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2. BEVEZETES

A sejtek az 6nallo bioldgiai rendszerek épitékovei. Legyen sz6 akar egy egyszerii egysejtii
¢161ényrol, vagy bonyolult felépitésii tobbsejtii szervezetekrdl, egészen az emberig; a sejtes
szervez6dés mindenhol alapvetd és elengedhetetlen feltétel egy onallo bioldgiai rendszer
fennmaradasahoz.

A sejtes szervezddés a biologiai rendszer fennmaradasat a sejtosztodas segitségével, azaz
onmaga megduplazasanak képességével teszi lehet6vé. Ha ez a folyamat nem lehetséges,
akkor egyéb életfolyamatok nem képesek biztositani a bioldgiai rendszer hosszu tava fennma-
radasat. A sejtosztodas végsd célja, a duplikdcid alapjaiban megegyezik a két sejttipus, a
prokaridta és az eukariota sejtekben, azonban az evolicio 1ényegesen eltéré feladatok elvég-
zésének képességével ruhazta fel Oket, ami természetesen kihat a sejtosztodas végsé célja
elérésének modjara és formajara is.

Az eukariota sejtekben a sejtosztodas folyamatat egy Osszetett szabalyozo és végrehajtd
rendszer, a sejtciklus biztositja. Feladata a végso célhoz vezet6 folyamatok - a DNS allomany
megkettézddése, és a megkett6zott DNS utddsejtekbe torténd szétvalogatasa — helyes és biz-
tonsagos végrehajtasa, valamint azok normalis sorrendjének biztositasa. Erre a latszolag egy-
szer(i, azonban alapvetd fontossagu feladatra az eukariota sejt a fent emlitett Gsszetett rend-
szert tartja fenn, amelyben dvatos becslések szerint is tobb szaz géntermék vesz részt. A gén-
termékeket kodolod egyes gének hibai — mutacioi — a sejtciklust kisebb vagy nagyobb mérték-
ben karositjak, ami a sejtosztodas folyamatainak karosodasahoz vezet. Ilyen karosodas szo-
moru eredménye alol az emberi sejtek sem kivételek, a hibak eredményeképpen kialakulo
szabalyozatlan sejtproliferacio daganatok kialakuldsat okozza, ami végzetes kovetkezménnyel
jar.

Ezért sziikségtelen hangsulyozni, hogy a sejtosztodasi folyamatokat biztositd sejtciklus
megismerése és megértése a bioldgiai kutatasok kézponti problematikaja volt és ma is az. A
megoldashoz természetesen sziikséges és valosziniileg elégséges feltétel a sejtciklusban sze-
repet jatszo gének és géntermékek megismerése €s a koztiik fennallé molekularis kapcsolatok
tisztazasa. Azonban - annak ellenére, hogy néhany évtizedes sejtciklus kutatds eredménye-
képpen szamos folyamat ismertté valt — jelenleg messze nem ismerjiik a sejtciklus egészét,
legfeljebb vannak elképzeléseink arra vonatkozoan, hogy egyes részfolyamatok hogyan integ-

ralédnak hozzé az egész rendszerhez. Hozza kell tenni azonban, hogy az egyes részfolyama-



tokkal kapcsolatos tovabbi kutatasok Gjabb szabalyozasi lancokat fednek fel, ami természete-
sen elvezethet a sejtciklus teljes megismeréséhez (Nurse, 2000).

Az elmilt évtizedek kutatomunkdja bebizonyitotta, hogy a sejtciklus, mint szabalyozasi
¢és iranyitasi rendszer lényegileg az 0sszes eukariota sejtben hasonloképpen mikodik, termé-
szetesen kisebb specialitdsokkal. Ezért az egyéb biologiai jelenségek kutatdsahoz hasonloan,
a sejtciklus kutatasok soran is nagy szerepet kapnak a modellszervezetek, amelyek sejtjeinek
vizsgalata segitségével szerzett ismeretek felhasznalhatéoak a magasabbrendiiek, végsdsoron
az emberi sejtek hasonlo folyamatai megismeréséhez. A sejtciklus kutatasok kedvelt €s mara
mar megkeriilhetetlen modellszervezetei az egysejtii élesztdgombak: Saccharomyces
cerevisiae vagy sarjadzé €lesztd és Schizosaccharomyces pombe vagy hasado éleszto.

A S. pombe sejtciklus kutatasok az 1970-es években kezdddtek, amikor Paul Nurse fiatal
kutatd izolalta elsé hasado élesztd sejtciklus mutansait és kezdte szisztematikusan vizsgalni
azokat. A mutansok genetikai, majd késobb a gének molekuléris biologiai és a géntermékek
biokémiai vizsgalata segitségével, nagyjabdl negyed szdzados kutatémunka eredményekép-
pen felfedte a mitozis elinditasahoz sziikséges szabalyozdrendszer alapvetd molekuldit és
kapcsolatrendszerét, valamint megmutatta, hogy ez a rendszer teljesen analdg moédon miiko-
dik az emberi sejtekben is. Kutatomunkaja elismeréseképpen 2001-ben megkapta az orvosi
Nobel-dijat, két kollégajaval megosztva, akik egyike (Leland H. Hartvell), a sarjadzo élesztd
sejtciklusanak kutatasa soran szerzett kimagaslo érdemeket. Napjainkban Paul Nurse-t a ha-
sado élesztd sejtciklus kutatasok atyjaként jegyzik, de természetesen megszamlalhatatlan
laboratorium foglalkozik ma S. pombe sejtciklus kutatasokkal, és szerez tovabbi ismereteket a
sejtosztddas folyamatairol.

Nurse és csoportja altal felfedett szabalyozo rendszer a G2/M atmenet szabalyozasa cimen
keriilt be a tankonyvekbe. Ezzel nagymértékben eldsegitette a sejtciklus folyamatainak meg-
ismerését. Természetesen a sejtciklus egyéb folyamatairdl kozel sem all rendelkezésre ennyi
ismeret, azonban folynak kutatasok a sejtosztodas egyéb lépéseinck — G1/S atmenet, DNS
replikaci6 szabalyozasa — megismerésére is. Igy az utobbi években keriilt sor a sejtciklus végi
események részletesebb vizsgalatara, nevezetesen a citokinezis folyamatanak és szabalyoza-
sanak problematikajara. A hasado élesztd a G2/M atmenet kutatasan kiviil a citokinezis kuta-
tasara is kivald modellszervezetnek bizonyult. Szamos gént és génterméket azonositottak,

amelyek valamilyen formaban szerepet jatszanak a citokinezis folyamataban és annak szaba-



lyozasaban, azonban a citokinezis egyes 1épéseinek folyamata és annak szabalyozasa tovabb-
ra sem ismert.

A Debreceni Egyetem Genetikai és Molekularis Biologiai tanszékének munkatarsai tobb
éve dolgoznak a citokinezis szabalyozasanak és folyamatanak megértésén, bekapcsolodva a
nemzetkozi kutatasokba. Szamos S. pombe citokinezis mutanst irtak le, amelyeket sep
(separation) mutansoknak neveztek el. A sep csalad a citokinezis mutansok 14j csoportjat kép-
viseli, segitségiikkel lehetséges a citokinezis széleskort szabalyozasanak megismerése. Ezzel
Osszhangban a napjainkig megismert sep! €s sepl5 gének transzkripcidban szerepet jatszo
regulatormolekulakat kodolnak, jelezve azt, hogy szamos géntermék szabalyozasa sziikséges
a citokinezis lejatszédasahoz. A mutansok citologiai és genetikai vizsgalatanak eredményei is
utalnak arra, hogy a géntermékek egy Osszefliggd szabalyozasi halozat tagjai lehetnek.

A fenti elézmények alapjan doktori munkam sordn célul tiiztem ki a sep gének szerepének
tovabbi feltarasat, a sep géncsalad tjabb tagjainak klénozaséan és a gének funkcionalis jellem-
z€sén keresztiil. Eredményeim alatamasztjak azt a hipotézist, miszerint a sep géntermékek

egy kolcsonhatd szabalyozasi haldzat elemei lehetnek.



3. IRODALMI ATTEKINTES

3.1 A Schizosaccharomyces pombe altalanos jellemzése

A Schizosaccharomyces pombe egysejtl, hasadassal szaporod6 élesztégombat Lindner az
észak-afrikai pombe sorbdl izolalta 1893-ban (Lindner, 1893). Hosszukas, szivar alaku sejtjei
7 wm hosszuak és 3,5 um szélesek (1. dbra). A sejtciklus sordn a sejtvégeken ndvekednek, igy
osztodaskor elérik a 16um-t. A mitdzis végrehajtasa utan a citokinezis soran a sejt kozépvo-
nalaban elhelyezett szeptum mentén kettéhasadnak (Johnson és mtsi, 1982).

A S. pombe a sejtszintii vizsgalatok kivaldé modellszervezete. Az 1950-es években keriilt
reflektorfénybe, majd az 1970-es évektdl a sejtciklus kutatasok alapveté modellszervezetévé
valt, napjainkban azonban mar szamos kutatocsoportban egyéb bioldgiai folyamatok — memb-
rantranszport, toxinok, drogok hatdsmechanizmusa, stb. — vizsgélatara is felhasznaljak. Sejt-
ciklusanak egyes fazisai morfoldgiai jegyek alapjan mikroszkdpikusan kdvethetdek — példaul
a citokinezis folyamata a szeptum elhelyezésével detektalhato -, ezért az indukalt mutaciok
sejtciklusra illetve sejtnévekedésre, avagy citokinezisre gyakorolt hatisa egyszertien detektal-
haté. Ennek alapja, hogy életciklusara a haploid fazis talstlya jellemz6 (lasd 3.2), azaz az
indukalt mutaciok azonnal megjelennek fenotipusaban. Laboratoriumi szempontbdl elényos
tulajdonsaga rovid generaciosideje (2-3 o6ra), konnyl tenyészthetdsége, tovabba vizsgalatdhoz
jol kidolgozott klasszikus és molekularis genetikai, citologiai valamint biokémiai modszerek
is rendelkezésre allnak. Genomja aranylag kis méretii (13.8 Mb), az E. coli genomjanak nagy-
jabol 3,5- szerese, tovabba minddssze harom kromoszémaéja van, amely elény0ssé teszi a
genetikai manipulaciok szamara. Tovabba, a tobb éves nemzetkozi szekvenalasi program
eredményeképpen genomjanak teljes szekvencidja rendelkezésre all (Wood és mtsi 2002), igy

a S. pombe a hatodik eukariota szervezet, amely genomjanak teljes szekvenciaja ismert.

l.4bra Vad tipust Schizosaccharomyces pombe sejtek differencidl kontraszt mikroszkopos felvétele.
Meéretvonal Sum.



3.2 A’ S. pombe életciklusa

A S. pombe sejtjei négy alternativ differenciadlédasi utvonalon haladhatnak végig életcik-
lusuk soran. Ezek a haploid vegetativ ciklus, stacioner allapot, ivari differencidlodas és
diploid vegetativ ciklus, amely azonban csak laboratoriumi koriilmények kozott 1étezik (2.

Stationary phase

D)
1

Nutrient

deprivaton
Conjugation
between haploid
cells of opposite

Haploid mlb
cekl cycle
mating type

2 @%

Re-supply

. Zygole
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2.4bra A S. pombe életciklusa. Az egyes differencialodasi itvonalak szamokkal jeldlve. 1: stacioner

allapot, 2: haploid vegetativ ciklus, 3: ivari differencialodas, 4: diploid vegetativ ciklus. Forras: MacNeill
és Nurse (1997).

abra). A folyamatokat MacNeill és Nurse 1997-ben megjeletn attekinté kozleménye foglalja
Ossze a leginkabb naprakészen.

A sejtek az életciklus nagy részében a haploid vegetativ ciklus soran mitézissal szaporod-
nak. A nitrogénforras lecsokkenése esetén azonban két lehetséges differencialodasi utvonal
végrehajtasa nyilik meg. Parosodasi partner hianyaban a sejtek megsziintetik a mitotikus
szaporodast €s stacioner allapotba keriilnek, amelybdl kedvezé tapanyagkoriilmények kozott

a vegetativ ciklusba visszalépnek. Ellentétes parosodasi partner jelenlétében a sejtek ivari



differencialodast inditanak el. Ennek soran az ellentétes parosodasi tipust (lasd részletesen a
3.5 fejezetben) sejtek konjugalnak és diploid zigoétat hoznak 1étre, amely természetes koriil-
mények kozott azonnal meidzison megy keresztiil, majd négy spérat tartalmazoé zigotikus
aszkuszt képez (2. abra). A spordk kedvezd tapanyagfeltételek kozott kihajtanak és belépnek
a haploid vegetativ ciklusba. Laboratoriumi kortilmények kozott 1étrehozhato a diploid sejtek
vegetativ tenyészete is, amelyben a sejtek diploid mitozissal szaporodnak. A nitrogénforras
lecsokkenése esetén ezek a diploid sejtek meidzison mennek keresztiil és négy sporat tartal-
maz6 ugynevezett azigotikus aszkuszt hoznak létre (2. abra). A sporak kedvezé tapanyagfel-
tételek esetén kihajtnak és belépnek a haploid vegetativ ciklusba. A diploid vegetativ ciklus-
ban résztvevd sejteket laboratériumban a legtobb esetben konjugaciora nem képes sejtek
fuzidja (lasd 4.3) soran allitjak eld, a két eltérd genetikai allomany kombinalasa céljabol, ami

szexualis uton nem lehetséges.
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3.3 A S. pombe sejiciklusanak rovid jellemzése

A sejtciklus szabalyoza-

sanak ismert részleteir6l

kivalo attekintés olvashato @_‘—___')\

MacNeill és Nurse (1997) / QD)

altal irt konyvfejezetben, e \
illetve ujabb eredményekrol e xX®
Moser ¢és Russel (2000) \
Osszefoglalojaban. D) o

Mint ahogy az eddig
vizsgalt eukaridta  sejtek
sejtciklusdra, a S. pombe

szaporodasara is jellemzd a CI)K_‘__’_/
DNS replikacio (S fazis), a

e

3. abra A S. pombe sejtciklusa. Lathatdak a sejtciklus
mit6zis (M fézis) valamint az egyes fazisai €s a hozzajuk tartozé morfologiai és citolo-
ezeket Osszekapcsolo Gl giai dllapotok.
illetve G2 fazisok (3. abra). A S. pombe sejtjeire jellemz0 a szimmetrikus osztdodas, hasonloan
az emberi sejtek sejtosztodasahoz, a citokinezis sordn az osztodasi szeptum az anyasejt koze-
pén helyezkedik el, igy az anya és a keletkezd leanysejt mérete megegyezik. A G1 fazis ezért
rovid, hiszen a keletkez6 leanysejt kezdeti mérete eléri a G1/S atmenethez sziikséges méretet.
fgy G1 és az azt kovetd S fazis rovidek, az M fazissal egyiitt a sejtciklus teljes idejének
minddssze egy negyedét teszik ki (lasd 3.abra). A ciklus haromnegyed részére a hossza G2
fazis jellemzd, amely gyakorlatilag ndvekedési fazis, célja a mitdzisba vald belépéshez sziik-
séges méret elérése (Moser és Russell, 2000). A S. pombe sejtek méretkontrollja tehat a G2/M
atmenetnél mikodik. A megfeleld méret elérése utan a sejtek belépnek a mitdzisba, majd
annak befejezése utan lejatszodik a citokinezis. A rovid G1 és S fazisok, valamint az iddben
viszonylag hosszabb citokinezis miatt a szeptum szintézisére és annak feloldasara mar a ko-
vetkez6 sejtciklus G1 illetve S fazisaiban kertil sor (3. abra).

A sejtciklus eseményeinek kozponti iranyitd molekulaja a p34cdc2 protein, amely a S.
pombe-ban megtalalhatdo egyetlen CDK (Ciklin Dependens Kinaz), amelyek funkcionalis
homolodgjai megtalalhatoak az eddig vizsgalt Gsszes eukaridtaban (Macneill és Nurse 1997,

Moser ¢és Russel 2000). A p34cdc2 aktivitasa felel az DNS replikacié valamint a mitozis
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elinditasaért. Aktivitasat tobb mas protein szabalyozza, ezek koz¢ tartoznak a G1 (pucl, cigl)
az S (cig2) és az M (cdcl3) fazis ciklinek, amelyek periddikusan kapcsolodnak a p34cdc2
kinazhoz, és befolyasoljak annak aktivitasat. A mitdzishoz vezetd ut soran a p34cdc2 aktivi-
tasat a cdcl3 ciklin mellett nagymértékben a weelp kindz gatlé foszforilacidja, illetve a
cdc25p foszfataz serkenté defoszforilacioja befolyasolja, ezzel biztositva azt, hogy a p34cdc2
kindz aktivitasa csak a G2 végére érje el a mitdzis inicidlasdhoz sziikséges mértéket. Tehat az
alapvetd fontossagu mitotikus méret megtartasaban a weelp és cdc25p molekulaknak van
szerepe. A sejtciklus helyes végrehajtasahoz sziikséges egyéb ellendrzési folyamatok (példaul
a DNS replikacio helyes végrehajtasa, vagy a DNS karosodasok vizsgalata) is hatast fejtenek
ki a p34cdc2 kinaz aktivitasat befolyasold kdzponti regulatormolekuldkon (weelp, cdc25p),

ezzel biztositva a mitozis megfeleld idében torténd elinditasat.



3.4 A S. pombe citokinezisének folyamata és szabalyozasa

A S. pombe citokinezisének folyamata nagyfoki hasonlésidgot mutat az allati sejtek
citokinezisével, azonban, révén sejtjei sejtfallal rendelkeznek, hordoz a ndvényi sejtekre jel-
lemz6 tulajdonsagokat is (Field és mtsi, 1999; Feierbach és Chang, 2001) A folyamat soran a
mitdzis lejatszodasaval parhuzamosan a sejt kozépvonalaban egy medialis gylr(i (az iroda-
lomban aktomiozin illetve kontraktilis gytirii kifejezéseket is hasznaljak) képzodik. A mitdzis
befejez6désével a gylirli 6sszehuzodik és a tavolodo sejtmagok kozott lefiizi a citoplazmat. A
beflizéssel parhuzamosan megindul az elsédleges szeptum szintézise, amelynek két oldalan
megtorténik a masodlagos szeptumok szintézise is. A tényleges kettéosztodas az elsddleges
szeptum feloldasa révén torténik (Johnson és mtsi, 1982; 4. abra). A citokinezis szamos fo-
lyamatanak, igy a medialis vagy kontraktilis gyliri képzésének és kontrakcidjanak egyes
részletei hasonloképpen miikodnek a Saccharomyces cerevisiae-ben is [lasd Tolliday €s mtsi
(2001) 6sszefoglalojat].

A S. pombe citokinezisének folyamata a fentiek alapjan logikailag harom f6 részre bont-
hatd, ezek a medialis gyiri képzése és annak Osszehtizodasa, a szeptum képzése, valamint
annak feloldasa. Az attekintés soran ezt a logikai felosztast kovetve dsszefoglaljuk az egyes
1épésekben szerepet jatszo ismert fontosabb géneket, géntermékeket és azok lehetséges funk-
cioit, osszehangolva az adott folyamat szabalyozasarol és magosztodassal torténd Osszehan-
golasardl rendelkezésre allo ismeretekkel is, felhasznalva Le Goff és msti (1999), Feierbach
és Chang (2001), Balasubramanian és mtsi (2000) valamint McCollum és Gould (2001) 6sz-

szefoglaloit.

3.4.1 A medidlis gylri képzése és kontrakcidja

Az utdbbi évek kutatdsai eredményeképpen szamos, a medialis gyirii kialakuldsadban és
fenntartasaban szerepet jatszo proteint azonositottak [lasd Feierbach és Chang (2001),
Balasubramanian és mtsi (2000) &sszefoglaloit]. A proteineket kodold génekben sériilt mu-
tansok nem képesek kdzépvonalba elhelyezett gylirti képzésére, kovetkezésképpen benniik a
szeptumanyag abnormalisan helyezkedik el. Azonban ez nem befolyasolja 1ényegesen a mag-
ciklusukat, azaz tobb mit6zison mennek keresztiil citokinezis nélkiil, ami tobb sejtmagbdl allé
sejtek kialakulasat eredményezi, amely természetesen letalitdshoz vezet [lasd Le Goff és mtsi
(1999) osszefoglalojat]. A kutatasok eredményeképpen kialakult kép azt sugallja, hogy a

medialis gylrli bonyolult felépitésii, kontrakciora képes protein komplexum, amely alkoto-
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elemeinek pontos funkcidja csak részben ismert, illetve a kontrakcid6 mechanizmusa és szig-

nalja ismeretlen.

