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1. Bevezetés és célkituzés

A transzkripcios faktorok feleldsek azért, hogy a testiinket felépitd sejtek
kiilonbozé funkciok ellatasara képesek azaltal, hogy kontrollaljak, mely
gének legyenek aktivak a genomban. Fontos szerepet jatszanak az
intracellularis szignalizacioé révén a legtobb sejtfolyamatban, mint példaul a
sejtosztodas és a sejtelvalas folyamataban. Igy a transzkripcios faktorokban
keletkezett mutaciok olyan betegségek kialakuldsahoz vezethetnek, mint az
autoimmun betegség, daganatos betegség vagy a diabetész (Semenza, 1999).

A Genetika és Alkalmazott Mikrobioldgiai Tanszék egyik kutatasi
teriilete a sejtciklus vizsgalata. Ezen beliil is kitlintetett figyelmet forditanak
a citokinezis genetikai hatterének vizsgalatara. A sejtszeparacidban sériilt
mutansokat els6ként Sipiczki Matyas és munkatarsai izolaltak S. pombe-ben
és a sériilt géneket ,sep” géneknek nevezték el. Ezek a gének a sepl”,
sepl10™, sepll™, sepl5™ (Ribar és mtsai, 1997; Grallert és mtsai, 1999). A
kutatécsoport megfigyelései alapjan ezek a gének hibdi nem csupan a
citokinezis folyamatdban okoznak kart, hanem differencidlodasi vagy
stresszrezisztencia problémakat is eredményeznek (Grallert és mtsai, 1999).
A jelenség hatterében az all, hogy ezek a gének transzkripcios faktorokat
kodolnak, melyek a citokinezishez sziikséges gének mellett tovabbi
géncsoportokat is szabalyoznak. (Zilahi és mtsai, 2000, 2000a; Miklos és
mtsai, 2008). A sepl0 és sepl5 génekrdl példaul kideriilt, hogy a mediator
komplex egyes alegységeit kodoljak, és tobb szaz gén transzkripcidjara
hatassal vannak (Linder és Gustafsson, 2004; Zilahi és mtsai, 2000; Miklos
¢s mtsai, 2008). E gének egy részét feltehetden kdzvetlentil, a masik részét

pedig kdzvetetten befolyasoljak.



Azért, hogy jobban megismerjiik a medidtor komplex Sepl0 alegysége
altal reguladlt géneket, azok evoliciés konzervativizmusat, és kozelebb
jussunk a SeplO protein altal befolyasolt szignaltranszdukcios utvonalak
megismeréséhez, a doktori munkdm soran két olyan gént tanulmanyoztam
behatobban, melyek expresszids szintje jelentdésen csokkent a sepl0 delécids

mutansban (Miklos és mtsai, 2008).

Az egyik az fhll gén volt, mely 6nmaga is egy transzkripcios faktort
kodol, s egyike az S. pombe-ban ismert négy fork-head tipusu transzkripcios
regulatornak. Azonban a funkcioja még ismeretlen e fajban, szemben a masik
harom fork-head génnel. Célunk tehat az S.pombe fhll fork-head tipusu
transzkripcids faktor funkcidjanak megismerése volt, amit az alabbi

kisérletek elvégzése révén kivantunk elérni:

1) Az fhll transzkripcids faktor target génjeinek meghatarozasa

mikroarray analizis segitségével.

2) A génexpresszids vizsgalat adatainak analizise, a regulalt gének

funkcidjanak kideritése.
3) A mikroarray adatok validalasa kisérletekkel.

4) Célunk volt tovabba az fhll gén és a TOR fttvonal lehetséges

kapcsolatanak felderitése.

A masik, a doktori munka soran vizsgalt gén az rsvl volt, amely szintén
megvaltozott expresszios szintet mutatott a Asepl0 mutansban (Miklos és
mtsai, 2008). Az rsvl egy cink-ujj tipust transzkripcids faktort kodol, amely
a gliikoz ¢éhezés hatasara stacioner fazisba 1épd sejtek tuléléséhez sziikséges
(Hao és mtsai, 1997). Mivel a korabbi adatok alapjan a gliikkoz ¢hezésre adott

vélaszreakcioban résztvevd gének evoluciésan igencsak konzervativak
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(Ozcan ¢és Johnston, 1999; Santangelo, 2006; Papp és mtsai, 2016), igy ezt
feltételeztiik az S. pombe Rsvl proteinrél is, melynek homologjai
megtalalhatok mas fajokban is, mint pl. Aspergillus nidulans-ban,
Saccharomyces cerevisiae-ben és eml6sokben is (Hao és mtsai, 1997,

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

hasonlitanak-e a homolog gének, illetve az altaluk kodolt fehérjék, nem lehet
megmondani csupan a bioinformatikai vizsgalatok alapjan. Azaz, a
kiilonboz6  fajokban megtalalhat6 homoldég proteinek funkciondlis
homologiajat csak kisérletesen lehet igazolni. Igy, jelen doktori
tanulmanyban a rsvl gén tovabbi homoldgjainak meghatarozasa és ezek

révén:

1) A S. pombe rsvl gén homologjainak meghatarozasa a kozeli
rokon hasadd élesztdkben illetve a tdvolabbi rokon Candida

albicansban.
2) A homolog gének altal kodolt proteinek szekvenciaanalizise.

3) A homolog gének fajok kozotti funkcionalis komplementacios

analizise.


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/

2. Irodalmi attekintés
2.1 A hasado élesztocsoport jellemzése

A Schizosaccharomyces hasado élesztOk csoportjaba 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). Kozilik a S. pombe jol ismert kutatési
modellszervezet. Rendkiviil alkalmas szervezet a genetikai, citologiai és
molekuldris biologiai kutatdsokra, hiszen a sejtjei eukariota felépitésiiek.
Ugyanakkor haploid kromoszéma allomannyal rendelkezik, ami lehetové
teszi, hogy barmilyen mutacio kdvetkezményét azonnal vizsgalhassuk, hiszen
az azonnal megnyilvanul fenotipusosan is. Eppen kozkedveltsége
eredményeként keriilt be azon szervezetek korébe, amelyeknek a teljes

genetikai allomanya szekvenalasra keriilt (https://www.pombase.org)(Wood

¢s mtsai, 2002, 2012). Raadasul a sejtjei gyorsan szaporodnak és nagyon
konnyen tenyészthetok laboratériumi  koriilmények  kozott. E

modellszervezettel végzett kutatasaiért kapott Nobel Dijat Sir Paul Nurse is

2001-ben.

Az S. japonicus eltér a csoport tobbi tagjatol abban a tulajdonsagaban,
hogy képes a dimorfizmusra (Sipiczki ¢és mtsai, 1998a; 1998b). A
dimorfizmus, mint ahogyan a Kifejezés sugallja, a sejteknek kétféle
morfologiai eléforduldsat jelenti. A dimorfizmust mutaté6 gombak képesek az
egysejtli élesztd formabol a tobbsejtli hifds novekedésbe atvaltani. Ez a
tulajdonsaga azért figyelemreméltd, mert szamos patogén gombara, beleértve
a human patogén Candida albicanst, jellemzd ez a képesség. Altalaban a
hifaképzés kapcsolatba hozhat6 a gombdk patogenitdsaval, s a hatterében

komoly génkaszkadok miikddése htizodik meg (Sonneborn és mtsai, 2000;
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https://www.pombase.org)(wood/

Papp és mtsai, 2016). A hifa képzése soran a sejtek feltehetden felfliggesztik
a sejtszeparacioban szerepld gének mikddését, azaz sokban hasonlithatnak az
S. pombe citokinezis mutansaihoz (Batta és mtsai, 2009; Grallert és mtsai,
1997; Grallert és mtsai, 1998; Grallert és mtsai, 1999). Az egyébként nem
fert6z6 S.japonicus tehat potencialis modellszervezete lehet a dimorfizmus
kutatdsanak, hiszen e fajnak is ismert a teljes genom-szekvencidja

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

Az S. pombe legkdzelebbi rokona a Schizosaccharomycesek koziil az S.
octosporus. Az S. pombe-hez hasonld az életciklusa, azonban mig az S.
pombe négy sporas aszkusszal rendelkezik, addig az S. octosporus nyolc
sporas aszkuszt képez (Beijerinck, 1894; Kurtzman és mtsai, 2011). A hasado
¢leszté csoport negyedik ismert faja az S.cryophilus. Helston és munkatarsai
altal keriilt leirasra 2010-ben (Helston ¢és mtsai, 2010). Elnevezése az
alacsony homérséklet preferenciajan alapul, sejtjei ugyanis alacsony

homérsékleten, 25°C-on formalnak inkabb telepet.

2.2 Transzkripcios faktorok az S. pombe-ban

crcr

kotddni, s képesek aktivalni vagy gatolni az adott gén expressziojat. Ezaltal a
transzkripcios faktorok kulcselemeknek tekinthet6k a kiilonb6z6 sejttipusok
kialakitdsaban a tobbsejtli élolények esetében. Ugyanakkor egysejtii
organizmusokban, mint példaul a hasado éleszté S. pombe esetében, a
funkcionalis és fiziologiai alkalmazkodast teszik lehetévé (Dongrong és
mtsai, 2003). Mindez azaltal lehetséges, hogy egy-egy transzkripcios faktor
funkcidja szertedgazd, hiszen tobb kiilonboz6 sejtfolyamatban szerepet jatszo
gén expresszidjat tartja kontroll alatt. Szamuk igen jelentds, az S. pombe-ban

a traszkripcios faktorok a genom kodolo régidjanak 1,9%-at teszik ki, mely
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érték a legalacsonyabb az Ascomicetesek kozott. Saccharomyces cerevisiea-
ben ez az érték 2,6%, Candida albicans-ban 2,9%, mig Aspergillus nidulans-
ban 3,7 % (Chua 2013). Chua 2013-ban k&zo6lt S. pombe transzkripcids
faktorokat tanulmanyozd cikke szerint a hasadd élesztében ~100

transzkripcios faktor mintegy ~5200 gén expressziojat szabalyozza (Chua
2013).

A DNS kotd doménjiik alapjan a transzkripcios faktorokat harom
csoportba sorolhatjuk, melyek tovabbi alcsoportokra bonthatok. 1) cink-ujj
doménnel rendelkez6 transzkripcios faktorok, 2) hélix-kanyar-hélix tipusu és
3) cipzar tipusu doménnel kdtddo transzkripeios regulatorok (1. abra)(Wilson
¢s mtsai, 2008).

Baslichelix-loop-helix Zine finger transeription factors

i B A

Transactivation DNAbinding Transactivation

Baslcleucine zipper \
4

DNA-binding
domain

NH H,N /

1.abra A transzkripcids faktorok harom 6 csoprtjanak a szerkezete
http://www.tankonyvtar.hu/en/tartalom/tamop425/0011 1A Jelatvitel en b
0ok/ch02s04.html

DNA-binding
domain
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http://www.tankonyvtar.hu/en/tartalom/tamop425/0011_1A_Jelatvitel_en_book/ch02s04.html

Ezek koziil S. pombe-ban mindharom tipusi doménnel rendelkezo
transzkripciods regulatort azonositottak, bar a legtobbjiik a cink-ujj tipusa
doménnel rendelkezik (Chua 2013). Funkcidjukat tekintve az S. pombe
transzkripcios faktorok ~17%-a a parosodds és a meidzis folyamataban
~8% a stressz valasz kialakitasaban, ~4% az ion homeosztazis fenntartasaban
fontos, mig ~3% a sejtek aggregacidjaban jatszik szerepet (Chua 2013,
Vachon ¢és mtsai, 2013). A transzkripcios faktorok azonban nem
véletlenszerlien szabalyozzak az aldjuk rendelt géneket, hanem tobbnyire
egy-egy bonyolult szignaltranszdukcios kaszkad tagjai, melyek megismerése
kiemelten fontos, hiszen ez vezethet el benniinket a kiilonboz6

sejtfolyamatok miikodésének megértéséhez.
2.3 A fork-head tipusu transzkripcios faktorok

A fork-head tipusu transzkripcidos faktorok a hélix-kanyar-hélix tipusba
tartoznak, szekvencia specifikus regulatorokként ismertek, mivel
rendelkeznek egy konzervativ DNS-k6té doménnel (1. abra). Elsésorban a
sejtosztddas €s a szexualis differencidcid folyamatéban jatszanak szerepet
(Gajiwala és Burley, 2000; Angad és mtsai, 2017). Az S. pombe négy olyan
génnel rendelkezik, amely fork-head tipust transzkripcids faktort kddol. Ezek
a sepl, mei4, fkh2, fhi1l (http://fungidb.org/fungidb/). Funkciojukat tekintve

mindannyian a meiozis folyamatahoz kothetdk. meid a fo regulatora a
meidzis késdi szakaszadban fontos géneknek (Horie és mtsai, 1998), mig az
fkh2 gén delécioja csokkent fertilitast, illetve fokozott stressz érzékenységet
eredményez (Buck és mtsai, 2004; Bulmer és mtsai, 2004; Szilagyi és mtsali,
2005). A sepl a sejtszeparacioban szerepet jatszod gének expressziojat
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szabalyozza (Sipiczki és mtsai, 1993; Ribar és mtsai, 1997). A negyedik fork-
head tipust transzkripcios faktor az fhll, err6l azonban még elég keveset
tudunk. A tanszékiinkon végzett korabbi kisérletek eredményei alapjan
feltételezhetGen szerepet jatszik a sejtciklus folyamataban, mivel a Afhll
sejtek osztddasi ideje hosszabb, a vad tipusu sejtek osztddasi idejéhez képest

(Szilagyi és mtsai, 2005).

Szintén négy fork-head tipust transzkripcids faktort azonositottak
Saccharomyces cerevisiae-ben is. Ezek koziil harom (FKH1, FKH2, HCM1)
kiilonb6zd sejtciklus folyamatokban szerepet jatszd gének transzkripcidjat
szabalyozza (Kumar és mtsai, 2000; Zhu és Davis, 1998), mig a negyedik, az
FHL1 gén, a riboszomalis protein gének expressziojat szabalyozza, s a TOR

utvonal regulacioja alatt all (Martin és mtsai, 2004).
2.4 Az rsvl cink-ujj tipusu transzKkripcios faktor

A cink-ujj tipusu transzkripcids faktorok DNS-ko6t6 doménjét egy fémion, a
Zn®* stabilizalja (1. abra). A S. pombe rsvl (required for stationary phase
viability) két cink-ujj motivummal rendelkezd transzkripcios faktor. Egy
olyan 47 kDa méretii proteint kodol, amely a gliikéz €éhezés hatasara
aktivalodo gének expressziojat szabalyozza. A S. pombe rsvl protein
szekvenciaja részben homolog az Aspergillus nidulans CreA génjével, a
Saccharomyces cerevisiae Migl és az emlés EGR1 protein szekvenciajaval,
foként a cink-ujj domén régioban (Hao és mtsai, 1997). E  géneknek a
gliikoz metabolizmusban, karbon-katabolit represszioban és az autolizisben
van szerepe (Strauss és mtsai, 1999; Emri és mtsai, 1988; Carlson, 1999;
Wang és mtsai, 2015).

A stacioner fazis egy olyan kiilonleges allapota a sejtnek, amikor a

sejt kikapcsolva tartja azon géneket, amelyek a mitdzishoz sziikségesek. Mig
13
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azok a gének, amelyek a szélsdséges feltételek melletti tulélést teszik
lehet6vé, aktivaldodnak (Boucherie, 1985; Werner és mtsai, 1993; Bataille,
1991). Ilyen veszélyeztetd koriilmény példaul a tapanyaghidny, kiilonbdzo
kornyezeti stressz, beleértve a restriktiv hdmérsékletet ¢s a kiilonb6zd
kemikaliak jelenlétét. Kovetkezésképpen a nyugalmi fazisu sejtek
tartaléktapanyagot halmoznak fel, megvastagodott sejtfallal rendelkeznek,
hogy ellenallobbak legyenek a kdrnyezeti stresszel szemben (Herman, 2002;
Pletnev és mtsai, 2015; Drebot és mtsai, 1990; Lillie és Pringle, 1980).
Ennek megfelelden az rsvl delécios mutans sejtek is érzékenyek etanolra és
sejtfalkarositd agensre, illetve magas hémérsékletre (Hao és mtsai, 1997).
Ezen kiviil a gén hidnya hidroxiurea €s tiabendazol érzékenységet (Pan és
mtsai, 2012), illetve fokozott szénhidrat metabolizmust okoz (Mata és Bahler,
2006).

2.5 A nitrogén és gliikoz érzékelése S. pombe-ban

A nitrogén nélkiilozhetetlen tdpanyag, amely az aminosavak, nukleotidok
szintézis¢hez szilikséges, illetve egyéb sejtkomponensek alapanyaga. A
nitrogén szignal érzékelése és kozvetitése egy igen finoman szabalyozott
kaszkadon keresztiil torténik (Yanagida és mtsai, 2011). Az élesztOsejtek
kiilonbdzd nitrogénforrast képesek érzékelni és hasznositani. A nitrogén
mennyisége ¢€s mindsége is meghatdrozo jelentéségli. J6 mindségii
nitrogénforrasnak a glutamin és ammonium szdmitanak, mivel ezek képesek
gyors ndvekedést indukdlni és csdkkenteni a NCR (nitrogene catabolic
repression) gének aktivitasat (Cooper, 2002). S. pombe-ban nitrogénéhezés
hatasara az expresszios szint a gének 50%-anal emelkedett vagy csokkent
szintet mutatott, a nitrogénben gazdag kdrnyezetben megfigyelt expresszids

szinthez viszonyitva (Mata és mtsai, 2002). Tekintve, hogy a nitrogén a
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természetben is limitdlt mennyiségben van jelen, a nitrogén forras
kulcsfontossagu a sejtek novekedéséhez. Amikor a S. pombe sejtek nitrogénre
¢heznek, két ut koziil valaszthatnak. Az egyik Ut a meidzis, amennyiben az
ellentétes parosodasi tipusu partner jelen van. A masik lehetdség pedig a GO,

nyugalmi fazisba 1épés (2. abra).
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2. abra A hasado élesztok életciklusa. (MacNeill és Nurse, 1997)

Mindkét Ut olyan sejteket vagy sporakat eredményez (2. abra), amelyek
hosszi tavon eredményesebben tudjak fenntartani az életképességiiket, mint a
vegetativan novo sejtek. A szexudlis ciklusba valo belépés kulcsregulatora a
stell transzkripcios faktor, amely a TOR ¢és PKA ftvonalak altal
szabalyozodik (Valbuena és Moreno, 2010), s 6nmaga is megkozelitéleg 80

olyan egyéb gén expresszidjat szabalyozza (beleértve Onmagat), amelyek
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nélkiilozhetetlenek a sejtek parosodasanak folyamataban (Kunitomo és mtsai,

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

A masik fontos alapvetdé tapanyag a glilkéz, mely kedvezd, s
elsddleges szénforrds a legtobb sejt szamara, beleértve az élesztd sejteket. S.
pombe-ban a glikoéz érzékelése foként a cAMP/PKA szignal atvonalon
keresztiil torténik, csakagy, mint az emlds sejtek esetében (Hoffman, 2005).
A gliikoz szignalt a Git3 (G-protein receptor) és a Gpa/Git5/Gitll G-
proteinek altal alkotott komplex kozvetiti a cAMP/PKA regulatorokhoz
(Welton és Hoffman, 2000). A cAMP aktivitasanak emelkedése pozitivan hat
a protein kinaz A utvonal aktivitasara (Hoffman, 2005). Glikoz éhezés
hatasara csokken a Pkal aktivitasa, amelynek kovetkezménye, a sejtek
szexualis ciklusba Iépése ¢€s a gliilkoneogenezis aktivalodasa, amely részben a
cink-ujj transzkripcios faktor Rst2 foszforilacidojan keresztiil valosul meg
(Higuchi és mtsai, 2002). Az Ssp2 egy AMP kinaz, amely szintén részt vesz a
gliikoz szignal kozvetitésében. Amikor a gliikkdz limitalt mennyiségben van
jelen, Ssp2 aktivalodik és foszforiladlja az Scrl transzkripciot represszald
faktort (Matsuzawa és mtsai, 2012). Gliikdz hidnyaban a cAMP/PKA tutvonal
mellett a MAPK kaszkad effektora, a Pmk1 is aktivalodik (Barba €s mtsai,
2008). Gliikoz éhezés vagy ozmotikus stressz hatasara a kis GTPaz Rho2
pozitivan hat a pmkl1-MAPK aktivitdsara a Pck2 protein kindz C fehérjén
keresztiil (Madrid és mtsai, 2013). Glikoz jelenlétében a TORC2-Gad8
utvonal is aktivalodik. A gliikéz szigndl a TORC2-Gad8 utvonalhoz a
cAMP/PKA utvonal pozitiv regulaciojan és a Pmk1-MAPK kaszkad negativ

regulaciojan keresztiil kozvetitédik (Cohen és mtsai, 2014).
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2.6 Target of rapamycin (TOR)

A TOR rovidités a Target of rapamycin kifejezésbdl szarmazik, amely olyan
proteineket jelol, amelyeknek az aktivitdsa rapamycinnel meggatolhat6. A
rapamycint a Husvét-szigeteken €16 (avagy a bennsziildttek nyelvén Rapa nui
sziget) Streptomyces hygroscopicus nevii baktérium termeli (Kojima és mtsai,
1995; Heitman ¢és mtsai, 1991). A rapamycint kezdetben”
immunszuppresszans szerként alkalmaztdk a klinitkumban transzplantacion
atesett betegek kezelésére, s azt a tulajdonsagat hasznaltak fel, hogy képes
csokkenteni az immunvalaszt azaltal, hogy meggatolja a GO allapotu T-

limfocitaknak a sejtciklusba valo belépését (Terada és mtsai, 1993).

