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2. year:
Az elért eredmények rovid ismertetése:

A tervezett kutatas f6 célja a kutatocsoport altal korabban leirt polifunkcionalis sep gének
funkcionalis analizise volt a Schizosaccharomyces pombe nevii egysejtesen szaporodo
élesztéfajban. A sep génekben bekdvetkezett mutaciok hatasara a sejtek elvesztik azt a
képességiiket, hogy a citokinezis végén egymastdl elvaljanak és hifara emlékezteto
sejtlancokat hoznak létre. A mutansok tébbsége azonban nem csak szeparacios defektusokkal
rendelkezett, hanem fokozottan érzékennyé valt bizonyos stresszhatasokra és elvesztette a
szexudlis konjugacid képességét is. A komplex fenotipusok alapjan feltételezhet6 volt, hogy a
gének altal kddolt fehérjék tobbféle funkciot is ellatnak a sejten beldl. A jelenlegi palyazat
keretében a sepl és sepl5 gének analizisének folytatasa, valamint a mar klonozott, de meg
részletesebben nem vizsgalt sep9, sepl10 és sepll gének funkcidinak keresése valdsult meg.

Az elérendé célt hat, egymassal atfedo részfeladat keretében valdsitottak meg. A legfontosabb
eredmények az aladbbiakban foglalhatok dssze.

1. A sepl gén altal kodolt forkhead-tipust transzkripcios faktor regulacios szerepének jobb
megismerése. A transzkripcios faktorok a citoplazmaban szintetizalodnak, de a sejtmagban
fejtik ki hatasukat, ahol a celgének miikbdeset szabalyozzak. Amennyiben a miikddésukre
nics allanddan sziikség, aktivitasuk idozitése tobbféle modon is torténhet. Egyik lehetség a
transzkripcids szintii szabalyozas. Ebben az esetben a faktort kddolo gén csak akkor kertl
atirdsra, amikor a faktorra szikseg van. A sepl-nél ez a lehet6ség kizéarhatd, mivel a sepl
MRNS konstitutivan termelédik a sejtben. Valdszinibbnek tinik a poszttranszkripcids-
poszttranszlacios szabalyozas. Itt is tobbféle lehetéségggel lehet szdmolni. Szamos
transzkripcids faktor a citoplazmaban tartozkodik és csak akkor kertil be a magba, amikor
szlikség van a mitkodésére. Ennek a lehetéségnek a vizsgalata érdekében a sepl gént
expresszids vektorba helyezték, ahol fuzionaltattdk GFP és HA tag-ekkel. Mindkét tag
felhasznalhat6 a vele 6sszeépitett fehérje nyomonkdvetésére. A GFP fluoreszkalova teszi a
fehérjet, amitol az a sejtrész fog fluoreszkalni a fluoreszcens mikroszkopban, amelyben
felhalmozddik a fehérje. A HA ugyan nem fluoreszkal, de a hozza specifikusan k6todo
antitest kepes fluoreszkalni. A két modszer alkalmazasa azonos eredmenyhez vezetett: a
Seplp fehérje a sejtmagban halmozodik fel. A sejtciklus minden fazisaban jelen van a
magban és a mennyisége lényegében azonos. Tehat a miikddését nem a citoplazma-mag
kozotti transzport szabalyozza. Tekintettel arra, hogy a Seplp aktivitasara csak az M-fazis
Végén, a citokinezis soran van sziikség, fel kell tételezni, hogy legalabb kétféle magi forméaja
lehetséges, amelyek kozil csak az egyik lehet aktiv. Sok fehérje aktivitasa a foszforilaltsagi
allapotatdl fligg. Valoszintileg a Sepl esetében is errél lehet sz6. A szekvencia elemzése
ugyanis szamos potencialis foszforilalasi helyet mutatott ki, kozottik olyat is, amelyet a
sejtciklus szabalyozasaban kdzponti szerepet jatszd Cdc2p kindz ismer fel. Ezzel az
eredmeénnyel teljes 6sszhangban sikerlt is identifikalni egy foszforilalt és egy foszforilalatlan
valtozatot a Seplp fehérjébdl a sejteken beliil. S6t kiderult, hogy a foszforilalt llapot csak a
mitozis tajan mutathato ki. Mindezek alapjan nagyon val6szintnek latszik, hogy a Seplp
transzkripcids faktor egy foszfoprotein, amely a foszforilalassal valik aktivva az M-fazis
elején. Ennek egyértelmii bizonyitasa érdekében elkezdddtek azok a vizsgalatok, amelyek in-
vitro mutagenezissel megszintetik a potencialis foszforilalasi helyeket. A konstrukciok egy
része elkészilt és folyamatban vannak a tesztelések. Ezek a kisérletek viszont mar nem
képezték a jelenlegi OTKA palyazat targyat. Szilagyi Zsolt ifjusagi palyazata keretében
kerlilnek befejezésre a kozeljovoben.