A medialis gylirQ a sejt kozepén elhelyezkedd korai mitotikus mag kortiil jelenik meg és

tobb komponense altal tehetd lathatova (példaul myo2p, cdcdp, cdcl2p; Feierbach és Chang,

2001 ). A gylri kialakuldsanak helye egy lényeges és maig részleteiben nem megvalaszolt

kérdést vet fol, nevezetesen hogyan
donti el a sejt a gytirli pontos pozicio-
jat, azaz milyen mechanizmus révén
biztositja azt, hogy a gyliri a sejt
kozepén helyezkedjen el? Mig az
allati sejtek a mitotikus orsé egyes
komponenseit hasznaljak a sejt koze-
pének definidlasara, addig a S. pombe
sejtjei magorsd hianyaban is képesek
a gyuri pontos elhelyezésére (Chang
és mtsi, 1996). Az eredmények azt
mutatjak, hogy valdsziniileg a sejt-
magbodl szarmazd szignalok segitik a
gylr kozépre helyezését a hasadd
élesztd sejtekben. Tobb mutanst izo-
laltak, amelyek nem képesek a
medialis gylrt, és kovetkezésképpen
az osztodasi szeptum medialis elhe-
lyezésére (Le Goff és mtsi, 1999),
azonban funkcidjukrol kevés informa-
ci6 all rendelkezésre. A legljabb
eredmények alapjan  elmondhato,
hogy a midlp proteinnek, valamint a
plolp protein kinaznak fontos szerepe
van a medialis gylri kdzépre torténd
elhelyezésében. A midlp

interfazisban a sejtmagban helyezke-
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4.4bra A citokinezis folyamata S. pombe-ban.
Interfazisban a sejtekben a midlp a sejtmagban, az aktin
a novekedo végeken talalhatd. A mitdzis elinditasakor a
midlp megjelenik a sejtmag folott. Elindul a medialis
gylrii képzése, majd kialakulasa utan az aktinnak a
végekrbl a medialis gyliri koré rendezése. A mitdzis utan
a gyuri 6sszehuzodik, ezzel parhuzamosan megindul az
elsédleges, és annak két oldalan a masodlagos szeptumok
szintézise. Ezutan a szeptum feloldaséaval a sejtek elosz-
todnak. Forras: Le Goff és mtsi (1999).



dik el, majd korai mitdzisban elsé proteinként jelenik meg a sejtmag folott, a késébbi o0sztd-
segitségével a sejt megjeldli a sejtmag helyzetét (Paoletti és Chang, 2000). Az, hogy a sejt
honnan ,,tudja”, hogy a mid1p-t a sejtmag fol¢ kell helyeznie, nem ismert, azonban valdszini-
sitik, hogy a sejtmag f6l6tt megjelend midlp szamos a mid1p-vel kdlcsonhatd proteint tartal-
2001). A citokinezisben tobb funkcidoval — medidlis gylirli pozicionalasa, szeptum képzése - is
rendelkez6 plo1 protein kindz a mid1p egyik lehetséges regulatora (Le Goff és mtsi, 1999). A
plol kinaz sziikséges a mid1p sejtmagbdl torténd kilépéséhez (Bahler és mtsim, 1998), vala-
mint kozvetlen kolcsonhatasba is 1ép vele, ezért valdszinisitik, hogy a plol kinaz
foszforilalhatja a mid1p-t, amelyet alatimaszt az is, hogy a mid1p sejtmagbol torténd kilépése
egyiittjar annak foszforilacidjaval (Le Goff és mtsi, 1999).

Ha a sejt ,,eldontotte”, hogy hova kell helyeznie a medialis gytrit, akkor a korai mitotikus
mag koriil megkezdddik a medidlis gytirti dsszeszerelédése (Feierbach és Chang, 2001). A
gytrtibe ekkor szervez6dd egyik 1ényeges komponens a Il-es tipusu myosin nehéz lanc prote-
in, amelyet két gén is kodol, a myo2 ( Kitayama és mtsi, 1997) és a myp2 (Bezanilla és mtsi,
1997). Mindkét géntermék szerepet jatszik a citokinezisben, azonban a myo2p esszencialis,
mig a myp2p bizonyos stressz koriilmények kozott sziikséges a folyamathoz (Bezanilla M és
mtsi, 1997). A miozin nehéz lancok mellett identifikaltak a konnyli lanc proteineket is, a
cdcdp-t (McCollum ¢és mtsi, 1995) illetve rlclp-t (Le Goff és mtsi, 2000). Mindkét kdnnyt
lanc képes mindkét nehéz lanccal kdlesonhatasba 1épni, azonban a citokinezishez sziikséges a
cdcdp esszencialis konnyl lanc kapcsolodasa a myo2p nehéz lanchoz, mig az rlc1p regulacios
konnyl lancként funkcional, azonban pontos szerepe egyeldre ismeretlen (Feierbach és
Chang, 2001). A kontrakci6é szempontjabdl Iényeges myosin nehéz és kdnnyii lanc proteine-
ken kiviil a gytri felépitésében részt vesznek az rng2p, rng3p proteinek, amelyek feltehetden
a myosin gylriibe torténd Osszeszerelddését segitik el (Eng és mtsi, 1998; Wong és mitsi,
2000). Tovabba a gylrli dsszeszerelddéséhez sziikséges a cdcl2p, formin tipusu protein is
(Chang és mtsi, 1997), amelynek pontos szerepe nem ismert. A medialis gyl dsszeszerel6-
déséhez sziikséges proteinek mellett a cdel5p (Fankhauser és mtsi, 1995) illetve az imp2p
szerepet jatszanak a gylr( stabilizalasaban, illetve az imp2p-r6l valoszintsitik, hogy a gytirii
szeptaciot kovetd szétszerelddésében lehet szerepe (Demeter és Sazer, 1998), de ennek részle-

tei nem ismertek. Tovabba a cdcl5p-nek szerepe lehet a szeptum szintézis elinditdsaban is
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(lasd 3.4.2). A medialis gytr(i kialakulasa utan a korai mitdzisban megkezdddik a
citokinezisben esszencialis szerepet jatszo F-aktinnak a gylirii két oldalara rendezése.

Az F-aktin a hosszu G2 fazisban torténd ndvekedés soran a sejt két végéhez koncentralo-
dik és feltehetden a novekedéshez sziikséges membran valamint sejtfal épitésben vesz részt,
majd a korai mitdzisban a sejt kdzepére vandorol, és gylirliszeriien korbeveszi a sejtmagot
(Marks ¢és mtsi, 1987). A legujabb eredmények szerint a kisebb nagyobb pottyok forméjaban
a sejtvégeken lathatd F-aktin mellett aktin kabelek is megfigyelhetdek, amelyek behaldzzak a
sejtet és eldsegitik az aktin strukturak mozgasat a sejten beliil (Pelham és Chang, 2001),
amely segitségével az aktin pottyok célzott vandorlasra képesek az atrendezédés soran.

A mitdzis inincialasakor az aktin tehat a sejt kozépvonalaba vandorol és gyliriiszer(i struk-
turat vesz fel, ami az anafézis kezdetén kompaktabba valik és diszkrét gytriit alkot (Feierbach
¢s Chang, 2001). Az aktin kdzépvonalba torténd rendezodéséhez sziikséges szamos aktinnal
kdlcsonhatd protein, mint a profilin (cde3p, Balasubramanian és mtsi, 1994), tropomyosin
(cdc8p, Balasubramanian és mtsi, 1992), arp3p (McCollum ¢és mitsi, 1996), sop2p
(Balasubramanian és mtsi, 1996), amelyek feltehetden szerepet jatszanak az aktinnak a
medialis gylrli két oldalahoz torténd rendezésében, illetve ezen keresztiil a gyiirii stabilizala-
saban. Kozvetett eredménynek utalnak arra is, hogy a cdcl5p protein is szerepet jatszik az
aktin medialis gytirithoz torténd kapcsolodasaban (Balasubramanian és mtsi, 1998), igy lehet-
séges, hogy a cdcl5p stabilizald szerepe ennck tulajdonithatd (Le Goff és mtsi, 1999). Az
aktin rendezodése a medialis gyiirith6z a korai mitdzis soran torténik meg, majd feltehetden
az anafazis soran torténik meg kapcsolodasa a medialis gyliri komponenseihez és ezzel az
immar teljesen Osszeszerel6dott medidlis gytiri képes kontrakciora is. A kontrakcié csak a
mitozis befejezddésével, a szeptum képzésének elinditasaval parhuzamosan indul el (Le Goff
és mtsi, 1999), amit bizonyit az a kisérletes adat, miszerint a kontraktilis gy{iri mindig a né-

vekedd szeptum élein lathato (Sipiczki és Bozsik, 2000).

3.4.2 A szeptum képzeésének iniciacioja

A medialis gyliri konstrikcidjanak és a szeptum szintézisének a magosztddassal koordi-
naltan kell megtorténnie, azaz a citoplazma lef6zése és a szeptum képzése csak a mitozis
anafazisaban kezddédhet el, amikor a p34cdc2 kinaz aktivitas alacsony. A koordinacioban
szerepet jatszo illetve a szeptum szintézisének iniciacidjahoz sziikséges géntermékekrdl az
utobbi évek kutatdsai eredményei alapjan egyre tobb informacido all rendelkezésre. A

szeptacio iniciaciojahoz sziikséges géntermékekrdl bizonyitottak, hogy egy GTPaz altal sza-



balyozott szignal transzdukcios kaszkad elemei, amely kaszkadot SIN-nek (Septation
Initiation Network) neveztek el. Funkcionalisan hasonld szignal ttvonal létezik a
Saccharomyces cerevisiae-ben is, amelyet MEN-nek (Mitotic Exit Network) hivnak. A SIN
¢s a MEN tobb funkcionalisan k6z6s komponenst tartalmaz , azonban gy tinik, hogy a SIN
szerepe elsGsorban a szeptum képzésének elinditdsa, a MEN elsédleges szerepe pedig a
zésre allo ismeretekrdl McCollum és Gould (2001) dsszefoglaldja ad attekintést.

A SIN mai ismereteink szerinti elemeit kodolo gének a sid4p (Chang és Gould, 2000),
spglp (Schmidt és mtsi, 1997), cdc7p (Fankhauser és Simanis, 1994), sid1p, cdc14p (Guertin
és mtsi, 2000), sid2p (Sparks és mtsi, 1999), moblp (Salimova és mtsi, 2000), valamint a
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5.4bra A szeptum képzésének iniciacidja S. pombe-ban. Interfazisban az spgl GTP-azt inak-
tiv GDP kotott formaban tartja a cdc16-byrd GAP komplex, igy szeptum képzése nem lehet-
séges. Mitozisban az spgl aktivalodik és lehetové valik a szeptacios kaszkadon keresztiil a
szeptum képzése. Részletek a szovegben. Forras: McCollum és Gould, 2001.

cdc16p (Fankhauser és mtsi, 1993) és byrdp (Song és mtsi, 1996). Az elsé hét proteint kodold
géneket mint a szeptum képzéséhez sziikséges géneket izolaltak, amelyek mutacidja soran a
sejtek képesek normalis medialis gylirli képzésére, azonban annak kontrakcidjara és szeptum

szintézisére mar nem. A sejtek magciklusa azonban nem sériil, igy tobb osztodason mennek
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keresztiil citokinezis nélkiil, ami természetesen letalitishoz vezet (Le Goff és mtsi, 1999). A
cdcl6p és byrdp proteinek génjeinek mutacidja viszont ellendrizhetetlen szeptaciohoz vezet,
azaz a sejt tobb szeptumot is elhelyez magosztodas nélkiil, jelezve, hogy a géntermékek az
el6zé hét géntermékhez képpest antagonista modon hatnak (McCollum és Gould, 2001). A
SIN utvonal miikddése az 5. abran lathato.

A szeptum inicidcidjdhoz vezetd szignalok lokalizaciojanak helye a centriélum, amelyet a
S. pombe-ban SPB-nek (Spindle Pole Body) neveznek. A SIN tdbb komponense is lokaliza-
l6dik vagy a sejtciklus teljes egészében, vagy a mitdzis megfeleldé fazisaban az SPB-hez,
ezzel feltehetden aktivalva és tovabbitva szignalt (McCollum és Gould, 2001). A SIN kasz-
kad komponenseinek lokalizacidjahoz sziikséges a sid4p protein, amely feltehetden kapcso-
latba 1ép az SIN odakeriil6 komponenseivel, mintegy allvanyt biztositva a komponenseknek,
de direkt kdlcsonhatas egyeldre nem bizonyitott (McCollum és Gould, 2001; 5. dbra). A SIN
kaszkad aktivalasaban a tobb funkcioval (példaul medialis gylrli pozicionalésa, lasd 3.4.2)
rendelkezd plol kinaznak is lehet szerepe. A plolp szintén az SPB-hez lokalizalt a sejtciklus
alatt, és eredmények utalnak arra, hogy tobb SIN komponens lehet a kindz szubsztratja
(McCollum és Gould, 2001)

A SIN kozponti pozitiv regulatora a Ras szupercsaladba tartozo spglp GTPaz, amely az
SPB-n helyezkedik el a sejtciklus soran és interfazisban GDP kotott inaktiv formaban van. Az
aktivalast, azaz a GDP-GTP atalakulast megakadalyozza a cdc16p és byrdp GAP (GTPase
Activating Protein) proteinekbdl all6 komplexnek az spglp-hez valé kapcsolddasa (Furge és
mtsi, 1998) (5. abra). A metafazis soran, amikor a magorsé kezd kialakulni, az spglp GTP
kotott formaban aktivalodik. Az aktivacid pontos mechanizmusa nem ismert, de valdsziniileg
a cdcl6p-byrdp komplex inaktivalasaval torténik (lasd lentebb). Az mindenesetre bizonyos,
hogy az spglp megfeleld id6ben torténd aktivalasa a mitdzis-citokinezis koordinacio egyik
kulcsfontossagi 1épése.

A GTP kotott spglp elinditja a kaszkad tagjainak SPB-re keriilését. A cdc7p kinaz képes
az spgl-GTP- hez kotddni, és feltehetéen a kotodés hatasara aktivalodik, azaz ,.talalja meg”
szubsztratjait (McCollum és Gould, 2001). Amikor a magorso altal a kromoszémak szepara-
lédnak az anafazis B-ben, a sidlp és cdc14p-bdl alloé komplex arra az SPB-re lokalizalodik,
mely tartalmazza az spglp-GTP-cdc7p komplexet (tovabbiakban aktivalt SPB), és feltehetden
tovabbitja a szignalt. A sidlp-cdcl4p komplex aktivalt SPB-re keriilésének feltétele a

p34cdc2 kinaz aktivitasanak leesése, ami mutatja, hogy a kaszkad tovabbi aktivalasahoz be
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kell fejezni a mitdzist (Guertin és mtsi, 2000). Az, hogy a p34cdc2 inaktivaciot milyen modon
érzékeli a SIN, nem ismert (5. abra).

A sidlp-cdcl4p kinaz komplex SPB-re keriilése lehetévé teszi a sid2p-moblp kindz
komplexnek, - amely mar interfazisban is az SPB-n helyezkedik el — a medialis gytrtre torté-
n6 lokalizaciojat (a mob1p-sid2p a gytiriin kiviil tovabbra is megfigyelhetek az aktivalt SPB-
n). Ez a lokalizacio attevddés feltehetéen bizonyos, egyenldre ismeretlen target proteinek
foszforilacigjat eredményezi, amelynek kovetkezménye a medialis gytiri 0sszehuzdodasa és a
szeptum szintézise (Sparks és mitsi, 1999). A sid2p-moblp medialis gyriire keriilésének
mechanizmusa ismeretlen, de eredmények utalnak arra, hogy az anafazis utan az SPB
citoplazmatikus oldalan megjelené mikrotubulusok jatszanak szerepet a komplex gylir(ire
torténd transzportjaban (Sparks és mtsi, 1999). Az 1,3 B-glukanbdl allo elsddleges szeptum
szintéziséért a cpslp PB-glukan szintaz felelés (Liu és mtsi, 1999), amely a leglijabb eredmé-
nyek szerint a medialis gylr( helyére lokalizalodik az anafazis utan, az 6sszehuzodo gytrt
mentén végzi a szeptum szintézisét (Liu és mtsi, 2002).

A kontrakci6 és a szeptum képzésének magosztodassal vald Ssszehangolasarol kevés is-
meret all rendelkezésre. Annyi bizonyosnak latszik, hogy a mit6zis befejezése, azaz a p34cdc
kindz aktivitasanak leesése sziikséges a SIN feladatanak elvégzéséhez (lasd fentebb, illetve
McCollum és Gould, 2001). Eredmények utalnak arra is, hogy az spgl inaktivalasat, majd
megfeleld id6ben torténd aktivalasat végzo cdc16p-byrdp GAP komplex (lasd fentebb) szaba-
lyozasan keresztiil a mitotikus apparatus ellenérzi a SIN miikodését, ugyanis a cdcl6 inakti-
valasa metafazisban lehet6vé teszi az akkor még magas p34cdc2 kinaz aktivitasanak leesését,
vagyis a szeptacid elinditasat (Fankhauser és mtsi, 1993). Azonban az a mechanizmus, ahogy
a mitotikus apparatus befolyasolja a GAP aktivitasat, igy a metafazis-anafazis atmenet ellen-
Orzéséig fenntartva annak gatlo hatdsat nem engedi a szeptaciot elinditasat, majd anafazisban
lehetové teszi egyeldre ismeretlen. Feltételezik, hogy a metafazis anafazis atmenet ellenérzé-
sét végz6 magorso ellendrzési pontban szerepet jatszo Zfslp és Dmalp géntermékeknek lehet
hatasuk a cdc16p-byrdp szabalyozasara (McCollum és Gould, 2001).

Eredmények utalnak arra is, hogy nemcsak a mitozis befejezése befolyasolja a citokinezis
lejatszodasanak id6zitését, hanem a citokinezis helyes lejatszodasa is kihatdssal van a mag-
ciklusra. A feltételezett mechanizmusra kisérletes adatokat a citokinezisben szerepet jatszo
sepl (lasd még 3.4.3) és a mitozis inicidlasaban szerepet jatszo weel, cdc2, cdc25 gének

kozotti genetikai kolcsonhatasok vizsgalata adott (Grallert és mtsi, 1998). Ezek alapjan felté-
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teleznek egy olyan mechanizmust, miszerint a mitdzis inicidlasa el6tt a sejt ellendérzi a
citokinezis helyes végrehajtasahoz sziikséges eseményeket, és befolyasolja a mitdzis elkezdé-
sét, ha a citokinezis folyamata valamilyen oknal fogva nem jatszodhat le helyesen (Grallert és
mtsi, 1998). A fenti mechanizmusra utald adatokat a cpslp B-glukan szintaz (lasd fentebb)
génjében mutans sejtek vizsgalata is adott (Liu és mtsi, 2000). A sejtekben megtorténik a
medialis gylrh szintézise, azonban 1évén a cpslp sziikséges az elsédleges szeptum szintézisé-
hez, annak elhelyezése elmarad. Azonban a sejtek a SIN mutansoktdl eltéréen nem Iépnek
kovetkezé magciklusokba, hanem két sejtmaggal és stabil medialis gytir{ivel blokkolt allapot-
ban lizalnak (Liu és mtsi, 2000). A fenotipus azt jelzi, hogy a mutansokban a feltételezett
mechanizmus aktiv és megakadalyozza tovabbi mitozisok lejatszodasat, a citokinezis végre-
hajtasanak elmaradasa miatt. Az eredmények azt mutatjak, hogy az ellenérzopont miikodésé-
hez sziikséges a a medialis gylrti megléte illetve a SIN megfeleld6 miikodése. Tovabba a
mitdzis iniciacidjaban szerepet jatszo weelp protein kindz is szerepet jatszik benne, ami jelzi
a sepl gént igénylo fentebb emlitett mechanizmussal valé hasonldsagot. A feltételezett me-
chanizmus folyamatarol és a benne szerepet jatszé géntermékekrol részletek egyenlére nem

ismertek.

3.4.3 A szeptum feloldasa és a citokinezis befejezése

Ellentétben a medialis gylrii képzésének €s a szeptum szintézisének folyamatairdl rendel-
kezésre allo ismeretekkel, a szeptum feloldasanak folyamatardl és szabalyozasardl kevés
ismeret all rendelkezésre. Az irodalomban leirtak tobb mutanst, amelyekben megtorténik a
szeptum helyes szintézise, de annak feloldasa elmarad (Le Goff és mtsi, 1999). A szeparacios
mutansok legnagyobb csoportjat a sep (separation) mutansok képezik (Sipiczki és mtsi, 1993,
1999; Grallert és mtsi, 1997, 1999). Az els6ként leirt szeptum feloldasahoz sziikséges gén, a
sepl, egy fork-head tipust transzkripcios faktort kddol (Ribar és mtsi, 1997), ami jelzi, hogy
a szeptum feloldasahoz szamos gén aktivalasa sziikséges. Ez az elképzelés 0sszhangban van
azzal a megfigyeléssel, hogy cikloheximid hatasara a S. pombe sejtekben lejatszodik a
szeptum képzése, de annak feloldasa elmarad (Le Goff és mtsi, 1999).

A sepl gén mutacidja befolyasolja a medialis gytirii képzéséhez sziikséges cdcl5 gén
transzkripcidjat (Zilahi és mtsi, 2000A), azonban a sep/ mutacidja nem okoz defektusokat
sem a medidlis gylirti képzésében sem a szeptacioban, jelezve, hogy a seplp-nek a cdcl5-re
gyakorolt hatasa csak a seplp masodlagos funkcidja lehet, és feltehetdleg tobb folyamatra is

hatassal van. Alatdmasztja ezt az clképzelést a sepl génnek a mitdzis inicialasaban szerepet



jatszo weel, cdc2 és cdc25 génekkel mutatott genetikai kolcsonhatasa is (Grallert és mitsi,
1998), ami az sugallja, hogy a seplp génterméknek a mitozis és a citokinezis folyamatainak
Osszehangolasaban is lehet szerepe (lasd 3.4.2). A szeptum feloldasaban szerepet jatszo egyéb
sep gének mutacioi is tobb sejtfolyamatra vannak hatassal (Grallert és mtsi, 1999), ami jelzi,
hogy a szerepiik a szeptum feloldasaban nem kozvetlen, sokkal inkabb annak feloldasahoz
sziikséges szignalok tovabbitdsdban lehet szerepiik. Az ebbe a csoportba tartozo sepl5 gén
vizsgalata is alatdmasztja ezt, hiszen a sepl5 a sepl-hez hasonldan egy transzkripcioban sze-
repet jatszo regulatort kodol és feltehetden a szeptum feloldasaban szerepet jatszo gének
megfeleld aktivalasdban lehet feladata (Zilahi és mitsi, 2000b). Ujabb eredmények utalnak
arra, hogy a szeptum feloldasahoz nem feltétleniil sziikséges az elsddleges szeptum
enzimatikus feloldasa, lehetséges, hogy csak a szeptumot hatarold sejtfalanyag iranyitott
enzimatikus feloldésa is elegend6 a szeparaciohoz (Sipiczki és Bozsik, 2000). A feloldashoz
vezetd szignal természete azonban tovabbra is ismeretlen.

A legujabb eredmények szerint az exocitézisban szerepet jatszd sec8p, sec6p, seclOp,
exo70p proteinek génjeinek mutacioi is sejtszeparacios defektusokhoz vezetnek, jelezve,
hogy a polarizalt novekedéshez illetve az osztddasi szeptum szintéziséhez kevésbé, mig a
szeptum feloldasahoz szamos enzim id6ben és térben iranyitott mikodésére van sziikség

(Wang és mtsi, 2002).

3.5 A S. pombe ivari differencialodasanak attekintése

A sepl0 és sepll gének mutacioi a citokinezis folyamatan kivil érintik az ivari differen-
cialodast is (Grallert és mtsi, 1999), ezért roviden attekintjiik a S. pombe ivari folyamatainak
témahoz kapcsolodo részeit, felhasznalva Nielsen és Davey (1995), valamint Yamamoto és
mtsi (1996, 1997) 6sszefoglalé munkait.