2.6.1 TOR proteinek

A TOR proteineket S. cerevisiae-ben fedezték fel egy genetikai szelekcios
kisérlet soran, ahol a torl és tor2 mutdnsok rapamycinre rezisztensnek
bizonyultak (Heitman ¢és mtsai, 1991). Toxicitasanak kifejtéséhez a
rapamycin egy ko-faktort is igényel, a peptidil-prolil cisz/transz izomeraz,
FKBP12-t. A rapamycin az FKBP12-vel komplexet formalva képes
meggatolni a TOR protein aktivitasat (Heitman és mtsai, 1991). Minden

napjainking vizsgalt eukaridta él6lényben megtalalhatok a TOR proteinek
homologjai, beleértve a gombdkat, férgeket, ndvényeket, rovarokat ¢&s
emldsoket. A TOR proteinek a szerin threonin kindzok csoportjaba tartoznak
¢s konzervativak a gombdktol az emldsokig (Kanoh és Yanagida, 2007;
Loewith és mtsai, 2002; Jacinto és Lorberg, 2008). A TOR fehérjék
nagyméretli molekuldk (~280kDa), amelyek szdmos domént is tartalmaznak

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

A molekula N-terminalis részén kiterjedt tandem ismétlod6 HEAT elemek

talalhatok, amelyeknek a fehérje-fehérje interakcidban van szerepiik. A C-
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termindlis része a molekuldnak tartalmazza azon doméneket, amelyek a
protein kinaz jellegét adjak a fehérjének, mint példéul a kindz domén illetve a
mellette talalhaté FRB (FKBP12-rapamycin binding) domén (Andrade és
Bork, 1995; Jacinto és Lorberg, 2008; Wullschleger és mtsai, 2006) (3. abra).

TOR complex 1 TOR complex 2
(TORC1) (TORC2)
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3. abra A S.cerevisiae TOR Complex 1 (TORC1) and TOR Complex 2
(TORC?2) és a Tor proteinek doménjei (Wullschleger és mtsai, 2006)

2.6.2 A TORC komplexek

Magasabb rendli eukariotdkban egyféle TOR gén ismert, szemben a sarjadzo
¢s hasado ¢lesztovel, amelyek két kiilonb6z6 TOR génnel rendelkeznek
(Wullschleger és mtsai, 2006). A TOR proteinek két jol elkiilonithetd
komplexben vannak jelen, (TOR complex 1) TORCI1 és (TOR complex 2)
TORC2 (3, 4. abra). A legtobb eukariota él6lényben a TORCI1 pozitivan hat a
sejtnovekedésre a tdpanyag elérhetdség, novekedési faktorok és stressz
faktorok fliggvényében azaltal, hogy aktivalja az anabolikus folyamatokat,
mint példaul a protein szintézist, és gatolja a katabolikus folyamatokat, az
autofagiat (4. abra) (Wullschleger és mtsai, 2006; Loewith és mtsai, 2002).

Kovetkezésképpen, a TORC1 zavara szamos eukaridtidban olyan
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fenotipusbeli valtozast eredményez a sejtekben, amely éhezés hatasara
szokott megjelenni (Barbet és mtsai, 1996; Weisman és mtsai, 2007).
TORCI1 a human sejtekben is pozitivan hat a legtobb ezen folyamatra, amely

nagyfoku evoliiciés konzervativizmusra utal (Wullschleger és mtsai, 2006).

A TORCl1-el szemben a TORC2 funkcidja kevésbé ismert. Ennek
elsésorban az a magyardzata, hogy a két komplex koziil a TORCI az,
amelynek az aktivitasa rapamycinnel géatolhatdo. Azonban elnytjtott idejli
rapamycin kezelés a TORC2-ben is képes gatolni bizonyos folyamatokat
(Lamming és mtsai, 2012; Sarbassov és mtsai, 2006). Altalénosségban
elmondhaté, hogy a TORC2 hatdssal van a sejtek metabolizmusara,
szabalyozza az aktin citoszkeleton UjraszervezOdést és a sejtprolifaraciot

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

2.6.3 A TOR proteineket szabdlyoz6 gének. szigndlok

A fenti komplexek a TOR szignal utvonalban vesznek részt, mely szamos
sejtfolyamatot szabalyoz. Igy, kozponti szerepet toltenck be a példaul a
sejtnovekedés szabalyozasdban élesztokben €s magasabb rendii eukariota
szervezetekben egyarant. Ugyanis, minden ¢él6lényre, legyen az egyse;jtli vagy
tobbsejtli, jellemzd egy bizonyos sejtméret, melyet a tdpanyag elérhetdsége,
illetve novekedési faktorok befolyasolnak. Ezért annak érdekében, hogy a
sejtek fenn tudjdk tartani a megfeleld méretiiket, kifinomult, preciz
sejtnovekedést szabalyoz6 rendszerrel rendelkeznek (Montagne és mtsai,
1999; Wullschleger és mtsai, 2006).

Azaz, a TOR proteinek szamos kiilonboz6 szignalt integralnak annak

érdekében, hogy a sejtek novekedését szabalyozzak. Szabalyozo szignalok
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példaul a novekedési faktorok, a tapanyag-és energiaellatottsag, illetve a
kornyezeti stressz. Az egyik fo negativ regulatora a TOR proteineknek a
TSC-TSC2 heterodimer, melynek mutacidja a human Tuberdzus szklerozis
szindroma kialakulasahoz vezet (Huang és Manning, 2008). A tuberozus
szkler6zis szindroma egy autoszomalis dominans modon 6roklédé betegség,
amelyet testszerte megjelend joindulati daganatok jellemeznek, az

idegrendszert is érint0 betegség (Astrinidis és Henske, 2005).

A TSC2 egy GTPaz aktivalo proteint (GAP) kodol és a TSCl-el egyiitt a
GTP-t kotd Rheb nevii fehérjét inaktiv GDP-t kotd formaba alakitja at. Az
igy kialakult inaktiv formdja a Rheb fehérjének nem képes az emlds mTOR
(mammalian TOR) fehérjéhez kotddni, vagyis nem képes aktivalni a TORCI1 -
et (Long és mtsai, 2005) (4. abra).

Insulin/IGF

Growth factor
re
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\ mTORC1 @ mTORC2

raptor

Protein = \ \
synthesis, Ribosome \ ‘

Metabolism biogenesis Transcription Autophagy Actin organization

4.abra Az mTOR szignal transzdukcids titvonal (Wullschleger és mtsai,

2006)
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Az aminosav szignal szintén egy GTP-dz nevli fehérjén keresztiil
kozvetitddik a TORC1 felé. A Rag nevili protein egy heterodimer, amely a
TORC1-nek a citoplazmabol a lizoszomak felszinére vald athelyezddését
segiti el6. A lizoszomak felszinén a TORC1-et a Rheb nevii protein aktiv
allapotba helyezi (Sancak és mtsai, 2008). A TSC-mTOR szignal utvonalat
szamos jelentGs tumor szupresszor IS szabalyozza, beleértve az LKB1-t (liver
kinase B1) vagy a PTEN-t (Phosphatase and tensin homolog) illetve az
onkogén AKT vagy mas néven protein kinaz b-t (PKB) (4. abra). Ezeknek a
géneknek a mutacidja szintén hatdssal van a mTOR aktivitdsara, ezéltal a
sejtek novekedésére, proliferacidjara és metabolizmusara (Laplante ¢és
Sabatini, 2012; Martin és Hall, 2005). Tekintve, hogy a human mTOR
szignal utvonal szorosan egybefonddik az onkogén ttvonallal, amely a tumor
sejtek novekedését és sejtciklusat szabalyozza, a TOR proteinek idealis

célmolekulai a rakterapianak.

2.6.4 A TOR szignalt kozvetitd fehérjék és hatasaik

Az eddigi kutatdsi adatok szerint a TOR proteinek a kiilonb6zo
sejtfolyamatokra hatd szignaljaikat a legtobb esetben AGC kinazokon
keresztiil (protein kindz A/protein kinaz B/protein kindz C) kozvetitik
(Jacinto és Lorberg, 2008) (5. abra), melyek szerin-threonin csaladba tartozo

fehérjék, s maguk is kozvetleniil aktivalodnak foszforilacio ttjan.
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5. abra A TOR komplex és az AGC kinazok emberben (Jacinto és
Lorberg, 2008)

Az emlés AGC kinaz S6K az mTORCI1 altal foszforilalodik, illetve
aktivalodik. Mig mas emlés AGC kinazok, mint az AKT (protein kinaz B),

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

az mTORC?2 target fehérjéi (5. abra) (Laplante and Sabatini, 2009; Jacinto és
Lorberg, 2008). Az AGC kinazokon kiviil a TOR proteinek egyéb
molekuldkon keresztiil is kifejthetik hatasukat, mint példaul a 4E-BP1

transzlacios faktoron keresztiil (Jacinto ¢és Lorberg, 2008) (4. abra).

Valamennyien fontos sejtfolyamatok szabalyzoi. Hiszen emldsdkben az

MTORCL1 sejtndvekedésre és transzlaciora hat, mely egyébként rapamycinnel
gatolhaté (Hay és Sonenberg, 2004) (5. abra).
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Az mTOR a rapamycin rezisztens TORC2 tagja is lehet, s kozvetlen
foszforilacio utjan aktivalja pl. az AKT AGC kinazt (Oh és mtsai, 2010;
Sarbassov és mtsai, 2005), mely aktiv formaban kiilonbdz6 tovabbi target
molekulakat foszforilal. Ezek aztan a sejtek novekedését, proliferacidjat,
migraciojat illetve a stresszre adott valaszat szabalyozzak (5. dbra)(Jacinto €s
Lorberg, 2008; Oh ¢és mtsai, 2010; Sarbassov és mtsai, 2005). Mindezek
mellett a TOR szignal utvonalra jellemz6 az tgynevezett ,,feedback loop”
vagy mas néven visszacsatolasi mechanizmus is. llyen mechanizmus
figyelhetd meg az AKT protein esetében, amely a mTORC2 target
molekulaja, s amely ugyancsak képes aktivalni mTORC1-et. Vagyis egyarant

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

A PKC (protein kinaz C) pedig a mTORC2 target molekulajaként
szerepet jatszik az apoptdzis folyamataban, a sejtnovekedési ciklus, valamint
a sejtalak és a sejtmotilitas szabalyozasaban (Nakashima, 2002). Eppen ezért
a human homolég mTOR rendellenes miikodése patologias allapotokhoz
vezethet, mint példaul a diabétesz, elhizas illetve neurodegenerativ
betegségek (Laplante és Sabatini, 2012). A TOR kinazok aktivitasinak
megvaltozéasa szintén kapcsolhaté az 6regedéshez, mint természetes élettani
folyamathoz, (Blagosklonny, 2006; Kapahi and Zid, 2004) illetve rakos
folyamatok kialakuldsat is eredményezhetik (Bjornsti és Houghton, 2004;
Chan, 2004).

2.7 A hasado éleszté, mint a TOR utvonal tanulmanyozasara alkalmas

modellszervezet

A TOR ftvonallal kapcsolatos ismereteink az emlds sejtek tanulmanyozasa

mellett, modellszervezeteken végzett kisérleteknek koszonhetdk. A
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Saccharomyces cerevisiae ¢s Schizosaccharomyces pombe a két
legintenzivebben tanulmanyozott éleszté modell a TOR kutatast illetéen. Az
S. pombe tobb szempontbodl is kivaldoan alkalmasnak bizonyul a TOR ttvonal
tanulmanyozasara. A két komplex struktirdja (TORCI1 és TORC2) illetve a
komplexeket felépitd proteinek konzervativak (Wullschleger és mtsai, 2006;
Jacinto ¢s Lorberg, 2008). A TOR proteineket feliilr6l a Rhbl és Ryhl kis
GTPazok szabalyozzak, amelyek a human Rheb és Rab6 homologjai. A TOR
proteinek aktivitasukat S. pombe-ben is AGC kinazok foszforilaciojan
keresztiil fejtik ki (6. abra). Pskl a TORCI1 target molekulaja, mig Gad8 a
TORC?2 szabalyozasa alatt all. Kiemelten alkalmassa teszi a hasado élesztot a
TOR ttvonal tanulméanyozasara az, hogy benne megtalalhatok az emlds
TSC1/2 proteinek homoldgjai (tscl™, tsc2¥)(6. 4abra), mig példaul a S.
cerevisiae modellszervezetben ezek a szabalyozo elemek hianyoznak (Hall és
Tamanoi, 2010). Ezaltal a S. pombe a tuberous szkler6zis tanulmanyozasara
is alkalmas modell szervezet. A magasabb rendii eukariota szervezetekhez
hasonloan a hasadd élesztében is a Tscl-Tsc2 komplex a Rheb homolog,
Rhb1 szabalyozo molekuldja, amely negativan hat a Tor2 aktivitasara (Urano
¢s mtsai, 2007; Uritani és mtsai, 2006). A Rheb protein homologja S.
cerevisiae-ben is megtalalhatd azonban nincs hatassal a TOR proteinekre
(Aspuria ¢és mtsai, 2007). Mindezek mellett a TOR proteinek 4altal
szabalyozott folyamatok is konzervativak élesztdk és az emldsok kozott,
csakiigy, mint a sejtciklus, DNS karosodéaskor aktivalodé folyamatok

valamint a heterokromatin kialakulasanak folyamata (6. abra).

24



Satll Sat42

Vam6 Tscl Tsc2 1
l 1 Ryh1
Rhb1

Gtrl Gtr2 TORC2

l TORC1

Ttil
. Ckat

Growth
Go/Gy
progression
Nitrogen-starvation response
- Amino acid uptake DNA :
¥ Sexual Development Telomere Gene Osmotic stress tolerance

Longevit damage length silencing  Oxidative stress tolerance
. g ¥ tolerance
Rps6 Mitotic entry

Temperature stress tolerance

Rapamycin

6. abra TOR komplexek S. pombe-ban. Tor1 protein talalhato TORC2-ben,
mig TORCI1 tartalmazza a Tor2 proteint. A TOR proteineket feliilrdl
szabalyozo fehérjéket sarga szin jeloli, mig az TOR proteinek effektor AGC

kinazait kék szin jelzi (Hall és Tamanoi, 2010)

2.7.1S. pombe TOR komplex 1 (TORC1)

A hasado élesztd két mTOR homologot tartalmaz, Torl és Tor2 (Weisman és
mtsai, 2001) (6. abra). A szamozasuk a felfedezésiik sorrendjében tortént,
mig a komplexeket, (TORC1 és TORC2) csak késobb fedezték fel. Ez
alapjan a Torl a TORC?2 tagja, mig Tor2 a TORC1-ben talalhat6 (Hayashi és
mtsai, 2007; Ikai és mtsai, 2011; Matsuo és mtsai, 2007). A TORCL1 tartal-
mazza a Tor2 fehérjét (Torl vagy Tor2 S. cerevisiae-ben; mTOR
emlosokben) ¢és a Mipl proteint (Kogl S. cerevisisa-ben, Raptor
emlosokben). Tovabba taldlhatok még a komplexben olyan fehérjék is,
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amelyek megegyeznek a két komplexben Wat1/Pop3 (Lst8 S. cerevisiae-ben;
mLST8 emldsokben) (Alvarez és Moreno, 2006; Hayashi ¢s mtsai, 2007;
Matsuo ¢és mtsai, 2007). Ezen kiviill megtalalhatdé még benne a Ttil
konzervativ eukariota fehérje is, a Tel2 (Tel2 in S. cerevisiae-ben; hCLKS
emlésokben) és Ckal (Ckal S. cerevisiae-ben; Ck1 emlésokben) (Hayashi és
mtsai, 2007). A TOR komplexek felépitését az 5, 6 abra szemlélteti.

A TORC1 nélkiilozhetetlen atlagos koriilmények mellett a hasado
¢leszté sejtek szamara ¢€s koOzponti szerepet tolt be a novekedés
szabalyozdsaban ¢és a nitrogén megvonasra adott optimdlis valasz
kialakitasaban (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 tultermelése meggatolja a szexudlis differencidciot, a parosodast és a
meidzist (Alvarez és Moreno, 2006). Mig a tor2” gén deléciodja a nitrogénre
¢hezd sejtekhez hasonld fenotipust eredményez. Vagyis a sejtek megallitjak a
sejtciklusukat a G1 fazisban é€s kicsi, lekerekedett sejtekként térnek nyugalmi
fazisba. Ilyenkor a nitrogénéhezésre adott optimalis valasz kialakitasahoz
sziikséges gének expresszidja megemelkedik, mig a szexualis folyamatokhoz
sziikséges gének pedig kikapcsolt allapotban 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 Torl proteint (Tor2 S. cerevisiae-ben, mTor
emlésokben), Ste20 (Avo3 S. cerevisiae-ben, Rictor emlésokben) és a Sinl
alegységet (Avol S. cerevisiae-ben, mSin emldsokben) (Alvarez és Moreno,
2006; Hayashi és mtsai, 2007; Matsuo és mtsai, 2007) (6. abra). Irodalmi
adatok tamasztjak ala, hogy a TORC2 a Ryhl és a kis Rab GTP-az
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szabalyozasa alatt all, és a Sat1/Sat4 komplex, mint GEF (guanine-nucleotide
exchange factor) viselkedik a Ryh protein szamara (Tatebe és mtsai, 2010). A
Torl nélkiilozhetd a sejtek ndvekedése szempontjabdl, azonban stressz
koriilmények kozott sziikséges a sejtek taléléséhez, illetve a tdpanyaghianyos
feltételek mellett az optimalis sejtvalasz kialakitasaban (Weisman and
Choder 2001). A TORC2 mutacidéja megnyult sejtmorfologiat eredményez,
illetve a sejtek fokozottan érzékennyé valnak magas homérsékletre, oxidativ
¢s ozmotikus stresszre. TORC2 hianydban a sejtek aminosav felvétele
csokken, tdpanyag hidnyos feltételek mellett képtelenek szexudlis ciklusba
lépni. Ha pedig nyugalmi fazisba térnek, nem rendelkeznek a stacioner
fazisban jellemz6 fiziologiaval (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 sziikséges a telomer
hosszanak fenntartasahoz, s szerepet jatszik a géncsendesités folyamataban is
(Schonbrun és mtsai, 2009), tovabba sziikséges a DNS replikacioja soran
keletkez0 stressz toleralasaban (Schonbrun és mtsai, 2013) (6. abra).

A Gad8 protein kinaz az egyetlen AGC kinaz, amelyet a TORC2
effektoraként azonoitottak. A TORC2 a Gad8 fehérjén keresztiil kdzvetiti a
legtobb, vagy talan az Gsszes szignaljat foszforilacid tjan (Ikeda és mitsali,
2008; Matsuo és mtsai, 2003). Kovetkezésképpen, a gad8™ delécioja a Atorl
mutansokhoz hasonld fenotipust eredményez (Ikeda és mtsai, 2008; Matsuo
¢és mtsai, 2003; Schonbrun és mtsai, 2009).