A fenti vizsgalatokkal parhuzamosan elindult a Seplp targetjeinek a keresése. Spanyol
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egylttmukodés keretében elvégzett genomszintii transzkripcids profiling (c-DNS microarray)
segitségével sikerilt kimutatni, hogy a Seplp egyik targetje az ace2 gén, ami szintén
transzkripcids faktort kodol. Az ace2 mutans transzkripcios profilingja hét olyan gént
identifikalt, amelyek atirdsdhoz szikséges az Ace2p: adgl, adg2, adg3, cfh4, agnl, engl és
mid2. Elkészult valamennyi gén delécidja is. A delécios mutansok fenotipusa alapjan
megallapithato volt, hogy a sejtszeparaciohoz elsésorban az Agnlp és és az Englp szlikséges.
Az el6bbi a-glukanéz, az utébbi pedig B-glukanaz. Szerepik lényege az, hogy részlegesen
feloldjak az utddsejtek kdzotti szeptum illetve sejtfal anyagat, amitél az utodsejtek fizikailag
elvalnak egymastol. A spanyol parnerrel kozdsen publikalt kozleményben szamos tovabbi
értékes adat szerepel a két glukanaz sejten beltili mozgasarol, de azok a kisérletek nem
tartoznak a jelenlegi palyazat témakdrébe és nagyrésziket a spanyol partner végezte el.

2. A sepl0 eés sepll gének molekuléris jellemzése. Korabbi munkéja soran a kutatocsoport
mindkeét gent klonozta, szekvenalta és hasonldsagot mutatott ki a kodolt fehérjek és mas
fajokban talalhato fehérjék kozott. Az utébbiak a Mediator komplexek részei voltak. A
Mediator egy olyan, sok alegységbél allo transzkripcids regulator, amely kapcsolatot hoz létre
a genspecifikus transzkripcios faktorok és a Polimeréaz 11 komplexe kozétt. A hasonldséag
alapjan feltételezhet6 volt, hogy a Sep10p és a Sepllp fehérjék a S. pombe-ben miikddo
Mediator alegységei lehetnek. A debreceni vizsgalatokkal parhuzamosan egy svéd
laboratériumnak sikertlt izolalnia a Mediatort ebbél a fajbol és az alegységei k6zott meg is
talalta gy a Sep10p-t mint a Sep11p-t. Debrecenben idékozben sikeriilt mindkét gén esetében
elvégezni a génmegszakitast. Egyik gén sem bizonyult esszencialisnak, mivel a megszakitasos
alleleik nem voltak letélis hatdstak. Létrehoztak tultermeléses konstrukciokat is
szabalyozhat6an miikddtetheté nmt promotert hordozo6 plazmidon. Egyik fehérje tdltermelése
sem okozott fenotipusos valtozasokat. Ebbél arra lehetett kdvetkeztetni, hogy egyik
fehérjének sincs aktivitdsa oGnmagaban. Szerepiiket csakis mas fehérjékkel 6sszekapcsolodva
(pl a Mediatoron belil) fejtik ki, és ha a kapcsolddo partnerek nincsenek taltermelve, akkor
nem varhato fenotipusos valtozas.A sep10-bél Iétrehoztak delécids allélt is, amire az
alabbiakban bemutatasra kertlé transzkripcios profiling-hoz volt szlikség.