Az ivari differencidlodas soran a S. pombe ellentétes parosodasi tipusu sejtjei (h™ és h")

konjugalnak, majd a diploid zigoéta meidzison megy at és négy sporat képez (Nielsen és
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Davey, 1995). A S. pombe tenyészetek parosodasi szempontbol lehetnek homotallikusak (h*°)
és heterotallikusok (h* és h"). A homotallikus tenyészet sejtjei képesek egymast kozott végre-
hajtani a szexualis szaporodast, mig a heterotallikus tenyészet sejtjei csak ellentétes parosoda-
si tipust sejtekkel képesek ivari differencialodasra. Azt, hogy egy S. pombe sejt milyen paro-
sodasi tipusu, a matl 10kusz hatarozza meg, amely két alternativ DNS szakaszt tartalmazhat.
Ha a matl-P szakaszt tartalmazza, akkor a sejt h', ha matl-M szakaszt akkor h  parosodasi
tipusu. A matl-P szakasz magaba foglalja a mati-Pc és matl-Pm géneket, mig a matl-M a
matl-Mc illetve mat1-Mm géneket. A P illetve M informécio a mat?2 illetve mat3 16kuszokban
van tarolva, de ezek nem fejezédnek ki. A homotallikus (h*) torzs sejtjei képesek arra, hogy
mat2 vagy mat3-ban tarolt informaciot az aktiv mat! lokuszba juttassék (homoldg rekombi-
nacioval) és igy parosodasi tipust valtsanak atlagosan harom generacionként (Nielsen és
Davey, 1995). Igy a homotallikus torzs tenyészete ellentétes parosodasi tipusu sejtek keveré-
kébdl all, ami lehetove teszi a differencialodasi folyamat lejatszodasat egy tenyészeten beliil
is. Az egyes parosodasi tipusu sejtek eltérdNuritiomti oligopeptideket, ugynevezett paroso-

dasi feromonokat (M-faktor illetve P-faktor) t€rmelnek, amelyeknek fontos szerepiik van a

szexuélis folyamatok elinditdsaban, tovabbaaIdiflad)zigotaban mindkét parosodasi feromon

sziikséges a meidzis inicialasdhoz is (Nielsen& D

avey, 1995). A mat-P szakaszt hordozo
sejtek (P-sejtek) termelik a P-faktort, a nhq/Qyr iﬁai
faktort.

szt hordozoak (M-sejtek) pedig az M-
CcAMP
Az ivari diffierencialodasi folyamat elinditésén@rezeti szignalja a nitrogén for-
ras lecsokkenése (N-¢éhezés). A szignalt egy G-protein a—agegys?gi("GpaZp) ismeretlen médon
— Sle
érzékeli, és gatolja a Cyrlp adenilat-cikliz enzim aktivitis3T—EnnckMhtasira a sejtben le-

csokken a cAMP szint. Ez gatolja a Pkalp cAMP fiiggd king

ami vegetativ novekedés
soran ismeretlen médon negativ hatést fejt ki a ste// gén a L ra (Yamamoto és mitsi,
1997). Hatasanak csokkenése eredményeképpen aktlvalodlk "a :s}e:ilvﬁe%‘iegetativ
novekedés helyett a sejtek elkotelezddnek a konjugacio meflett (Q BRIPFIManiciaciojahoz
egyébb feltételeknek is teljesiilnie kell) ugyanis a stel ] gen .mn;t ‘ﬁﬁ'frrkﬁ'pTFGS'f'ktor akti-
valja differencialodas specifikus gének transzkrlpcmjat (6 ébm!mmﬁtmﬂ!moto és mtsi
1997). Igy a stel 1p protein altal méar ekkor aktlvalodlk.a mJOZIM szu!ggeges mei2 gén, de
ekkor még a negativ szabalyozo patlp protein klngzof'ﬂg}l 9@,‘5% nem képes feladatanak

ellatasara (Yamamoto és mtsi, 1997). Emellett a steﬁ'rrmrszkrrp'cm's faktor P sejtekben bein-
ditja a parosodasi tipust meghatarozo magl B¢, iletyg }\/gégg;g[lgﬁg H’ﬁ%%@éﬁ%‘?kcﬁﬁ@éﬁ&i@-

l6dasa soran. Lathatd, hogy a cAMP szint lecsdkkenése
kozvetve elinditja a stel/! gén aktivacidjat, ami lehet6vé
teszi az ivari folyamatok elinditasat, szdmos gén aktivaci-
ojan keresztiil. Forras: Yamamoto és mtsi, 1997.



abra), amelyek termékei ugyancsak transzkripcidés faktorok és indukaljak a parosodasi
feromonok génjeit. Ennek kdvetkeztében parosodasi feromonok (P-faktor és M-faktor) terme-
lése indul meg. Emellett indukalodnak a feromon receptorok génjei is, a P-sejtek M-faktor
receptort az M-sejtek P-faktor receptort termelnek és juttatnak a sejt felszinére. A feromonok
kapcsolddnak megfelel6 receptorukhoz és intracelluldris szignalizacios titvonalat inditanak el.
A folyamat soran a feromon receptorhoz kapcsolt G protein ismeretlen médon juttatja a szig-
nalt a mitogén-aktivalt protein (MAP) kindz homolog kaszkadra, de a kaszkad aktivalédasa-
hoz sziikséges egy ras! homoldg gén (ste5) terméke is (Yamamoto, 1996). A kaszkad tagjai a
MAPKKK, a MAPKK ¢és a MAPK. A MAPK aktival egy eddig ismeretlen transzkripcios
faktort, amely a P-sejtekben aktivalja a mat/-Pm, mig az M-sejtekben a matl-Mm gén atira-
sat.

Ezzel parhuzamosan megtorténik a sejtek konjugacidja, aminek kovetkeztében a
diploid zigétaban jelen lesznek a matl-Pc, mati-Mc, matl-Pm, matl-Mm gének és termékeik.
A matl-Pm, matl-Mm gének altal kddolt transzkripcios faktorok egyiittes jelenléte ekkor mar
adott. Ez azért Iényeges, mert a meiozis elinditasdhoz sziikséges mei3 gén atirasahoz mindkét
transzkripcios faktor koexpresszidja sziikséges (Yamamoto, 1996). Tehat a mei3 gén csak a
diploid zigdtaban irddik at. A gén altal kodolt protein a patlp protein kinazhoz kapcsolodik,
igy azt inaktivalja. A patlp kindz inaktivalodasa miatt megszlinik a stellp transzkripcios
faktor altal mar el6zdleg aktivalt mei2 gén termékén meglévd negativ kontrol és a sejt belép a
meiozisba (Yamamoto, 1996). Megtorténik a premeiotikus DNS szintézis és a meiodzis I. A
meiozis 11-hdz mar a mes! gén és a cdc2 gén terméke sziikséges. A meiozis lezajlasa utan a
spo gének termékei sziikségesek a sporaképzéshez (Yamamoto és mtsi, 1997). Az ivari diffe-
rencialodas barmely pontjan szerepet jatszo génekben sériilt mutansok nem képesek a ciklus

végrehajtasara. Ezeket a mutansokat steril mutansoknak nevezziik.
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4. ANYAGOK ES MODSZEREK

S. pombe és Escherichia coli térzsek

A doktori munka soran felhasznalt torzseket az 1. tablazat tartalmazza. A felhasznalt

torzsre az eredmények megfeleld részeinél a torzs szamaval és genotipusanak feltiintetésével

hivatkozunk.

1. tablazat: A doktori munka soran felhasznalt torzsek.

Toérzs Genotipus Forréas
0-1 L972 v U. Leupold, Bern
0-220 | leul-32 ura4-D18 h*° J. Kohli, Bern
0-221 ura4-D18 h”° U. Leupold, Bern
0-3 L968 h*° U. Leupold, Bern
0-329 | ade6-M26 ura4-D18 h*° J. Kohli, Bern
0-39 leul-32h" U. Leupold, Bern
0-38 leul-32 U. Leupold, Bern
2-511 sepl0-412 ura4-D18 h™° Grallert és mtsi, 1999
2-684 | sepl0-412 ade3-58 h™° Grallert és mtsi, 1999
2-706 | sepl0-412 ura4-DI18 leul-32 h” Grallert és mtsi ,1999
2-841 sepl0-412 ade6-M210 int::pUC urad” ::ade6-M26 ura4-D18 leul-32 lys- | sajat izolalas

131N
2-896 sepll::urad ura4-D18 leul-32 h*° sajat izolalas
2-897 sepll::urad ura4-DI18 h*° sajat izolalas
2-921 | sepl0::ura4 ura4-D18 ade6-M26 leul-32 h*° sajat izolals
2-923 sepl0::ura4 ura4-DI18 lys1-131 h™ sajat izolalas
2-924 | sepl0::ura4 ura4-D18 lysi-131 leul-32 h*° sajat izolalas
2-927 | sepl1-556 leul-32h™ Grallert és mtsi, 1999
2-928 sepl1-556 ura4-DI18 h” Grallert és mtsi ,1999
2-929 | sepl0-412IysI-131h" Grallert és mtsi, 1999
3-580 stel1::LEU2 leul-32 ura4-D18 h*° 0. Nielsen, Koppenha-

ga

3-61 ade6-469 int::pUC urad” ::ade6-M26 ura4-D18 h*° (PS1) Schubert és mtsi 1988
3-62 ade6-469 int::pUC urad” ::ade6-M26 ura4-D18 leul-32 W sajat izolalas
D1 ade6" /ade6-M26 leul-32/leul” ura4-D18/ura4-D18 h*°/m® sajat izolalas
DH5a F (#80dA(lacZ)M15) recAl endAl gyrA96 thil hsdR17 (i mi") supE44 | A. M. Carr, Anglia

relAl deoR A(lacZYA-argF)U169
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S. pombe és E.coli tapkozegek

A doktori munka sordn hasznalt tdpfolyadékok és taptalajok Osszetételét, valamit a hasz-
nalt kiegésszitd oldatokat a 2. és 3. tablazatok tartalmazzak (Gutz €s mtsi, 1974; Sipiczki és
Ferenczy 1977; Alfa és mtsi 1993; Egel és mtsi, 1994). A sejtek ndvekedéséhez és vizsgala-
tahoz hasznalt tapkodzegrél az eredmények megfeleld részénél tesziink emlitést. A hasznalt
minimal tapkozegeket kiegészitdkkel (aminosav illetve nukleotid) lattuk el, ha a torzs genoti-

pusa ezt megkivanta.

S. pombe klasszikus genetikai mddszerek

A klasszikus genetikai modszereket a Gutz és mtsi 1974 4ltal leirt modszerekkel végeztiik.
A sepl0 illetve sepll torzsek sterilitisa megakadalyozta azok barmely mas torzzsel torténd
hagyomdanyos keresztezését, ezért ezen torzsek keresztezéseit szomatikus sejthibridizalassal
(protoplaszt fuzid) (Sipiczki és Ferenczy, 1977) végeztiik, amelynek protokoljat az alabbiak-
ban réviden ismertetjiik.

1. A sejteket YEL-ben log fazisig novesztettiik.

2. Lecentrifugaltuk, majd a sejteket 5 ml 0,65 M KCIl oldattal atmostuk.

3. Ujabb centrifugalas utan a sejteket 2 ml, 2 mg/ml 0,65 M KCl-ban oldott Lysing-enzim

(Sigma L1412) oldatban felszuszpendaltuk.

4. A protoplasztokat kialakulasuk utan (kb. 30-60 perc) 5 ml 1,2 M szorbit oldattal kétszer
atmostuk.

5.A masodik mosas el6tt a fiiziondlando torzseket 6sszekevertiik 5 ml 1,2 M szorbitban.

6. A masodik centrifugalas utan visszamaradt {iledéket 30%-o0s PEG 6000 és 0,1 M CaCl,
9:1 aranyu keverékének 2 ml-ével felszuszpendaltuk, majd 25 percig szobahdmérsékle-
ten allni hagytuk.

7. Ezutan a 2 ml protoplaszt szuszpenziohoz 10 ml 45 °C-os 1% agart tartalmazé szZSMA
taptalajt (fedéagar) adtunk. Ovatos keverés utin az Gsszes mennyiséget harom csésze
szSMA taptalajra szélesztettiik ki, majd az iiveg falara tapadt sejteket (ijabb 10 ml
fedbagarral lemostuk, és ezt is tovabbi harom csésze szZSMA-ra szélesztettiik.

8. 4-5 napos inkubalas utan a fuziés termékek megjelentek, telepeket formalva a

fed6agarban, ahonnan minimal taptalajra (SMA) izolalhattunk néhany kiilonallo telepet.
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2. tablazat: A felhasznalt tapfolyadékok és taptalajok Osszetétele és specialitasai. K: komplett, M: minimal.

10g Bacto
Trypton

Sg élesztd
kivonat
10g NaCl

LBA ‘
LB+12g agar

" . YEL (K) SML(M) EMML(M) MSL(M)
TAPFOLYADEK
Sg gliikoz
3g Kalium-hidrogén ftalat 0,5g KH,PO, 10g gliikoz
5g (NH4),SO4 5,5g Na,HPO4x 12 H,O 0,36g kalium-acetat 2g arginin hidroklorid
. 5 g élesz- 1g KH,PO4 5g NH4C1 0,5¢ MgSO,4 x 7 H,O 1g KH,PO4
Osszetétel t6 kivonat 0,5 g MgSO, 20g gliikoz 0,1g NaCl 0,1g NaCl
(1000 ml desztillalt 30g 10g gliikoz 20ml séoldat 0,1g CaCl,x 2 H,O 0,2g MgS0, x 7 H,O
vizben) gliikoz 1 ml sarga vitamin- 1ml vitaminoldat (1000x) 5g (NH4),S0, 0,1g CaCl,x 2 H,O
keverék 0,1ml nyomelemoldat (10000x) Iml vitaminoldat 1ml TE
(1000x) Iml BIO
0,1ml nyomelemoldat 2ml Vit
(10000x)

TAPTALAJ YEA SMA EMMA - MSA
Osszetétel YEL+20g SML+20g agar EMML+20g agar MSL+20g agar
(1000 ml) agar

Aminosav kiegészi- 50 mg/l minden egyesbdl (750 mg/100 ml steril desztillalt vizes torzsoldatbol)
tés

Nukleotid kiegészi- 50 mg/l minden egyesbdl (375 mg/100 ml steril desztillalt vizes torzsoldatbol)
tés

SPECIALITAS

EMMA-+tiamin

1. MSL-N

2. MSA+tiamin

Osszetétel:

(1000 ml)

SMA+1.2 M szorbit

EMMA+5mg/I tiamin

1. MSL arginin
hidroklorid nélkiil

2. MSL+ 20 g agar +

Smg/l tiamin




3. tablazat. Az egyes tapfolyadékokhoz hasznalt kiegészitd oldatok Gsszetétele

Kiegészité | sargavitaminke- ~ vitaminoldat] nyomelemoldat
oldat (1000x) (10000x)
Osszetétel 0,2mg folsav 0,1g 0,5 g H;BO; 50mg Img 0,1g Kalci-
(100ml 0,2mg biotin pantothen sav | 0,4 g MnSO, H,BO; Biotin um
desztillalt 40mg Ca- 1g nikotin 0,4 g ZnSO, Smg CuSO4 | 50ml pantotenat
vizben) pantotenat sav xTH,O x 5 H,O Etanol 1g Nikotin-
200mg inozitol 1g myo- 0,2g/ 10mg KI 50ml sav
40mg niacin inositol FeCl,x6H,0 20mgFeCl; desztil- 1g Meso-
20mg p Img biotin 40mg molibdén | x 6H,O lalt viz inositol
aminobenzoesav sav 50mg
40mg 0,1g KI MnSO4 x
pyridoxin.HCI 40mg 4H,O
40mg tiamin CuSO4x5H,0 15mg MoOs
20mg riboflavin 1 g citrom sav 40mg
ZnSO4 x
7H,0

Molekularis biolégiai médszerek

Az altalanos DNS modszerek kivitelezését Sambrook és mtsi (1989) alapjan végeztiik. A
plazmid DNS-ek felszaporitasahoz €s izolalasahoz a DHSa F (¢80dA(lacZ)M15) recAl
endAl gyrA96 thil hsdR17 (rymy’) supE44 reldl deoR A(lacZYA-argF)UI69 genotipust
E.coli sejteket hasznaltuk. Ahol nem szerepel részletetes leiras a S. pombe DNS modszerek-
kel kapcsolatban, ott a Moreno és mtsi (1991) altal leirt mdédszereket alkalmaztuk. A doktori
munka soran hasznalt vektorokrol a 4.9 fejezetben talalhat6 informacio. A felhasznalt pUD18
vektort illetve PSP1 genomikus konyvtarat Barbet és mtsi (1992) irtak le. A szubklonozasokat
minden esetben restrikcidos emésztésekkel és ligalassal végeztik pUR18N vektorban (4.9,
Barbet és mtsi 1992). Ahol arra sziikség volt, az egyszalu ragados DNS végek feltoltését T4
polimerdz (MBI Fermentas) segitségével végeztilk, a gyartd protokolja szerint. A sepll
cDNS klonozasahoz (5.2.3) hasznalt cDNS konyvtart Prof. Juan Jimenez (Sevilla-i Egyetem),
plazmidkonstrukciokat Dr. Olaf Nielsen (Koppenhagai Egyetem) bocsatotta rendelkezésiink-
re. A felhasznalt két plazmidrol (PSK66 és PSKS85) tovabbi informacio a 4.9 illetve 4.10
fejezetekben talalhato.

DNS szekvenciat minden esetben pUR18N plazmidba klonozott fragmenten, pUR18N
specifikus T4, T7, M13 univerzalis primerek, illetve az altalunk univerzalis primer/ek segit-
ségével eldzetes meghatarozott fragment szekvencia felhasznalasaval tervezett fragment spe-

cifikus primerek és ABI PRISM (2.1.0 Modelszamu) automata szekvenald berendezés segit-
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ségével hataroztunk meg. Az automata szekvenalast a Szegedi Biologiai Kézpontban (SZBK)
végeztettiink. Fragment specifikus primereket az S10-5 klon genomialis inzertjének, illetve a
sepl0 gén és az azt hatarolé DNS szakasz szekvencidjanak meghatarozasanal hasznaltunk
(lasd 5.1.2).

A sepl0 és sepll gének klonozasa résznél (5.1 illetve 5.2.1) leirt plazmidok izolalasat
Moreno és mtsi (1991) altal leirt mddszerrel végeztiik. A DNS fragmentek gélbdl torténd
izolaldsdhoz a GeneClean Kit-et (Bio 101) hasznaltuk, a gyartdé cég altal ajanlott protokol
szerint.

A seplO::ura4” konstrukci6 PCR segitségével torténd felszaporitasahoz az 5’-
CATAACTATCTCAATATC-3’ (SZS1) és 5’-GTCAAGTAATTGTTTCG-3’ (SZS2) prime-
reket hasznaltuk. A sepll cDNS klénozasahoz az 5’-
CGGGATCCCGATGCAAGAACTGTATCTTT
TA-3* (SZS3) és 5’-CGGGATCCCGCATGTGTATAGACGTGTAA-3’ (SZS4), illetve a

sepll::urad4” konstrukcid felszaporitasdhoz az SZS3 és az 5’-
GCATTATCATTGCAGTATTTGT-3" (SZSS) primereket hasznaltuk. Az SZS3 és SZS4
23. abran is feltiintetve), az alahtizas nélkiili rész pedig BamHI restrikcids hasitd enzim felis-
merési szekvencidja, amely lehetové tette a PCR termék klonozasat pUR18N plazmidba.

A sepl0 és sepll gének megszakitasat, azaz a megszakitasos konstrukcié helyes beinteg-
ralodasat Southern blottal ellendriztiik (lasd 5.1.5 illetve 5.2.4). Ehhez a sejtekbdl a
kromoszomalis DNS-t Alfa és mtsi (1993) altal leirt modon izolaltuk. 10ul kromoszomalis
DNS-t a sep10 esetében Pstl-BamHI (emésztés utan egy ~4.0 kb-nyi fragmenten talalhatd a
sepl0 gén) restrikcios enzimekkel emésztettiink, 1%-os agar6z gélen megfuttattuk, majd a
Roche Biochemicals DIG High-Prime DNA Labelling and Detection Starter Kit II (katalogus
szam: 1585614) termékének titmutatasai szerint blottoltunk és hibridizaltunk. A hibridizacio-
hoz probaként az SZS1 és SZS2 primerek és az S10-5 plazmid mint templat segitségével PCR
reakcidval felszaporitott és tisztitott, sep/0 kddold régiot tartalmazd DNS szakaszt hasznal-
tuk, amelynek DIG-UTP-vel torténd jelolését és hibridizacid utan a szignal detektalasat szin-
tén az emlitett kit utmutatasai szerint végeztiik. A sepll esetében megegyez6 modon jartunk
el, azzal a kiilonbséggel, hogy a kromoszémalis DNS-t BamHI-EcoRI (emésztés utan szintén

~4.0 kb-nyi fragmenten talalhat6 a sep// gén) enzimekkel emésztettiik és hibridizacids pro-
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baként az SZS3 és SZSS primerek és S11-6 plazmid mint templat segitségével végzett PCR

reakcid tisztitott termékét hasznaltuk.

RNS izolalasa, Northern-blot, hibridizalas és detektalas

A stel] mRNS szint méréséhez total RNS-t ~2x10*-on mennyiségii sejtbdl izolaltunk az
RNeasy Mini kit (Qiagen, Kat. szam: 74106) segitségével, a gyartod ajanlasanak megfelelden.
10 pg izolalt RNS-t 1,5%-o0s formaldehid gélen megfuttattunk, majd Hypobond-N membranra
(Amersham) blottoltuk, majd hozza **P-vel jeldlt stel] antiszensz RNS probat 2 napon ke-
resztiil 42 °C-on hibridizaltunk. Az antiszensz RNS préba elballitasahoz a stel I kddolo régid
Bgll-Pstl fragmentjét pGEM3 plazmidba (Promega Inc., 4.9) klonoztuk, majd a gyartd
protokolja szerint végeztiik az in vitro transzkripciot és a jelolést. A kontrollként hasznalt
cdc2 mRNS szint méréséhez a Nielsen és Egel (1990) altal eléallitott pGEM plazmidba
klénozott cdc2 probat hasznaltuk, jeldlését a fenti gyartd protokolja szerint végeztiikk. A cdc?2
probaval torténd hibridizalast megelézéen eltavolitottuk a stel/l probat a membranrol
(Nielsen és Egel, 1990 szerint). A hibridizalast koveten a szignalt mindkét esetben rontgen

filmen detektaltuk.