S. pombe-ban a TORCI és TORC?2 ellentétes modon szabalyozza az
¢hezés kivaltotta sejtvalaszt, beleértve a szexualis differenciaciot és a
nitrogén ¢hezéskor sziikséges gének expressziojat (Weisman és mtsai, 2007).
TORC2 hianyaban a sejtek ugy viselkednek, mintha soha nem éheznének

nitrogénre. Vagyis a sejtek megtartjak a megnyult sejtmorfologiat és sterilek.
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Ezzel szemben, Tor2 (TORC1) hianyaban a sejtek ugy tiinnek, mintha
mindig nélkiiloznék a nitrogénforrast. A sejtek megallitjak a ndvekedésiiket
¢s a nitrogénre ¢hezd sejtekhez hasonld morfologidval és fiziologiaval
rendelkeznek. Azaz, még nitrogén jelenlétében is szexualis ciklusba lépnek
(YEA taptalaj) (Weisman és mtsai, 2007).
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3. Anyagok és modszerek

3.1 A doktori munka soran felhasznalt torzsek

1. tablazat A felhasznalt torzsek

A torzs szama Genotipus Szarmazas

TA000 h"L972 vad tipus Tel Aviv University

TA001 h* L975 vad tipus Tel Aviv University

TA006 h*® vad tipus Tel Aviv University

TAG57 h™ tor2-51:ura4” ura4-D18 Alvarez és Moreno, 2006

TA947 h™isp7::kanMX6 Tel Aviv University

TAL719 h* ade6-M216 leul ura4-D18 tor2-ts6 | Matsuo és mtsai, 2007

TAL720 h*® ade6-M216 leul ura4-D18 tor2-ts10 | Matsuo és mtsai, 2007

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

2-998 h*fhil::ura4” ura4-D18 Szilagyi és mtsai, 2005

2-1199 h™ leul-32 Tanszéki gylijteményi
torzs

2-1019 h* fhil::ura4* ura4-D18 Szilagyi és mtsai, 2005

2-1444 h*fhil::ura4” leul-32 ura4-D18 Ebben a tanulmanyban
készitett torzs

0-1 h"L972 S. pombe vad tipusu torzs Tanszéki gylijteményi
torzs

6-1 S. octosporus vad tipusu torzs Tanszéki gyljteményi
torzs

2-1199 h™ leul-32 Tanszéki gylijteményi
torzs

2-1422 h'rsvl::urad®, leul-32, ura4-D18 Hao és mtsai, 1997

7-1 h” S. japonicus vad tipusu torzs Tanszéki gylijteményi
torzs

Candida albicans vad tipust torzs

dr Emri Tamas,
Debreceni Egyetem,
Biotechnologiai és
Mikrobioldgiai Tanszék
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3.2 A doktori munka soran felhasznalt plazmidok

2. tablazat Plazmidok

Plasmid neve

Leiras

Forras

pJETL1.2/blunt

kloénozo vektor

Thermo Scientific CloneJet™
PCR cloning Kit K1231

PREP1L

Magas fehérjeszintet biztosito
expresszios vektor, S. pombe
leucin markerrel

Maundrell 1993

PREP3X

Magas fehérjeszintet biztosito
expresszios vektor, S. pombe
leucin markerrel

Maundrell 1993

PREP41

Kozepes fehérjeszintet
biztositd expressziods vektor, S.
pombe leucin markerrel

Maundrell 1993

PREPS1

Alacsony fehérjeszintet
biztositd expressziods vektor, S.
pombe leucin markerrel

Maundrell 1993

3.3 A doktori munka soran felhasznalt primerek

3. tablazat Primerek

Primer primer szekvenciaja

torzskonyvi Alkalmazas
szama és neve
1138 mei2 5’-CACTAACTCGTAAACCATCTGTTACCGGA-3’ Northern blot
Forward proba
1139 mei2 5’-GGATTAATTCCGTTCAGTAAATCACTATTCC-3’ Northern blot
Reverse proba
7 stell 5'-CCGACACAACTGTTTAGAAT-3’ Northern blot
Forward proba
8 stell 5'-AATTCCTACTTCTAATCACC-3’ Northern blot
Reverse proba
1179 sted 5’-ATGGGAGATTCTGACGATTTTTATTGG-3’ Northern blot
Forward proba
1180 sted 5’-CGAAATAGTTGAAGTGGCTTTACATCCATAG-3" | Northern blot
Reverse proba
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353 F (Ndel)F

5-AAACCCCATATGATGAAAACGTACGAG-
TGTCCC-3'

S. octosporus
rsvl

354 R 5-CCCCCCGGATCCTTAATCGTTTTGAAACAACG-3" | S, octosporus
(BamHlI) rsvi
487 F (Ndel) | 5-CCCCATATGATGCCCGTATTTCTCCGCACG-3’ S. japonicus
rsvl
488 R 5'-CCCGGATCCTCAGGTCGATGATTCCGCAG-3’ S. japonicus
(BamHlI) rsvi
646 F (Ndel) | 5-TTTCATATGATGGAGAATTATTTATTAAGT C. albicans
TCGCC-3’ Cash
647 R 5-TTTGGATCCTTAGGAAACTTCTTTGTTTTCATTC- | C. albicans
(BamHI) 3 Cas5
570 F 5’-GCACTCGAGATGCCTGTTGCAGAG-3’ S.pombe fhll
574 R 5’-GACGGATCCTCAGGTATAAGAGGATGATGTC-3’ | S.pombe fhil
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3.4 Felhasznalt tapkozegek és oldatok

3.4.1 A hasado élesztok tenyésztéséhez hasznalt tdpoldatok, taptalajok

4. tablazat Tapoldatok, taptalajok

Tapoldat Osszetétel Felhasznalas
gliikoz
YEL (1000 ml) 30,09
pH 5,2-5,4 i
(Sipiczki és ¢élesztd kivonat 5049
Ferenczy, 1977) aminosav. nukleotid Komplett tapoldat
bazis kiegészités
(adenin, leucin, uracil, | 100 mg
hisztidin)
YEL 100 ml
YEA (Sipiczki és Komplett taptalaj
Ferenczy, 1977) Soragar 2004
YPL (100 ml) élesztOkivinat 19
kazein pepton 1g Komplett tapoldat
gliikoz 39
YPA (100 ml) YPL 100 ml Komplett taptalaj
poragar 29
gliikoz 20,049
kalium-hidrogén-ftalat | 3,09
NH,CI 5049
Na,HPO, x 12H,0 5,55¢
Sooldat 20 ml
EMML (1000 ml) Vitaminoldat 1ml
(Mitchison, 1970) Nyomelemoldat 0,1 ml Minimal tapoldat
aminosav,
nukleotid bazis 100 mg
kiegészités
(adenin, leucin, uracil,
hisztidin
EMMA (Mitchison, | EMML 100 ml
1970) poragar 20,09 Minimal taptalaj
EMMA+ tiamin EMMA/EMML 1000 ml Minimal tapoldat/ taptalaj
Tiamin (50 mg/l) 1ml
EMMA- nitrogén EMMA/EMML NH,CI
kihagyasaval 1990 ml Minimal tapoldat/ taptalaj
EMMA/EMML 1000 ml

Prolin taptalaj

prolin (NH,CI helyett)

10 mM

Minimal tapoldat/ taptalaj




KH,PO, 10g
gliikoz 109
vitaminoldat 1ml
Adenin, uracil, leucin, | 20 mg
SPAS (1000 ml) hisztidin, arginin, Spéraztato taptalaj
triptofan
Desztillalt viz 1000 ml
por agar 20g

3.4.2 Tapkozegekhez sziikséges oldatok Gsszetétele

5. tablazat Tapkozegekhez felhasznalt oldatok

Oldat Osszetétel Felhasznalas

pantoténsav 0,19

1000x-es vitaminoldat | nikotinsav 01g EMML, EMMA,

(100 mI) inozit 1g SPAS
biotin 1mg
MgCl, x 6H,0 53,3 ¢

50x-es sooldat (1000 CaCl, x 2H,0 0,735¢g

ml) KCI 509 EMMA, EMML
Na,SO4 24
HsBO; 5 g
MgSO4 x 4H,O | 4,47 g

10 000 x-es ZnSO4 x 7TH,0 49

nyomelemoldat (1000 FeCl; x 3H,0 24

ml) MoO,4 x H,0 1,6 9 EMMA, EMML
KI 1g
CuSO4 x5H,0 |0/4¢g
citromsav 10 ¢
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3.4.3 Escherichia coli tenyésztéséhez hasznalt tapoldatok

6. tablazat Baktérium tenyésztéséhez felhasznalt tapkozegek

Oldat Osszetétel
bacto tripton 10 g
LB+ampicillin pH7 (1000 | éleszt6 kivonat 59
ml) NaCl 109
Ampicillin (50mg/ml) 1ml
LBA+ampicillin LB-+ampicillin 1000 ml
poragar 20 g

Alkalmazott kisérleti modszerek
3.5 Molekularis biolégiai modszerek

3.5.1 Genomialis DNS (gDNS) izolalasa

S. pombe sejteket (10-15 ml) egy éjszakan at, 30°C-on YEL tapoldatban
torténd inkubalas utan lecentrifugaltuk 4000 rpm-en 10 percig. A feliluszo
eltavolitasa utan a sejteket desztillalt vizzel atmostuk, 2 ml-es Eppendorf
csObe atvittiik és ujra lecentrifugaltuk (4000rpm 10 perc). A feliiliszot
ledntottiik és 0,2 ml lizis puffert (2% Triton X-100, 1% SDS, 100mM NacCl,
10mM Tris-HCI pH: 8,0, 1ImM EDTA pH: 8,0), 0,2 ml fenol-kloroform-
izoamil alkoholt (Sigma P2069-400ML) és 0,3 g iiveggyongyot (425-600
um) (Sigma G8772-10G) mértiink a sejtekhez és 4 percen at vorex
segitségével kevertiik az elegyet. Ezt kdvetéen 0,2 ml LXTE (10mM Tris-
HCl, pH:8,0; ImM EDTA) puffert mértiink az Eppendorf csévekbe és
lecentrifugaltuk a sejteket (4000 rpm, 5 perc). A fels6¢ vizes fazist tiszta
Eppendorf csébe vittiik at és 1ml abszolut etanolt adtunk hozza. 20 percig -
20°C-on inkubaltuk a mintat, majd lecentrifugéltuk (12000rpm, 15 perc). A

feliiluszot eltavolitottuk és 70%-os etanolt adtunk a mintdkhoz, majd Gjra
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lecentrifugaltuk (12000 rpm, 15 perc). Az iiledékhez 400 ul 1XTE puffert és
3 pul RNéz oldatot mértiink és 37°C-on 15-20 percig inkubaltuk a mintakat.
Az RNS eltavolitasat kovetden 40 pl 3M natrium-acetatot és 1 ml abszolut
etanolt adtunk a mintdhoz és 20 percen at -20°C-on tartottuk. A DNS
kicsapasat kovetden lecentrifugaltuk (12000 rpm, 15 perc), eltavolitottuk a
feliiluszot és laminaris fiilke alatt megszaritottuk a mintakat. 20-50 ul 1XTE
pufferben vettiik fel a gDNS-t és -20°C-on taroltuk.

3.5.2 PCR reakcid

A doktori munka soran tobbféle PCR paramétert és enzimet hasznaltunk. A
reakciohoz a Bio-Rad MyCycler™ Thermal Cycler 170-9703 vagy az ABI
2720 Thermal Cycler késziilékeket hasznaltuk.

Az fhll gén felszaporitdsdhoz alkalmazott PCR paraméterck: 94°C 2 perc,
94°C 1perc, 57°C 1 perc, 72°C 2.30 perc (30 ciklus), 72°C 10 perc, 15°C o

Az S. octosporus rsvl génjének felszaporitasahoz alkalmazott PCR
paraméterek: 94°C 2 perc, 94°C Iperc, 57°C 1 perc, 72°C 2 perc (30 ciklus),
72°C 10 perc, 15°C oo

Az S. japonicus rsvl génjének felszaporitasahoz alkalmazott PCR
paraméterek: 94°C 2 perc, 94°C l1perc, 62°C 1 perc, 72°C 2.30 perc (30
ciklus), 72°C 10 perc, 15°C

A C. albicans Cas5 génjének felszaporitasahoz alkalmazott PCR
paraméterek: 94°C 2 perc, 94°C l1perc, 51°C 1 perc, 72°C 2.30 perc (30
ciklus), 72°C 10 perc, 15°C
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A Northern blot probak (mei2, stell, sted) eléallitasahoz 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 Agaroz gélelektroforézis

A DNS mintdk futtatasat 1%-os agar6z gélen, TBE (Tris/Borate/EDTA)
pufferben végeztik. A DNS mintakat 6x-0s loading dye-al (Fermentas)
festettiik meg és méretiiktél fiiggéen 30-50 percig futtattuk 120mV-on. A
DNS-t a gélen Etidium-bromiddal (Sigma) tettiik lathatova UV fénnyel
megvilagitva. A futtatasok soran 1kb-os DNS markert (Thermo Scientific,
SMO0332) hasznaltunk (7. abra).

GeneRuler™ DNA Ladder Mix
0’'GeneRuler™ DNA Ladder Mix,
ready-to-use

bpng0S5Sm %

10000 180
[ & 180 38
000

-
£ 2 COCILOLO D L0 LOLO )
(SRR KU X

1% TopVeka™ LE GO Agarcse #R0491)

05 wlans, 8 om kngth g,
1XTAE, 7 Viem, 45min

7. abra. 1kb DNS marker
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3.5.4 Elesztdsejtek transzformalasa elektroporatorral

A transzformalast a (Prentice, 1992) leirasa szerint végeztik. A
transzformalashoz a sejteket 100 ml tapfolyadékban tenyésztettik a
megfeleld hémérsékleten 0.5x107 sejt/ml koncentracid eléréséig. A
tenyészetbol lecentrifugaltunk 20 mi-t (3000 rpm, 5 perc), majd a sejteket 1
ml jéghideg 1,2 M-os szorbit oldattal atmostuk és ujra lecentrifugaltuk a
sejteket (3000 rpm, 5 perc). Ezt a 1épést kétszer megismételtiik. Ezt kdvetden
a sejteket annyi szorbit oldatban vettiik fel, hogy a sejtkoncentracié 1x10°
sejt/ml legyen. A sejtszuszpenziohoz 1 pug plazmid DNS-t adtunk, illetve 2 ul
10mg/ml koncentracioju hering spermab6l szarmazé carrier DNS-t. Ezt a
sejtszuszpenziot Bio-Rad kiivettaba atvittiik és elvégeztiik az elektroporalast
a Bio-Rad Gene Pulser X-cell késziilékkel a hasado éleszt6hoz ajanlott gyari
paraméterek szerint: 2300 V; kapacitas 25 uF; ellenalas 100Q. Ezt kdvetoen
Iml jéghideg 1M-0s szorbitot adtunk a sejtekhez, majd a megfeleld
kiegészitOkkel ellatott szelektivne EMMA téptalajra szélesztettiik és a
megfeleld hoémérsékleten inkubaltuk a sejteket 4-8 napig, mig a

transzformans telepek meg nem jelentek.

3.5.5 Elesztdsejtek transzformélisa kémiai moédszerrel

A sejteket 5 ml tapfolyadékban novesztettikk egy éjszakdn at a megfeleld
hémérsekleten. A sejteket lecentrifugaltuk (3000 rpm, 5 perc), majd dtmostuk
500 pl 1XTE-vel (pH 7,5 10mM TRIS, 10mM EDTA). Ujra lecentrifugaltuk
a sejteket (3000 rpm, 5 perc), majd 180 ul TE-ben (pH 7.5) felvettik a
sejteket és 23 pl 1M-os pH 7.0 litium-acetatot adtuk hozza. Ezt kovetéen
hozza adtuk a plazmid DNS-t (200 ng-1 pg) és 10 pl-t a 10 mg/ml-es
koncentracioji hering sperma carrier DNS-bdl. Ezt kovetéen 700 pl 50%

PEG 4000 oldatot adtunk a sejtekhez és 30 percig 30°C-on inkubaltuk. Ezt
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kovetden 70 pl DMSO-t adtunk hozzd, majd 42°C 15 percig inkubaltuk a
sejteket. A 42°-os hdsokk-ot kdvetden a sejteket 5 percre jégre helyeztiik,
majd lecentrifugaltuk (3000 rpm, 5 perc). A sejteket steril desztillalt vizzel
atmostuk, majd 500 pl desztillalt vizben felvettiik Oket és a megfeleld
kiegészitokkel ellatott EMMA szelektiv taptalajra szélesztettik. A
transzformans telepek megjelenéséig (5-10 nap) az adott élesztd térzsnek

megfelelé homérsékleten inkubaltuk a sejteket.

3.5.6 Baktérium transzformalas

A bakterialis transzformalashoz minden esetben az E. coli DHS5 o kompetens
sejteket hasznaltuk (Shambrook és mtsai, 1989). A -70°C-on tarolt sejteket
jégre helyeztiik €s hozzd adtuk a ligdtumokat, majd 30 percig jégen
inkubaltuk. Ezt kovetéen hésokkot alkalmaztunk, vagyis 42°C-on 2 percig
inkubaltuk. Végiil ampicillin tartalmu LB téaptalajra szélesztettik és egy
¢jszakan at 37°C-on inkubaltuk. Mdésnap néhany telepet izolaltunk a

megjelent telepek koziil.

3.5.7 Colony PCR

A colony PCR egy gyors diagnosztikai modszer. A kék-fehér szelekcioval
szemben, ahol csak az inszert jelenlétérdl kapunk informaciot, colony PCR-
rel az inszert méretét is ellendrizni tudjuk. A baktérium telepekbdl
szuszpenziot készitlink Ugy, hogy 20 pl vizbe fogpiszkald segitségével kis
mennyiségli baktériumot mosunk. A szuszpenziot 95°C-on 5 percig
inkubaltuk, mely hémérsékleten a baktériumsejtek felbomlanak, és a DNS

kiszabadul. A sejtszuszpenziobol 2 pl-t adtunk a PCR reakciohoz.
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3.5.8 Restrikcids emésztés

Munkank soran tobbféle restrikcidos enzimet alkalmaztunk. A reakcid
elegyeket a kovetkezOképpen allitottuk Ossze: Eppendorf csdben
Osszemértiink 10 pl DNS-t, 4 pl 10x reakcid puffert (Fermentas), 0,5 ul
restrikcios enzimet (Fermentas) ¢és 25,5 ul desztillalt vizet. A reakcio elegyet
37°C-on 1,5 6ran at inkubaltuk.

3.5.9 Ligalas

A doktori munka soran tobbféle ligalast végeztiink. A pJET 1.2/blunt klonozo
vektorba valo ligalasnal a kit (Thermo Scientific CloneJet™ PCR cloning Kit
K1231) utasitasait kovettiik. A vektor pozitiv szelekciot tesz lehetdvé az 4ltal,
hogy csak az inzertet tartalmazo baktériumok tudnak telepet formalni. A
klonozé helyet ugyanis egy olyan gén kozepében alakitottak ki, melynek

terméke letalis a baktériumra nézve (8. abra).

Miat
/ Feos2
/ Bl

/  Kor2l
/o PsX
/ l‘:‘ 88l

8.abra A pJET1.2/blunt vektor térképe

(http://www.bioinfo.pte.hu/f2/pict f2/pJETmap.pdf)
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Az expresszids vektorokba (pREP1/41/81) valé ligalasokhoz mind az
inszertet (PCR termék), mind pedig a vektorokat azonos restrikcios enzimmel
emésztettiik. A ligadlasokat a kovetkezd reakcido elegyben végeztiik: 1 pl
vektor (10 ng), 9 pul inszert (50 ng), 2 pl 10x T4 ligaz puffer (Promega), 1 pl
T4 DNS ligaz enzim (Promega), 7 pl nukleaz-mentes viz. A ligalast egy
¢jszakan at 4°C-on végeztik. A ligitumot DHSa kompetens sejtbe

transzformaltuk a 3.5.6. fejezetben leirtak alapjan.

3.5.10 RNS izolalas

Az RNS izolalast a Kaufer és mtsi, 1985. altal leirt forré fenol modszerrel

végeztik.