3. A sepl5 gén tovabbi molekularis elemzése. Ez a gén is Mediator-alegységet kodol, de a
szerepe fontosabbnak tiinik mint a méasik két Mediator-alegységet kodoléé. Korabbi
vizsgélatai alapjan a kutatocsoport szamara mar ismert volt, hogy a gén teljes inaktivalasa
halélos a sejtre. Viszont rendelkeztek olyan mutansokkal, amelyek életképesek voltak.
Valdszintinek latszott, hogy ezekben a mutansokban csak részleges funkciovesztés
kovetkezett be. Ennek kideritése érdekében amplifikaltak az egyik homerséklet-érzékeny
allelt és meghataroztak a nukleotidsorrendjét. Kiderilt, hogy egyetlen pontmutéciot
tartalmazott az els6é exon-intron hataron. A mutacié helyebdél arra lehet gondolni, hogy a
sejtben hibasan jatszddik le a splicing. RT-PCR-rel sikerilt is kimutatni kétféle sepl5 RNS-t:
intront tartalmazot és intron nélkulit. A két valtozat nagyjabol azonos mennyiségben volt
jelen. A vad tipusban csak nagyon kevés éretlen (intront tartalmaz6) RNS fordult el6. A
kapott adatokbol arra lehet kdvetkeztetni, hogy a mutans azért eletképes, mert képzédik benne
normalis Sep15 fehérje is a hibas mellett. A muténs fehérje kisebb, mint a vad tipusud, mivel
az intron bennmaradasa kereteltolodast okoz az intront kdveté exonban, aminek
kdvetkeztében egy korai stop-kodon alakul ki messze az RNS vége el6tt. A gén vad és muténs
valtozatat is megjelolték fluoreszkald GFP tag-gel, ami lathatova tette a fuzids fehérjét a
sejtben. Mind a mutans mind a vad tipusu fehérje a magban halmozodott fel, vagyis a magba
torténo transzport hatékonysagat nem befolyasolta a hibas fehérje jelenléte. A mutansban
megvizsgaltak a mag és a tubulin illetve actinvaz szervezédését. Mindharom esetben jelentds
eltéréseket figyeltek meg a normalistol, de a sejtek nem mutattak egyseges fenotipust.



Valdszintleg arrol van szo, hogy a pontatlanul mik6dé Mediator sok gén miikddesében okoz
zavart. Kozottiik természetesen azokeét is, amelyek a sejtszeparaciohoz kellenek.

4. A Sepl0 és a Sepl5 Mediator alegysegek célgénjeinek az identifikikalasa. Mas fajokbol
szarmazo adatokbol arra lehet kovetkeztetni, hogy a Mediator valdsziniileg majdnem minden
olyan gén transzkripcidjanal kézrejatszik, amelyet a Polimeraz Il ir 4. Ha a S. pombe-ben ez
lenne a helyzet, akkor barmely Mediator-alegységének a hianya nagyjabol azonos
fenotipushoz vezetne. Ezzel szemben a harom sep gén mutansai sokban kilonbdznek
egymastol. Az egyeduli kozos defektusuk a sejtszeparacio hianya. A kiilénbségeik arra
utalnak, hogy a harom fehérje eltéré géncsoportok atirasaban vesz részt. Ennek kiderétésére
transzkripcids profilinggel 6sszehasonlitottak a mutans és a vad sejtekben termel6dé mRNS
szinteket mindket gennél. A vizsgalatokhoz cDNS microarrayeket hasznaltak. Mindkét gén
mutécidja 200-at meghalado6 tovabbi gén aktivitasat valtoztatta meg, de a befolyasolt gének
zéme nem volt azonos. Az atfedés minddssze 22% volt. A sejtszaparacioban fontos szerepet
jatszd enzimeket kodol6 engl és agnl az atfed6 csoportban volt, ami megmagyarazza, hogy
miért van a sepl10 és a sepl5 genben serllt mutansoknak egyforma sejtszeparacios defektusa.
A véltozas altalaban a transzkripcié csokkentését jelentette, de voltak olyan gének is,
amelyeknél az aktivitas felfokozodott a sep gének kiiktatasat kovetéen. A kapott adatok
alapjan meglehetésen komplex kép rajzolodik ki. A Sepl10p és Sepl15p fehérjék valdsziniileg
kooaktivatorként vesznek részt a befolyasolt gének tobbsegénél. Viszont nem minden
befolyasolt génnél jatszanak kdzvetlen szerepet. Féleg azoknal a géneknél lehet kdzvetett
részvetelre gondolni, amelyek aktivitasi szintje megemelkedik, ha a sep10 vagy a sep15 gén
inaktiv. Esetlikben feltételezhet6, hogy a Sep fehérjék nem az 6 transzkripcidjukban, hanem
az 6 aktivitasukat befolyasol6 regulatorok (pl. represszorok) transzkripcidjaban vesznek részt.
A microarrayes hibridizaciokat egy angol laboratériummmal egyuttmiikddve végezték, mert
igy olcsdbban jutottak hozza a S. pombe microarrayekhez, amik akkor még nem voltak
elérhet6k kereskedelmi forgalomban. A palyazati idoszak alatt elért eredmények
tulajdonképpen tobb tavlatot nyitottak meg, mint amennyi kérdesre valaszt adtak ennél a két
génnél. A folytatas érdekében 2006-ban Gjabb tamogatasért folyamodott a kutatdécsoport az
OTKA-hoz.