A S. pombe sejtek transzformalasa
A sejteket Li-acetatos-os modszerrel, Okazaki és mtsi (1990) altal leirtak alapjan transzfor-
maltuk, a kdvetkez6 protokol szerint:
1. Az auxotrofiaknak megfelelden kiegészitett MB minimal tapfolyadékban a log fazis
felsd hataraig szaporitottuk a tenyészetet (ODs95<0,5).
2. A lecentrifugalt (4000rpm, 5-10 perc) sejteket 5-10 ml steril vizzel mostuk, majd 1 ml
0,1 M Li-acetatban (pH 4,9) szuszpendaltuk , majd centrifugaltuk (10000 rpm, 30 sec)
3. A feliiluszot elontottiik, majd a sejteket felszuszpendaltuk 0,1 M Li-acetatban (pH 4,9)
Gigy, hogy koncentraciojuk 1-5x10° sejt/ml legyen. A sepl0 és sepll gének klonozasa
érdekében a genomialis konytarral torténd transzformalas esetén 300ul (3-15x10%) sej-
tet transzforméaltunk. Egyéb transzformalas esetén 100 pl (1-5x10° sejt) térfogatokat
hasznaltunk.
4. 60 (-120) percet eléinkubaltunk 30 °C-on.
5. Ezutan genomialis DNS konyvtarral torténd transzformalas esetén 5 pg (10-15ul)

DNS-t és 870ul 30 °C-0s 50 %-os PEG 4000 oldatot adtunk a sejtekhez. Plazmid
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DNS-el torténd transzformalas esetén 1pg (1-7 pl) plazmid DNS-t, mig a megszakita-
sos konstrukciot tartalmazo (lasd 5.1.5 és 5.2.4) linedlis DNS-el torténd transzforma-
las esetén ~20 pg (10-15 pl) tisztitott PCR terméket és 290 pl 30 °C-os 50 %-os PEG
4000 oldatot adtunk a sejtekhez. DNS konyvtar illetve linealis konstrukcié transzfor-
malasa esetén a transzformalé DNS hozzaadasa eldtt 2pul (2pug/pl) hering sperma kar-
rier DNS-t adtunk a sejtekhez. A sejteket 60 percet inkubaltunk 30 °C-on.

6. Ezt kovetden a sejteket 15 percig 43 °C-on inkubaltuk (hdsokkoltuk).

7. 10 percig szobahdmérsékleten inkubaltuk, majd lecentrifugaltuk a sejteket (pl. 4000
rpm, 5-10 perc), és jol leszivtuk a feliiluszot.

8. 1 ml YEL tapfolyadékban felszuszpendaltuk és 30 °C-on 60-180 percig razattuk.

Nel

. A sejteket 100-200 pl-enként szélesztettiik a transzformalas céljanak megfelel6en
kiegésszitett EMMA taptalajra.

10. A transzformalas céljanak megfelelé hdmérsékleten a sejteket inkubaltuk.

Plazmid stabilitasi teszt

A S. pombe sejtjeibe transzformalt plazmidok stabilitdsdnak vizsgéalatdit Moreno és mitsi
(1991) alapjan az alabbi protokol szerint végeztiik.
1. A transzformacié utan EMMA (szelektiv) taptalajra izolalt telepekbdl néhanyat (3-5) 5-
10ml YEL tapfolyadékba oltottunk és 2-3 napig 30 °C-on inkubaltuk, majd szdmolt mennyi-
ségeit YEA taptalajra szélesztettiik és a telepek megjelenése utan a csészéket minimal tapta-
lajra (SMA) replikaztuk, majd 2-3 nap utan kiértékeltiik.

2. Azok a sejtek, amely a nem szelektiv koriilmények kozotti tenyésztés  eredményekép-
pen elvesztették a plazmidot, nem voltak képesek novekedni minimal taptalajon. Ahol erre

sziikség volt, ott az egyes telepek sejtjeinek fenotipusat is ellendriztiik.

Szekvenciak analiziséhez hasznalt bioinformatikai moédszerek

A nukleinsav és protein szekvencidk részletes analizisét és grafikai megjelenitését az
OMIGA 1.1 (Oxford Molecular Group) szoftvercsomag segitségével végeztiik. A szekvencia
homoloégia vizsgalatokat az NCBI (National Center For Biotechnology Information,
http://www. ncbi.nlm.gov/blast) és a Sanger Center (http://www.sanger.ac.uk, a S. pombe

genom projekt hivatalos adatbazisa) szerverek BLAST szolgaltatasa felhasznalasaval végez-
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tik. A seplOp minden egyes identifikalt szekvencia homologjat az NCBI szerver kétszeres
szekvencia illesztést (pairwise alignment) biztosito ,,BLAST2 sequences” szolgaltatasa segit-
ségével a seplOp proteinnel paronként is Osszehasonlitottuk. A seplOp protein szekvencia
homolodgjainak tobbszords illesztését (multiple alignment), valamint a sep// genomialis DNS
¢s cDNS szekvencidk paros illesztését a ClustalW 1.8 algoritmus szerint a BCM szerver
(http://searchlauncher.bcm.tmc.edu) felhasznalasaval végeztiik. Az illesztések eredményeinek
megjelenitését (16. és 22.abra) a BOXSHADE3.21 szolgaltatas (http://www.ch.embnet.org/
software/BOX_form.html) felhasznalasaval készitettiik.

A homoldgia kifejezés hasznalata nem egységes a szakirodalomban, egyes szerzok szek-
venciajukban hasonlo protein, illetve DNS szakaszok esetén hasznaljak, mig masok funkcio-
nalis hasonlosagot fejeznek ki a homologia széval. A dolgozatban az eldbbi szoéhasznalatot
alkalmazzuk, azaz a szekvencia elemzések soran kimutatott szekvenciajukban hasonlé protein
szakaszok esetén a homolog, illetve szekvencia homolog kifejezést hasznaljuk, igy a kifeje-

zéssel nem funkciondlis hasonlosagra utalunk.

A mitotikus rekombinacios rata kisérleti mérési modszere

A sepl0-412 mutacio mitotikus rekombinaciora vald hatdsanak vizsgalatdhoz az alabbi-
akban ismertetett modszert hasznaltuk. A moddszer a S. pombe kromoszomalis ade6-os
l6kuszéaba integralt ade6 allélduplikacid kozotti rekombinacid mérésén alapul (Sipiczki és
mtsi, 1990). A duplikéciét hordozo torzset Schuchert és Kohli (1988) készitették, tigy, hogy
egy olyan plazmidot integraltak az ade6-M26 ura4-DI8 h”° torzs sejtjeibe, az ade6-os
16kuszba, amely tartalmazta az ade6-L469-es allélt és az ura4’ gént (7.A 4abra). A helyes
integraci6 kovetkeztében kialakulo 3-61 ade6-L469 int::pUC urad” ::ade6-M26 ura4-D18 h*°
torzs fenotipusa ade” ura’.

A mutéans ade6-os allélok kozotti génkonverzié vad tipusu allélt eredményez, igy a sejtek
ade” ura” fenotipusuva valnak (7.B 4bra). Az ade6-os allélok kozotti crossing-over a kozottiik
elhelyezkedd plazmid, és igy ura4 gént tartalmazé DNS szakasz elvesztésével jar, ami ade’
ura” fenotipussal jar (7.C abra). igy az egyes rekombinaciok eredményeképpen kialakuld
fenotipusok aranyanak meghatarozasaval megbecsiilhetjiik a mitotikus génkonverzid és a

crossing-over aranyat.

32



A mitotikus rekombinacio sepl0-412 mutans hattérben torténé meghatarozasahoz a 3-61
ade6-L469 int::pUC urad” ::ade6-M26 ura4-D18 h™° torzsbe egy leul-32 markert vittiink, 0-
39 leul-32 h' torzzsel torténd hagyomanyos keresztezéssel és a megfelelé genotipusu sejtek

izolalasaval, igy eldallitva 3-62-t, amely alkalmas volt a sep/0-412 mutaciot tartalmazo sej-

A.

e | J—rmm |
- -

ade6-469 pucs urad ades-M26 (PS1)

— e

. ade*
ade ura -

7.abra A. A PS1 torzs ade6-os l6kuszaba integralt konstrukci6 szerkezete. B. A gén konverzio
folyamatanak sémaja, és annak eredménye (ade” ura”) C. A crossing-over folyamatanak sémaja
és annak eredménye (ade” ura’)

tekkel valo keresztezésre protoplaszt fuzio segitségével. Ezutan a 3-62 ade6-M210 int::pUC
ura4’ ::ade6-M26 ura4-DI18 leul-32 h' torzset a 4.3 pontban leirt médon protoplaszt fazioval
kereszteztiik a 2-929 sep10-412 lys1-131 h" torzzsel. A diploidokat SMA téaptalajra izolaltuk,
¢és két nap inkubacio utan MSA sproztato taptalajra replikaztuk. Az aszkuszképzést kovetéen
a sejteket B-glukuronidaz enzimmel egy napig kezeltiik, hogy a sejtek és az aszkuszok falat
elroncsoljuk. Ezutan a sporak szamolt mennyiségeit szélesztettilk YEA taptalajra, majd 4-5
napig inkubaltuk. A megjelend telepek koziil azokat izolaltuk, amelyek a duplikaciora jellem-
z6 szektorossagot (Schuchert és mtsi, 1988) és a sepl0-412-re jellemzd lancos fenotipust
mutattdk, igy izolalva a 2-841 sepl0-412 ade6-M210 int::;pUC urad’ ::ade6-M26 ura4-D18
leul-32 lysl1-131 h torzset.
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A rekombinacids rata meghatarozasahoz a kovetkezo kisérletet végeztiik el. A 2-841 és kont-
rollként a 3-62 torzsek sejtjeinek szamol mennyiségét szélesztettiik YEA-ra, majd inkubacio
utan a nagyjabdl egyforma méretii telepeket — amelyek nem egyforma inkubacios idé utan
keletkeztek, 1évén a sepl0-412 mutans sejtciklusideje hosszabb (Grallert és mtsi, 1999) — 80
ul steril vizben szuszpendaltuk. Minden egyes szuszpenziobol 30 pl-t a 2-841 esetén
EMMA-+leucin+tlysin, a 3-62 esetén EMMA téptalajokra, valamint 30 pl-t a 2-841 esetén
EMMA+leucin+tlysin+uracil, illetve a 3-62 esetén EMMA-+uracil taptalajokra szelésztettiink.
A maradék 20 pl-t a sejtszam meghatarozasahoz hasznaltuk, kétféle modon: Biirker-kamra
segitségével, illetve szamolt mennyiségek YEA-ra torténd szélesztésével. Inkubalas utan a
génkonverzio, illetve crossing-over események aranyat az ade’ ura’ illetve ade’ ura®

fenotipusu telepek szamabol hataroztuk meg (lasd 5.1.4).

A sejtek UV és nitrozoguanidin érzékenységének mérése

UV-érzékenység mérése
A sejteket YEL tapfolyadékban log fazisig tenyészettiik,majd kiszamitott mennyiségeket
YEA taptalajra szélesztettiink, és 5-5 csészét 0, 10, 20,30, 40 masodpercig UV fényforras (15
W-os Cole Palmer UV lampa, 254 nm tartomany) ala helyeztiik. A csészék minden esetben
12 cm-re voltak a fényforrastol. A kezelés utan a csészéket 30°C-on inkubaltuk. A néhany nap
utan a csészéken megjelend telepeket megszamoltuk és a 0 iddponthoz viszonyitott tilélési

aranyukat kiszamoltuk.

Nitrozoguanidin-érzékenység mérése
A sejteket YEL tapfolyadékban log fazisig tenyésztettiik. Szamukat meghataroztuk, és 10°
sejthez nitrozoguanidin torzsoldat (1,5 mg/ml) eltéré mennyiségeit adtuk, a 4. tablazat szerint,
majd 15 percig szobahdmérsékleten inkubaltuk. Ezutan kiszamitott mennyiségeket szélesztet-
tiink YEA téptalajra, majd 30 °C-on inkubaltuk. A néhany nap utdn a csészéken megjelend
telepeket megszamoltuk és a 0 nitrozoguanidin koncentracidhoz viszonyitott tGlélési aranyu-

kat kiszamoltuk.
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4. tablazat A nitrozoguanidin-érzékenység mérésénél alkalmazott higitasi sor.

Sejtszam (10°) Nitrozoguanidin tdrzsoldat steril viz mennyisége Ossztérfogat
mennyisége (ul) (ul (ul)
0 800
30 770
200ul 60 740 1000
100 700
150 650
180 620

Mikroszkopia

Iy

Iy

szkoppal vizsgaltuk. A képeket Forte 400-as filmekre fényképeztiik.

Plazmidok

A doktori munka sordn hasznalt plazmidok fontosabb adatai az 5. tablazatban talalhatdak,

illetve egyes plazmidok térképei a 8., 9., 10., 11. abrakon lathatoak. Az eredmények megfele-

16 részénél utalunk arra, hogy az adott feladathoz melyik plazmidot alkalmaztuk.

5. tablazat A doktori munka soran hasznalt plazmidok fontosabb adatai.

Név Méret Referencia E. coli S. pombe
Kb rep.ori marker | rep.ori. | marker

pURI18N 5,6 Barbet és mtsi, 1992 + amp. + ura4
pGEM3Z 2,7 Promega Inc. + amp. - -
pREP3 8,9 Maundrell, 1993 + amp. + LEU2
pREP4 8,5 Maundrell, 1993 + amp. + ura4
pJK148 5,5 Keeney és Boeke, 1994 + amp. - leul
PSK66 9,9 Olaf Nielsen + amp. + ura4
PSK85 10,3 Olaf Nielsen + amp. + LEU2
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8. abra A pUR18N plazmid térképe.

9. abra A pGEM3Z plazmid térképe.
For- For-

ras:http://pingu.salk.edu/~forsburg/vectors.ht ras:http://www.promega.com/figures/frame.as
ml#exp p?fn=0278va

#hol/Sall/BamH1/Smal

Hindl 1l

10. dbra A pREP3 plazmid térképe.
For-

ras:http://pingu.salk.edu/~forsburg/vectors.ht

ml#exp

36

ATWHI(3575)

EcoRYi185)
Stults7ny
Rhol (418

HinDI11{586)

EcoR¥ (1158

Tthi 1111331
Nrul{134n

PJK148

Ndel{1446)

Sacl (2086) SnaBl (1974
Smal{2024)
Xmal{z024)
BamHI{030) > Drallliz5ee
Speli036)y Kpnlizom)
Xbal {3042y
Notl(3048) %hol (28803
Eagl¢1049) HinC11(z985)
Dsal{058
Sacl1(3058)

11. dbra A pJK148 plazmid térképe.
For-
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A pREP plazmidok felhasznalasa a stell tultermelésére

A pREP plazmidcsalad tagjai expresszids plazmidok, indukéalhaté promotert tartalmaznak,
igy a mogéjiik épitett gén (ORF) szabdlyozott expresszidja lehetséges. Ennek megfelelden a
pREP plazmidok kivaléan hasznalhatbak proteinek iranyitott tGltermeltetésére a S. pombe-ban
(Maundrell, 1993).

A pREP plazmidok Ggynevezett nmt promotere a S. pombe tiamin szintézisében résztvevo
nmtl gén promotere, amely tiamin jelenlétében maximalis repressziot, azonban tiamin hia-
nyaban magas expressziot mutat. A gén promoterét ¢és terminatorat tartalmazé DNS
fragmenteket megfeleld plazmidba klonoztak, eldéllitva a replikativ pREP (pREP3 LEU2
markerrel, pREP4 ura4 markerrel) és az integrativ pRIP vektorokat (Maundrell, 1993). A
promoter iranyitott mutagenezisével kozepes (pREP41/42) és alacsony (pREP81/82)
expressziot biztositd vektorot is eldallitottak, tobbféle markerrel ( Basi és mtsi, 1993).

A doktori munka soran a kozepes expressziot biztositdé pREP41 (LEU2 marker(l) és
pREP42 (ura4 marker() vektorokba klonozott ste// ORF-et hordozé plazmidokat transzfor-
maltuk megfeleld sejtekbe (lasd 5.3.2). A plazmidkonstrukciokat sorrendben PSK66 és
PSK85 vektoroknak nevezziik és azokat Dr. Olaf Nielsen (Koppenhagai Egyetem, Molekula-
ris Biologiai Intézet) bocsajtotta rendelkezésiinkre (lasd 4.9). A plazmidokat tartalmazo sejtek
igy a tdpkozegbe adott tiamin jelenlétében nem mutatnak ste// expressziot, mig tiamin hié-

nyédban a gén expresszalddik, ami a stel 1p protein tiltermelésével jar.
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5. EREDMENYEK

5.1 A sepl0 gén klénozasa

5.1.1 A sep10 gén kldnozasa genomialis kényvtarbdl
A sepl0 gén kloénozasahoz az éleszté molekularis genetikaban elterjedt komplementacion

alapul6 klonozasi technikat hasznaltuk. Ennek feltétele, hogy a klonozashoz valamilyen sze-
lekcids rendszer alljon rendelkezésre. Esetiinkben a sep/0-412 mutans torzs homérsékletérzé-
kenysége és sterilitasa (Grallert és mtsi, 1999) adott jo szelekcios rendszert. Ennek megfele-
16en a 2-511 sepl0-412 ura4-DI18 h*° torzs sejtjeit a 4.4.2 pontban leirt médszerrel PSP1
genomialis konyvtarral (Barbet és mtsi, 1992) transzformaltuk. A szelektiv taptalajra kiszé-
lesztett sejteket tartalmazo csészéket (egy kivételével, ezt transzformacios kontrollnak hasz-
naltuk) restriktiv homérsékleten inkubaltuk. Az 5-6 nap utdn a csészéken megjelent
transzformansokat szeletiv taptalajra (EMMA) izolaltuk, €s velilk minden esetben a 4.4.3
pontban részletesen leirt plazmid stabilitasi tesztet végeztiik el. A teszt segitségével megmu-
tathatd az, hogy a feltételezett pozitiv klonok komplementalt fenotipusat valoban a felvett
plazmid jelenléte okozza. Azokbdl a transzformansokbdl, amelyek plazmid stabilitasi tesztje
pozitivnak bizonyult, azaz a plazmid elvesztése egyiittjart a vad fenotipus elvesztésével, és a
sep fenotipus megjelenésével, a plazmidot a 0 pontban leirt moédszerrrel izolaltuk. Az izolalt
plazmidot tovabbi ellendrzés végett visszatranszformaltuk a 2-511 sepl0-412 ura4-DI8 h*°
sejtekbe, hogy a komplementacios képességét ellendrizziik.

A fent leirt modszerrel két olyan plazmidot izolaltunk, amelyek minden kdvetelménynek
megfeleltek. A plazmidok restrikcios analizise és a késobbiek soran végzett Southern hibridi-
zalasi vizsgalatok azt mutattik, hogy a két plazmid atfed genomi régiot tartalmazott. igy a
tovabbiakban csak az egyik plazmiddal dolgoztunk, amelyet S10-0-nak neveztiink el. Elkészi-
tettik az S10-0 plazmid durva restrikcios térképét és elvégeztiik szubklonozasat. A
szubklonok eléallitasa soran a megfeleld szub-genomi fragmenteket minden esetben pUR18N
plazmid megfelelé klonozo helyeire épitettilk. A szubklonozas eredményeként kialakulo
szubklonokat (s10-1-t6l s10-5-ig szamozva) a 12. abran tiintettiik fel. A szubklonok sep!0-
412 sejtekbe torténd transzformalasa utan megfigyelhetd fenotipusai alapjan feltételeztiik,
hogy a komplementacioért felelds régid/gén az S10-3 és S10-4 szubklonok kozotti DNS sza-
kaszon helyezkedhet el ( 12. é&bra), igy a két szubklont Oszekapcsold Kpnl restrikcids

endonukleaz valosziniileg belehasit a sep10-412 mutaciot komplementalo génbe.
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12. abra A sepl0-412 mutaciot komplementald genomialis fragment szubklonozasa

Hindlll, E: EcoRI , B: BamHI, MCS: multiple cloning site

51.1 Az S10-5 szubkléon a sepl0 gént tartalmazza

Annak bizonyitasara, hogy valdban a sepl/0 gént és nem egy extragénikus szupresszort
klénoztunk, a sepl0-412 mutacidt komplementald legkisebb genomialis fragmentet (s10-5)
pJK148 integrativ plazmidba (1asd 4.9, illetve Keeney és Boeke, 1994) klénoztuk (neve: s10-
5JK). A konstrukcioval transzformaltunk 2-706 sepl0-412 ura4-DI8 leul-32 h™ sejteket,
kontrollként pJK 148, inzertet nem tartalmazé plazmidot hasznalva. A pJK148-as plazmidon
nem talalhato ars (1asd 4.9), igy a sejtben igy képes megmaradni, hogy homolog rekombina-
cioval integralodik a genomba. Ha az integracio a plazmidban talalhato inzert és a genomban
megtalalhaté kromoszomalis szakasz kozott jatszodik le, akkor a plazmidot az inzerttel a sejt
a genomi fragment mellett fogja tartalmazni (lisd 13A. abra). igy ezen integrans sejteket vad
tipust (leul-32 markert tartalmazo) sejtekkel visszakeresztezve, a kromoszomalis szakasz és
az inzert kozott szegregacié nem, rekombindcié pedig csak igen ritkan jatszodhat le. Ha tehat
a klonozott fragment valdban a sep0 vad tipusu alléljat hordozza, akkor az integransok fenti
visszakeresztezésébdl nyert sporak kozott nem vagy rendkiviil ritkdan fordul elé sepl0~

fenotipusu egyed (lasd 13B. 4bra). A fent vazolt kisérlet eredményeképpen kapott
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transzformansok (integransok) koziil néhanyat izolaltunk. Az s10-5JK plazmiddal transzfor-
malt integransok vad fenotipust mutattak, jelezve azt, hogy az integracid eredményeképpen a
sepl0-412 allél mellett a sep/0" allél is jelen van a genomban. Ezt plazmid stabilitasi teszttel
(4.4.3) is bizonyitottuk, a transzformansok nem veszitették a plazmidot. A kontrolként
pJK148 plazmiddal transzformalt sejtek fenotipusanak mikroszkopos vizsgalata mutatta, hogy
a sejtek fenotipusa nem valtozott.