A sejteket 50 ml tapfolyadékban (EMMA vagy YEA) novesztettiik
0,5-1x10" sejt/ml eléréséig. A sejteket lecentrifugaltuk és a pelletet atmostuk
1 ml steril 0,9%-0s NaCl oldattal. A sejtszuszpenziot atvittiik Eppendorf
csObe ¢€s lecentrifugaltuk 13000 fordulatszamon, majd a feliiliszot
eltavolitottuk. (Ezen a ponton a sejtek eltarolhatok -80 °C-on felhasznalig). A
sejteket 100 ul STE oldatban (0,32M szukréz, 20mM TrisHCI-pH7,5, 10mM
EDTA-pH 8,0) felszuszpendaltuk. Majd 200 mg iiveggyongy (425-600um)
(Sigma G8772-10G) hozzaadasat kovet6en néhanyszor atkevertiikk vortex
segitségével. 600 ul NTES (100mM NaCl, 5mM EDTA, 50mM TrisHCI-pH
7,5, 1% SDS) oldatot adtunk az elegyhez és néhanyszor vortexeltiik. Ezt
kovetéen 500 pl 65 °C-ra eldmelegitett fenolt (Sigma #P4682) adtunk az
elegyhez. Majd a fenollal egyiitt 5 percig 65°C-on inkubaltuk, kdzben
néhanyszor vortexel atkevertiik. Lecentrifugaltuk 13 000 fordulatszamon 1
percig és a felsd fazist a kozépsd fehérje fazissal egyiitt atvittik egy

kovetkezé 65°C-ra eldmelegitett 500 pl fenolt tartalamz6 Eppendorf csébe. 2
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percig 65°C-on inkubaltuk és kozben néhanyszor vortexel atkevertiik. 13 000
fordulatszdmon 1 percig centrifugaltuk és a felsé valamint a kozéps6é fazist
atvittilk a kovetkezé 65°C-os 400 ul fenolt tartalmazd Eppendorf csdbe. 2
percig 65°C-on inkubaltuk, kozben vortexeltiik. 13000 fordulatszamon 1
percig centrifugéltuk és ebben az esetben csak a felsd fazist vittik at a
szobahdmérsékleti 400 pul fenol-kloroformot tartalmazd kdvetkezo
Eppendorf csdbe. Vortexeltik és 13000 fordulatszdmon 1 percig
centrifugaltuk. A felsd fazist atvittiik egy 4j Eppendorf csébe és 300 pl
kloroform oldatot adtunk hozza. Vortex-el atkevertiik és lecentrifugaltuk
(13000 rpm 1 perc). A felsé fazist Gj Eppendorf csébe pipettaztuk és 1/10
térfogatnyi 3M-os Natrium acetatot (pH 5,2) és 3 térfogatnyi abszolt etanolt
adtunk hozza. Vortexeltiik és -20°C-on inkubaltuk egy éjszakan at. Masnap
reggel 13 000 fordulatszamon 10 percig centrifugaltuk. A pelletet 70%-0S -
20°C-o0s etanollal atmostuk (DEPC H,O-val higitva) és néhany percig
vartunk, amig az etanol elparolog a csovekbdl. Az RNS pelletet 50 ul DEPC
H,O-ban felszuszpendaltuk ¢és -20°C-on taroltuk. Az igy nyert RNS
koncentracidjat és mindségét spektrofotométerrel ellendriztik (higitva 1:50
aranyban. OD 260/280 arany). 1 ul-t futtatunk meg a mintabol agar6z gélen
¢és 20 pl-t futtatunk meg formaledehid gélen.

3.5.11 Formaledehid gél elektroforézis

0,75 g agarozt feloldottunk DEPC H,0-ban (Biological Industries #01-852-
1A) és 7,5 ml 10x-es MOPS (0,4 M MOPS pH 7,0, 0,1M Natrium acetat és
0.01M EDTA) puffert adtunk hozzd és forrasig melegitettiik. Az agar6z
elegyet 60°C-ra lehtitottiik és 12,5 ml 37%-os formaldehidet adtunk hozza, és

azonnal kiontottiik a géltartalyba.
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Mintdk eldkészitése: 20 ul pufferben 1évé RNS mintat vittiink fel
formaldehid gélre. Ebb6l 9 ul volt a puffer (1 pl MOPSx10, 1 pl Etidium-
bromid (10mg/ml, Sigma), 2 ul formaldehid 37% ¢és 5 pl formamid (Sigma)).
Az RNS mennyisége 20 pg volt 11 pl-ben. Az RNS mintat a pufferrel egyiitt
65°C-on inkubaltuk 10 percig, ezt kovetéen a formaldehid gél zsebeibe
pipettaztuk. A futtatd puffer 1x-es MOPS volt. 3 oran at 80V sebességgel
futtattuk a mintékat.

3.5.12 Northern blot analizis

Az RNS gélr6l membranra valo blottolasa

Az RNS mintdkat kapillaris modszerrel nylon membrdnra blottoltuk
(Sigma#Z613762). A blottolast egy nagyméretii edényben végeztiik. Az
edénybe helyeztilk a blottold apparatust, hogy kiemeljiik a pufferbél. A
blottold apparatusra egy nagyobb méretli Whatman papirt helyeztiink, amely
az edény egyik falatdl a masikig fut anélkiil, hogy érintené¢ az edény falat. A
formaldehid gélt 3 réteg 3MM Whatman papirra helyeztiik (Sigma)
buborékmentesen. A Whatman papirt el6z6leg atitattuk 20xSSC-vel (175,3 g
NaCl, 88,29 Natrium citrat 11-ben, pH 7,0). A gélre helyeztik a nylon
membrant, arra pedig 2 réteg SSC-vel atitatott 3MM Whatman papirt és 4cm-
nyi szaraz Whatman papirt helyeztiink. Az edénybe 600ml 20x-0s SSC
oldatot ontdttiink. A blottold apparatust parafilmmel lefedtiik és 500 g sulyt
helyeztiink a tetejére. Sikeres transzfer esetén az RNS minta atkeriilt a gélrdl
a membranra. A membranon az RNS-t UV keresztkotéssel (UV machine

1800, Strategene). rogzitettiik.

Gén-specifikus probak létrehozasa
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Genomialis DNS-r61 PCR-rel 800-1000bp hossztl szakaszt szaporitottunk fel
a gén ORF régidjabol.

Radioaktiv jeldlés

A 800-1000 bp hosszusagl gén-specifikus probakat [a-3?P]dCTP jelsltiik
(Random Primer Labeling Kit, Biological industries, #20-101-25).

Hibridizalas és mosas

A membréanokat a probdk hozzdadasit megel6zden, 30 percig 65°C-on
eléhibridizaltuk hibridizalo oldattal (15,69 NaH,PO4X2H,0, 53,7 ¢
Na;HPO4X12H,0, 35 g SDS, 1 ml 0,5M EDTA pH 8.0). A prehibridizalast
kovetden a denaturdlt probat hozzdadtuk és egy ¢€jszakédn at 65°C-on
inkubaltuk a membrant a probaval. Masnap reggel a membrant dtmostuk 50
ml 0,1% SDS-t tartalmaz6 2x-es SSC oldattal. 65°C-on 15 percig inkubaltuk.
A kovetkezd mosasi 1épés 0,1% SDS-t tartalmazd 1x-es SSC oldattal tortént.
Ismét 65°C-on 15 percig inkubaltuk. A harmadik mosasi lépést 50 ml 1x-es
SSC-vel végeztikk 65°C-on inkubaltuk 15 percig. A probaval jelolt
membranokon autoradiografiat végeztiink Fuji rontgen filmen -80°C-on. Ha a
keresett RNS jelen volt a mintaban, akkor az az autoradiogrammon a

megfeleld helyen fekete savként jelent meg.

A proéba eltavolitdsa a membranrél

Ha a membrant 0j probaval szeretnénk hibridizéltatni, az elézdleg hibridizalt
probat el kell tavolitanunk. A mosé puffer, amelyet erre a célra hasznaltunk
20 mM Triss-HCI pH 8, 1ImM EDTA, 1% SDS-t tartalmazott. Forrasig
melegitettiik a puffert és a membranhoz adtuk és 20-30 percig 65°C-on
inkubaltuk. Geiger Miiller mérdmiiszerrel ellendriztiik, hogy maradt-e a

radioaktiv anyag a membranokon.
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3.5.13 cDNS atirés

A reverz transzkripciét az M-MLV (Promega) nevil transzkriptdz modszer
leirasa alapjan végeztiik. 1 pg RNS-t hasznaltunk fel templatként, amelynek a
koncentraciojat nanodroppal meghataroztuk (Thermo Scientific NanoDrop ™
1000 Spectrophotometer). Az RNS atirasa két 1épésben tortént: Az RNS-t az
oligo DT-vel (Promega) es RNaz-mentes vizzel 70°C-on inkubaltuk 3 percig,
ezt kdvetden jégre tettiilk 5 percre. Majd a reverz transzkriptaz puffer, DTT,
dNTP mix és a reverz transzkriptdz enzim hozzaadasat kovetéen 42°C -on 60
percig inkubaltuk, majd 85°C-on denaturaltuk 10 percig. Az igy atirt cDNS-
bol 2 ul-t hasznaltunk fel a szekvencia specifikus primerekkel valod

amplifikalashoz.
3.6 Klasszikus modszerek

3.6.1 Torzsek keresztezése

A két egyesiteni kivant, ellentétes parosodasi tipust ¢élesztotorzset egy
Eppendorf csében 50 upl vizben 0Osszekevertiik, majd sporaztatd SPAS
taptalajra 15 pl-t cseppentettiik beldle. 25°C-on 2-3 napig inkubaltuk. A
(Sigma) kezeltiik a spoérak kiszabadulasaig (5-6 oran at). A sporakat
mikroszkop alatt Biirker kamraban megszamoltuk és higitottuk gy, hogy

150-200 spora keriiljon egy szelektiv taptalajt tartalmazo csészére.

3.6.2 Spobrazasi teszt

A homotallikus (h*°) S. pombe sejteket 25°C- on, a sziikséges aminosavakkal
kiegészitett EMML tapfolyadékban novesztettik a logaritmikus fazis
eléréséig. Majd minimal (EMML) és nitrogénmentes minimal (EMML-N)

taptalajra cseppentettiink a sejtekbdl és 3 napon at 25°C-on inkubaltuk.
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Mikroszkop alatt vizsgaltuk a sejteket és a sporulacios képességet a

kovetkezd képlet alkalmazasaval hataroztuk meg:

2x zigbta + 2x aszkusz + 1/2x spora

Sporulacios képesség (%)=
Ix vegetativ sejt+ 2x zigdta + 2x aszkusz + 1/2x spora

3.6.3 Stressz-tolerancia vizsgalat

A sejteket komplett vagy minimal tapfolyadékban novesztettik 5 x 10°
sejt/ml sejtszam eléréséig. A sejtek szamat spektrofotométerrel megmértiik.
ODsgs 0,2 sejtszambol kiindulva higitasi sort készitettlink majd 10 pl-t
cseppentettiink az ODsgs 0,2, 10x-es, 100x-os és 1000x-es higitasokbodl a
kiilonbozo sejtkarositdo dgenseket tartalmazo YPA vagy EMMA téptalajokra.

3.6.4 Plazmidvesztéses kisérlet

Arra ad valaszt, hogy a minimal téptalajon felnovekvd telepek igazi
transzformansok (nem fertdzés eredményei), s valoban tartalmazzdk az
altalunk bevitt plazmidot. gy a transzformansokat a minimal (szelektiv)
taptalajrol atcsikoztuk nem szelektiv komplett taptalajra (YEA vagy YPA), s
egy ¢éjszakan 4t inkubaltuk 30°C-on. Majd pedig minden csikbol
kiszélesztettiink egy-egy kacsnyit komplett taptalajra, s inkubaltuk a Petri
csészéket 3-4 napig 30°C-on. Az igy kapott kiilon 4ll6 telepeket atreplikaztuk
ismét minimal taptalajra és 2-4 napig 30°C-on inkubaltuk o&ket. Azok a
telepek, amelyeknél egyarant kaptunk minimal taptalajon nem ndvekvd
(plazmidjat vesztett) és novekvd (plazmidjat megtartott) telepeket, azok
valodi transzformansok voltak. Ugyanis, a YEA vagy YPA tartalmazza a

sziikséges aminosavat vagy nukleotid bazist, igy a sejteknek nincs feltétleniil
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szilksége a szelekcids markert biztosité plazmidjara, s ilyen koriilmények
kozott a sejtek egy része elveszitheti a plazmidjat. Azonban a minimal
taptalajra visszakeriilve, ezek a sejtek mar nem tudnak ndni és telepet

képezni, hiszen nem rendelkeznek a szelekcios markert biztositd plazmiddal.

3.6.5 Mikroszképos vizsgalatok

A  mikroszkopos méréseket (sejtek szamanak meghatirozasa, sejtek

ey

vegeztiik.

3.6.6 Bioinformatikai mddszerek

Az oligonukleotid primerek tervezését a SnapGene illetve a vectorNTI nevil
programok segitségével végeztiik. A Schizosaccharomyces fajok adatait a

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

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

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

oldalrol toltottiik le. A nukleotid és fehérjeszekvenciak Osszehasonlitasat a

NCBI Blast (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) opcidja segitségével

végeztiik. A  fajok koOzotti  Osszehasonlitdst a  Clustal Omega

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

Az S. pombe Afhll gén target génjeit a PomBase oldalon
meghatarozott GO kategoériak alapjan azonositottuk. A S. pombe rsvl gén
illetve homologjainak, protein szekvencidinak analizisét az UniProt

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

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

3.6.7 Génexpresszios vizsgalatok
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A mikroarray adatokat az UD-GenoMed szolgaltatta. A 3-3 parhuzamosan
tenyésztett Afhll és vad tipust sejtekbdl RNS-t izolaltunk, majd az RNS
mintakat Qiagen RNeasy mini oszlopok segitségével kitisztitottuk (Qiagen
cat. no.

74104). Az RNS minték ellendrzése Agilent BioAnalyzer RNS Nano lab-on
chip-en tortént. A teljes génexpresszids mintazat analizise Affimetrix
chipeken tortént (Affymetrix GeneChip Yeast 2.0 arrays). Minden mintabol
200 ng RNS keriilt amplifikalasra és jelolésre. A microarray-re torténd
amplifikalasi és jelolési folyamatra felhasznalt reagensek: 3' IVT Express Kit
(Affymetrix) 901228 GeneChip Hybridization, Wash and Stain Kit
(Affymetrix) 900720 (30Rxn) 100 % etanol (ACS reagent grade).

A mikroarray adatok analizise a GeneSpring 13.0 GX szoftverrel tortént
(Agilent Technologies). Az elemzés menete: 1. CEL fajlok importalasa —
RMA (robust multichip analysis) normalizalds és medidn normalizalés.

2. Elemzés: Az expresszalddott gének meghatarozasa a legalacsonyabb
értéket mutaté gének 20%-anak kisziirésével tortént. Ezt kovetden a
minimum 1,5-szeres valtozast mutatd gének meghatarozasa a Afhll és vad
tipust mintak kozott. A megvaltozott expresszids szintet mutatd gének
statisztikai elemzése t-probaval tortént, mely adatok korrekcidja a Benjamin-

Hochberg False Discovery Rate alkalmazéséaval tortént.
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4. Eredmények

4.1 Az fhill gén vizsgalata

A munkank egyik célja az volt, hogy a Sepl0 mediator alegység altal
szabalyozott szignaltranszdukcios utvonalak fhll gén altal regulalt részét
felderitsiik, az fhll target gének azonositasa révén. Célunk volt tovabba, az

fhl1 mas génekkel, utvonalakkal valo kapcsolatanak kideritése is.

4.1.1 A Afhll altal szabalyozott gének azonositasa

Annak érdekében, hogy kideritsiik mely gének expresszidjat szabalyozza az
fhll gén altal kodolt transzkripcios faktor, mikroarray analizist végeztiink.
Azaz, a mutans fhll és vad tipust sejteket minimal (EMML) és komplett
(YEL) tapfolyadékban szaporitottuk logaritmikus fazis (0,5-1 x10" sejt/ml)
eléréséig. Harom-hdrom tenyészetb6l RNS-t izoldltunk a mindkét tipusa
tapfolyadékban ndvesztett sejtekbol. Majd pedig az RNS mintdk
felhasznalasaval a génexpresszios vizsgalatokat elvégeztettiik. Az 9. a,b dbra
a target géneknek klaszterekbe rendezett hierarchikus analizisét mutatja.
Azon géneket jeloli, amelyeknek az expresszidja minimum 1,5-szeres
valtozast mutatott a kontroll (vad tipusi) csoporthoz képest. Minimal
(EMML) tapkozegben 72 gén expresszidja valtozott az fhll mutansban,
melyek koziil 38 gén expresszidja csokkent, 34 gén expresszidja emelkedett a
vad tipusu sejtekhez képest. Komplett (YEL) tapkdzegben 75 gén expresszios

szintje valtozott, 49 gén expresszidja ndtt, mig 26 géné csokkent (9.c abra).
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emelkedett mMRNS
szint

csokkent mRNS
szint

34/38
EMML

9. abra Az Afhll torzs mikroarray analizisével kapott hierarchikus
génklaszterek (A, B). Gének, amelyeknek az expresszidja nétt (+) vagy
csokkent (-) az fhl1 mutansban EMML-ben (A abra) vagy YEL-ben
tenyésztve (B dbra). A mddosult mRNS szintet mutat6é gének szama (C
abra).(L.ILIII. a kisérletek szama)
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Az elsé megfigyelésiink a target géneket illetden az volt (Fiiggelék, 1. és 2.
tablazat), hogy a két kiilonboz6 tapkdzegben modosult transzkripcidt mutatd
gének csak részben egyeznek meg. Az atfed6, azaz mindkét taptalajban
(komplett és minimal) modosult transzkripciét mutatdé géneket a 7.
tablazatban foglaltuk 6ssze. Azonban a tovabbi vizsgalatok kideritették, hogy
a kiilonboz6 gének is tobbnyire azonos GO (Gene Ontology) kategoéridkba
sorolhatok, vagyis funkciojuk szerint hasonloak. Az fhll mutansban
megvaltozott gének teljes listaja és a GO kategoriak, a fliggelék 1-es és 2-es

szamu tablazataban talalhatok.

7. tablazat Azon géneket listdja, melyeknek az expresszios szintje mindkét

tapkozegben megvaltozott az fhl1 mutansban

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

meidzisban fontos RNS-kot6 fehérje +
mei2

adaptor fehérje +*
ste4

transzkripcios faktor +
stell

ESCRT III komplex alegység +
vps32

membran transzporter +
mfcl

dihidroxi aceton kinaz +
dak2

hidroxi sav dehidrogenaz +
SPAC186.02c

orotidin 5'-foszfat dekarboxilaz -
ura4

60S ribozomalis fehérje L16 -
rpl1603

H- vitamin transzporter -
vhtl

arva gén -
mug150 50




GDT1-szerii fehérje -
SPAC186.05¢c

hipotetikus fehérje -
SPAC1142.09

2-dehidropantoat 2-reduktaz -
SPBPB2B2.09c

N-acetil transzferaz -
SPBC1271.07c

arilszulfataz -
SPBPB10D8.02c

cisztein transzporter -
SPCPB1C11.03

kromatin csendesito fehérje -
clr2

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

sejtekhez képest). (+) mRNS szint novekedett, (-) mRNS szint csdkkent.

4.1.2 Az thil altal szabalyzott gének funkciojanak megallapitasa felfedte,

hogy az fhll szabalyozza a nitrogén éhezésre indukalodé géneket

Azon géneket, amelyeknek az expresszidja minimum 1,5-szeresére valtozott
az fhll mutansban, a PomBase adatbazisban talalhatd6 GO kategoriak alapjan
azonositottuk (Fiiggelék 1. 2 tablazat). Ezeket megvizsgalva feltind volt,
hogy funkcidjuk szerint a gének jelentés része a nitrogén éhezéskor
indukalodo gének csoportjaba volt sorolhato.

Mivel Mata és mtsai, 2002-ben publikalt cikke is a nitrogénéhezés
indukalta gének expresszidjaval foglalkozik, adatainkat Gsszevetettiik e cikk
adataival. A tanulmany szerint ezek a gének harom csoportba sorolhatok. 1)
Késdi géneknek nevezték el azon gének csoportjat, amelyek a nitrogén forras
megvonasatél szamitott egy ora mulva indukalodtak. 2) Atmenetileg
indukéalodnak azok a gének, amelyeknek az expresszids szintje a nitrogén
megvonast kovetd egy oran beliil megemelkedik és két-harom 6rdn at magas
marad. 3) Folyamatosan indukalodok azok a gének, amelyeknek az

expresszids szintje a nitrogén megvonassal egy idoben megemelkedik és a
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kisérlet soran végig magas marad. Ezen informaciot is figyelembe véve
megvizsgaltuk az fhll mutansban megvaltozott expresszios szintet mutatd

nitrogénéhezés indukalta géneket, s a gének tobbsége a késdi és az

crer

4.1.3 Az fhll szabalyozasa alatt allnak a parosodas és a sporulacio

folyamataban fontos gének

A részletesebb vizsgalatok utdn kideriilt, hogy a nitrogénéhezés hatédsara
expresszalodo gének kozott nagy szammal talalunk a péarosodas ¢és a
sporulicié folyamataban fontos géneket (8. tablazat). Ilyen példaul a mei2”,
ste4”, mfm1*, mfm2*, matMc®. Ezek a gének a stell” transzkripcios faktor
szabalyozasa alatt allnak (Sugimuto és mtsai, 1991), amely megemelkedett
expressziés szintet mutatott mindkét mikroarray analizis soran. A mei2",
amely fontos regulatora a meidzisnak, szintén megemelkedett expresszids
szintet mutatott az fhl1 mutansban a mikroarray kisérletben (Fiiggelék, 1. és
2. tablazat). Ezt az eredményt Northern blot kisérlettel is megerdsitettiik (10.
abra).

