

-A homológ gének klónozása (16. ábra) és fajok közötti komplementációs 

analízis azt mutatta, hogy mindhárom általunk azonosított ortológ gén 

működőképes a S. pombe rsv1 mutánsban, azaz megőrízte funkcionális 

konzervativizmusát (17. ábra, 15. táblázat).  A komplementáció mértéke 

azonban eltérő volt, ami feltehetően a C2H2 doménen kivüli konzervatív 

régióknak köszönhető (14. ábra, 14. táblázat). 

Összefoglalva, az eredményeink azt sugallják, hogy az rsv1 gén ortológjai 

evolúciósan konzervatívak és azonos funkciót töltenek be a hasadó 

élesztőcsoporton belül, illetve C. albicansban.  
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7.Summary 

In this study, we investigated two Sep10 protein regulated transcription 

factors of Schizosaccharomyces pombe. One of them was the fork-head type 

Fhl1, while the other one was the zinc-finger type Rsv1. Earlier results 

revealed that both of them were involved in nutrient sensing (Hao és mtsai, 

1997, Szilagyi és mtsai, 2005). Rsv1 zinc-finger protein is important in 

glucose sensing, while Fhl1 is responsive to changes of the external nitrogen 

concentration. Our findings concerning these transcription factors can be 

summarized in the following: 

- Target genes of the fhl1 transcription factor were identified by gene 

expression analyses. They revealed that more than 70 genes were regulated 

by fhl1.  

- Microarray analyses of Δfhl1 cells also shed light on the fact that different 

target genes were expressed depending on the growth conditions. However, 

the majority of the target genes belonged to the same GO (Gene Ontology) 

category. 

- One distinct group of genes regulated by Δfhl1 can be defined as the 

nitrogene stravation response genes. The majority of them were involved in 

mating and sporulation processes. Increased mating efficiency of Δfhl1 cells 

confirmed the role of fhl1 in sporulation. 

- Comparison of the microarray data of fhl1 deleted strain to the gene 

expression analysis of Δtor2 revealed functional overlap between fhl1 and 

tor2 genes. This result was also confirmed by overexpression of fhl1
+ 

in the 

tor2 mutant strain. Namely, overexpression of fhl1
+ 

from a strong promoter 



83 

 

could suppress rapamycin- and temperature sensitivity, and hypermater 

defect of the tor2-ts cells. 

- In addition, Northern blot analysis showed that overexpression of fhl1
+
 gene 

in tor2-ts cells could decrease increased expression level of the meiotic genes 

in the mutant cells. It was in a good agreement with those results that showed 

that hypermater phenotype of the tor2-ts cells was also decreased after 

overexpression of fhl1
+
 gene. 

Based on our findings, we assume that fhl1 transcription factor of 

the fission yeast S. pombe regulates expression of meiotic genes and the 

nitrogen starvation response. Our data support a model in which S. 

pombe Fhl1 functions in the TOR signal transducing pathway, similar to 

the S. cerevisiae counterpart, and lies downstream of the TORC1.  

- Regarding the rsv1 transcription factor, we identified additional orthologous 

proteins in the Schizosaccharomyces group (Rsv1) and in Candida albicans 

(Cas5). 

- Pair-wise alignments between orthologous proteins and S. pombe Rsv1 

showed strong homology in the C2H2 domains. However, conserved regions 

outside of zinc-finger domain were also found. 

- Multiple sequence alignment of the proteins (S.pombe, S.japonicus, S. 

octosporus, C.albicans) revealed evolutionarily conserved amino acids.  

- Interspecific complementation analysis revealed that all of the orthologous 

genes were able to function in S. pombe Δrsv1 cells. However, 

complementation abilities of the orthologous genes originated from different 

species were different, which can be explained by the different lengths of the 

conserved regions outside of C2H2 domains.  
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In summary, our results suggest that S. pombe rsv1 gene and its 

homologues preserved their functional homology and are evolutionarily 

conserved in the Schizosaccharomyces group and in Candida albicans.  
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10. Függelék 

1. táblázat A Δfhl1 törzs mikroarray adatai és GO (Gene Ontology) 

kategóriái -minimál tápközegben tenyésztve a sejteket.  
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A sárga kiemelés azt jelzi, hogy az adott gén mRNS szintje változást mutatott 

komplett táptalajban való tenyésztésnél is. 
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2. táblázat A Δfhl1 törzs mikroarray adatai és GO (Gene Ontology) 

kategóriái- komplett tápközegben tenyésztve a sejteket.  
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A sárga kiemelés azt jelzi, hogy az adott gén mRNS szintje változást mutatott 

minimál táptalajban való tenyésztésnél is. 
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1. ábra/a   S.pombe Rsv1 protein BLASTp analízise a C. albicans 

adatbázisban (Query: S.pombe Rsv1 protein). 
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1.ábra/b Reciprok BLASTp analízis az S.pombe adatbázisban (Query: 

C.albicans Cas5p) 
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 1. ábra/c Reciprok BLASTp analízis az S.pombe adatbázisban (Query: 

C.albicans Mig1p) 
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1. ábra/d Reciprok BLASTp analízis az S.pombe adatbázisban (Query: 

C.albicans Try5p) 
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2 ábra Páronkénti szekvencia illesztés az S.pombe Rsv1 proteinnel 
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 3. ábra/a Páronkénti szekvencia illesztés az a C2H2 domének között 

 
 

 3. ábra/b 

 
 

3. ábra/c 
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