Az izolalt integransokat ezutan protoplaszt fuzié (4.3) segitségével visszakereszteztiik 0-

39 leul-32 h torzzsel. Az integransok vad fenotipusa lehetévé tette volna a hagyomanyos
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13. dbra A. Az integracié eredménye sepl0-412 mutansban. B. Egy integrans visszakeresztezé-
se leul-32 torzzsel és a keletkez6 sporak fenotipusa. Az abran a kromoszémak megfelel6 helyei
vannak jeldlve egy modell sejtmagban. Piros szinnel a mutans (leu/-32) és a vad (leul) allélok,
mig kékkel a sepl0-412 mutans és a sepl0 vad allélok vannak jeldlve. A sejtmagok f6lott
illetve alatt a megjelend fenotipust tiintettiik fel. sep': vad fenotipus, leu':leucin prototréfia
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keresztezést is, azonban az integransok h*® parosodasi tipusa miatt szamos h” x h* kereszte-
z¢&s zajlott volna le, ami rontotta volna a genetikai teszt kiértékelhetdségét. A protoplaszt
fuzidval biztositottuk, hogy csak integrans h*® x leul-32 h™ keresztezés torténjen.

A protoplaszt fizi6 eredményeképpen kapott diploid sejteket a Gutz és mtsi (1974) altal
leirt moédon random spéraanalizisnek vetettiik ala, amely soran 30-50 sporabol képzett telep
fenotipusat ellendriztiik mikroszkoposan, illetve leucin proto- és auxotréfiara megfeleléen
kiegésszitett minimal taptalajon (SMA). A teszt eredménye azt mutatta, hogy a vizsgalt
Ez az eredmény alatamasztotta azt, hogy a 13B. abran vazolt esemény jatszodott le, tehat az

altalunk klonozott genomialis fragment a sep0 gént tartalmazta.

5.1.2 A seplO egy intron nélkili gén és terméke egy konzervativ, feltehetéen
transzkripcidban szerepet jatszo protein
A S. pombe genomialis DNS-ének szekvencidja ma mar rendelkezésre all (Wood és mtsi,
2002), azonban a sepl0 gén klonozasanak idejében még csak részben volt ismert. Ezért a
sepl0 gént tartalmazo genomidlis fragment (S10-5, 12.4bra) szekvenciajat az egyik DNS
szdlon meghataroztuk. A szekvenalashoz a pURI8N plazmidhoz kapcsol6dd univerzalis

primert és a tovabbszekvenalashoz szekvencia specifikus szekvenald primereket hasznaltunk.

Color Key for Alignment Scores
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zissal torténd Osszehasonlitasanak eredménye. Szammal feltiintettilk a nagyfok homologiat mutatd régio-
kat. 1: hipotetikus DNAJ protein, 2:hipotetikus protein, 3: a sepl0p-nek megfeleld protein, 4: hipotetikus
protein. A szines vonalak homolog proteineket jeldlnek, hosszuk a homoldg tartomany hosszéaval aranyos.
Forras: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/
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Az egyes részszekvencidkat az eléallitas idérendjében Osszehasonlitottuk a S. pombe
genomszekvenciajaval, ahol nem talaltunk megegyez6 szekvenciat, ami jelezte, hogy a sepl0
gént tartalmazo régio szekvencidja akkor még nem volt megtalalhato az adatbazisban.

A kapott 3218 bp-nyi szekvenciat hasznaltuk ORF (Open Reading Frame) keresés és
szekvencia homologia vizsgalatokhoz. ORF kereséshez a Genefinder (Chen és Zhang, 1998)
elnevezésii, a S. pombe-nél hasznalatos gén eldrejelzé programot hasznaltuk. A program egy
420 bp-nyi intron nélkiilli ORF-et jelzett abban a régioban, amelybe a sepl0 gént a
szubklonozas eredményei alapjan vartuk. A 3218 bp-nyi DNS szekvenciarol leforditott prote-
in szekvencia homoldgia vizsgalata (az NCBI szerverének BLASTX szolgaltatasa segitségé-
vel) ebben a régidoban jelentds homologiat mutatott tobb proteinnel (14. &bra), ami
megerdssitette azt, hogy a sepl0 gén valdoban ebben a régidban talalhatd. Ezt a régiot szek-
vencia specifikus primerek segitségével a masik DNS szalon is megszekvenaltuk, majd ezt a
800 bp-nyi DNS szekvenciat elkiildtiik az adatbazisokba AF284581 hozzaférési szam alatt. A
késébbi protein szekvencia analizisekhez az ebben a DNS szekvencidban megtalalhato 420

bp-nyi sepi0 génrdl leforditott 139 aminosavbdl 4ll6 seplOp protein szekvenciat hasznaltuk.

Mindezen informacid a 15. abran lathato.
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15. abra A sepi0 kodold régio és a leforditott sepl0p protein, valamint a hatarolo DNS sza-
kaszok szekvencidja. A kodolo régiot alahuzassal jeloltik. A megszakitasos allél készitésé-
hez (1asd 5.1.5) felhasznalt Kpnl hasitohely duplan van alahtizva.
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A sepl0p protein homologia vizsgalata tobb nagyfokt homoldgiat mutatd proteint muta-
tott ki. Ezek koziil két protein ismert és karakterizalt, a tobbi 6t nagyfokd homologiat mutatd

protein pedig a megfelelé genomprojektek soran keriilt felszinre. igy a sep10p
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16.abra A seplOp proteinnel homoldgiat mutatd proteinek tobbszords illesztése. Fekete szinnel
50%-ban azonosak. Sziirke szinnel vannak jeldlve a kisebb mértékben azonos, illetve hasonl6 tula-
jdonsagu aminosavak. osepl0 (O. sativa AAG60189), asepl0 (4. thaliana NP197491), msep10 (M.
musculus BAB24169), hsohl (H. sapiens NP057144), dsepl0 (D. melanogaster AAF52111),
csepl0 (C. elegans T21674), SOH1 (S. cerevisiae, NP_011388). A fajnevek utani szamok az adat-

bazisokban hasznalatos hozzaférési szamokat ielentik.
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proteinnel homoldgiat mutato ismert proteinek: a Saccharomyces cerevisiae Sohlp proteinje
(Fan és Klein, 1994) (46% azonossag), amely egy transzkripcids regulator, tovabba egy em-
beri fehérje (hsol, 50% azonossag), amely az SMCC-nek nevezett transzkripcids komplexben
talalhato (Gu és mtsi, 1999), amely a Saccharomyces cerevisiae Mediator komplexének funk-
cionalis homologja. A tovabbi 6t nagyfoki homologidt mutatd nem karakterizalt protein a
Cenorhabditis elegans (45% azonossag), Drosophila melanogaster (43% azonossag), Mus
musculus (51% azonossag), Oryza sativa (45% azonossdg) és Arabidopsis thaliana (49%
azonossag) genom projektei alapjan keriiltek eld.

Ezek a proteinek tobb mint 40%-nyi azonossagot és tobb mint 70%-os hasonlosagot mu-
tattdk az aminosav szekvencidjukban. Azonban ez a nagyfokd homoldgia nem oszlott meg a
proteinek teljesen hosszan, hanem kiilonallé doménszert struktirakba tomoriilt, igy nagyjabol
a sep10p protein els6é két harmadat lefedve. Ezen szekvencia elemzésekbdl tehat azt talaltuk,
hogy a sep10p protein egy intron nélkiili gén terméke, egy kisméretii, evoliiciosan konzervalt
protein, amely erés homoldgokkal rendelkezik szamos ¢€l6lénybol. Tovabba, a nagyfoku
homologiak felvetették a lehetdéségét annak, hogy a sepl0p az SOH1 valamint hsohl protei-
nekhez hasonlé funkcioval is rendelkezhet. Ez alatdmaszthatja a sep/0 mutacidja sordn meg-
figyelheté komplex fenotipust. A seplOp és homoldg proteinjeinek tobbszords szekvencia

illesztése a 16. abran lathato .

51.3 A sepl0-412 mutans nem érzékeny mutagénekre

A seplOp protein nagyfokti homologiat mutat két ismert proteinhez, a Saccharomyces
cerevisiae SOH1 proteinjéhez, illetve az emberben izolalt SMCC transzkripciés komplex
egyik alegységéhez (hsohl). Az SOHI proteint kédold gént egy mutéacidjakor elsdsorban
hiperrekombinéciot okozd gén (a HPRI) mutacidja kovetkeztében kialakuldé homérsékletér-
zékenység szupresszoraként izolaltak (Fan és Klein, 1994). A tovabbi vizsgalatok kimutattak
(Fan és mtsi, 1996), hogy tobb mas hasonld génnel egyiitt transzkripcios folyamatokban vehet
részt. Tovabba, kdlcsonhat a DNS javitasi mechanizmusokban szerepet jatszo RadS1p-el, igy
feltehetden a DNS repair-ban is lehet szerepe. Azonban nem mutat érzékenységet kiilonb6z6
mutagén kezelésekre (pl. UV) (Fan és mtsi, 1996). Annak eldontésére, hogy a sepl0p-nek
lehet-e hasonld funkcidja, mint az SOH1-nek, megvizsgaltuk, hogy a S. pombe sejtek érzéke-
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nyebbek-e fizikai (UV) illetve kémiai (nitrosoguanidin) mutagenezisre, ha a sep/0 gén nem
mitkdd6képes. Ezért a 2-511 sepl0-412 ura4-D18 h™ illetve kontrollként a 0-221 ura4-D18
h*° torzseket UV és nitrozoguanidin kezelésnek vetettiik ala. A kezelés kivitelezésének részle-
tei a 4.7 pontban olvashatéak. Az eredmények a 16. és 17. abrakon lathatoak. Az eredmények
alapjan elmondhato, hogy a sep/0-412 mutacié nem befolyasolja a sejtek érzékenységét UV

¢s nitrozoguanidine kezelésre.
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16. dabra sepl0-412 sejtek nitrozoguanindin 17, 4bra sepl0-412 sejtek UV érzékenysége kont-
erzekenysége kontrolhoz viszonyitva. Az dbran  rollhoz viszonyitva. Az 4bra alapjan nem allapit-
lathatd, hogy nem figyelheté meg szignifikdns hat6 meg lényeges kiilonbség a sejtek UV érzé-
kiilonbség a tulélés kozott. kenysége kozott.

5.14 A sepl0 mutaciéja nem néveli az adeb6 allélok kdzoétti mitotikus rekombinacio
mértékét

Az SOHI protein transzkripcios regulator, mely kdlcsonhatdst mutat a transzkripciohoz
kapcsolt rekombinécids folyamatokban szerepet jatsz6 HPR1-gyel, tovabba az SOH1 gén
mutécidja noveli az intrakromoszémalis mitotikus rekombindcié gyakorisagat. Ezért az
SOHI1 proteinrdl feltételezik, hogy a transzkripcidhoz kapcsolt rekombinacids folyamatokban
jatszhat szerepet (Fan és Klein, 1994, 1996). Annak eldontésére, hogy a sepl0p-nek lehet-¢
hasonld szerepe, mint az SOH1 proteinnek, azaz a sepl0-412 mutacionak van-e fent emlitett
hatésa, meghataroztuk az intrakromoszomélis mitotikus rekombindcié mértékét sepl0" és

sepl0-412 sejtekben.
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A tesztrendszer (amely logikajat tekintve megfelel annak, amelyet az SOH1 esetében al-
kalmaztak), amivel az intrakromoszomalis mitotikus rekombinacié mérhetd, egy olyan torzset
alkalmaz, amelybe egy plazmidkonstrukcid van integralva a kromoszomalis ade6 16kuszba.
Ennek részletei a 4.6 pontban olvashatoak.

Az altalunk létrehozott 2-841 sep10-412 ade6-M210 int::pUC urad” ::ade6-M26 ura4-D18
leul-32 lysI-131 h™ torzs, illetve kontrollként a 3-62 torzs felhasznalasaval a 4.6 pontban leirt
mddon elvégeztiik a rekombindcids gyakorisdg mérését. Az eredmény (6. tablazat) azt mutat-
ta, hogy a sepl0-412 mutacionak nincs hatasa az ade6 allélok kozotti intrakromoszoémalis

rekombinacid gyakorisagara.

6.tablazat A kromoszomalis és integralt ade6 allélok kozotti mitotikus rekombinacido mértéke

sepl0 valamint sep10-412 sejtekben. Nem figyelhet6 meg 1ényeges eltérés a rekombinacios gyako-
risdgokban.

Térzs Telepek szama Ade " rekombinansok szama (x 107
sepl0 5 55.9
sepl0-412 4 50.9

5.1.5  Asepl0 gén megszakitasa diploid sejtben

Az eddigi eredmények alapjan feltételeztiik, hogy a sepl0 gén terméke valosziniileg
transzkripcids szintli regulacios funkciot lathat el a citokinezis és az ivari differencialodas
soran. Annak érdekében, hogy megvizsgaljuk a sepl0 mennyire jatszik esszencialis szerepet a
sejtciklusban, elvégeztiik a gén teljes inaktivalasat, azaz elkészitettik a gén megszakitasos
alléljat, az élesztOkutatasban leggyakrabban hasznalt egylépéses gén megszakitasos (one-step
egy marker gént helyeziink, majd a linearis konstrukciot homolog rekombinaciod segitségével
integraljuk vad tipusu sejt genomjaba, a megfeleld gén helyére. A kialakuldo megszakitasos
allélt tartalmazé mutansokra a marker gén alapjan szelektalunk.
Kpnl restrikcios hasitohelyére, amely szerencsésen a 93. bazisnal hasitja a DNS-t (15. 4bra) ,

az ura4 marker gént helyeztiik be (18.A abra). Ehhez azonban elsé 1épésként az S10-5
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szubklon MCS szakaszabdl kellett eltavolitottuk a Kpnl hasitohelyet, melynek jelenléte nem
tette lehetové a konstrukcid 1étrehozasat. Az S10-5 plazmidot Smal és EcoRI restrikcios
hasitoenzimekkel emésztettiik, amelyek vagohelyei kozrefogjak a Kpnl felismerd szekvenci-
at. Az emésztett plazmid ragados végeit feltoltottiik, majd a plazmidot 6sszeligaltuk és bakté-
riumba transzformaltuk. A kinovo telepek sejtjeibdl preparalt plazmidok szerkezetét Kpnl
emésztésével ellendriztiik. Egy megfeleld plazmidot Kpnl-gyel emésztettiik, majd ragados
végeit feltoltottiik és ligaltuk a pUD18 (Barbet és mtsi, 1992) plazmidbdl elézetesen Acclll
restrikcios endonukledz segitségével kivagott és végeiben feltoltott, az ura4 gént tartalmazo
1,8 kb nagysagu DNS fragmenttel, majd a ligatumot baktériumsejtekbe transzformaltuk. A
bakterialis sejtekbdl preparalt plazmidok szerkezetét Pstfl-BamHI emésztéssel ellendriztiik
(18.B abra). Az ura4 gént hordozd plazmidot PCR reakcioban templatként hasznalva, a
sepl0::ura4 konstrukciot az SZS1 és SZS2 (lasd 4.4) primerek segitségével felszaporitottuk,
majd a tisztitott PCR terméket a 4.4.2 pontban leirtak szerint a protoplaszt fuzidval 1étrehozott
D1 diploid torzsbe transzformaltuk. A megjelend néhany transzformanst EMMA minimal
taptalajra izoldltuk, majd MSA spdraztatd taptalajra replikdztuk és a kialakuld azigotikus
aszkuszokat tetrad analizisnek vetettiik ala, amelynek soran mikromanipulatorral elvalasztot-
tuk egymastol az aszkuszbol kiszabaduld spordkat. A csészéket 25°C-on inkubaltuk. Az
inkubalas utan minden diploid transzformans esetén mind a négy spora képes volt telep kép-
zésére, amely telepek auxotrofidjanak vizsgalata 2:2 ura':ura” szegregaciot mutatott, jelezve,
hogy a diploid sejt egyik kromoszoémaja tartalmazta a megszakitasos allélt.

Az ily moédon azonositott, feltételezett megszakitisos konstrukciot tartalmazd ura’
szegregansok mikroszkopos vizsgalata sep” fenotipust mutatott, amely megerdssitette, hogy a
sejtekben a megszakitasos konstrukciéo homoldg rekombinacioval beintegralédott a kromo-
szomaba. Néhany mutansbol genomialis DNS-t is izolaltunk, majd Southern blottal bebizo-
nyitottuk (részletek a 4.4-ben), hogy valoban hordozzak a megszakitasos allélt (18.C abra).

Az ellenbrzott, sepl0::ura4 konstrukciot tartalmazo izolatumok koziil egyet, a 2-921
sepl0::ura4 ura4-D18 ade6-M26 leul-32 h’° genotipus torzset hasznaltuk a késSbbi vizsga-
latokhoz, amibe t6bb kiilonbozé markert vittiink, protoplaszt fuzio segitségével, igy eldallitva
a 2-923 sepl0::ura4 ura4-DI8 lys1-131 h*° és 2-924 sep10::ura4 ura4-DI18 lys1-131 leul-32

h*° tdrzseket.
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18. abra A. A megszakitasos allél készitése, ura4-t tartalmazé6 DNS fragment sepl0 ORF-be torténd
épitésével. B. Az ura4-t tartalmazd DNS szakasz helyes beépiilésének ellendrzése plazmidizolatumok
Pstl-BamHI emésztésével. A Pstl-BamHI dupla emésztés eltavolitia az S10-5-ben elhelyezkedd
fragmentet (lasd 12. abra), igy a méretkiilonbség egyértelmii jele az ura4 beépiilésének. Az dbran a

zése Southern blottal. Az abran példaként egy sepl0::ura4 -t tintettiink fel.

5.1.6 A seplO gén megszakitasa kondicionalisan letélis

A sepl0 gén megszakitasa a sepl0-412 mutanshoz hasonld fenotipust eredményezett. A
sejtekben elmaradt a citokinézis, ami hosszabb-rovidebb lancok kialakulasat okozta. A sejtek
ezt a fenotipust 25 illetve 30 °C-on mutattik. Tovabba, a sep0-412 mutansokhoz hasonléan a
sepl0::ura4" sejtek sem voltak képesek konjugaciora, sem 6nmagukkal, sem h* és h™ paroso-
dasi tipust vad sejtekkel. Erdekes modon a teljesen inaktivalt sep/0 gént tartalmazo
sepl0::ura4 sejtek a sepl0-412 mutansokhoz hasonldéan homérsékletérzékeny novekedést
mutattak, azaz 35 °C-on nem képeztek telepet. Annak vizsgalatara, hogy a hémérséklet 35 °C-
ra emelése milyen modon inaktivélja a sepl0::ura4" sejteket, a kovetkezd kisérletet végeztiik
el.

A 2-921 sepl0::ura4 ura4-DI8 ade6-M26 leul-32 h*° illetve kontrollként a 0-1 L972 vad
tipust torzs sejtjeit YEL tapfolyadékban 25 °C-on log fazisig (OD~0.2) tenyésztettiik, majd a
sejteket restriktiv (35 °C) hOmérsékletre helyeztiik és orankénti mintdkbdl optikai denzitast
mertlink. A kisérlet eredménye a 19. abran lathat6. Az eredmények azt mutattak, hogy a ho-

mérséklet nagyjabol 4 ora elteltével leallitotta a ndvekedést. 4 ora elteltével a sepl0::ura4
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tenyészet egy részét visszahelyeztiik 25°C-ra, azonban a ndovekedés egy napi inkubalas utan

sem indult meg, jelezve, hogy a sejtek a hdémérsékletemelkedés hatasara elpusztultak.

1,5 1 —e—vad tipus
—l—sepl0::urad

Optikai Denzitas (OD)

1d6 (ora)

19. dbra A sepl0::ura4 sejtek szaporodasa 35 °C-on kontrollhoz viszonyitva. Az optikai
denzitas értékeibdl lathato, hogy a sejtek lassu szaporodasa a 4 6ranal leall.
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5.2 A sepll gén klénozasa

5.2.1 A sepll gén kldénozasa genomialis kdnyvtarbol

A sepll gén klonozéasahoz a sepl0 gén klonozasdhoz hasznalt modszert hasznaltuk, fel-
hasznalva azt, hogy a sepl/I-556 mutins sejtek a sepl0-412 sejtekhez hasonléan
hémérsékletérzékeny novekedést mutatnak és ugyancsak sterilek (Grallert és mtsi, 1999).

Ennek érdekében a 2-928 sepl1-556 ura4-D18 h*° torzs sejtjeit a sepl0 gén klonozasahoz
is hasznalt PSP1 genomialis konyvtarral (Barbet és mtsi, 1992) a 4.4.2-ben leirtak szerint
transzformaltuk. A transzformacio utan a sejteket szelektiv taptalajra (EMMA) szélesztettiik,
és a csészéket a seplI-556 mutansnak restriktiv hdmérsékletre (35°C) helyeztiik, illetve egy
csészét transzformacids kontrollnak hasznaltunk, ezért azt 30 °C-on inkubaltuk. T6bbszori
transzformalds utan szamos restriktiv homérsékleten novekedod telepet kaptunk, amelyeket a
443 pontban leirt plazmidstabilitasi teszttel vizsgaltunk. A transzformalt sejtek
sporazoképességét mikroszkop alatt vizsgaltuk,. és azon izolatumokbol, amelyek esetén a
plazmid elvesztése egyiittjart a sep fenotipus megjelenésével, és a sporazoképesség elveszté-
sével, a plazmidot izolaltuk, majd visszatranszformaltuk a 2-928 sepl1-556 ura4-DI8 h*
torzs sejtjeibe, hogy a komplementaciot ellendrizziik.

A fenti kisérletsorozat eredményeképpen két olyan plazmidot sikertilt izolalnunk, amelyek
minden kovetelménynek megfeleltek. A restrikcios enzimekkel torténd elemzés megmutatta,
hogy a plazmidok 7.5 kb illetve 8.6 kb genomialis inzerteket tartalmaztak. A restrikcios tér-
képezés ramutatott arra is, hogy a plazmidok atfed6 genomialis szegmenseket tartalmaztak. A
kisebb inzertet hordozo plazmidot S11-0-nak neveztiink el. Elvégeztiik a szubklonozasat, az
egyes szubgenomialis fragmenteket pUR18N plazmid megfeleld restrikcios hasitohelyeire
épitettiik, majd a szubklonokat komplementacios tesztek céljabol sepl1-556 sejtekbe transz-
formaltuk. A szubklonok jellemz6i és a komplementacios vizsgalatok eredményei a 20. abran
lathatoak.