8. tablazat Az fhl1l gén szabalyozasa alatt allo sporulacioban fontos gének

listaja
MRNS szint a Afhl1 Expresszios
Gén Gén Leiras mutansban profil -N
azonositoja neve EMML YEL eltavolitasa utan
SPBC29B5.02c | isp4 szexualis - folyamatos
differenciacio
SPAPBBES5.05 mfm1 M-faktor - késbi
prekurzor 1
SPAC513.03 mfm2 M-faktor - kés6i
prekurzor 2
SPBC1711.02 mat-Mc | mating-type M- - késoi
specifikus
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polipeptid Mc

SPAC1565.04c | sted adaptor protein +* + kés6i

SPBC32C12.02 | stell transzkripcios + + késo6i
faktor

SPAC11E3.06 mapl MADS-box + késoi
transzkripcios
faktor

SPAC3F10.10c | map3 Feromon M- + késoi
faktor receptor

SPAC27D7.03c | mei2 meidzisban fontos + + kés6i
RNS-k6t6 protein

SPAC13A11.03 | mcp7 meiozis specifikus +
protein

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

sejtekhez képest). (+) mMRNS szint novekedett, (-) mRNS szint csdkkent.

rRNA

mei2+*

YEL

195]
=
\9-4
E
2=
> =

¥

10. abra Az fhl1™ transzkripcios faktor, a mei2* gén negativ regulatora. A

mei2" gén expresszios szintje megemelkedett az Afhl] torzsben a vad tipust

torzshoz képest. Aisp7 torzset pozitiv kontrollként hasznaltuk a Northern
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A mikroarray adatok és a Northern blot kisérleti eredményekre
alapozva, j6 okunk volt feltételezni, hogy az fhll transzkripcios faktor
szerepet jatszhat a meidzis és sporazas folyamatokban.  Annak érdekében,
hogy tovabbi bizonyitékot gyljtsiink ennek a kérdésnek a megvalaszolasara,
meghataroztuk a Afhll gén spérazd képességét. Vad tipusu és Afhll
homotallikus (h*®) térzseket logaritmikus fazis eléréséig novesztettiik, majd
minimal (EMMA), nitrogénmentes minimal (EMMA-N) és prolin-tartalmu
taptalajra cseppentettiink a sejtekbdl. A telepek megjelenését kovetden a
3.6.2. fejezetben leirtak alapjan meghataroztuk a torzsek sporazasi
képességét. A 9. tablazat adataibol latszik, hogy az fhll gén delécidja
kovetkeztében magasabb a sejtek sporaképzése a vad tipusu sejtekhez képest

mind nitrogénmentes minimal, mind pedig prolin-tartalmu taptalajokon.

9. tablazat Az fhll delécidja kovetkeztében megemelkedik a sejtek

sporaképzo képessége

Sporazasi képesség (%)

Torzs Taptalajok
EMMA | EMMA-N | Prolin
tartalmu
EMMA
TA06
vad tipusa h* 67+ 3 65+ 2,6 71+2,5
2-1019
Afhil h® 65+3,6 | 81+1,73 | 82+1,5
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4.1.4 Atfedés az thll és a tor2 altal szabalyozott gének kozott

Tekintve, hogy hasad6 élesztében a nitrogénhiany kovetkeztében kialakulo

sejtvalasz egyik kozponti regulatora a tor2 gén, osszehasonlitottuk a Afhll

gén génexpresszids adatait a tor2 mutans mikroarray analizisével is (Matsuo

¢s mtsai, 2007). A 10. tablazatban Osszefoglaltuk azon géneket, amelyek

mind a tor2 mutansban, mind pedig az fhll mutansban eltéré expresszids

szintet mutattak a vad tipusu sejtekhez képest.

10. tablazat Az fhll és a tor2 —fligg6 transzkripciot mutatd gének listaja

Gén azonositdja | Gén neve Leiras A fhll | tor2-ts6*
SPAC2E1P3.05¢c gomba cellul6z-koté domén + +
SPAC11E3.06 mapl MADS-box transzkripcios faktor + +
SPAC1565.04c | sted M-faktor prekurzor + +
SPAC3F10.10c | map3 feromon M-factor receptor + +
SPAC27D7.03c | mei2 RNS-k6t6 protein + +
SPAC1039.02 kalcineurin-foszfodiészteraz - +
SPAC13G7.13c | msal sporulacioban fontos (predicted) - +
SPBC29B5.02¢ | isp4 OPT oligopeptid transzporter csalad tagja - +
SPAC1039.01 aminosav permeaz csalad tagja - +
SPAC513.04 arva gén - +
SPAC513.03 mfm?2 M-faktor prekurzor - +
SPAC3H1.06¢ membran transzporter (predicted) - +
SPBC1711.02 matMc mating-type m-specifikus polipeptid - +
SPCC285.05 purin nukleozid transzporter (predicted) - +
SPCC1223.09 urikaz enzim (predicted) - +
SPAPBS8E5.05 mfm1 M-faktor prekurzor - +
SPBPB2B2.01 aminosav permeaz csalad tagja - +
SPAC1142.09 funkcidja bizonytalan - +
SPCC132.04c glutamat dehidrogenaz - +

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

csokkent.
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4.1.5 Az thll gén tultermelése csokkenti a tor2-ts sejtek homérséklet- és

rapamycin érzékenységét

Irodalmi adatok szerint S. cerevisiae-ben az Fhll gén a TORC]1 szabalyozasa
alatt all (Martin és mtsai, 2004). Mivel a mikroarray vizsgalat adatait
Osszevetve mi is talaltunk hasonlosagot a két gén funkcidjat illetden,
szerettiik volna tovabb vizsgalni az fhll gén és a TOR utvonal kapcsolatat.
Ennek érdekében megvizsgaltuk az fhll gén tultermelésének a hatasat a tor2-
ts sejtekben. Azaz, az fhll gént egy magas expresszids szintet biztositd
tultermel6 vektorba klonoztuk (pREP3x), majd pedig tor2-ts mutans sejtekbe
transzformaltuk. A 11. abran lathatd, hogy az fhl1® gén tultermelése
csokkentette a tor2-ts mutans sejtek rapamycin érzékenységét mindharom
allél esetében (tor2-ts10, tor2-ts6, tor2-51). Azonban a hdémérséklet
érzékenység csokkentésében eltérést tapasztaltunk az fhll* aktivitasat
illetéen, a harom kiilonbozé tor2-ts allél esetében. A pREP3x-fhil*
konstrukcidval transzformalt harom tor2-ts allél koziil csak tor2-ts10 sejtek

voltak képesek noni restriktiv hdmérsékleten.
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Vad tipus

tor2-51+vektor

11. abra Az fhl1" gén taltermelése csokkenti a tor2-ts sejtek hémérséklet- és
rapamycin érzékenységét. A tor2-ts hdmérséklet érzékeny mutacio eltérd
alléljait hordozo tor2-ts sejteket (A:tor2-51; B:tor2-ts6; C:tor2-ts10) pREP3x
iires vektorral, pREP3x-fhl1", vagy pREP3x-tor2" -vel transzformaltuk.
Cseppek sorrendje: ODsgs5 0,2, 10x, 100x, 1000x higitas (balrol jobbra)

Annak érdekében, hogy tovabbi informaciot szerezziink az fhll gén és
a TOR fttvonal kapcsolatat illetden, megvizsgaltuk az fhll® génnel
transzformalt tor2-ts mutans sejtek sporazasi képességét is. Ugyanis a tor2
mutans sejteknek sajatsaga, hogy még komplett taptalajon is ugy viselkednek,
mintha nitrogénre ¢heznének. Vagyis képesek szexudlis ciklusba lépni és
sporakat képezni. Ezért megvizsgaltuk, hogy az fhl1™ gén tiltermelése képes-
e elnyomni a tor2-ts sejteknek ezt a hipersporulicios képességét. Ures
PREP3x vektorral és pREP3x-fhl1®  konstrukciéval —transzformalt
homotallikus (h®) tor2-ts sejteket logaritmikus fazisig novesztettiink, majd
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minimdl (EMMA) ¢és nitrogén-mentes minimal (EMMA-N) taptalajra
cseppentettiik. A sporazasi képességet a 6.3.2. fejezetben leirtak alapjan
hataroztuk meg. A kisérlet eredményét a 11. tablazatban foglaltuk 6ssze. Az
fhi1™ gén tultermelése mintegy 22%-kal csokkentette a tor2-ts10 sejtek talzott

sporaképzését minimal és nitrogén-mentes minimal taptalajon is.

11. tablazat Az fhl1* gén taltermelése csokkenti a tor2-ts10 muténs

sejtek tulzott sporaképzését

Sporazasi képesség (%)

Torzs genotipusa EMMA EMMA-N

tor2-ts10+ 83+ 3 89+ 2,5
pREP3X vektor
tor2-ts10+ 61+2 67+ 2

PREP3X-fhiL*

A tor2-ts mutéans sejtek ,,hyper-mater” fenotipusa mogétt, a nitrogén
¢hezéskor indukalodd, meidzisban fontos gének (stell”, mei2*, sted4™)
megemelkedett expresszids szintje all (Matsuo ¢és mtsai, 2007). Ezért
Northern blot kisérlettel megnéztiik, hogy ezeknek a géneknek az
expresszidja hogyan valtozik az fhl1™ gén taltermelésének kovetkeztében. Az
fhi1™ gén thltermelésének a tor2-ts sejtek sporaképzésére gyakorolt hatasaval
Osszhangban, az fhl1" tiltermelése csokkentette a meidzisban szerepet jatszo
stell”, mei2" és ste4” gének expresszidjat is a tor2-ts muténs sejtekben (12.
abra).
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12. abra Az fhl1*gén tiltermelése csokkenti a nitrogénéhezés indukalta
gének expresszidjat a tor2-ts sejtekben. Northern blot analizis. A vad tipusa
(wt) és tor2-ts iires vektorral transzformalt (pREP3X) és a pREP3X-fhl1”
konstrukcidval transzformalt sejteket 25°C-on novesztettiik a logaritmikus
fazis eléréséig minimal (nmt1* prométer aktiv) vagy tiamin tartalmi minimal
taptalajon (nmt1" promoéter inaktiv). Majd 33°C-0n 4 6ran at inkubaltuk a
sejtek RNS izolalast megelézéen. stell”, mei2” és ste4” probakkal
hibridizaltattuk az RNS mintékat.

60



4.1.6 Az fhl1*gén taltermelése nincs hatassal a Atorl sejtek hémérséklet

érzékenységére

A TORCI és TORC2 jonéhany sejtvalaszt, tobbek kozott a nitrogénéhezés
altal kivaltott szignal utvonalat ellentétes médon szabdlyozza. Mig a TORC1
pozitivan hat a nitrogén éhezéskor indukalédé gének expressziojara, addig a
TORC2 negativan befolyasolja azok expresszidjat. Azonban figyelembe véve
az irodalmi adatokat, miszerint a két komplex bizonyos sejtfolyamatokat
egyittmikodve szabalyoz (Martin és mtsai, 2017), igy fontosnak lattuk
tisztazni az fhll-nek a TORC2-vel valo lehetséges kapcsolatat is. Els6
1épésben a Afhll gén mikroarray adatait a TORC?2 katalitikus alegységének a
mikroarray adataival is Osszevetettiik. Ebben az esetben csak néhany olyan
gén azonositottunk, amely mind az fhll, mind pedig a torl mutansban
megvaltozott expresszids szintet mutatott (Schonbrun és mtsai, 2009). Ezek
kozott  taldlunk  transzporter  fehérjéket  kodolot  (SPAC186.05c,
SPCPB1C11.03, vhtl, SPCC285.05), hidrolaz aktivitasi enzimet kodolot
(SPAC977.15), membrankomponens (Wtf5), RNS-ko6t6 fehérjét (cwf2), enzim
aktivitasu (SPBPB8B6.05c), és chaperon aktivatort (Stil). A kovetkezOkben
kisérletesen is megvizsgaltuk, hogy az fhll gén kapcsolatban all-e TORC2-
vel. Azaz, a pREP3X-fhI1" konstrukciot betranszformaltuk a Atorl sejtekbe
¢s megvizsgaltuk a transzformansokat rapamycin jelenlétében valamint
alacsony és magas hémérsékleten. A 13. abran lathato, hogy az fhll® gén
tultermelése nem csokkentette szignifikansan a Atorl sejtek rapamycin
érzékenységét, illetve nem volt hatassal a hétoleranciajara sem. Mindez
azonban még nem jelenti feltétleniil azt, hogy az fhll és a torl kozott
kizarhat6 a kapcsolat. De ezt csak tovabbi fenotipusos jegyek vizsgéalataval

tudjuk majd a jovében egyértelmiien eldonteni.
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30°C 25°C 37°C

vad tipus
AtorI+pREP3X
Ator 1+pREP81-torl”

Ator1+pREP81-fhI1*

13. abra Az fhl1™ gén taltermelése Ator! mutans sejtekben EMMA és
EMMA+rapamycin (*) taptalajon. Cseppek sorrendje: ODsg5 0,2, 10x, 100X,
1000x higitas (balrol jobbra)

4.1.7 Az thil feltehetéen szabalyozza a transzporfolyamatok egy részét is

A nitrogénéhezés kovetkeztében indukalodd gének kozott jo néhany
transzporter gént is taldltunk. Minimal takézegben a 72 target gén koziil 14,
mig komplett tapkozegben a 75 target gén koziil 10 gén sorolhatdo a

transzportfolyamatokban szerepet jatszo gének csoportjaba (12. tablazat).

12. tablazat Az fhll gén szabalyozasa alatt allo transzporter gének

listaja
MRNS szint az Expresszios
Afhll mutansban szinta
Gén Gén Leiras nitrogén
azonositdja neve EMML YEL eltavolitasa
utan
SPAC1B3.16¢c | vhtl H- vitamin transzporter - valtozatlan
SPCPB1C11.03 Cisztein transzporter - - valtozatlan
SPBPB10D8.01 Cisztein transzporter - valtozatlan
SPAC869.05¢ Szulfat transzporter - valtozatlan
SPAC1F8.03c | str3 sziderofor- vas transzporter - valtozatlan
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SPBC530.02 Membran transzporter - valtozatlan

SPBC359.05 abc3 ABC transzmembran transzporter - valtozatlan

SPAC1039.01 gamma-amino vajsav /poliamin + atmeneti
transzporter

SPAC750.02¢c Membran transzporter + valtozatlan

SPAC869.03c Urea transzporter + atmeneti

SPBC13A2.04c PTR csalad peptid transzporter + valtozatlan

SPAPB1A11.01 | mfcl Membran transzporter + valtozatlan

SPAP7G5.06 perl Aminosav permeaz + valtozatlan

SPBPB2B2.01 Aminosav permeaz + atmeneti

SPCC285.05 Purin nukleozid transzporter atmeneti

SPAC3H1.06¢ Membran transzporter atmeneti

SPBC29B5.02¢ | isp4 OPT oligopeptid transzmembran valtozatlan
transzporter csalad tagja

SPBC359.03c aatl Aminosav transzmembran valtozatlan
transzporter

SPCC576.17¢c piridoxamin/piridoxin/piridoxal valtozatlan
transzmembran transzporter

SPCC1020.10 oca2 szerin/treonin protein kinaz valtozatlan

(+) mRNS szint novekedett, (-) mRNS szint csokkent

4.1.8 Az thll transzkripcios faktor altal szabalyozott géneknek csak egy

része tartozik Sep10 szabalyozasa ala

Az Afhll  torzzsel végzett génexpresszids kisérleteink eredményeit
Osszevetettiik a korabbi sepl0 mutans torzzsel végzett kisérleteinkkel is azzal
a céllal, hogy felderitsilk a seplO target gének azon csoportjat, amelyek
feltehetéen csak az fhll gén modosult mRNS szintje miatt mutattak
magasabb vagy alacsonyabb génexpressziot (Miklos és mtsai, 2008). E gének
csoportjat, a 13. tdblazat mutatja be. Az Osszehasonlitas arra is ravilagitott,
hogy az fhll target géneknek csak egy csoportja tartozik a Sepl0 regulacioja

ala.
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13. tablazat sepl0 és fhll altal egyarant szabalyozott gének

Gén azonositoja A fhil sepl0
Gén Leiras YEL | EMML
neve
SPAC1B3.16¢ vhtl | vitamin H transzporter - - -
SPCPB1C11.03 cisztein transzporter - - -
SPAC513.04 arva gén - -
SPAC3H1.06¢ membran transzporter - -
SPBC1271.07c N- acetil transzferaz - -
SPAPJ760.03c adgl | arva gén/glikoprotein - -
SPBC29B5.02c isp4 oligopeptid transzporter - -
SPBC359.03c aminosav permedz - -
SPAC2E1P3.05¢c cellulozkotd fehérje + -
SPBPB7ES8.01 arva gén - -
SPAC1142.08 fhil fork head tipusu - -
transzkripcios faktor
SPAC13G7.13c msal | RNS kot6 fehérje - -
SPAPBS8ES5.05 mfml | M-faktor prekurzor - -
SPCC1223.09 urikaz - -
SPCC965.14c citozin deaminaz - -
SPAC27D7.03c mei2 | meiodzisban fontos RNS + + -
koto fehérje
SPAC977.16C dak2 | dihidroxi aceton kinaz + + -
SPCC132.04c NAD- fliiggd glutamat - -
dehidrogenaz
SPAC750.05c hipotetikus fehérje - +
SPBPB2B2.08 konzervativ gomba - +
fehérje
SPCC569.07 aminotranszferaz - -
SPBC13A2.04c peptid transzporter + -
SPBC1861.02 abp2 | ARS kot6 protein + +
SPAPB24D3.07c arva gén + +
SPAC869.01 amidaz + -
SPBC23G7.13c urea transzporter + -
SPAC212.04c hipotetikus fehérje + +
SPBP4G3.03 hipotetikus fehérje + +
SPBC1861.01c cnp3 | centromer fehérje + +

(+) mRNS szint novekedett, (-) MRNS szint csokkent
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4.2 Az rsvl gén vizsgalata

Doktori munkam masik részében a Sepl0 mediator alegység altal regulalt
masik transzkripcids faktort, az rsvl gént vizsgaltam. Az rsvl egy cink-ujj
tipust transzkripcios faktort kodol, amely a gliikoz ¢hezés hatasara stacioner
fazisba 1épd sejtek tuléléséhez sziikséges (Hao és mtsai, 1997). Mivel a
korabbi adatok alapjan a gliikoz éhezésre adott valaszreakcioban résztvevo
gének evolucidsan konzervativnak tlintek, ezért megprobaltuk ezt
kisérletesen is 1igazolni az rsvl gén esetében, interspecifikus

komplementacids analizissel.
4.2.1 Az rsvl gén homolégjainak meghatarozasa

A glikoz jelenlétének vagy hidnydnak érzékelésére bonyolult kaszkad
rendszerek alakultak ki. Ilyen a gliikoz hianyaban aktivalod6 cAMP kaszkad,
mely evolicidosan konzervativ (Papp és mtsai, 2016). Az rsvl transzkripcids
faktor illetve az altala kodolt protein, mint a cAMP tutvonal eftektor
molekuldja, valoszintileg szintén az evolucidsan konzervativ proteinek kozé
tartozik. Azaz feltételeztiik, hogy a szekvenciahomologjai megtalalhatéak a
kiilonb6zé gombafajokban. Legalabb is ezt sugallta Hao és munkatarsainak
cikke, akik az S. pombe rsvl génjének homologjait megtalaltak
Saccharomyces cerevisiae-ben, Aspergillus nidulansban és emlés6kben (Hao
¢s mtsai, 1997).

Annak érdekében, hogy tovabbi informaciot nyerjiink az rsvl gén
illetve géntermék konzervativizmusat illetden, tovabbi homoldég géneket
kerestiink  bioinformatikai modszerekkel. Azaz, Blast analizissel
megkerestiik az S. pombe rsvl ortolog génjeit a legkdzelebbi rokonaiban,

mint az S. octosporus ¢és a dimorfizmusra is képes S. japonicusban. Valamint
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a szintén dimorf tavolabbi rokon, human patogén C. albicansban. Az utobbi
fajban harom olyan gént is talaltunk, amelynek a protein szekvencidja az S.
pombe Rsvl fehérjével homologiat mutatott. Ezek a Migl, Try5 és Cas5
(Figgelék, 1./a abra). Mivel a homoldgia mértékében nem volt szignifikans
kiilonbség, forditott Blast analizist végeztiink a Pombase adatbdzisban. A
forditott Blast analizis megmutatta, hogy a Cas5p lehet az S. pombe Rsvl
protein igazi homologja (Fliggelék, 1./b dbra). Mig a Migl és Tyr5 proteinek
inkabb az S. pombe Scrl és KIfl protein szekvenciajahoz hasonlitanak
(Figgelék, 1./c,d abra). Az S. octosporus, S. japonicus és C. albicans ortolog
gének fehérje szekvenciait egyenként is 6sszehasonlitottuk az S.pombe Rsvl
fehérjével és azt talaltunk, hogy az S. japonicus Rsvl transzkripcids faktor
hasonlit leginkabb az S. pombe Rsvl proteinjéhez, mig a legkevésbé a C.
albicans Casbp (14. tablazat, 13. abra, Fliggelék, 2. abra).