5. A sep9 funkcionalis elemzése. A palyazati tamogatast megel6zéen mart siker(lt a sep9 gént
klénozni és szekvenalni. A kddolt fehérje nagyfoku hasonlésagot mutatott a Saccharomyces
cerevisiae Spt8p fehérjéjével. Az Spt8p az ugynevezett SAGA komplex része, amely feladata
a DNS “kicsomagoléasa” a hisztonbdl a transzkripciot megel6zéen. Enélkil nem valdsulhatna
meg a transzkripcio, mivel a Polimeraz Il nem férne hozza a génhez. A jelenlegi palyazat
keretében sikerilt pontosan meghatarozni a gén elejét a megfelel6 cDNS klénozasan

sikeriilt megoldani nmt promoterrel tortét fizio segitségével. Ennek nem volt semmilyen
fonotipusos hatdsa. A Saccharomyces cervisiae SPT8 genje komplementéalta a sep9 delécio
fenotipusat. Természetesen nem a sajat promotere segitségével, hanem egy S. pombe
expresszids vektorba épitve. Az SPT8 aktivitasa a S. pombe-ben jol bizonyitja, hogy az SPT8
és a sep9 egymas funkcionalis homoldgjai. Ezeknek a vizsgalatoknak az ad kiilonds
jelentéseget, hogy a S. pombe-ben mindeddig meg nem vizsgaltdk a SAGA komplex
megfelel6jét.

6. A projekt célkitiizésein fellli eredmények. A projekt céljai kozott eredetileg nem szerepelt
a S. pombe két tovabbi forkhead fehérjéjét kodolo génjének a vizsgalata. A S. pombe
genomjaban talalhat6 két olyan ORF, amelyek a sepl1-hez hasonl6an fork-head tipusi DNS-
koté doménnel rendelkez6 fehérjeket kodolnak. Felmerilt, hogy ezek a fehérjék a Seplp-hez



hasonlo funkciokkal rendelkeznek. A kérdés tisztazasa érdekében ezekbdl a génekbdol is
letrehoztak mutans alléleket. Egyik mutacié sem valtott ki jelentos sejtszeparacios hibat, de
mindketté szintetikus fenotipust okozott a sepl mutécidjaval kombinélva. Az adatokbdl arra
lehetett kdvetkeztetni, hogy ezeknek a géneknek nincs Iényeges szerepe a sejtszeparacio
szabalyozasaban, de hozzajarulhatnak a folyamat “finom” szabalyazasahoz. A jovdben
érdemes lenne ezt a vonalat is tovabb vizsgalni. Hasonloképpen terven feltl kerilt sor a
fehérjék O-mannozilaciojaban szerepet jatsz6 oma gének vizsgalatara. Erdekes mdodon ezek
mutacioja is sejtszeparacios defektusokkal jar. Egyelére nem vilagos, hogy van-e kapcsolat a
sep gének és az oma gének funkcidi kozott.

7. A fentiekben dsszefoglalt eredmények alapjan a kovetkezé model allithato fel. A Seplp
fork-head tipusu transzkripcios faktor kdzponti szerepet jatszik az M-fazis szamos
eseményének regulalasaban, tobbek kézott a sejtszeparacios gének aktivizilalasaban. Az
utobbi szerepét nem kdzvetlenil, hanem az ace2 gén szabalyozasan keresztil latja el. Az
Ace2p is egy transzkripcids faktor, amely legalabb hét olyan gén atirasahoz kell, amelyek
termékei kozvetlenil részt vesznek a szeparacios folyamatban. Az Ace2p mitkodését segitik a
Sep10p és Sepl5p Mediator-alegységek, mint transzkripcids kofaktorok. Hasonloképpen
seQité szerepe van a Sep9p-nek, ami valdszintleg egy olyan komplex része lehet, amely
hasonlit a Saccharomyces cerevisiae kromatin-atrendez6dést biztosito SAGA komplexéhez.