A szub-genomialis fragmenteket tartalmazo plazmidok komplementacids vizsgalata
megmutatta, hogy a komplementald gén az S11-4 illetve a késdbb eldallitott (14sd 5.2.3) S11-

6-o0s szubklénokban megtalalhaté szub-genomialis fragmenteken talalhato.
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Fenotipus a

Bt T Apmmid i s5s
He He X EH E PH X szimbo6luma
1!/[(:5 L1 ] 1] | 1 | MICS mutansban
S11-1 vad
S11-2 vad
S11-3 sep
S11-4 vad
— S11-5 sep
— S11-6 vad
ok

20. abra A seplI-556 mutaciot komplementald genomi fragment szubklonozasa pUR18N-ben
¢és a szubklonok komplementacidjanak vizsgalata. H Hindlll, E EcoRl, P Pstl, Hc Hincll, X
Xhol, MCS Multiple cloning site.

522 Az S11-4-es szubklén a sepll gént tartalmazza

Hasonloan a sepl0 gén klonozasahoz, a sepll esetében is sziikséges volt eldonteni azt,
hogy a vizsgalatok soran a sepl/ gént, vagy egy extragénikus szupresszort sikeriilt klonozni.

Ehhez a 5.1.1 pontban leirt modszerrel elméletileg megegyezd megkozelitést: a klonozott
genomialis fragment mutans genomba torténd integralasat és az integransok genetikai vizsga-
latat alkalmaztuk. Ennek érdekében az S11-4 szubklonbodl a komplementalo 3.5 kb-nyi DNS
fragmentet a pJK148 integrativ plazmid (Keeney és Boeke, 1994 ) EcoRI helyére klonoztuk,
majd a konstrukcioval (neve: S11-pJK) és a pJK148 kontroll plazmiddal a 2-927 sepl1-556
leul-32 W*° torzs sejtjeit a 4.4.2-ban leirtak szerint transzformaltuk. A transzforménsokra
EMMA szelektiv taptalajon szelektaltunk. A megjelend prototrof telepek a kontroll esetén
sep, mig az S11-pJK-val transzformalt sejtek esetén vad fenotipust mutattak. Az utdbbi
transzformansok koziil néhanyat izoldltunk ¢és veliik a 4.4.3 pontban leirt plazmid stabilitasi

tesztet végeztiik el, amely eredménye megmutatta, hogy a sejtek a plazmidot stabilan tartal-
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mazzak, kovetkezésképpen az beintegralodott a genomba, a 13. dbran a sepl0 esetében leirt
sémat kovetve. Néhany integranst hagyomanyos modon kereszteztiink a 0-38 leu/-32 h°
torzzsel. Mivel az eredeti sep/1-556 mutaciot tartalmazé torzs (2-927) h* parosodasi tipust,

igy annak érdekében, hogy elkeriiljiik az egy genomon beliili parosodast, a

fent leirt keresztezésekbdl izolaltunk vad tipust leucin auxotréfiat nem tartalmazo h™ paroso-

EoR Pstl
Yo Hndl  Hndl Xad EoR - Hndll Hndl Hrdll  d

a4 @m

S11-4
S11-5

S11-6

21. abra A sepll gént tartalmazo 7.5 kb-os DNS fragmentum restrikcios térképe, valamint az S11-4
szubklon genomialis fragmentjén megtalalhaté két ORF pozicidinak rekonstrualasa a régié genomialis
szekvencidja alapjan az OMIGA szekvencia elemz6 szoftver segitségével. Az abran fel van tiintetve az
S11-4, S11-5, S116- os szubklonok elhelyezkedése a fragmentumhoz viszonyitva. A gén eldrejelzd algo-
ritmus szerint 4 exonbol allo, és a sepl1-nek megfeleldo SPACS5D6.05 gén exonjai 1,2,3,4-gyel jelolve.

dasi tipusu sejteket, tudvan azt, hogy ezek a sejtek tartalmazzak a beintegralt konstrukciot. Az
izolalt sejteket ezutan hagyomanyos modon kereszteztiik 0-39 leul-32 h'™ torzzsel, ezekben a
keresztezésekben mar biztositva a kiilonb6z6 genomok ko6zotti parosodast. A szoban forgd
keresztezésekbél izolalt ~50 db spora fenotipusanak vizsgalata minden esetben 1:1 leu’: leu”
eloszlast mutatott és nem produkalt sep fenotipust sejteket, megmutatva azt, hogy az S11-

pJK plazmid a sep!1 gént tartalmazta.
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5.2.3  Asepll gén egy 3 intront tartalmazd, homolégiai nélkuli proteint kodol

A S. pombe genomjanak szekvenciaja rendelkezésre all, s6t a sepl/ klonozasanak idejé-
ben is mar a genom szekvencidjanak tobb mint 90%-a hozzaférheté volt az interneten
(http://www.sanger.ac.uk/Projects/S_Pombe). gy valosziniinek tint, hogy a sepl] gént tar-
talmazé genomialis inzert szekvencidja is megtalalhato az adatbazisban. Ezért az S11-4-es
szubklon szekvencidjanak egy részét a pUR18N plazmid szekvencidjahoz kapcsolodo univer-

zalis primer felhasznalasaval meghataroztuk, majd ezt a szekvenciat hasznaltuk a S. pombe

sep11cDNS
sepl1gDNS

-

ATGCAAGAACTGTATCTTTTAGGAGTAGTCCCCTCGAGGCGTTTTGAAGCAGTTGTAAATTCTTTATCAAAAACGTTGGATGGTCCGAAAACAATATTGGAGTTTTGGGT
ATGCAAGAACTGTATCTTTTAGGAGTAGTCCCCTCGAGGCGTTTTGAAGCAGTTGTAAATTCTTTATCAAAAACGTTGGATGGTCCGAAAACAATATTGGAGTTTTGGGT

i

=

AGTTTACCGTCCTAAAG
AGTTTACCGTCCTAAAGGTATGTCGTGAAAAATGCATATGTAGGCTGCATCACAGTCCTTATTTAGATTTTAAATCAGTTATTTCAAGGATGTAAAATGAAACTAACTTT

sepllcDNS 11
sep11gDNS 11

[

sepllcDNS 128 --------- ATGTTCCTCCTAACTTGCCTAGACAGCCCGATTCTTGGTTGAGATTGTGCAGCAATATTGAGTCTCATGATGAGACTGATACTGAATGGTCTAAAAATACT
sepl1gDNS 221 GAATTGAAGATGTTCCTCCTAACTTGCCTAGACAGCCCGATTCTTGGTTGAGATTGTGCAGCAATATTGAGTCTCATGATGAGACTGATACTGAATGGTCTAAAAATACT

s

sepl1cDNS 22!
sepllgDNS 33

©

CAATGGT- AATGTACTTAGAAGGGAACTCAGAACCGAAACGTGAAGATAAATGTGGT
CAATGGTTTGTAAATTTGCATATAAATATACGTCTCCTTAGGCATACTAATTAGTCAGGTCAATGTACTTAGAAGGGAACTCAGAACCGAAACGTGAAGATAAATGTGGT

s

sepllcDNS 28
sepllgDNS 44

-3

ATCAGACCAGTAAACAGAGCGAAACTTACCAATGGTTCTGTAACTGAGTTTGTCGAAAAAATGGGTTATGAGT:

iy

ATCAGACCAGTAAACAGAGCGAAACTTACCAATGGTTCTGTAACTGAGTTTGTCGAAAAAATGGGTTATGAGTATGGTCGCATAATATTTTCACACTATTCATTTTTAAC

1. 2.

~750bp

A 550bp

22. abra A. PCR segitségével genomialis DNS-r6l (0-1 L972 h™ kontrol, 1-sel jelolve), valamint cDNS kdnyvtar-
bol (2-sel jelolve) a 23. abran lathaté szekvencidkhoz hibridizald, a 5 pontban leirt primerek felhasznalasaval
felszaporitott sep/! DNS fragmentek. A DNS méretekben jelentkez6 kiilonbség megfelel az intronok méretei-
nek. B. A sepl] részleges ORF genomialis DNS (gDNS) és cDNS szekvenciainak 6sszehasonlitasa. Az ébra az
ORF azon részének szekvenciajat mutatja, amelyet a cDNS klonozashoz hasznalt és a 5 pontban emlitett prime-
rek segitségével felerdsitésre keriilt. Lathato, hogy az illesztés eredményeképpen azonosithatéak az intron szek-
venciak. Az illesztés modszerei a 5- pontban talalhatoak.
genomszekvencidjaval torténd Oszehasonlitdshoz. Az Osszehasonlitds egy megegyezd szek-
venciat adott, amely az 1. kromoszéma egy darabjanak szekvencijat tartalmazo SPAC5D6
nevii kozmid szekvencigjdnak egy részével volt azonos. A régié szekvencidjanak analizise
segitségével rekonstrualtuk az altalunk kloénozott 7.5 kb genomialis fragment restrikcios tér-

képét (21. abra). Az adatbazisban a régié szekvencidja alapjan bioinformatikai modszerekkel
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elojelzett lehetséges gének (ORF-ek) pozicidit is meghataroztuk (21. abra). Ez alapjan az
S11-4 szubklonban 1évé genomidlis régid két teljes ORF-et tartalmazott. Ezért, annak eldon-
tésére, hogy melyik elorejelzett ORF a sepl/ gén, elballitottuk az S11-5 illetve S11-6-os
szubklonokat, amelyek kiilon-kiilon tartalmaztak egy-egy ORF-et (21. &bra). Ezen
szubklonok komplementéacios vizsgalata (20. dbra) megmutatta, hogy a sep// gén az S11-6-
os szubklonon elhelyezkedd6 SPACS5D6.05 elérejelzett ORF. Az adatbazis gén eldrejelzo

algoritmusa a sepl1 gén szerkezetében harom intron el6fordulasat jelezte. Annak érdekében,

1 aattttccct tactactgac attgcattgt atattttgtt cactatttct acaaccatca
61 gtagcttagc tttagtagac gcttaagaga taaaagaaat caatttcggt gaggtgcgat
121 gctatgcaag aactgtatct tttaggagta gtcccctcga ggcgttttga agcagttgta
M Q E L Y L L G V Vv P S R R F E AV V

181 aattctttat caaaaacgtt ggatggtccg aaaacaatat tggagttttg ggtagtttac
N S L S K T L D G P K T 1 E F vV V.Y

241 cgtcctaaag gtatgtcgty aaaaatgcat atgtaggctg catcacagtc cttatttaga

301 ttttaaatca gttatttcaa ggatgtaaaa tgaaactaac tttgaattga agatgttcct
D V P
361 cctaacttgc ctagacagcc cgattcttgg ttgagattgt gcagcaatat tgagtctcat
P N L P R Q P D S W L R L C S N 1 E S H
421 gatgagactg atactgaatg gtctaaaaat actcaatggt ttgtaaattt gcatataaat
D ET D T E W S K N T Q W
481 atacgtctcc ttaggcatac taattagtca ggtcaatgta cttagaaggy aactcagaac
S MY L E G N S E
541 cgaaacgtga agataaatgt ggtatcagac cagtaaacag agcgaaactt accaatggtt
P K R E D K G I R P V N R A K L T N G
601 ctgtaactga gtttgtcgaa aaaatgggtt atgagtatgg tcgcataata ttttcacact
S V T E F V E K M G Y E
661 attcattttt aactaattct tcaacaggtt ttctcatgag tacattattc aaggacttga
F S H E Y 1 1 Q G L E
721 atattttttc tttgatacga ctgtacgtat atatcaaaca ttgatccctt cgcagcagcg
Y FF FDT VR I Y QT L I P S Q QR
781 atcaataaaa ccaccgtttc atcctatgaa cgaagaacag ccatggattt tacacgtcta
S 1 K P P F H P M N E E Q P W 1 L H VY
841 tacacatgtt gctgatgcaa gtaatcaagt agcgatggcc aaagcagaag ccaatttaac
T H V A D A S N Q V A M A K A E AN L T
901 aaaagtcaaa actctcctat cagcattttg tgatttaaaa aacgtcagat tgtaaaaaag
KV K TLL SAFC DLZK NVR L
961 gatttttgat acatttacat aaattcgcta caaatactgc aatgataatg ccaataatat
1021 gaaagactta agggcgatac taaataattg ttgcgtgtag tgattgaata actaaaagtg
1081 tttacttttg tttcaatgaa gtgttacata tagtatatga tttcattagg gatcaactgt
1141 aaattatgaa ggaacaatca attaagctaa acatttatgt caggattagt accctggtag

23. abra A sepll gén szerkezete és a leforditott sepllp protein szekvencidja. Az
intronok szekvencidja duplan aldhtizva. A gén megszakitdshoz hasznalt Xhol
vagohely félkovér. A cDNS kloénozashoz hasznalt primerek (l4sd 5) hibridizalasi
helyei alahuzéssal jeldlve.

hogy megismerjiik a sepll gén pontos, kisérleti adatokon alapuld szerkezetét, elvégeztiik a
sepll cDNS klonozasat. A sepll cDNS azon részét, amely az elérejelzés szerint kdzrefogta a
genomialis DNS-ben még megtalalhatd intronokat, PCR segitségével cDNS konyvtarbol
felszaporitottuk. Ehhez a 23. abran lathato és a 4.4 pontban feltiintetett primereket hasznaltuk,
amelyek a fenti logika szerint a feltételezett Exon I, illetve Exon IV szekvenciakhoz hibridi-

zaltak. Mindkét primer tartalmazott BamHI vagohelyeket az 5’ szekvencidjukban, amely
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lehetévé tette a fragment klonozasat pURISN plazmidba. Egy ~550 bp-nyi DNS darabot
sikeriilt felszaporitani PCR segitségével (22.A abra), amelyet a pURI8N plazmid BamHI
hasitohelyére klonoztunk. A fragment szekvencidjat mindkét szalon univerzalis primerek
segitségével meghataroztuk. A szekvenciakat, amelyek két végiikon atfedd szakaszokat tar-
DNS szekvenciajaval (22.B éabra). Az illesztés eredményeképpen a cDNS szekvenciabodl
hianyz6é és a genomi DNS szekvencidban megtalalhatd szekvencidkat meghataroztuk, igy
megkaptuk az intronok szekvencidit. A cDNS szekvenciat AJ313525 hozzaférési szamon
elkiildtiik a legfontosabb adatbazisokba. A részleges cDNS szekvencia adatbazissal valo sz-
szehasonlitdsa megmutatta, hogy a sep// gén bioinformatikai modszerekkel elorejelzett szer-
kezete megfelel a kisérletesen meghatarozott szerkezetnek. Ennek megfeleldéen a sepi/ gén
harom intront (intron LILIII) tartalmaz. A gén szerkezete a 23. dbran lathato.

A sepll kodolo régigjarol leforditott sepllp protein egy 25.5 kDa elméleti molekula to-
megl, 207 amindsavbol allo protein. A sepllp szekvencidjanak homoldgia vizsgalata nem
mutatott homoldgiat az adatbazisokban szereplé mas proteinekkel, jelezve azt, hogy a sepllp

feltehetden egy specifikus S. pombe protein.

5.24  Asepll gén megszakitasa kondicionalisan letalis

A sepll gén sejten beliili funkcidjanak vizsgalatdhoz a gént teljesen inaktivaltuk, a kodolo
régié megszakitasaval. Ehhez a sep/0 gén esetében hasznalt egy 1épéses gén megszakitasi
abra), az Xhol helyre, amely a sepll gént a 33. bazisnal hasitja (23. abra). Az ura4 marker
gén beillesztéséhez els 1épésként az Xhol hasitohelyet tavolitottuk el a pUR18N plazmidbol,
majd a keletkez6 pURI18N-Xhol plazmid EcoRI-Hindlll helyeire klonoztuk az S11-6-os
szubklonbdl a sepl1 gént tartalmazo 1,6 kb-nyi fragmentet. A kialakult plazmidnak az S11-6-
Xhol nevet adtuk. Ezutan a pUDI18 plazmidbol Acclll enzimmel kihasitott 1.8 kb-nyi, az
ura4 gént tartalmazo DNS szakaszt a két végén T4 DNS polimeraz segitségével feltoltottiik,
majd ligalassal az S11-6-Xhol plazmid Xhol-gyel hasitott és ugyancsak T4 polimerazzal fel-
toltott végeihez illesztettiik. A ligatumot baktériumba transzformaltuk. A baktériumtelepekb6l
készitett minipreparatumokban EcoRI-HindIll emésztéssel ellendriztikk a sepll::ura4 jelen-
1€tét, az 5.1.5 pontban a sepl0 esetén leirt modon a kivagott fragmentek méreteinek dsszeha-

sonlitasaval. A megfeleld konstrukciot tartalmazd plazmidot templatként hasznaltuk PCR
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reakcidban, amelynek soran felszaporitottuk a sep!1::ura4 konstrukciot (24.B abra). Ezutan a
2,6 kb-nyi fragmentet a 0-221 ura4-D18 h* torzs sejtjeibe transzformaltuk, lehetdvé téve,
hogy homolog rekombinaciéval a sepl::ura4 konstrukcié lecserélje a kromoszémalis sepl ]
gént. A megfeleld rekombinans transzformansokra az ura” marker alapjan minimal taptalajon
(EMMA) szelektaltunk. A megjelend telepeket izolaltuk, amelyek sep fenotipust mutattak,

megeréssitve ezzel a megfeleld rekombinacié lejatszodasat. Ez az eredmény azt is jelezte,

Ura4
A
O
= R
pURISN ﬁ N @ : pURISN
Xhpl %)
O
—— E
sepll* 500 bp Xhol
B
2 C sepll sepll:ura4
w—— 58 kb
1 4.0Kkb— | w—

24.4bra A. Az ura4’ marker gén sepll Xhol helyére torténé beépitésének sémédja. Az exonok
athuzassal jelolve. B. A sepll::ura4 konstrukcié megfelelé S11-6-XAhol plazmidrol (2-essel jeldl-
ve) és kontrollként sep/] ORF S11-6 plazmidrol (1-essel jelolve) PCR-rel torténd felszaporitasa-
nak eredménye. Primerként a 5-ben feltiintetett SZS3 és SZSS primereket hasznaltam. C: A sepl]
gén inaktivalasanak ellenérzése Southern blottal.

hogy a sepll gén teljes inaktivalasa feltehetden nem letalis a sejtekre. Genomialis DNS-t
izolaltunk a feltételezett sepll::ura4 illetve vad tipusu sejtekbdl, és a gén inaktivalasat
Southern blottal ellendriztiik (24.C abra).

A 2-897 sepl1::ura4* ura4-D18 h*° sejtek a sepl1-556 mutaciot hordozo sejtekhez hason-
16 fenotipust mutattak, a citokinetikus problémak miatt 1ancos novekedést produkaltak, illetve
nem voltak képesek ivari diffierencialédasra sem dnmagukkal, sem h' illetve h™ parosodasi

tipustt sejtekkel. Tovabba, a sepl() megszakitasanal megfigyeltekhez hasonloan (5.1.6)
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hémérsékletérzékeny novekedést mutattak, azaz 35 °C-on nem voltak képesek telepek képzé-

sére.

5.2.5 AseplO és sepll egyuttes inaktivacioja letalis

A klénozott gének mutacioi altal okozott mutans fenotipusok hasonlosaga arra engedett
kovetkeztetni, hogy a gének hasonld folyamatokban vehetnek részt. fgy megvizsgaltuk azt,
hogy milyen hatassal van a sejtekre mindkét gén teljes inaktivalasa. Ehhez a két gén megsza-
kitdsos konstrukciojat egy sejtbe helyeztiik a két eltéré genom kombindcidjaval, azaz a
sepl0::ura4 illetve sepll::ura4 konstrukcidkat tartalmazé sejtek keresztezésével és a megfe-
lelé dupla megszakitast tartalmazo sejtek izolalasaval. Mivel mindkét gén megszakitasa steri-
litassal jar, ezért a keresztezés csak protoplaszt fuzid technikéjaval lehetséges, amelyhez
sziikséges két eltéré markert torzs (Sipiczki és Ferenczy, 1977). Ehhez a 2-897 sepl1::ura4
ura4-D18 h’° sejtekbe egy leul-32 mutaciot vittiink be. Ennek érdekében a 2-897 torzs sejtjeit
transzformaltuk a sep/] gént tartalmazd S11-6 plazmiddal, majd a csészéket 35 °C-on
inkubaltuk. Ilyen koriilmények kozott csak a transzformansok képeztek telepet. Mivel ezek a
transzformansok vad fenotipust mutattak, ezért egy transzformanst hagyomanyos modon
kereszteztiink a 0-220 leul-32 ura4-D18 h*° torzs sejtjeivel. A keletkezd sporakat YEA tapta-
lajra szélesztettiik, és a kinovo telepek kozott sep fenotipusu €s leucin auxotrofiat tartalmazo
izolatumokra szelektaltunk. Igy izolaltuk a 2-896 sepl1::ura4” ura4-D18 leul-32 h* torzset.
Ezutan a 2-896, valamint a 2-923 sepl0::ura4 ura4-DI8 lysi-131 h*° torzsek sejtjeit
protoplaszt fiizioval kereszteztiik. A 1étrejovo diploid sejtekbdl képzett telepeket SMA tapta-
lajra izolaltuk, majd MSA sporaztato taptalajra replikaztuk. A kialakuld aszkuszokbol a spo-
rakat mikromanipulacidval elvélasztottuk, és a csészéket 25 °C-on inkubéltuk. 4 napos
inkubalas utdn a kialakuld tetrddokat elemeztiikk. A fenotipus vizsgalata megmutatta, hogy
azokban a tetradokban (NPD, T), amelyekben rekombinans sporak keletkeztek, a sepl0::ura4
és sepl 1::ura4 konstrukciot egyiittesen hordozo sporak nem tudtak telepeket képezni. Csupan
30-50 életképtelen sejtbol allé mikrokoloniakat képeztek, jelezve azt, hogy a két gén egyiittes
inaktivacioja 25 °C-on is letalis. Az el6fordul6 tetradtipusok telepmorfoldgiajat illetve a meg-

felel6 fenotipusat a 25. dbra mutatja.
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sep’ sep’ sep’ sep’

PD

VT DM VT DM

NPD

25. abra A sepl0 ¢és sepll gének egylittes inaktivalasanak vizsgalata soran kapott tetradtipusok (PD,
NPD, T) egy-egy reprezentansa, valamint az egyes sporaklonok fenotipusa mikroszkopos megfigyelés

nem sziil6i tipus, T: tetrad tipus
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5.3 A stell expresszidjanak vizsgalata a sepl0 és sepll” mutansokban

5.3.1 A stell gén transzkripciéjanak indukcidja elmarad mindkét mutansban

A sepl0-412 és a sepll-556 mutansok a citokinetikus defektus mellett nem tudjak
végrehajtani az ivari differencidlodast sem. Korabbi vizsgalatok (Grallert és mtsi, 1999)
kimutattak, hogy a mutansok nem képesek a konjugaciora, valamint a protoplaszt fuzioval
eloallitott sepl0-412/sepl0-412 és sepll-556/sepl1-556 homozigdta diploidok képesek
ugyan meiozisra, de a sepl0-412 esetén 15%, mig a sepll-556 esetén csupan 2%-os
hatékonysaggal, tovabba a meiotikus termékek abnomalisak.