14. tablazat Az S. pombe Rsvl1 proteinjének paronkénti

0sszehasonlitdsa mas fajok Rsvl homolédgjaival

S. pombe Rsv1-
S. japonicus Rsvl

S. pombe Rsv1-
S. octosporus Rsvl

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 Konzervativ domének analizise

Mivel a korabban talalt S. pombe rsvl homoldg gének esetében a homologia
foként a C2H2 doménre korlatozddott, mi is megvizsgaltuk az altalunk talalt
homolodg proteinek cink-ujj doménjét (Fiiggelék, 2. abra). Azt talaltunk, hogy
a C2H2 domén tekintetében a Schizosaccharomyces fajon beliil az Rsvl
protein szekvenciija igen konzervativ, ugyanis a homologia mértéke 85%
volt a paronkénti Gsszehasonlitasban (Fiiggelék, 3/a,b abra), mig a C.
albicansban az aminosav egyezés csak 51% volt (Fiiggelék, 3/c abra). Ezen
kiviil tobbszords szekvenciaillesztést iS végeztiink és Weblogo program
segitségével meghataroztuk a konzervativ aminosavakat a négy fajban (14/b

abra).

Figyelembe véve, hogy a négy fajban talalt homoldég régid6 nem
csupan a cink-ujj doménre korlatozodik, megvizsgaltuk a doménen kiviil es6
régiot is. Ezen protein szakasz hossza eltérést mutatott a négy fajban. 103
aminosav hosszu szakaszt azonositottunk S. octosporusban, 20 aminosavbol
allo régiot a C. albicansban, mig 15 aminosav hosszisagu szekvenciat az S.

japonicusban (14/a abra).

a
5. pombe Rsvl
full length428aa -~ %26 5256

S. japonicus Rsvl 73-100 101-125
full length 608 aa 70-140 aa, 10.79%,P0s.84%

S. octosporus Rsvl_ 431 3261
full length 417 aa 1-164aa,  1D.59%,P0s.71%
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C. albicans Cas5 748-T70 . TIe801 _
full length 821 aa 746-798 aa, 1D.51%,Pos.69%

b

267-287aa 1D.43% Pos.61%

4.0

n 30

'SEEﬂlﬁcPgCr_aﬁ3§ﬁRaEI;j9:»:BH;&SHIgEﬁPFgngB;ECaKRE

14, abra Az S. pombe rsvl gén és ortologjainak paronkénti illesztése.

a) az abran sziirke szin jeloli a proteinek C2H2 doménjeit. Fekete szinnel a
konzervativ régiot jeloltiik. Az abra b) része a négy faj C2H2 doménjeinek

illesztése soran kapott konzervativ aminosavakat mutatja (Weblogo).

4.2.3 Az Arsvl mutans fenotipusanak vizsgalata

Az rsvl transzkripcios faktor a stacioner fazisban vald taléléshez sziikséges
(Hao és mtsai, 1997). Stacioner fazisban a sejtek fala megvastagodott, igy
ellenallébbak a kornyezeti stresszel szemben. Ennek kovetkeztében a Arsvi
mutans sejtek érzékenyek DNS karositdé agensekre, mint példaul hidroxi-
ureara €s thiabendazolra, illetve etanolra és nehezen tolerdljak a magas
homérsékletet is (Hao és mtsai, 1997). Annak érdekében, hogy tovabb
bovitsiik ismereteinket az rsvl delécids mutans torzs fenotipusat illeten,
megvizsgaltuk a sejteket tovabbi kornyezeti stressz jelenlétében. A 15. abra
mutatja, hogy az rsvl mutans érzékeny a sejtfalkarosito Congo red (10
pg/ml) és Caspofungin (150 mg/ml) drogokra. Szintén érzékenyek a sejtek
ecetsavra (0,3%), koffeinre (10mM), illetve 25°C-on is gyengébb volt a

telepformalasi képességiik a vad tipust torzshdz képest. Tovabba a Hao és
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munkatarsai (1997) altal megallapitott etanol (8%) és hdérzékenységet

(37°C), mi is megerdsitettiik.

Etanol 8 %

vad tipus

Arsvl

vad tipus

Arsvl

15. abra Az S. pombe rsvl gén sziikséges a sejtek tuléléséhez stressz
kériilmények mellett. Kiinduldsi sejtszam 5 x 10° sejt/ml. Cseppek sorrendje:
ODsg50,2, 10x, 100x, 1000x higitas (balrol jobbra). 10 ul lett kicsepegtetve a

higitasi sor sejtszuszpenzidibol YEA-ra, (inkubalva 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 pug/ml congo red taptalajokra. Ez utobbiakat
30°C-on 4 napig inkubaltuk.

4.2.4 Fajok kozotti komplementacids vizsgalat

Az adatbazisokban azonositott protein szekvenciak kozotti bioinformatikai
modszerekkel megéllapitott hasonldésag nem feltétleniil jelenti azt, hogy ezek
a gének azonos funkciot latnak el. Ennek a kérdésnek a tisztdzasa érdekében,
megvizsgaltuk a kérdéses harom faj rsvl/Cas5 génjeinek mikodését az S.
pombe rsvl delécios mutans térzsben.

Els6 1épésben az S. octosporus és C. albicans vad tipust torzsekbol
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genomi DNS-t izolaltunk, majd PCR reakcioval felszaporitottuk az
rsv1*/Cas5™ géneket. A S. japonicus rsvl® génje intronokat tartalmazott, igy
annak érdekében, hogy csak a kdédold régioval dolgozhassunk, RNS-t
izolaltunk S. japonicus vad tipusu torzsbdl, majd cDNS-¢ irtuk at. Ezutan
pedig a cDNS-r8l szaporitottuk fel az rsvl® gént. A PCR reakciét a 3.3.
fejezetben leirt primerekkel végeztik a 3.5.2. fejezetben részletezett
paraméterek mellett. A PCR termékeket elészor a pJET1.2 vektorba
klonoztuk tompa véggel. Kovetkezd 1épésben pedig a géneket pREP41
taltermeld vektorba klonoztuk, az Ndel és BamHI vagohelyekre. A pREP41
egy kozepes expresszios szintet biztositd vektor, melynek a promotere az
nmtl®, tiaminnal szabalyozhatd. A folyamat menetét a 16. dbran foglaltuk
Ossze. A transzformalast elektroporatorral végeztiik, és a sejteket tiamin
tartalmi minimal taptalajra szélesztettiik. NEhany napos inkubdlas utan a

transzformans telepeket leizolaltuk és tovabb vizsgaltuk dket.

Az ortolog gének amplifikdlasa

PCR-rel szekvencia specifikus

oligonukleotid primerekkel Colony PCR baktérium
telepekbdl

kbl 23456 7
B —-—= = :

- -
—_ —_—
Klonozas Transzformalas [
pJET1.2 baktériumba |- 2
vektorba
Genomi
DNS Ndel BamH|

rsyls-°

izolalasa rsyls-e

—_—

Plasmid DNS
izolalasa egy
egyedi baktérium
telepbdl

—_ 5 PREP41

Klonozés pREP41 expresszios vektorba,

Restrikcios emésztés Ndel-BamHI| az Ndel-BamHI klonozé helyre

enzimekkel

16. abra Az rsv1*/Cas5" gének klonozasanak menete.
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Miutan a plazmidvesztéses kisérlettel is meggydzddtiink arrdl, hogy
az S. pombe Arsvl sejtek tartalmazzak az idegen fajokbol szarmazod
rsvl’/Cas5" géneket, elinditottuk a transzformans telepek fenotipusos
vizsgalatat. Hao és munkatarsai leirtak, hogy a funkcioképes vad tipust rsvl”
gén sziikséges a sejtek életképességének fenntartasahoz glikéz limitalt
kornyezetben (Hao és mtsai, 1997). Ezért els6 1épésben megvizsgaltuk a
transzformansok telepformalasi képességét. A sejteket csokkentett, 0,5%
gliikoz tartalmu tapfolyadékban szaporitottuk addig, amig elértek a stacioner
fazist (3-5 nap). Ezt kovetden minimal taptalajra szélesztettiik a sejteket €s
megszamoltuk a kindtt telepeket. A kisérletet haromszor ismételtiik meg,
majd atlagot szamitottunk az értékekbdl (15. tablazat). A tablazat adataibol
latszik, hogy mindharom faj rsv1*/Cas5’ génje képes volt javitani az S.
pombe Arsvi torzs talélo képességét gliikkdz limitalt koriilmények mellett, az
iires vektorral transzformalt sejtekhez viszonyitva. A leginkdbb az S.
octosporus rsvl® génje, mig a legkevésbé az S. japonicus rsvl® génje novelte

a tuléloképességet gliikoz ¢hezéskor.

15. tablazat A transzformansok telepformalo képessége gliikkoz

megvonast kdvetden

A transzformans torzs szama és genotipusa Telepformalé
képesség gliikoz
éhezés utan (%)

112: rsv14>P + pREP41 25

111: rsvIA>P + pREP41 + rsv1*?° 47

214: rsv1A°P + pREP41 + rsy*1%! 30

318: rsvIA>P + pREP41 + Cas5*“? 44

S.p: Schizosaccharomyces pombe, S.0: Schizosaccharomyces
octosporus, S.j: Schizosaccharomyces japonicus, C.a:Candida albicans,

rsv1®: vad tipusu allél
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Ezen kiviil megvizsgéltuk a transzformansokat kiilonb6z6 kornyezeti
stressz jelenlétében is. Ahogyan a 15. abran is szemléltettiikk, az S. pombe
Arsvl sejtek nehezen toleraljak a kiilonbozé drogok jelenlétét. Annak
érdekében, hogy tovabbi informacidt nyerjiink a homoléog gének
komplementacios képességét illetden, megvizsgaltuk a transzformans sejteket
etanol, koffein, caspofungin jelenlétében, illetve magas ¢&s alacsony
homérsékleten is (17. abra). Ebben az esetben is mikodélépes volt
mindharom gén, de lattunk kiilonbséget a harom kiilonboz6 fajbol szarmazo
rsvl® gén komplementacios mértékét illetéen. Habar az S. octosporus a
legkozelebbi rokona az S. pombe-nek, rsvl® génjének tultermelése nem
noveli az S. pombe Arsvi sejtek tulélését koffein tartalmu taptalajon. Mig a
legalacsonyabb homoldgiat a C. albicans Cas5 génjével Gsszehasonlitva
talaltuk, mégis a komplementaciéo mértéke meghaladja mind az S. japonicus,
mind pedig az S.octosporus rsvl® génje esetében tapasztaltakat. Ezen kiviil
eltérést tapasztaltunk a harom faj komplementaciojaban etanol és

caspofungin jelenlétében is (17. abra).
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Vad tipusu torzs

rsv 11 5P+vektor
rsviA SP+rsv]S-o
rsviASP +rsv]Siop
rsviASe-+Cas5Ca

Vad tipusu torzs
rsv 1A 5SP+vektor
rsvI1ASp +ypsy]S-o

17. abra Az S. octosporus, S. japonicus rsvl és C. albicans Cas5
génje képes elnyomni az S. pombe Arsvi mutans torzs érzékenységét az iires
vektorral transzformalt sejtekhez képest. OD 595:0.2, 10X, 100x, 1000x
higitasi sorbol 10 ul kicsepegtetve EMMA és EMM A+kiegészitok taptalajra
(8% etanol, 10mM koffein, 200 ng/ml kaszpofungin).

73



5. Diszkusszio

A doktori munkam célja két olyan Schizosaccharomyces pombe
transzkripcios faktor vizsgalata volt, melyek a Sep10 mediator alegység altal

szabalyozottak.

Egyik esetben az fhll fork-head tipust transzkripciés faktor
miikodését szerettilkk volna jobban megismerni, illetve az altala szabalyozott
géneket azonositani. Ennek érdekében, elsé Iépésben génexpresszios
vizsgalatot végeztiink a Szilagyi és mtsai altal létrehozott fhll delécios
torzsben, hogy megtudjuk, mely gének kifejezOdését tartja az fhll gén
kontroll alatt (Szilagyi €és mtsai, 2005). Mivel a tdpanyag az egyik
legfontosabb szigndl a sejtek életében, két eltérd Osszetételi tapkozegben is
megvizsgaltuk a gének expressziojat. A mikroarray adatok arra utaltak, hogy
tobb mint 70 gén transzkripcidjara van befolyassal az fhll transzkripcios
faktor (9. abra, Fliggelék, 1. és 2. tablazat). Ezen gének azonositasa révén,
sikeriilt meghatarozni azokat a géneket is, amelyek a Sepl0 target gének
kozott feltehetden indirekt modon szabalyozddnak a Sepl0 alegység altal, s
csak az fhl1 mRNS szintjének valtozasa kovetkeztében jelentek meg (Miklos
¢s mtsai, 2008) (13. tablazat). Erdeményink alapjan az is kideriilt, hogy az
fhll target géneknek csak egy része szabalyozodik kozosen a SeplO
alegységgel (13. tablazat).

A AfhIl térzs mikroarray adatainak kiértékelése arra is ravilagitott,

hogy az Fhll protein altal szabalyzott gének kiilonbozéek lehetnek a

kiilonbozd koriilmények kozott. Hiszen a két kiilonbozd tapkozegben a target

géneknek csak egy része volt azonos (7. tablazat; Fiiggelék, 1. és 2. tablazat).

Ugyanakkor a target gének funkcidjanak beazonositasa és a GO (Gene

Ontology) kategoriak szerinti csoportositdsa alapjan elmondhatd, hogy a
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kiilonbozonek tiind gének is tobbnyire azonos GO kategdridkba voltak
sorolhatok (Fliggelék, 1. és 2. tablazat), azaz a taptalajtol fiiggetleniil az fhll

gén jol definialhatd géncsoportok szabalyzasaért felelds.

Az fhll altal regulalt gének részletesebb vizsgalata ravilagitott, hogy
ezek egy nagyobb csoportja, az un. nitrogénéhezés indukalta gének kozé
tartozik, azon beliil is tobbnyire olyanok, amelyek késén indukéalodnak a
nitrogénforras megvonasat kovetden (8. tablazat)(Mata és mtsai, 2002).
Kozilik kiemelhetok a stell és mei2 gének, amelyek a szexualis
differenciacié kulcsreguldtorai (Sugimoto és mtsai, 1991; Watanabe ¢és
Yamamoto, 1994). Ezért a target gének koziil kivalasztottuk a mei2 gént
tovabbi vizsgalatra, s Northern blot kisérlettel igazoltuk, hogy a mei2
expresszids szintje valoban megemelkedett az Afh/l mutansban a vad tipust
sejtekhez képest (10. abra). Ez arra utal, hogy az fhl1l negativ regulatora Iehet
a mei2-nek. Ezen talmenden, az fhll sporulacidoban valdo részvételét a
sporulacios teszttel is sikeriilt igazolni, hiszen az fhll mutacidja
kovetkeztében magasabb volt a sejtek sporaképzo képessége a mutaciot nem
tartalmazo sejtekhez képest (9. tablazat). Mindez pedig 6sszhangban van a
korabban  Szilagyi ¢és mtsai  altal megallapitott  sejtciklusbeli

rendellenességekkel (Szilagyi és mtsai, 2005).

S. cerevisiae-ben az Fhll gén a riboszomalis proteineket kodold
géneket szabalyozza, s amelyek expresszidjat a TOR tutvonal szabalyozasa
alatt végzi (Martin és mtsai, 2004; Rudra és mtsai, 2005). Erdekes modon az
S. pombe fhll esetében a riboszomalis gének szabalyozasa nem volt nagyon
jellemzd, hiszen csak néhany riboszomalis proteint koédold gén expresszidja
valtozott meg az fhll gén delécidja kovetkeztében (Figgelék, 1. és 2.

tablazat). Abban azonban a két élesztégombafaj fhll génjének miikodése
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megegyezik, hogy mindketté kapcsolatba hozhaté a TOR szignalizécids
utvonallal. Hiszen jelent&s szamban talaltunk olyan géneket a tor2-ts és Afhll
mikroarray adatainak Osszehasonlitdsa utdn, amelyek arra utaltak, hogy

mindkét gén kontrollja alatt allnak (10. tablazat) (Matsuo és mtsai, 2007).

A tor2 és fhll gének lehetséges kapcsolatat kisérletesen is igazoltuk.
A tor2-ts ( ts: temperature sensitive) mutans sejtek ,,hypermater” fenotipussal
rendelkeznek, vagyis nitrogénben gazdag kdrnyezetben is ugy viselkednek,
mintha nitrogénre ¢heznének. Vagyis a sejtek szexualis ciklusba lépnek és
megemelkedik a nitrogénéhezés kivaltotta gének expresszidja, koztik a
sporuldcidban fontos géneké. A tor2-ts sejteknek ezt a fenotipusat az fhl1*gén
tultermelése képes volt csokkenteni (11. tablazat, 11. abra). Northern blot
kisérlettel sikeresen igazoltuk azt is, hogy a csokkent sporulacids képességgel
osszhangban, az fhl1* gén tultermelése a meiodzisban szerepet jatszo gének

megemelkedett szintjét csokkentette a tor2-ts mutansban (12. abra).

A tulzott sporulacidos képességen kiviil a tor2-ts mutans sejtek
héérzékenyek is, vagyis magas homérsékleten nem képesek noni, illetve a
rapamycin is gatld hatassal van a sejtekre. Az fhl1® taltermelése mind a
rapamycin érzékenységet, mind pedig a hdérzékenységet csokkentette a tor2-
ts mutansban (11. abra), tovabbi bizonyitékot adva az fhll és a TOR utvonal

kapcsolatara.

Mindezek soran, megfigyeltiik tovabba azt is, hogy a tor2-ts sejtek
kiilonbdzd alléljai eltérden reagiltak az fhll* gén jelenlétére (11. abra).
Ennek a magyarazata a tor2-ts allélok kiilonbozdsége, a kiilonbozd

pozicidban 1évé mutacidk lehetnek (Matsuo és mtsai, 2007).

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

a TORC2 reszponziv. Mig TORC2 negativan hat a nitrogén éhezéskor
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indukal6dod gének expresszidjara, addig a TORCI indukélja azon gének
expresszidjat (Weisman és mtsai, 2007). Figyelembe véve, hogy a meidzis
kulcsregulatora, a stell illetve ezen gén targetjei megemelkedett szintet
mutattak az fhll mutansban (8. tablazat), feltételezhetden az fhll gén a
TORC1-el all kapcsolatban. Azonban az egyéb nitrogén ¢hezéskor
indukalodo gének egy része csokkent az fhll gén hianyaban, hasonldan a
Atorl sejtekhez, ezért az fhll génnek a TORC2-vel vald Iehetséges
kapcsolatat is megvizsgaltuk. Ez esetben az fhll taltermelése nem volt
hatassal a Atorl sejtekre (13. abra), legalabbis a Atorl sejtek két legerésebb
fenotipusat, a hdérzékenységet €s a rapamycin intoleranciat illetden. Hiszen
egyik mutans fenotipusos jelleget sem volt képes az fhll* tultermelése
elnyomni. Mindez azonban még nem jelenti feltétleniil azt, hogy az fhll és a
torl kozott teljesen kizarhatd a kapcsolat, hiszen a génexpresszios adatok
Osszehasonlitdsa alapjan néhany koézosen reguldlt gén elképzelhetd, hogy
létezik. Igy ennek a kérdésnek a tovabbi vizsgalatara még wjabb kisérletek

sziikségesek.

Az eredményeinket oOsszegezve az fhll gént illetben tehat
elmondhaté, hogy a nitrogén éhezéskor indukalédé és a meidzisban
fontos gének negativ regulatoraként karakterizalhatjuk, mely szerepét a
TORC1 komplex iranyitasa alatt tolti be, azaz a TOR szignalizacios

utvonal része.

Az rsvl transzkripcios faktor szintén egy kaszkdd része, mely
ugyancsak tapanyag szignalt kozvetit. Ugyanis, a glikoz éhezéskor
aktivalodo cAMP szignal kaszkad negativ szabalyozasa alatt tartja az rsvl
gént (Hao és mtsai, 1997). Amikor a sejtek gliikozra éheznek, megallitjak a

vegetativ novekedésiiket és nyugalmi fazisba térnek. Ahhoz, hogy a sejtek a
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stacioner fazisban hosszii tdvon fenn tarthassak az életképességiiket

sziikségiik van az rsvl gén jelenlétére.