A doktori munka soran tovabbi vizsgalatokat végeztiink a sterilitds okainak feltarasara,
kiilonos tekintettel arra, hogy az eddig ismertetett eredmények alapjan feltételezhetd, hogy a
sepl0 és sepll gének transzkripcids szintli folyamatokban jatszhatnak szerepet, igy szerepiik
lehet bizonyos ivari differencialodasi gének transzkripcidos szabalyozasdban. Az egyik
valoszintisithet target gén a stell lehet, amely az ivari differencialodas soran elséként
aktivalodo kulcsfontossagu transzkripcids regulator, amelynek hianyaban a sejtek kozott
nincs konjugacioé (lasd 3.5). Annak érdekében, hogy megvizsgaljuk a sepl0-412 illetve
sepl1-556 mutaciok hatasat a stel ] transzkripcidjanak indukcidjara, a kovetkezé kisérleteket
veégeztik el.

0-221 ura4-D18 W° | 2-511 sep10-412 ura4-D18 h*° valamint 2-928 sepl1-556 ura4-DI8
h* sejteket 100 ml MSL+uracil tapfolyadékban a log fazis felsé hataraig (6-8-10° sejt/ml)
tenyésztettiink, majd mindegyik tenyészetb6l 30-30 ml-t centrifugalas utan ugyanannyi MSL,
illetve MSL-N tapfolyadékban szuszpendaltunk, majd 4 6ran keresztiil 30°C-on razattuk. A
nitrogénmentes tapfolyadékban elindul a stel ] indukcidja (Yamamoto és mtsi, 1997), mig az
MSL kontrollként szolgal.

4 ora elteltével a mintakbol a 4.4.1 pontban leirt protokollt kovetve RNS-t izolaltunk. Az
RNS mintékat a 4.4.1-ben leirt modon futtattuk és blottoltuk. Ezt kdvetéen a membrant hibri-
dizaltattuk stell és cdc2 specifikus probakkal, majd a hibridizaciot detektaltuk a 4.4.1-ben
leirtak szerint. A cdc2 proba kontrollként szolgalt, hiszen transzkripcidja folyamatos a sejtben
(MacNeill és Nurse, 1997). Az eredmény a 26. abran lathat6, amely megmutatta, hogy a
stel ] indukcioja mind a sep0-412 mind a sep1-556 mutansokban elmarad. Ez az eredmény

azt mutatja, hogy a sepl0 és sepl1 gének sziikségesek a ste/ / normalis miikddéséhez.
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sepl0-412 sepl1-556 vad tipus
+N -N +N +N -N

-N
cdc2 | [ S .

26. abra. A stell gén indukcidjanak vizsgalata sepl0-412 és sepl1-556 mutansokban. +N:
nitrogén jelenléte (MSL), -N: nitrogén hianya (MSL-N). Kontrolként a folyamatos

transzkripcidval rendelkez6 cdc?2 szolgal.

5.3.2 A ste11p protein tultermeltetése szupresszalja a sterilitast a sep10” azonban
csak nagyon kismértékben a sepll sejtekben

A 5.3.1 pontban leirtak alapjan feltételezhetjiik, hogy a sep!0 illetve sepl1 gének szerepet
jatszanak a kezdeti ivari differencialodasi folyamatokban, a stel! gén valdsziniileg kdzvetett
modon torténd aktivalasaval. Mivel a kezdeti ivari differencialodasi folyamatok vezetnek a
konjugaciohoz, ezért lehetséges, hogy a konjugacié elmaradasanak hatterében a stel/l gén
transzkripcidja indukciojanak elmaradasa, vagyis a megfeleld proteinszint hianya allhat. Az
elméleti megfontolasok kisérletes vizsgalatara elvégeztiik a stel 1p tiltermeltetését a mutans
sejtekben, amely - abban az esetben, ha csupan a stel1p proteinszint hianya okozta a konju-
gacio6 elmaradasat - szupresszalni fogja a konjugacios defektust a mutansokban.

A kisérlet soran a stellp protein taltermeltetését a 4.9 illetve 4.10 pontokban ismertett
plazmidkonstrukciok felhasznalasaval végeztiik. A thltermeléshez a 3-580 stel1::LEU2 leul-
32 ura4-D18 h*° térzset hasznaltuk kontrollként, amely steril, azonban stel1p tultermeltetés
hatasara az ivari differencialodas elindul benne €s normalisan végbemegy (Yamamoto és
mtsi, 1997). igy a 3-580, a 2-511 sep10-412 ura4-D18 h’° valamint a 2-897 sepl1-556 ura4-
D18 h* torzsek sejtjeit a 4.4.2 pontban leirtak szerint a PSK66 illetve kontrollként a pREP4
(ura4 markerrel) plazmidokkal transzformaltuk. A sejteket tiamint tartalmazé szelektiv

(EMMA) taptalajra szélesztettiik. A tiamin tartalom lehetdvé tette, hogy a plazmidok nmt
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Transzformansok Az aszkuszok aranya (%) Az aszkuszok aradnya
MSA-+tiamin-on (%) MSA-n
stellApREP4 - -
stell ApREP42 stell - 32.2°
sepl0-412 pREP4 - -
sepl0-412 pREP42 stell - 19.2
sepl0::ura4’ pREP3 - -
sepl0::ura4” pREP41 stell - 31.5°
sepll-556 pREP4 - -
sepll-556 pREP42stel] - 1.3"
sepll::ura4” pREP3 - -
sepll::ura4” pREP41stell - 1.25

27. abra A stellp taltermeltetésének vizsgalata sepl0 és sepll” sejtekben. A. A transzformalt stel 1A (nyillal
jelolve egy normalis aszkusz), valamint sep10-412 sejtek (nyillal jelolve egy abnormalis aszkusz) fenotipusa.
A képek harom nap inkubdacié utan késziiltek. +T: tiamin jelenléte, -T: tiamin hidnya. Méretvonal:5um

B. Aszkuszok szazalékos eléfordulésa a feltiintetett transzformansokban. Az értékeket harom napos inkubacid
utan hataroztuk meg, majd tovabbi két napon keresztiil figyeltiik az esetleges szambeli valtozasokat, amelyet
nem tapasztaltunk . * 3-5 transzformans adatainak atlaga.

promotere csendes maradjon. A taptalajokon megjelend telepek koziil néhanyat

EMMA +tiamin taptalajra izolaltunk, majd két napos 30 °C-on torténé inkubalds utan repli-
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kaztunk spéraztatd taptalajokra (MSA), oly modon, hogy ugyanazt a csészét MSA+tiamin
(repressziv koriilmények) illetve MSA (induktiv koriilmények) taptalajokra is atreplikaztuk.
A csészéket 30 °C-on inkubaltuk. 3 nap utan az aszkuszok megjelenését mikroszkop alatt
vizsgaltuk és azok szamat meghataroztuk, majd tovabbi 2 napig figyeltiik az aszkuszok sza-
manak esetleges valtozasat. A megjelend aszkuszok fenotipusa a 27.A abran lathato a sep0-
412 illetve a kontroll (stellA) esetében. Az aszkuszok eléfordulasanak aranya a 27.B abran
lathato. Az eredmények azt mutattak, hogy a stellp protein tultermeltetése szupresszalta a
sterilitast a sepl0-412, de csak nagyon kismértékben (alig tobb mint 1%-ban) a sepl1-556
sejtekben. A sepll-556 esetében megjelend nagyon kis szdmu aszkusz mikroszkdpos képe
megegyezett a sepl(0-412 esetében tapasztaltakkal.

Ugyanezt az eredményt kaptuk, amikor a 2-924 sepl0::ura4 ura4-DI18 lysi-131 leul-32
h* és 2-896 sepl1::ura4 ura4-D18 leul-32 h*° torzsek sejtjeit transzformaltuk PSK85 illetve
kontrolként pREP3 (LEU2 markerrel) €s a fent leirt modon vizsgaltuk a stel 1p tultermelteté-
sét a megszakitasos konstrukciot tartalmazo sejtekben. A megjelend aszkuszok aranya a 27B.
abran lathato.

A sepl0, illetve sepll sejtekben torténo stellp taltermeltetés a sepl0-412/sepl0-412, il-
letve sepl1-556/sepl1-556 homozigdta diploidok meidzisa esetén korabban megfigyeltekhez
(Grallert és mtsi, 1999) hasonléan abnormalis aszkuszok megjelenését eredményezte (27.A
abra), jelezve, hogy a sepl0 és sepll gének termékei a stell aktivacidjan kiviil a meidzisban

és/vagy a sporaképzésben is fontos szerepet jatszanak.
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6. EREDMENYEK MEGBESZELESE

A doktori munka soran a Schizosaccharomyces pombe sepl0 és sepll génjeinek
klénozasat és jellemzését végeztik el. A sep géncsalad fent emlitett két tagja a mutacidjuk
esetén pleiotrop fenotipust mutatéd tizenegy sep gén kozé tartozik. A gének mutacidi elsdsor-
ban a citokinezis folyamatat érintik, de egyuttal blokkoljak az ivari differencialodast is
(Grallert és mtsi, 1999). Ezek az eredmények azt sugalltak, hogy a gének termékei feltehetden
kozvetett modon jatszanak szerepet a citokinezis folyamataban és valoszintileg annak szaba-
lyozasaban vehetnek részt.

A sepl0 és sepll gének klonozéasa és szekvenaldsa valamint szekvencidjuk analizise
megmutatta, hogy a sepl0 egy intron nélkiili gén, mig a sep// gén harom intront tartalmaz. A
seplOp protein nagyfoki homologiat mutat transzkripcié szabalyozasaban szerepet jatszo
ismert proteinekkel és szamos nem jellemzett proteinnel, mig a sepl1p protein feltehetdleg S.
pombe specifikus protein lehet.

A sepl0Op nagyfoku homologiat mutat a Saccharomyces cerevisiae SOH1 proteinjével,
amelyet kodold gént a rekombinacidoban és transzkripcioban szerepet jatszo HPRI gén
szupresszoraként izolaltak (Fan és Klein, 1994), majd késébb megmutattak, hogy transzkrip-
ciés regulator szerepe van (Fan és Klein, 1996). Tovabba, a sepl10p nagyfoki homologiat
mutat a human SMCC transzkripcios komplex hsohl alegységével is. Az SMCC komplex a
Saccharomyces cerevisiae Mediator komplexének funkcionalis homologja. A fent emlitett
nagyfoku szekvencia homologidk valdszintisitik, hogy a seplOp is szerepet jatszhat transz-
kripcios folyamatokban. A sepllp nem mutat homologiat jellemzett illetve nem jellemzett
proteinekkel, igy a szekvencia analizis nem szolgaltat informaciot a sepl1p lehetséges szere-
pével kapcsolatban, azonban az eddigi eredmények alapjan valoszinisithetd, hogy a sep10p-
hez hasonlo folyamatokban lehet szerepe.

A proteint kodold gének transzkripcidjahoz az eukaridta sejtekben multiprotein komple-
xek koordinalt miikkodése sziikséges, amelyek a target gének promoter és szabalyozo régioi-
ban szereldédnek funkcionalis egységekké. A folyamat alapvetd tartozékai a szamos alegység-
bol allo RNS polimeraz II, és az ahhoz asszocialt altalanos transzkripcios faktorok (GTF,
melyek a TFIIA, B, D, E, F, H). Jelenlétiik sziikséges ¢s elégséges a promoter régiok felisme-
réséhez és az in. bazalis transzkripciohoz (basal transcription) (Malik és Roeder, 2000). igy a

bazalis transzkripcids apparatus gyakorlatilag az 6sszes gén transzkripcidjdhoz sziikséges. A
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gének transzkripcidjanak szabalyozasdhoz azonban a tavolabbi enhancer, silencer régiokhoz
asszocialodo specifikus transzkripeios faktorok is sziikségesek, amelyek mar csupan néhany
gén transzkripcidjanak szabalyozasaért felelnek. Az utobbi évek kutatdsai tovabb bonyolitot-
tak a fenti képet, megmutatva, hogy a specifikus faktoroktol a bazalis transzkripcids appara-
tusra torténd szignalok tovabbitasdhoz, azaz a transzkripcid szabalyozdsahoz tn.
koaktivatorokra is sziikség van, amelyek sziikségesek tobb specifikus faktortdl szdrmazd
szignalok tovabbitasaban, igy kisebb-nagyobb géncsoportok transzkripcidjanak szabalyoza-
saban jatszanak szerepet. Az egyik legismertebb ilyen koaktivator a Mediator komplex [ lasd
Malik és Roeder (2000) 6sszefoglalojat].

Az elséként a Saccharomyces cerevisiae-ben leirt Mediator komplex (Flanagan és mtsi,
1991) tehat sziikséges a gén specifikus transzkripcios faktorok és az RNS polimeraz I komp-
lex kozotti szignalok tovabbitasdhoz, ebbdl kdvetkezden a transzkripcids folyamatok szaba-
lyozasaban jatszik alapvetd szerepet [lasd Myers és Kornberg (2000) osszefoglaldjat]. Az
utobbi évek kutatdsai eredményeképpen magasabbrendli szervezetekben is leirtak a S.
cerevisiae Mediator komplexének funkcionalis homologjait [1asd Rachez és Freedman (2001)
Osszefoglaldjat], amelyek kozé a fent emlitett SMCC komplex is tartozik. A jelenlegi ered-
mények alapjan elmondhatd, hogy a Mediator komplex egy a transzkripcioé szabalyozasaban
kulcsfontossagu szerepet jatszo, evoliciosan konzervalt funkcionalis és strukturalis egység,
amelynek 0Osszetétele részben ismert, azonban mikddésének mechanizmusa ismeretlen
(Rachez és Freedman, 2001).

A sep géncsalad kordbban jellemzett tagja, a sepl5, melynek terméke a Saccharomyces
cerevisiae Mediator komplexének MEDS alegységével mutat homologiat. A S. cerevisiae
Mediator komplex szamos alegységének homologjai detektalhatdéak S. pombe-ban (Sipiczki,
2001), amely adatok valdszinisitik a Mediator komplex 1étezését a S. pombe-ban is. A sepl5
és sepl0 mutansok citokinezis-defektusa alapjan felvetédik a lehetdség, hogy a komplex
szerepet jatszhat tobbek kozott citokinezishez sziikséges gének transzkripcidjanak szabalyo-
zasaban is. A S. pombe Mediator komplex létezését kisérletes modszerekkel sikertilt is a ko-
zelmultban igazolni az RNS polimeraz II holoenzim komplex tisztitdsa kapcsan (Spahr és
mtsi, 2000, 2001), ahol szamos S. cerevisiae Mediator alegység homologjat azonositottak,

koztiik a sepl5p proteint (Spahr és mtsi, 2001). pmc6 néven azonositottak egy olyan, mas
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fajok fehérjéihez nem hasonlito alegységet is, amelynek szekvencidja megegyezik a sepl1p-
nel.

Ez az eredmény és a korabban emlitett hasonlosag a seplOp és egy emberi Medidtor al-
egység (hsohl) kozott alatamasztja elképzelésiinket és Osszhangban van eredményeinkkel
(Grallert ¢és mtsi, 1999, Zilahi és mtsi, 2000a; valamint a doktori munkéban ismertetett ered-
mények), miszerint a sepl] géntermék a sepl0 géntermékkel valamint a korabban jellemzett
sepl5 gén termékével szoros kolesonhatasban fejtik ki funkcidjukat. A szoros koélcsonhatas
bizonyitéka, hogy a sep15p és sepl1p proteinek a S. pombe Mediator komplexének alegysé-
gei.

Erdekes médon azonban a sepl0p nem talalhato a Mediator komplexben (Spahr és mtsi,
2000, 2001), ami jelentheti azt, hogy nem asszocialodik szorosan a komplexhez, igy a tisztitas
soran elvész és nem detektalhato. Lehetséges azonban egy olyan magyarazat is, miszerint a
seplOp altalanosabb funkciot tolt be a transzkripcid szabalyozasdban. Kovetkezésképpen
nemcsak a Mediator komplexhez kapcsolodhat, hanem mas szabalyoz6 komplexekhez is. Ezt
tobb adat tdmaszthatja ald. Egyrészt a seplOp human homoldogja (hsohl) része a human
Mediator komplexnek (SMCC, Gu és mtsi, 1999). Masrészt azonban a S. cerevisiae homolog-
ja (SOH1) nem alegysége a S. cerevisiae Mediator komplexnek, viszont az SOHI gén termé-
ke genetikai kodlcsonhatasban van a HPRI génnel, amelynek terméke egy a Mediatortol fiig-
getleniil 1étezd transzkripcios komplex tagja (Chang és Jachning, 1997). Tovabba az SOH1
protein az altaldnos transzkripcios apparatus tobb tagjaval is mutat kdlcsonhatast (az RNS
polimeraz II két alegységével valamint a TFIIB altaldnos transzkripcios faktorral) (Fan és
mtsi, 1996). Mindezek alapjan feltételezik, hogy az SOH1 proteinnek a Mediator komplex és
egyéb transzkripcios komplexek RNS polimerazhoz vald kapcsolasaban lehet szerepe, ami
sziikséges a gén vagy géncsoport specifikus transzkripcios faktoroktol szarmazo szabalyozasi
szignalok tovabbitasahoz (Gu és mtsi, 1999). Hasonlo szerepet tulajdonitanak a hsohl-nek is
(Gu és mtsi, 1999), igy feltételezhetjiik, hogy a sep10p-nek is lehet ilyen szerepe.

A seplOp altalanosabb szerepét alatdmaszthatja az a tény is, hogy a seplOp nagyfoku
homoloégiat mutat hipotetikus novényi (O. sativa oseplOp és A. Taliana aseplOp, 15.4bra)
proteinekkel. A homoldgia mindenképpen szignifikansnak tiinik, ami jelzi, hogy valosagos
homologiarol lehet szo. Az irodalomban ezidaig nem ismertek a Mediator komplex tagjainak

névényi homoldgjai, ami felveti a lehetdségét annak, hogy a Mediator komplex nem ndvényi
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evolucios ,,talalmany” lehet. A sepl0p esetén talalt novényi homoldgok tehat tovabb valdszi-
nisitik, hogy a sep10p-nek altalanosabb szerepe lehet a transzkripcioban és a ndvényi homo-
ban jatszhatnak szerepet. Ezt megerdsitd vagy cafold kisérletes eredményt természetesen a
megfeleld proteinek funkcidjanak részletes analizise szolgaltathat. Mindent Osszevetve tehat
bizonyos, hogy a sepllp a S. pombe Mediator komplex tagjaként mig a sep10p feltehetéen a
Mediator komplexhez is kapcsolodo, de annal szélesebb és altalanosabb funkcidt betdltve
vesz részt a transzkripcid szabalyozasaban. A kulcskérdés természetesen az, hogy az altaluk
szabalyozott gének milyen folyamatokban vehetnek részt a sejtben?

Sokat segitene, ha ismernénk a Mediator altal szabalyozott géneket mas fajokban. Az ed-
A legtobbet a S. cerevisiae Mediator alegységek mutéacidja soran kialakuld defektusokrol
tudunk. A 20 alegységbdl allo S. cerevisiae Mediator komplex tobb alegységének mutacioi
okoznak kiilonboz6é fenotipusokat. Nagy résziik letalitast okoz (Myers és Kornberg, 2000),
jelezve, hogy a komplex esszencialis géncsoportok transzkripcidjanak szabalyozasaban is
részt vesz. A letalitds viszont megneheziti a genetikai alapt vizsgalatokat. A egyik nem esz-
szencialis alegység a MEDG6. Mutdcidja hatasara tobbek kozott lecsokken a parosodasi
feromonok transzkripcioja, jelezve, hogy a S. cerevisiae Mediator komplexnek is lehet szere-
pe ivari differencialodasi folyamatok szabalyozasaban (Myers és Kornberg, 2000). Természe-
tesen valoszinisithetd, hogy amennyiben van is lényeges funkcionalis hasonlosag a S. pombe
és S. cerevisiae Mediator egységek kozott, nem feltétleniil hasonld alegységek feleldsek
mindkét fajban a hasonld géncsoportok megfeleld transzkripcidjanak biztositasaért. Az emld-
alegység inaktivacioja egerekben stlyos fejlodési rendellenességekhez, illetve embrionalis
letalitashoz vezet, ami valoszinilileg a sejtosztodasi ciklus zavaraira vezethetd vissza (Ito és
Roeder, 2001). Ez az eredmény arra utal, hogy a Mediator komplex emldsokben is részt vesz
a sejtciklus szabalyozasaban. Kovetkezésképpen a sepl0, sepll, sepl5 gének szerepe a sejt-
o0sztodas iranyitdsaban nem példanélkiili kuriézum.