Bioinformatikai megfigyelések alapjan a S. pombe Rsvl protein
szekvenciajaval homoldg proteinek megtalalhatdak a S. cerevisae-ben,
Aspergillus nidulansban ¢és emldsokben is (Hao és mtsai, 1997). A
szekvencia hasonlosag azonban nem minden esetben jelent funkciondlis
azonossagot. Célunk tehat az volt, hogy az rsvl génr6l, mint a glikoz
hidnydban aktivalodo szignalkaszkad effektor molekuldjarél tovabbi
informaciot nyerjiink, s kisérletesen is bizonyitsuk az rsvl ortolég gének
ortolog géneket azonositottunk (14. tablazat, 14. abra, Fiiggelék, 1.abra).
Megallapitottuk, hogy a rsvl gén szekvencidja evoliuciésan konzervativnak
tinik, azaz nagyon hasonlé a hasado ¢lesztdcsoporton beliil. Tovabba
talaltunk ortolégot C. albicansban is. A fehérjeszekvencidk analizise azt is
megmutatta, hogy a hasonlosag foként a C2H2 (cink-ujj) domént érinti,
azonban a doménen kiviil is talaltunk homolog régiokat (14./a abra). Az
ortolog gének klonozasa (16. abra) és tultermeltetése az S.pombe rsvl mutans
(17. abra), azaz mind az S.japonicus, és S.octosporus, mind pedig a C.
albicans ortolog génjei (rsvl*/Cas5") képesek voltak miikddni az S.pombe
sejtekben, s helyredllitani a mutdns sejtek fenotipusat. Kiilon érdekes volt
azonban, hogy a komplementacid6 mértéke kiillonb6z6 volt az egyes
jellegeknél és torzseknél, s nem feltétleniil korrelalt a szekvencidk paronkénti
illesztésének adataival. Hiszen ezek alapjan az S.japonicus génnek kellett
volna a leger6sebben komplementalnia (14. tablazat). Ennek az lehet a

magyarazata, hogy a kiilonbozé fajokbdl szdrmazd ortologok esetében a
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C2H2 cink-ujj doménen kiviili konzervativ régiok erésen befolyasoltak az

ortolog gének mitkddését.

Az eredményeinket tekintve tehat, az rsvl gént a gliikoz éhezés
hatasara aktivalodé szignal kaszkad evoliciéosan konzervativ

regulatoraként jellemezhetjiik.

6. Osszefoglalas

Jelen tanulméanyban a Schizosaccharomyces pombe egyik forkhead és egyik
cink-ujj tipust transzkripcios faktoranak vizsgalataval foglalkoztunk. Mint
korabban kideriilt, mindketté a Sepl0 regulator szabalyzasa ald tartozik, s
mindkét transzkripcids faktor szerepet jatszik a tapanyagérzékelésben. Az
rsvl cink-ujj tipusu transzkripcios faktor a gliikozérzékelésben fontos,
mig a forkhead tipusu fhll fork-head tipusi transzkripcios faktor
nitrogénre reszponziv. Az eredményeink a két transzkripcios faktort

illet6en, a kovetkez6képpen foglalhatok Gssze:

-Mikroarray analizissel meghataroztuk az fhll transzkripcidés faktor
lehetséges target génjeit, s kideriilt, hogy tobb mint 70 gén mikodését
befolyasolja (9. abra; Fiiggelék, 1. és 2. tablazat).

- A két kiilonb6zd koriilmény kozott tenyésztett sejtek génexpresszios
vizsgélata ravildgitott, hogy egy transzkripcids faktor target génjei részben
valtozhatnak a kiilsé koriilményektdl fuggden (Fiiggelék, 1. és 2. tablazat).
Béar tobb olyan gént is azonositottunk, amelyek mRNS szintje a taptalajtol

fiiggetleniil modosult az fhl1 mutacio kovetkeztében (7. tablazat).
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-A target gének funkcidjanak meghatarozasa, GO kategoéridkba valo
csoportositasa azonban felfedte, hogy az fhll kiilonb6z6 koriilmények kozott
muikodo target génjei tobbnyire azonos géncsoportba sorolhatok (Filiggelék,

1. és 2. tablazat).

-Egyik jol definialhato fhll altal regulalt gécsoport, a nitrogén éhezéskor
indukalodo gének csoportja (8. tablazat). Ezek kozott jonéhany gént
talaltunk, amelyek a transzport illetve a mating és meidzis folyamatidban
jatszanak szerepet (8, 12 tablazat). Ezek alapjan feltételezheté az fhil
meidzisban vald szerepe, amit megerdsitett a mutans sejtek sporulacios
képességének vizsgalata is (9. tablazat), illetve a mei2 Northern blot analizise
(10. abra)

-A génexpresszios profilok Osszehasonlitisa megmutatta a tor2 és az fhll
gének kozotti kapcesolatot (10. tablazat), melyet kisérletesen is sikeriilt
bizonyitani az fhll gén taltermeltetésével a tor2-ts sejtekben. Ugyanis azt
talaltuk, hogy az fhll gén tultermelése csokkentette a rapamycin ¢és
homérséklet érzékenységet és a tulzott sporazoképességet a tor2-ts sejtekben
(11, 12. abra, 11. tablazat).

-Bemutattuk tovabba azt is, hogy az fhll™ gént tartalmazo tor2-ts sejtek
csOkkent sporazoképessége mogott a meidzisban szerepet jatszd gének

csOkkent expresszios szintje all (12. abra).

fgy az eredményeinkre alapozva tehat azt allithatjuk, hogy a TORC1
komplex szabalyozasa alatt az fhll transzkripcidés faktor a meidzisban

szerepet jatszo gének és a nitrogén ¢hezés kivaltotta sejtvalasz regulatora.

80



-Az rsvl traszkripcidos faktort illetéen, ortologokat azonositottunk
bioinformatikai vizsgalatokkal a Schizosaccharomyces csoporton beliil,

valamint a C. albicansban (14. tablazat).

-A paronkénti szekvenciaillesztések kimutattadk, hogy az Rsvl protein és
homologjai foként a C2H2 (cink-ujj) doménjiiben mutattak erds
konzervativizmust, azonban mi taldltunk homolog régiét e doménen kiviil is

(14/a. abra).

-A t0bbszoros szekvenciaillesztés az evolucidosan konzervativ aminosavakat

is megmutatta a vizsgalt fehérjékben (14/b. abra).

-A homoldg gének klonozasa (16. abra) és fajok kozotti komplementacios
analizis azt mutatta, hogy mindharom altalunk azonositott ortoldog gén
milkodoképes a S. pombe rsvl mutansban, azaz megérizte funkcionalis
konzervativizmusat (17. abra, 15. tablazat). A komplementacié mértéke
azonban eltéré volt, ami feltehetéen a C2H2 doménen Kkiviili konzervativ

régidknak koszonheto (14. abra, 14. tablazat).

Osszefoglalva, az eredményeink azt sugalljak, hogy az rsvl gén ortologjai
evoluciosan konzervativak és azonos funkciot toltenek be a hasadd

¢lesztéesoporton beliil, illetve C. albicansban.
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7.Summary

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

summarized in the following:

- Target genes of the fhll transcription factor were identified by gene
expression analyses. They revealed that more than 70 genes were regulated
by fhl1.

- Microarray analyses of Afhl1 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 Afhll can be defined as the
nitrogene stravation response genes. The majority of them were involved in
mating and sporulation processes. Increased mating efficiency of Afhll cells

confirmed the role of fhll in sporulation.

- Comparison of the microarray data of fhll deleted strain to the gene
expression analysis of Ator2 revealed functional overlap between fhil and
tor2 genes. This result was also confirmed by overexpression of fhi1* in the

tor2 mutant strain. Namely, overexpression of fhl1* from a strong promoter
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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 fhll 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 Fhll 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 (Rsvl) and in Candida albicans
(Casb).

- Pair-wise alignments between orthologous proteins and S. pombe Rsvl
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 Arsvi 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 rsvl 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. Fiiggelék

1. tablazat A Afhll térzs mikroarray adatai és GO (Gene Ontology)

kategoriai -minimal tapkozegben tenyésztve a sejteket.

[L-972]
(normalized)
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[2-998]
Probe Set ID p FC (abs) Regulation  (normalized)
1772704 _at 7.62E-05  31.394205 down -2.5159101
G0:0009986 - cell surface (cellular_component)
1778482 _at 0.030567553| 1.5547842 down -0.20435588
1774672_at 3.05E-06,  132.4303 up 3.5954258
0:0009310 - amine catabolic process (biological_process)
1775519 _at 9.35E-06, 46.711098 up 2.8370333
FYP0:0000636 - increased cell population growth rate (fission_yeast_phenotype)
1770051 _s_at 0.005606045/  3.826883 up 0.72977954
1771221 at 0.022533065|  4.906963 up 0.838949
1773009_x_at 0.016732533 4.0909486 up 0.8148308
G0:0005829 - cytosol (cellular_component)
1769678 _at 0.00881931 5.20781 down -0.96324366
1769529 s_at 1.66E-04.  3.544506 up 0.9331592
1769886_s_at 0.037448414| 1.7619957 down -0.56975096
1771332_at 3.71E-05,  3.892421 up 0.9217434
G0:0016071 - mRNA metabolic process (biological_process)
1774133 _at 0.001722599) 1.7300032 down -0.36287975
0:0006629 - lipid metabolic process (biological_process)
1770530_at 0.016983213| 1.6179187 down -0.4586177
0:0006520 - cellular amino acid metabolic process (biological_process)
1776249 _at 7.26E-04| 1.7502958 down -0.39717707
1777410_at 0.001677242| 2.4482834 down -0.58089334
0:0055086 - nucleobase-containing small molecule metabolic process (biological| process)
1770232 _at 0.004866412|  2.651926 down -0.5816679
1777803 _at 0.010271165 1.6498119 down -0.4237407
1769995 _at 2.09E-05 3.2654989 down -0.8459222
1774520_at 0.019163009| 1.6181048 down -0.42356268
1771134 _at 0.01781665| 1.6438864 down -0.33642387
0:0005975 - carbohydrate metabolic process (biological_process)
1772119 at 0.04742589  3.2641833 up 1.1927366
0:0051186 - cofactor metabolic process (biological_process)
1774679 _at 0.033517152| 1.8496789 down -0.55656576
1772645 _at 2.06E-05/ 1.9847025 down -0.47389793
G0:0000747 - conjugation with cellular fusion (biological _process)
1776758 _at 0.006818964|  2.472233 down -0.6486533
1773797 s_at 2.17E-05/ 100.62337 down -3.1784737
1771300_at 1.03E-06| 59.276333 down -2.9914284
1774031 _x_at 0.007038925  3.0350716 down -0.5697214
1775329 _at 0.004910511} 1.5045956 up 0.336414
1776669 _at 0.001478699| 2.8348508 up 0.8254264
(0:0007127 - meiosis I (biological_process) [
1776005_at 0.020475926  2.5556064 up 0.62935066

G0:0034599 - cellular response to oxidative stress (biological_process)
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1778631 _at
1769543 _at

0:0006351 -

1770416_at
1779992_at
1775127 _at
1771018 at
1779822 at
1775426 _at
1779574 _at

60:0016787 -

1772678 at

G0:0016192 -

1777969 _at

G0:0007005 -

1771985_at

60:0051267 -
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0.009462166|  1.679085 up
0.014585451| 1.6028556 up
transcription, DNA-templated (biological_process)
0.00288104, 1.7951393 down
0.008800316| 1.7052193 down
0.024078015| 1.5288472 up
0.002495465  1.7060816 down
0.004070111  2.3635073 up
0.04231831  2.003371 up
0.049450617  1.8691474 up
hydrolase activity (molecular_function)
0.006118272| 1.5864171 up
vesicle-mediated transport (biological_process)
0.008550542  1.584046 up
mitochondrion organization (biological_process)
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NAD binding (molecular_function)
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oxidoreductase activity (molecular_function)
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0.016386414  2.3133886 up
0.006671574| 2.4458237 up
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5.15E-04 22470222 down
0.012939221  2.0503955 down
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G0:0061024 - membrane organization (biological_process)

1776572_at 0.040862236 1.7807255 down -0.30531788
G0:0016021 - integral component of membrane (cellular_component)

1779588 _at 4.69E-04|  3.140922 down -0.81804305
1777820_at 0.010533229 | 2.0027714 up 0.46921062
1776189_at 0.003105524  1.9197735 up 0.49697685

0.5271473 SPCC1620.07c

0.83314514 SPAC513.04
-0.532787 mugl24
-0.44395924 ste4

G0:0031362 - anchored component of external side of plasma membrane (cellular_ component)

lunapark homolog

sequence orphan
sequence orphan
adaptor protein Ste4

1773532_at 0.008137079| 1.9547527 down -0.52547455 0.44151148 SPBPB7ES.01 sequence orphan
G0:0016192 - vesicle-mediated transport (biological_process)

1775827_at 0.001853504| 1.8637831 down -0.36708388 0.53115016 SPCC1620.12c GTPase activating
1770505_at 0.001442815/ 1.8292046 down -0.39693418 0.47428226 SPCC1620.05 Rab

G0:0006790 - sulfur compound metabolic process (biological_process)

1778239_at 0.005158507 2.20189 down -0.64480764 0.49393478 SPBPB10DS.02cC arylsulfatase
G0:0016787 - hydrolase activity (molecular_function)

1770810_at 0.002443479  2.2553446 down -0.61612016 0.5572278 SPCC1620.13 phosphoglycerate
1777339_at 1.26E-04)  2.029199 down -0.5013736 0.5195367 SPAC1039.02 phosphoprotein
G0:0006310 - DNA recombination (biological_process)

1770906_at 3.63E-04) 1.9713594 down -0.4664847 0.5127061 swi2 Swi5 complex
1775967_at 0.009619867  1.9369661 down -0.6446862 0.3091124 tlh2 RecQ type DNA
G0:0002181 - cytoplasmic translation (biological_process)

1773753 _at 0.04806611  1.7563149 down -0.42753443 0.38501707 rps2202 40 ribosomal
AFFX-r2-5p-GPD3-5_at 0.022397574] 17858281 up 0.6017116 -0.23488171

AFFX-Scv2-r2-Bs-dap- 0.04203872 1.565135 down -0.20624352 0.4400436

AFFX-DapX-3_at 0.044237364  1.5268177 down -0.23347013 0.3770577

AFFX-Scv2-r2-Bs-dap- 0.04822353]  1.5251014 down -0.21213436 0.3967708

AFFX-r2-Sp-URA4-5_at 4.02E-06/  3.7188013 down -0.9431753 0.95166236

AFFX-r2-5p-URA4-3_at 9.03E-06 3.636873 down -0.8960886 0.96660995

AFFX-r2-5Sp-URA4-M_at 3.356-05  3.6053236 down -0.88310176 0.967027

1769794 _at 0.04218117]  2.2277167 down -0.3465333 0.80903244

1778150_at 0.041076187  1.8467051 down -0.6011178 0.28383574

A sarga kiemelés azt jelzi, hogy az adott gén mRNS szintje valtozast mutatott
komplett taptalajban vald tenyésztésnél is.
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2. tablazat A Afhl1 torzs mikroarray adatai és GO (Gene Ontology)

kategoriai- komplett tapkozegben tenyésztve a sejteket.

Probe Set ID
1772704 _at
60:0007127 -
1776005_at
60:0007126-
1772026_at
1777615_at
60:0000747 -
1776189_at
G0:0016192-
1777969 _at
60:0015171-
1771089 _at
60:0055085-
1772913 _at
1770526_at
1771621 _at
1777436_at
1771947 _at
1772905_at
1778607 _at
1774586 _5_
1773768 _at
1777804 _at
1776821 _at
1775850_at
1777373 _at
60:0005783 -
1776755_at
1769316_s_
1772440_at
1772987 _at
1774293 _at
1777261 s_
1772389 _at
60:0030968 -
1769825_at
G0:0005975-
1777191 _at
1778377 _at
177119 at
1770831 _at
G0:0008483 -
1778484 _at
60:0004040-

p FC(abs)  Regulation [FHL](raw)
1.99-07 12.90976 down 15.086703
meiosis I (biological_process) [
0.01559081  2.8895566 up 322284
meiotic nucleardivision (biological_process)
0.003519763  1.6240318 up 171.23575
447805 2.1069257 up 208.55887
conjugation with cellular fusion (biological_process)
0005873388 1.4641762 up 294.90576
vesicle-mediated transport (biological_process)
0.002734265  1.6490551 up 1709.3805

[TA1](raw) Gene Symbol

34563293 fll
111.53421 mei2

109.133156 cnp3
98.98729 mcp?

2014141 sted

1036.5824 vps32

amino acid trarismembrane ransporter activity (molecular_function

0.001509237 4.614551 up 1383.5328
transmembrane fransport (biological_process)
0.016539745  1.5786358 down 1782.7582

0.02228707|  1.6574932 down 410.42471
0.002136217  1.7938974 down 3810.454
0.002477608 . 1.8405973 down 1698.2561
0.010872522  1.9589587 down 530.92535
0.016438136 . 3.0692341 down 104.50029
0.002266115  1.5244409 up 6828.041
0.010855495 15701917 up 64.147415

1.83E-04)  1.760705 up 508.53488
9.20E-06  1.9619615 up 114.28056
0.011517507 " 1.9887395 up 1535.37
0.015388772  2.234907 up 850.07495
L10E-05  2.5935614 up 30.436249
endoplasmic reticulum (cellular_component)

0.02244919 1.527947 down 869.8568
0.011137011 " 1.8172725 down 925.6111
0.010578348  1.6744963 down 133.39046

5.086-09 31415712 down 25.45626
0.011170314)  1.7719207 up 395.53597
J.00E-04  1.6217675 up 1149.2198
0.012365799  2.247316 up 5689.4985

299.81943 SPAPB2B2.01

2814.3252 SPCPBICIL.03
680.27673 SPBC530.02
6835.556 vhtl
3125.8071 SPAC869.05c
1040.0616 abc3
320.7357 strd
4479.0435 perl
40.85325 SPAC750.02¢// /SPACY77.04/ [SPBC
208.82452 SPBC2367.13c
109.21755 mfcl
77203204 SPBC13A2.04c
380.36267 SPAC1039.01
117353115 SPAC869.03c

1329.0957 SPBP19A11.02¢

1682.0884 SPAC750.05c///5PACY72.01// [SPBC
223.36191 mug150

799.72656 SPAC186.05c

223.2357 SPAC212.04c

708.6218 SPAC212.08c///SPAC212.12// [SPAC
2531.6855 SPAPB24D3.07c

endoplasmic reticulum unfolded protein response (biclogical_process)

5.35E-09)  13.129094 down 30.866856
carbohydrate metabolic process (biological [process)
0014399124, 1.6546495 down 2523.395
7.53E-05,  2.0536487 down 18.07544
0.020889763  1.4343523 up 76.02933
0.001214995 2114255 up 98.21768
transaminase activity (molecular_function)
0.005145166  2.0480998 up 712.8309

amidase activity (molecular_function)

405.25397 SPAC186.06
4175.3306 SPACBE11.10
160.3395 SPBC2G2.17¢
53.006046 dak2
46.454975 mell

348.0451 SPAC27F1.05¢
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Gene Title
fork head transcription factor Fhi1

RNA-binding protein involved in

centromere protein
meiosis specific coiled-coil protein

adaptor protein Ste4
ESCRT IIT complex subunit Vps32
amino-acid permease

cysteine transporter (predicted)
membrane transporter (predicted)
vitamin H transporter Vth1

sulfate transporter (predicted)
multi drug resistance-associated
siderophore-iron transporter Str3
amino acid permease

membrane transporter

urea transporter (predicted)
membrane transporter (predicted)
PTR family peptide transporter
gamma-aminobutyric acid/polyamine
urea transporter (predicted)

sequence orphan

hypothetical protein// /hypothetical
sequence orphan

GDTL-like protein

hypothetical protein

GPLanchored protein

sequence orphan

isomerase

sorbose reductase (predicted)
beta-glucosidase Psu2 (predicted)
dihydroxyacetone kinase Dak2

alpha-galactosidase, melibiase

aminotransferase



1769975_at

60:0006281 -

1772040_at

60:0061024 -

1777082_at

60:0008754 -

1776535_at

60:0006351 -

1771018 _at
1769658_at
1780110_at
1779585_at
1774781 _at
1779574 at

60:0004328 -

1772319 _at

60:0007010 -

1773549 _at

60:0006520 -

1772117 _at
1778039_s_
1778321 _at
1771307 _at
1776249 _at
1769734 s_

G0:0000079 -

1778543 _at

60:0003688 -

1771604_at

60:0006508 -

1778370_at

60:0044732 -

1769714_at

60:0055086 -

1777803_at
1769995_at

60:0007005 -

1778661 _at

60:0002181 -

1777441 at

60:0006790 -

1778239 at

20.20775 SPAC869.01
17.48647 maq2
229.84026 fhn1
1707.2439 SPACB69.02c
360.62466 cir2
3258.5068 aesl
1070.9216 laf2

52.62793 SPBC1348.12
153.35376 SPAC11D3.07c
1382.3947 stell
24.82372 SPACB69.04
64.29403 SPBC1289.14
8573.424 5PBC428.11
2404.8948 SPACY77.12//[SPBPBEB6.05C
688.60376 SPBPB3B6.05C
1700.4905 SPAC977.12
1162.9757 gdh2
1818.3894 SPAC186.03// /SPBPB21E7.09
276.6905 psl1
239.00706 abp2
33.662235 SPCC1919.12¢
440.90897 SPAC1687.14c

681.69696 SPBPB2B2.09c
4838.3237 ura4

246.96007 trz2

5.62E-07)  9.542298 up 19282838
DNA repair (biological_process)
0.009305367|  1.9479964 up 34.063576
membrane organization (biological_process)
0.033879824  1.8125895 up 416.60617
detoxification (biological_process)
0.020512657 | 1.7574793 up 3000.4465
transcription, DNA-templated (biological_process)
0.016798453  1.3268863 down 271.3735
0001823204 1.5150415 down 2150.7703
0.005345376 15287539 down 700.5193
0.008749299  1.6546513 down 31.806055
0.037830144 16174762 up 24804602
0.006054789 1.739571 up 2404.7756
formamidase activity (molecular_function)
0.01364711 1.735953 up 43.002793
cytoskeleton organization (biological_process)
0.003603578|  1.6764022 up 107.78266
cellular amino acid metabolic process (biological_process)
0.002202477 1.51116 down 5673.4097
6.85E-05  1.7953395 down 1339.5212
4.20E-04  1.8392286 down 374.3084
5.73E-05  1.8847345 down 902.24426
0.003996085 2.102029 down 533.26355
0.006524744|  1.6479791 up 2996.6685
requlation of cyclin-dependent protein sering/threonine kinase activity (biological_process)
0.007360289  1.6298088 up 450.95276
DNA replication origin binding {molecular_function
0.014156144|  1.6177967 up 386.6647
proteolysis (biological_process)
0.016581852|  1.5450001 up 5201118
mitotic spindle pole body (cellular_component)
0.034367833|  1.5284898 up 673.92505
nucleobase-containing small molacule metabolic pracess (biological_process)
1.14E-04 1.773486 down 384.38257
6.03E-06  2.523756 down 1917.1125
mitochondrion organization (biological_process)
0.023456208|  1.5107958 down 163.46355
cytoplasmic translation (biological_process)
6.99E-09 11366095 down 230.03238

sulfur compound metabelic process (biological_process)

8.03E-08

7.4519024 down

86.18243

FYP0:0001701 - sensitive to bortezomib (fission_yeast_phenotype)

1775955_at

1.81E-05

3.3074415 down

60:0007155 - cell adhesion (biological_process)

8.3714027

2614.5715 rpl1603
0642.2228 SPBPB10DS.02¢

21.6966 SPAC750.01
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amidase (predicted)
DNA-3-methyladenine glycosidase
Fhn1 plasma membrane organization
nitric oxide dioxygenase (predicted)
chromatin silencing protein Clr2
RNA-mediated gene silencing

Clr6 associated factor 2, Laf2

zinc finger protein

transcription factor (predicted)
transcription factor Ste11
formamidase-like protein (predicted)
adducin (predicted)

homocysteine synthase Met17
L-asparaginase (predicted)///L-
L-asparaginase (predicted)
L-asparaginase (predicted)
NAD-dependent glutamate
L-asparaginase (predicted)///L-
cyclin pho85 family (predicted)

ARS binding protein Abp2
aminopeptidase (predicted)

calcium-binding protein

2-dehydropantoate 2-reductase
orotidine 5'-phosphate decarboxylase

mitochondrial 3'-tRNA processing
605 ribosomal protein L16
arylsulfatase (predicted)

aldo/keto reductase family protein



1778 at LI7E-05 [ 18493466 down 1142345 12292749 SPRC35.04c cell-type specific agglutination
G0:0006473 - protein acetylation (biological process)

1773163 at 20505 L.7388079 down 745.81604 11968317 SPRCLDTL0TC N-acefyitransferase (predicted)
(60:0009897 - extemal side of plasma membtane (cellular component)

176955 s 0.001013708 " L.6416968 down 157.0083 41,9060 SPACR1L.01c//SPACTS0.06¢] /SPBC hypotheticalproein/ ypothetical
(60:0051186 - cofactor metabolicprocass (biological procss)

170072t 2.05E-04) 15942568 down 365.07468  582.0224 SPBC1347.09 hexaprenyldibydroxybenzoate
1779444 3t 0.016373668  1.5678524 down 14040003  2342.3745 SRCCL739.06c uroporphyrin methyltransferase
600005829 - cytosol (cellular_companent)

1769678 at  0.00224826  5.1354003 down 35182085 181.16763 SPAC1142.09 hypothetical protein

1779730 at  0.024006007 24656787 down 3354455  817.1002 SPBPB281.08 conserved fungal protein
a3 at 414606 20546498 down 150.5283 309.28516 mugl5 sequence orphan

1776047t 0.003226826 18794171 down 96.63866 100.44768 mug14 adducin

(0:0003959 - NADPH dehydragenase activity (molecular_function)

177654 at  2.00E-06  B.150437 up 21543691 26435013 SPBC23G7.10c NADH-dependent flavin
(60:0051267 - NAD binding (molecular_function)

1769944t LGSE-05  ATM1976 up 57.651913 12.0112875 SPAC186.02c hydroxyacid dehydrogenase
G0:0030163 - protein catabolic process (biological_process)

1774284 at  0.007465792  1.8534813 up 105.84319  72.13755 SPBMG3.03 hypothetical protein
60:0007155 - cell adhesion (biological_pracess)

1779048 &t L94E-05) 7286301 up 273.00507 100.05173 SRAC186.01 cellsurface glycoprotein (predicted),

A sarga kiemelés azt jelzi, hogy az adott gén mRNS szintje valtozast mutatott
minimal taptalajban vald tenyésztésnél is.
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1. abra/a S.pombe Rsv1 protein BLASTp analizise a C. albicans
adatbazisban (Query: S.pombe Rsv1 protein).

n; Tupl-dependent and independent fun

ns¢hyphal, Hap43 and caspofungin repressed; Spider and flow model biofilm

orf19.4318 Candida albicans SC5314 Assembly 19| @ 2H2 transcription factor; repressor; regulates genes for carbon sou

induced
Length=571
CGD Locus Page | CGD Genome Browser | CGD Conserved Domains | CGD Literature Guide
Score =232 (94.0bits), Expect =9¢-20
Ident =34/53(64.2%), Posi 41/53 (77.4%)
Quexy: 4. YECPECRRVE X E G IREYRTH 56
Y+C FC + FHR EHQ RHIR+HIGERE C++P C KRF+R DEL RH+R H
sbict: 31 1 HACTEF TRHLRIH 83

nrﬂ&lllWCnmﬂdaglbqunqSCSJl4Ammbb'1@ nscript

response/resistance to caspofungin: in coh reduced CFU in mice, hyphal defectin C. elegans
infection; Spider biofilm induced

Length=822

CGD Locus Page | CGD Genome Browser| CGD Conserved Domains | CGD Literature Guide

[core = 181 (74.3 bits), Expect = 7e-14
Identities =27/53 (50.9%), Positives =37/53 (69.8%)

Quexy: 2 IRHVR $4
K ++CP C+ F R EH RH++3H+ EXPFEC P+C KRF R+D L He+
gbicx: 746 798

orf19.3434 Candida al s SC5314 Assembly 19

ilicone substrate

le-12
¢s=33/54(61.1%), Gaps = 2/54 (3%)

CGD Locus Page | CGD Genome Browser | CGD Conserved Domains | CGD Literature Guide

Query: 2  KSYECPECERVEHRQEHQURHIRSHTGERPFECSYPSCKERFTRRDELIRHVART 55

EH+ RH RSHT EKPF C + C F RRD L RH RT
CTSSEVRRDLIQRHCRT 56
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1l.abra/b Reciprok BLASTp analizis az S.pombe adatbazisban (Query:
C.albicans Casb5p)

SPBPAH10.09.1:pep

SPBC1D7.02¢ 1:pep

SPAC144 03¢ 1:pep

PA 19¢1:

pep:known @ 1L 2638465-28868611 [sequence] Forward
chromosome: ASM294v2:11:2888450:2689979:

gene:SPBP4H10.03

transcript: SPBP4H10.09.1

gene_biotype:protein_coding

transcript_biotype:protein_coding

gene_symbolrsvl description:transcription

factor Rsvl

[Source:PomBase,Acc: SPEP4H10.09]

pep:known serl | 1753670-1753816 [Sequence] Forward
chromosome: ASM294v2:11:1752100:1755619:1

gene:SPBC107.02¢

transcript:SPBC107.02¢.1

gene_biotype:protein_coding

transcript_biotype:protein_coding

gene_symbol:scrl description:transcription

factor Scrl
[Source:PomBase;Acc: SPEC107.02c)
pep:known sfc2 [4670794-4670968 [sequence] Reverse

chromosome: ASM294v2.|: 4869627 4671454 -1
gene:SPAC144.09¢ transcript: SPAC144.09¢.1
gene_biotype:protein_coding
transcript_biotype:protein_coding
gene_symbol:sfc2 description:RNA
polymerase Il transcription factor TFIIA
[Source:PomBase,Acc: SPAC144 09¢]

pep:known loz1 141 41 [Sequence] Rewerse
chromosome: ASM294v2:1:4192070:4195228 -1

gene:SPAC25B8.19¢

transcript: SPAC2588.19¢.1

gene_biotype:protein_coding

transcript_biotype:protein_coding

gene_symbol:loz1 description:transcription

factor 2-C2H2 type

[Source:PomBase;Acc: SPAC2588.19¢]
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49 [seq @ 3.4E-14 531 [dignment]

49 [sequence] 146

44 [Sequence] 121

47 [sequence) 119

49E-12 469 patignment

1168 432 [Alignmen]

21E-8 4256 jaugament



1. abra/c Reciprok BLASTp analizis az S.pombe adatbazisban (Query:
C.albicans Mig1lp)

Results table =

Showmﬂ entries (7 hidden) %

SPBC1D7.02c 1:pep  pep:known
chromosome:ASM234v2:11:1752100:1755619:1
gene:SPBC1D7.02¢ transcript:SPBC107.02¢.1
gene_biotype:protein_coding
transcript_biotype:protein_coding gene_symbol:scri
descriptiontranscription factor Scrl
[Source:PomBase;Acc:SPBC1D7.02c]

SPBP4H10.09.1:pep pep:known
chromosome:ASM234v2:11:2888450:2889979:1
gene:SPBP4H10.09 transcript:SPBP4H10.09.1
gene_biotype:protein_coding
transcript_biotype:protein_coding gene_symbol:rsvi
description:transcription factor Rsvl
[Source:PomBase;Acc:SPBP4H10.09]

PAC1 1 pep:known sfe2 1:4670683-4670841 |seausnce] Reverse 53 1sequance) 124 21E-9 415 jaiignment)
chromosome:ASM294v2:1:4669627:4671454 -1
gene:SPAC144.09¢ transcript:SPAC144.09c.1
gene_biotype:protein_coding
transcript_biotype:protein_coding gene_symbol:sfc2
description:RNA poly [ iption factor
TFUIA [Source:PomBase;Acc:SPAC144.0%¢]

SPAC2588.19¢ 1:pep pep:known
chromosome:ASM294v2:1:4192070:4195228:-1
gene:SPAC2588.19c transcript: SPAC2588.19c.1
gene_biotype:protein_coding
transcript_biotype:protein_coding gene_symbol:loz1
description:transcription factor zf-C2H2 type
[Source:PomBase;Acc:SPAC25B8.19¢]

SCi

r [11753658-1753843 (Sequence! Forward 62 jsequence) 302 14E-33 83.9 jatignmeny)

28

11:2888453-2888617 jSequence! Forward 55 [sequencet 213 1.7E-21 61.8 (alignment

R

1 4192651419280 jsequencel Reverse 83 isevencet 122 40E9 415 pasgrment
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1. abra/d Reciprok BLASTp analizis az S.pombe adatbazisban (Query:
C.albicans Try5p)

Resuits table =

chromosome ASM294v2 | 5456674 54597891
gene SPAC1039.05¢ transcript SPAC1039.05¢.1
gene_biotype:peotein_coding
transcapt_biotype:protein_coding gene_symbol kif1
description transcription factor, 2f-4ungal binuclear
cluster type Kift

[Source PomBase Acc: SPAC1039.05¢]

pepknown

chromosome ASM234v2 I 177469.180735:-1
gene S|_’8C11” Odc transcnpt SPBC1198.04c 1
gene_biotype protein_coding

transchipt :

1L180307-180512 Secvences  Reverse

ed)
[Source:PomBase;Acc.SPBC1198.04c]
pep-known
chromosome ASM234v21:1309676:1313429:1
gene:SPACEF 12,02 transcript SPACSF12.02.1
gene_biotype protein_coding

L1311181-1311279 (Secuance; Forward

gene_symbol
Rst2 [Source PomBase Acc SPACEF 12 02]

pep-known

chromosome ASM234v2.1: 7867787902191
gene:SPACAGS. 13¢ transcnpt SPACAGS 13¢.1
gene_botype protein_coding
transcript_biotype: protein_coding

LI87218-T87373 Secuencel  Reverse
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49E-14 574 goment

54 [Sequence; 11 6.1E-12 46.3 pugnmens
33 [Secuence) 129 29E-10 66.7 goment
52 sequence) 12 2769 385 Migomeng



2 abra Paronkénti szekvencia illesztés az S.pombe Rsv1 proteinnel

5. japonicus
Sequence ID: cl|Query_228575 Length: 608 Number of Matches: 1

Range 1: 70 to 140 Graphics

Score Expect Method Identities Positives Gaps
130 bits(328) 3e-37 Compositional matrix adjust. 56/71(79%) 60/71(84%) 2/71(2%)

Query 1 MKSYECPFCERVFHRQEAQVRHIRSHIGEKFFECSYPSCKERFTRRDELIRHVRTHLEKR &0
MEK+YECE CER+FHE EH(Q RHIRSHIGE+PF C35YPSC KRFIRELELIRH RTHLRER
Sbjct 70 MKTYECPICKRIFHRHEHQTRHIRSHIGERPFACSYPSCTERFIRRDELIRHTRTHLEER 125

(uery 61 L-VTP-EQTLD &9

V PETHD
Gbjct 130 FQVAPSEGIVD 140

S octosporus
Sequence ID: cl|Query_240611 Length: 418 Humber of Matches: 1

Range 1: 1 to 164 Graphics

Score Expect Method Identities Positives Gaps
197 bits(500) 7e-62 Compositional matrix adjust. 99/167(59%) 120/167(71%) 3/167(1%)

Query 1 MESYECPFCKRVFHRQEHQVRHIRSHIGEKPFECSYPSCERRFIRROELIRHVETHLEER &0
ME+YECP+C+R+FHRQEHQ BHIRSHIGEKFF C5Y C+ERFIRRDELIRHVETHLRER
Sbjet 1 METYECFYCRRIFHRQEHQARHIRSHIGEKPFVCSYFODCRERFTRROELIRHVETHLEER 60

Query 61 LVIPE.QILDWLHE{APDSE{PEGDE{SIGQEADKSQNQSE{DGSIIDPVQAMFLALMYM{P 120
ILVP+ L+ + AP ++5+ DEVQRRV+ALSVAYAKE
Sbjct &1  LVNED- ALSIIVEDIAPSLPSINEESSSNMEHIPDDSDSEE{PYDPVQAAWMYMP 119

Query 121 TSVSLSFIDLQAQSKLIEKFRRRSASHNATGSLNKENQDFLREFSISE 167

T+V5L+ D+ Q5 +FRE+3A5NA I KN RRF53+5+
Sbject 120 TIVSLISQDVQIQSLGAARFRRKSASHAY--LLNENGGSFRREFSVSD 164

113



C.albicans
Sequence ID: Icl|Query_241073 Length: 822 Number of Matches: 4

Range 1: 746 to 798 Graphics V Next Match
Score Expect Method Identities Positives Gaps

74.3 bits(181) 3e-18 Compositional matrix adjust. 27/53(51%) 37/53(69%) 0/53(0%)

Query 2 KSYECPFCKRVFHRQEHQVRHIRSHTGEKPFECSYPSCKKRFTRRDELIRHVR 54
K ++CP C+ F R EH RH++SH+ EKPFEC P+C KRF R+D L H++
Sbjct 746 KKHKCPICESRFQRPEHVKRHLKSHSSEKPFECQMPNCGKRFNRKDNLKAHLK 798

Range 2: 730 to 770 Graphics ¥V Next Match A Previous Match ﬁ First Match
Score Expect Method Identities Positives Gaps

27.7 bits(60) 0.001 Compositional matrix adjust. 14/43(33%) 25/43(58%) 7/43(16%)

Query 19 QVRHIRSHIGEK----- PFECSYPSCKKRFTRRDELIRHVRIH 56
+VR+ RS + +K +C P C+ RF R + + RH+++H
Sbjct 730 KVRNNRSKSNDKSDPKKKHKC--PICESRFQRPEHVKRHLKSH 770

Range 3: 774 to 802 Graphics ¥V Next Match A Previous Match 4 First Match
Score Expect Method Identities Positives Gaps

22.3 bits(46) 0.056 Compositional matrix adjust. 9/29(31%) 17/29(58%) 2/29(6%)

Query 2 KSYEC--PFCKRVFHRQEHQVRHIRSHIG 28
K+EC PC + FHR+i+ H¥+ 6
Sbjct 774 KPFECQMPNCGKRFNRKDNLKAHLKKIHG 802

Range 4: 267 to 287 Graphics =1 A Previous Match / First Match
Score Expect Method Identities Positives Gaps

16.5 bits(31) 3.1 Compositional matrix adjust. 9/21(43%) 13/21(61%) 0/21(0%)

Query 148 ATGSLNKKNQDPLRRFSISES 168
Sbjct 267|A1'TMNKHMPLRGHTRSRS |287
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3. abra/a Paronkénti szekvencia illesztés az a C2H2 domének kozott

Query: S. pombe Rsvl C2H2
Sbjct: S. japonicus Rsvl C2H2

Sequence ID: Query 48497Length: S3Number of Matches: 1
Related Information
Range 1: 1 to 53Graphics Next Match Previous Match
Alignment statistics for match #1
Score Expect Method Identities Positives  Gaps
96.7 bits(239) 2e-34 Compositional matrix adjust. 45/53(85%) 47/53(88%) 0/53(0%)
Query 1  YECPFCKRVFHRQEHQVRHIRSHTGEKPFECSYPSCKKRFTRRDELIRHVRTH 53

YECP CKR+FHR EHQ RHIRSHTGE+PF CSYPSC KRFTRRDELIRH RTH
sbjct 1  YECPICKRIFHRHEHQTRHIRSHTGERPFACSYPSCTKRFTRRDELIRHTRTH 53

®
3. abra/b
Query:S. pombeRsvl C2H2
Sbjct: S. octosporus Rsvl C2H2
Sequence ID: Query 146415Length: 58Number of Matches: 1
Related Information
Range 1: 1 to 53Graphics Next Match Previous Match
Alignment statistics for match #1
Score  Expect Method Identities Positives  Gaps

Query 1  YECPFCKRVFHRQEHQVRHIRSHTGEKPFECSYPSCKKRFTRRDELIRHVRTH 53
YECP+C+R+FHRQEHQ RHIRSHTGEKPF CSY C+KRFTRRDELIRHVRTH
Sbjct 1  YECPYCRRIFHRQEHQARHIRSHTGEKPFVCSYFDCRKRFTRRDELIRHVRTH 53

3. abra/c

Query: S. pombeRsvl C2H2
Sbijct: C. albicans Cas5 C2H2

Sequence ID: Query 105459Length: S5SNumber of Matches: 3
Related Information
« Range 1: 1 to 51Graphics Next Match Previous Match

Alignment statistics for match #1

Score  Expect Method Identities Positives  Gaps
61.2 bits(147) 3e-20 Compositional matrix adjust. 26/51(51%) 36/51(70%) 0/51(0%)
Query 1  YECPFCKRVFHRQEHQVRHIRSHTGEKPFECSYPSCKKRFTRRDELIRHVR 51

++CP C+ F R EH RH++SH+ EKPFEC P+C KRF R+D L H++
Sbjct 1 HKCPICESRFQRPEHVKRHLKSHSSEKPFECQMPNCGKRFNRKDNLKAHLK 51
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