A sepl0 és sepll gének funkcidjanak elemzése is hozzajarul a Mediator komplex funk-
cidinak megértéséhez. Ezek alapjan gy tinik, hogy a seplOp mas folyamatokban jatszhat

szerepet, mint az SOH1 protein. A sep/0 gén mutacidja zavarokat okoz a citokinezisben és az
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ivari differencidlodasban (Grallert és mtsi, 1999). Az SOHI1 gén mutacidja nem okoz kiilons-
sebb problémakat a sejt életében, viszont fokozza a mitotikus rekombinacié mértékét (Fan és
mtsi, 1994). A sepl10 mutécidja ezzel szemben nem befolyasolja a mitotikus rekombinaciot.
Az SOHI protein kolcsonhat a DNS javité mechanizmusokban szerepet jatszo proteinekkel
(Fan és mtsi 1996). Munkéank ugyan nem terjedt ki hasonlé kolcsonhatasok vizsgalatara, de
megallapitottuk, hogy a sepl0-412 mutacido nem noveli a sejtek érzékenységét mutagén hata-
sokra.

A sepllp esetén a homologok hianya megakadalyozza a funkcidt érint6 tovabbi spekula-
cidkat, azonban az a tény hogy a sepl5p-hez hasonloan a S. pombe Mediator komplex tagja,
lehetéségét annak, hogy a sepllp, sepl5p géntermékek a Mediator komplex részeként, vala-
mint a sep10p azzal (is) kolcsonhatasban a citokinezis és az ivari differencidlodas folyamatai-
nak szabalyozasaban is részt vehet.

A sepl0 és sepll gének kiilon-kiilon torténd inaktivacidja életképes mutansokat eredmé-
nyezett, ami jelzi, hogy sem a sepl0p sem a sepl1p nem fejtenek ki esszencialis funkciot a
sejtben. Hozza kell tenni, hogy az SOH1 gén inaktivacidja sem jar letalitassal (Fan és mitsi,
1994). Erdekes modon a sepl5 gén teljes inaktivalasa letalitast okoz a S. pombe sejtekben
(Zilahi és mtsi, 2000) hasonléan S. cerevisiae homologjanak (MEDS) inaktivacidjahoz
(Myers és Kornberg, 2000). Ez a genetikai eredmény jelzi, hogy a Mediator komplexben
résztvevo sepl5p és sepl1p némileg eltérd folyamatokban is résztvehetnek, ami 0sszhangban
van azzal az elképzeléssel miszerint a Mediator komplex egyes részei funkcionalis alegysé-
gekként miikddhetnek (Hampsey és Reinberg, 1999) és eltérd specifikus transzkripcios fakto-
rokkal hathatnak kolcson.

Mindazonaltal ugy a sepll mint a sepl0 gén inaktivacidja magasabb hémérsékleten mar
letalitast okoz, ami jelzi, hogy mindkét gén olyan gének transzkripcidjara is hat, amelyek
esszencialisak magasabb homérsékleten. Tovabba lehetséges, hogy a target gének termékei
csak magasabb hémérsékleten valnak esszencidlissad. A gének egyiittes inaktivalasakor az
egyszeres mutansoknak megfeleld permissziv hdmérsékleten is kialakulé letalitas viszont arra
utal, hogy a sepllp és sepl0p altal szabalyozott géncsoportok transzkripcidjanak szimultan

elmaraddsa mar alacsonyabb homérsékleten sem toleralhat6 a sejt szamdara. Ez a funkcionalis
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atfedés a szakirodalom szerint jellemzé a Mediator komplex és az altalanos transzkripcios
apparatus tagjaira (Malik és Roeder, 2000).

A funkcionalis atfedésre utal az is, hogy mindkét gén mutacidja okoz sterilitast. Mindkét
gén mutacioja az ivari differenciadlodas kdzponti pozitiv regulatora, a stel ] gén transzkripcio-
ja aktivalasanak elmaradésat okozza, ismételten alatamasztva azt a fenti hangstlyozott elkép-
zelést, miszerint a sep10p és sepl1p transzkripcios regulatorokként mitkodnek. A stell gén
aktivacidjanak elmaradasa mindkét mutansban jelzi, hogy a két géntermék hasonld formaban
feltehetéen kozvetve befolyasolja a differencialodasi folyamatokat, igy egyik target génjiik
bizonyosan a stell. Azonban a két sep gén mutécidi és azok teljes inaktivacidja eltéréen
engedi az ivari differencialodasi folyamatok végrehajtasat a stel 1p protein taltermelésekor. A
sepl0 sejtekben a stellp tiltermelése lehetove teszi a konjugacio €s valdsziniileg a meidzis
folyamatanak helyes végrehajtasat, megmutatva, hogy a sepl0 sejtek esetében korabban
tapasztalt konjugécios defektus (Grallert és mtsi, 1999) hatterében a stel// gén aktivacidjanak
elmaradasa all. A sepll” sejtekben azonban a stellp taltermelése nem képes a konjugacio
helyreallitasara. Ez azt jelzi, hogy ugyan mind a sep0, mind pedig a sepl1 génnek van hata-
sa a stell gén aktivaciojara, a sepllp-nek feltehetbleg a stellp funkcidjanak kifejtéséhez
sziikséges egyéb géntermékek génjeinek transzkripcidjaban és/vagy a stel I-t6] fiiggetleniil,
ahhoz képest idében késébb mitkodo gének szabalyozasaban is lehet szerepe.

A sepl0 gén esetén a stel Ip tultermeltetése ugyan teljes mértékben visszaallitja a konju-
gacids képességet, azonban csak abnormalis aszkuszok kialakulasat teszi lehetévé. Ugyanez
figyelhet6 meg a sepl] esetében is, de csak nagyon kis mértékben. Ez jelzi, hogy mind a
sep10p, mind a sepl1p proteineknek a stell gén aktivaciojan kivil szerepiik lehet a meidzis
illetve az azt kdvetd sporaképzéshez sziikséges gének aktivaciojaban is. A sporaképzés génje-
inek szabalyozasardl a S. pombe-ban még nagyon keveset tudunk.

Osszeségében elmondhatjuk, hogy jelenleg a sepl5 (Zilahi és mtsi, 2000a) és a doktori
munka részét képezd sepl0 és sepll gének az els6 harom gén S. pombe-ban, amelyek leheto-
vé teszik a Mediator komplex és a sepl0 esetében anndl szélesebb funkcioval rendelkez6
transzkripcios komplexek feladatainak vizsgalatat. Részletes tanulmanyozasuk hozzajarulhat
a citokinezis valamint az ivari differencialédas szabalyozasi folyamatainak jobb megértésé-
hez. A S. pombe genomjanak teljes szekvencidja ma mar rendelkezésre all (Wood és mtsi,

2002), igy az egész genomot feloleld expresszids vizsgalatokra alkalmas DNS chipek is ha-
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marosan hozzaférhetové valhatnak, ami természetesen megnyitja az utat a transzkripcids
regulatorok target génjeinek kereséséhez és azok funkcidjanak feltarasdhoz. Reményeinek
szerint a kdzeljovoben modunk lesz arra, hogy ezzel a modszerrel megkeressiik a dolgozatban
leirt két gén altal szabalyozott géneket.

Az eredmények azt is megmutattdk, hogy az eddig jellemzett sep gének egy kolcsonhato
szabalyozasi halozat elemei lehetnek, igy tovabbi sep gének klonozasa, valamint a mar ismert
sep gének kozotti kolesonhatasok vizsgalata hozzajarulhat a feltételezett szabalyozasi haldzat

tovabbi megismeréséhez, és ezen keresztiil a citokinezis szabalyozasanak jobb megértéséhez.
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7. OSSZEFOGLALAS

Eukariota sejtekben a sejtosztodas folyamatainak dsszehangolasat és helyes végrehajtasat
a sejtciklus eseményei iranyitjak. A benne szerepet jatszo gének mutacidi a sejtfolyamatok
kéarosodasahoz vezetnek, ami emberben rakos daganatok kialakulasat eredményezheti. Ezért a
sejtciklus folyamatainak megértése a biologiai kutatdsok egyik fontos problematikaja volt és
ma is az. Az utdbbi években jelentds 1épések torténtek a sejtciklus egyes részfolyamatainak
megismerésére - igy a G2/M 4atmenet szabalyozasanak kulcsfontossagi molekuldi mara is-
mertté valtak. Azonban a sejtciklusban szerepet jatszo gének sokasagdrdl és szabalyozasi
halézataik szerepérol kevés ismerettel rendelkeziink.

A sejtciklus eseményei konzervativ modon jatszodnak le, és az eddigi eredmények azt su-
galljak, hogy azok szabalyozasa is hasonld sémat kdvet az eukaridta fajokban. Ezért a sejtcik-
lus kutatasok soran fontos szerepet kapnak a modellszervezetek. Az egyik jelentds modell a
sejtciklus kutatasaban az egyszeri eukaridta Schizosaccharomyces pombe, amely szamos
elényods tulajdonsaga miatt alkalmas a sejtciklus egyes eseményeinek legfoképpen genetikai
jellegli megkozelitésére. Ennek megfelelen a S. pombe kivaldo modellszervezetnek bizonyult
a sejtciklus utolsd eseményének, a citokinezisnek a vizsgalatara is. A S. pombe sejtek
citokinezise hasonld az allati sejtek citokineziséhez, azonban a ndvényi sejtekre jellemzo
vonasokat is hordoz. A citokinezis soran a sejt kézepén medialis gylri képz6édik, majd a
mitdzis utan a gylrli 0sszehuzddik, leflizve a citoplazmat, ezzel elvalasztva két leanysejtet.
Ezutan a leflizés helyére sejtfalanyagot tartalmazo elsédleges szeptum, annak két oldalara
pedig masodlagos szeptumok szintetizalédnak. A tényleges szétvalas feltehetdleg az elsddle-
ges szeptum feloldasaval torténik. Szamos gént azonositottak, amelyek valamilyen szerepet
jatszanak a citokinezis folyamataban, igy a medidlis gytrii felépitésében és a szeptum szinté-
zisének iniciacidjaban, azonban a szeptum felolddsadnak folyamatarol és annak szabalyozasa-
ol keveset tudunk.

A Debreceni Egyetem Genetikai és Molekularis Bioldgiai tanszékének munkatarsai izolal-
tak szeptum feloldasaban sériilt mutansokat, amelyeket sep (separation) mutansoknak nevez-
tek el. A mutansok egy nagy csoportjanak genetikai és citologiai vizsgalata megmutatta, hogy
a gének mutacioi kozvetett modon hatnak a citokinezisre és egyéb sejtfolyamatokat, mint az

ivari differencialodas is érintenek, jelezve, hogy a géntermékek egy széleskorii szabalyozasi
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halozat elemei lehetnek. Ennek megfeleléen a mar molekularis modszerekkel is jellemzett
sepl5 gén transzkripcids regulator funkcidval rendelkezo proteint kodol.

A doktori munkaban bemutatott kutatas soran két tovabbi sep gén, a sepl0 és sepll gének
molekuldris jellemzését végeztiik el, a gének klonozasan és funkcidinak elemzésén keresztiil.
A sepl0 gén klonozéasa és szekvenalasa és a szekvencia homoldgia vizsgalata megmutatta,
hogy a seplOp egy konzervativ, feltehetGen transzkripcidoban szerepet jatszo proteint kodol,
amelynek Homo sapiens homologja (hsohl protein) egy az eukaridtakban a kozelmultban
felismert Mediator komplex tagja, és S. cerevisiae homologja (SOHI1 protein) a Mediator
komplex-szel kdlcsonhato altalanosabb transzkripcios regulator szerepet betolté molekula. A
sepll gén klonozasa és szekvendlasa megmutatta, hogy a gén harom intront tartalmaz, és a
sepl1p nem mutat homoldgiat jellemzett vagy nem jellemzett proteinekkel.

A Mediator komplex sziikséges a szabalyozott transzkripcidhoz, rajta keresztiil keriilnek a
szabalyozasi szignalok (aktivacio, represszid) a gén vagy géncsoport specifikus transzkripcios
faktorokrdl a transzkripciot végzo altalanos transzkripcios apparatusra. Ennek tiikrében érthe-
t6 a sepl0 illetve sepll gének mutacidja esetén megfigyelhetd sokrétli fenotipus. A Mediator
komplex-et S. pombe-ban is sikeriilt biokémiai modszerekkel tisztitani. Az identifikalt alegy-
ségek kozott megtalalhato a korabban leirt sepl5p valamint a homologiat nem mutatd sepllp
is. Ez az eredmény alatamasztja a sepl0 és sepll gének mutacidja soran kialakuld
fenotipusos hasonlosagokat, vagyis a sepl1p kdlcsonhatasban a sep10p proteinnel feltehetéen
a citokinezis és az ivari differencialodas transzkripcids szintii szabalyozasaban vesz részt.

Vizsgalataink soran kimutattuk, hogy a sep0 gén terméke nagy bizonyossaggal mas tipu-
su szabalyozasi folyamatokban jatszik szerepet, mint az SOH1, hiszen a sep/0 mutacidja az
SOH1-t6l eltéréen nem nodveli a mitotikus rekombinacié mértékét, és nem mutat érzékenysé-
get mutagén kezelésekre, igy feltehetéen nem vesz részt az SOH1-161 feltételezett transzkrip-
cidhoz kapcsolt rekombinacios, illetve DNS javitasi folyamatokban.

Elvégeztiik a sepl0 és sepll gének teljes inaktivacidjat, ami kimutatta, hogy a gének nem
esszencialisak a sejt szamara, szonban magasabb homérsékleten mar sziikségesek, ami jelzi,
hogy feltehetden olyan gének transzkripcidjaban jatszhatnak szerepet, amelyek csak maga-
sabb hémérsékleten létfontossaguak a sejt szamara. Ha a sejtben mindkét gént teljesen

inaktivaljuk, akkor az letalitast okoz alacsony homérsékleten is, jelezve, hogy a sepl0 és
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sepll géntermékek altal szabalyozott géncsoportok egyiittes inaktivalasa mar halalos. Ezek a
géncsoportok valosziniileg atfedik egymast.

A sepl0 és sepll gének ivari differencidlodasban jatszott szerepével kapcsolatban kide-
riilt, hogy mindkét gén sziikséges a stel ! altal kodolt pozitiv differencialodasi regulator mii-
kodéséhez, igy a stell asepl0 és sepll gének egyik lehetséges targetje. A stellp tultermelte-
tése azonban csak sepl(0 esetben allitotta vissza a helyes differencialodasi folyamatokat,
sepll” esetben nem, jelezve, hogy a sepllp a stel/l gén aktivaciojan kiviil egyéb mddon is
befolyasolja stel 1p vagy targetjei miikodését.

A doktori értékezésben osszefoglalt eredmények kimutattak, hogy a sepl0 és sepl1 gének
nagy valoszinliséggel transzkripcidos regulator proteineket kodolnak, szerepiik van a
citokinezis illetve egyes ivari differencialodasi folyamatok szabalyozasaban, valamint egyik
lehetséges target génjiik a ste//. A tovabbi kutatomunka célkitlizései kozott a seplOp és
sepllp szerepének tovabbi vizsgalata szerepel, Gjabb target gének megismerésével. A sep
géncsalad tovabbi tagjainak molekularis elemezése is hozzajarulhat a sejtfolyamatokban sze-
repet jatszo és az eddigi eredmények alapjan szorosan egyiittmiikddo sep génekbdl allo szaba-

lyozasi halozat megismeréséhez.
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8. SUMMARY

Cell division in eukaryotic cells is accomplished and maintained by a series of tightly
regulated events, the cell cycle, which is believed to express its activity through several hun-
dreds of genes and subsequent proteins and their interacting regulatory networks. Mutations
of genes implicated in cell cycle result in impairment of correct progression of cell division,
thus can lead to cancer in humans. Therefore understanding the processes and control of cell
cycle has been a major task for biological research to solve.

In the past thirty years, considerable advances have been made to reveal the key processes
of cell cycle, leading to the recognition of pivotal molecules that control G1/S and G2/M
progression. These achievements were honoured by the Nobel price in 2001. In spite of that
discovery, little is known about the myriad of genes required for cell cycle and about their
interactions.

The above discovery has pointed out that events and key molecules in cell cycle are con-
servative, and acting in a similar manner in a broad spectrum of species. Consequently, model
systems applied extensively in biology are also important for cell cycle research. Yeasts have
been emerged as key model organisms for studying the processes and control of cell cycle,
and enormously contributed to the above-mentioned exploration.

One of the two major yeast models is Schizosaccharomyces pombe, which is highly suit-
able to cell cycle research, mainly because of its mode of cell division and amenability to
genetics, cell and molecular biology. S. pombe has also proved to be a good model for study-
ing cytokinesis, the physical division of one cell into two, which is the last step in the cell
division cycle.

Cytokinesis in S. pombe is executed analogically to mammalian cytokinesis, but it also
has properties similar to those of plant cell division. As mitosis is initiated, a medial ring
consisting of actin, myosin and a number of associated proteins is assembled at the midline.
After mitosis is completed, the ring constricts and gradually pulls the cytoplasm toward the
midpoint, physically separating the daughter cells. As the ring is constricting, a primary divi-
sion septum containing cell wall material is synthesised to the space, appearing between the
cells membrane and the cell wall. Later two lateral layers known as secondary septa are also
added. The actual physical division is accomplished by the degradation of the primary sep-

tum. A considerable number of genes were identified to participate in the assembly of the
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medial ring and in the initiation of septum formation, but little is known about the process and
regulation of septum dissolution.

Mutants were isolated at the Department of Genetics and Molecular Biology, University
of Debrecen, affecting the process of septum degradation. Since the mutants were cell separa-
tion defective, they were named sep (separation) mutants. The genetic analysis of the large
number of mutants revealed 16 novel genes, implicated in the process of septum dissolution.
The sep genes can be divided into a few subgroups. Subsequent genetic and cytological
analysis of the mutant phenotype of a large subgroup containing eleven mutants revealed that
they have impact on sexual differentiation besides cytokinesis and exhibit complex pheno-
types. This finding indicated that the involvement of these genes in cytokinesis is indirect,
and they might participate in a regulatory network affecting the control and execution of
several important cell cycle events. Accordingly, the first gene cloned form the subgroup,
sepl5, turned out to encode a homologue of a subunit of the Mediator complex, which is
involved in transcription regulation (see below). To further explore the function of the sep
genes, this Ph.D research project was aimed to clone two other genes from the eleven, sepl0
and sep! 1, and characterise their roles and possible interactions.

Cloning and sequencing of sep/0 revealed that it encodes an intronless, conservative pro-
tein, which exhibits significant (more than 50% identity) sequence homology to known and
unknown proteins from a wide variety of organisms, including yeast (S. cerevisiae), mouse
and human. The two characterised homologous proteins are involved in transcription. The
human homologue (hsohl) is a subunit of a transcription complex called Mediator and the
yeast homologue (SOH1) is also interacts with a transcription complex and exhibits transcrip-
tion regulator activity. This finding is consistent with the anticipation that this subgroup of
sep genes is possibly involved in a regulatory network, coupling gene regulation to the correct
accomplishment of cytokinesis and other processes. Cloning of sep// disclosed that the gene
has three introns and its putative product shows no homology to known or yet uncharacterised
proteins, thus providing no information on its possible function. Nevertheless, the sep/1-556
mutant’s phenotype and other experimental data suggest that it may have similar function to
that of sep10.

The Mediator complex was first identified in S. cerevisiae, and is required for signal trans-

fer from sequence specific transcription regulators to the basic transcription apparatus consist-
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ing of RNA polymerase II and general transcription factors. This implies that its major role is
to regulate transcription of subsets of genes, whose activation or repression signals depend on
specific transcription activators or repressors.

Functional homologues of the S. cerevisiae Mediator were recently identified in mouse
and human, indicating that this manner of gene regulation is much more conservative among
species than previously anticipated. The Mediator complex was very recently identified also
in S. pombe. Product of sepl5, cloned earlier, was found as subunit of the complex, and
sepl1p was also recognised as subunit. This result confirmed the previous conception that the
sep genes may participate in a regulatory network in the correct regulation of cytokinesis and
sexual differentiation. Furthermore, it also favours that sepl1p has transcriptional regulatory
role possibly similar to that of sep10p.

During the Ph.D project, it was shown that processes, in which the S. cerevisiae homo-
logue of sepl0, SOH1 is involved, are most probably different from mechanisms that require
sep10p. Unlike SOH1, mutation of sep10 did not increase the mitotic recombination between
direct repeats and did not show sensitivity to mutagenes, thus it is unlikely that sepl0 is in-
volved in transcription-coupled recombination events and DNA repair, as is thought about
SOHI1, but suggests the involvement of sep10p in transcription regulation of cytokinesis and
sexual differentiation.

Disruptions of both genes were also carried out, which resulted in no lethality, indicating
that neither sep 10 nor sepl1 is essential for cell viability. Interestingly, the cells require sep0
and sepl/ at higher temperatures, as the disruptants are unable to grow at higher tempera-
tures, indicating that they may be implicated in regulation of genes that become essential at
higher temperatures. Inactivation of both genes in the same cell was also accomplished, and
resulted in lethality at all temperatures, suggesting that the simultaneous inadequate transcrip-
tion of the sets of genes controlled by these genes can not be tolerated at any temperatures.

In studying the role of sep/0 and sep!! in sexual differentiation, we obtained results sug-
gesting that the major defect of sexual differentiation in sep/0 and sep!/ mutants is the omis-
sion of activation of the transcription of stell, a positive regulator of differentiation, whose
activation normally occurs after commitment to sexual development. This result suggested
that both sep10p and sepl1p participate in the correct activation of ste/1. We also revealed

that lack of stell activation in sep/0 cells can be substituted by overproducing stel1p, indi-

75



cating that the possible major role of sep/0 in sexual differentiation is the indirect regulation
of stell activity. On the contrary, the overproduction of ste// has no suppression effect on
defects of sexual differentiation in sepl1’, suggesting that sepl1p performs roles not only in
stel I activation, but possibly in other downstream processes in sexual development.

All above-mentioned results seem to corroborate the hypothesis that sep/0 and sepl en-
code transcription regulators. sepl1p is part of the Mediator complex. Both proteins perform
regulatory roles in cytokinesis and sexual differentiation. One of their target gene is stell,
whose transcription is influenced probably indirectly.

Further research is necessary to explore the roles of sep/0 and sepl1 in the regulation of
cytokinesis and differentiation by identifying other target genes (utilizing the soon-available
DNA microarrays). Cloning and characterisation of the hitherto uncloned sep genes and
studying the genetic and biochemical interactions of sep/0 and sep!] with the already cloned
sepl5 would also contribute to a better understanding of the regulatory network that seems to

control cell separation and sexual differentiation in S. pombe.
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