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Schizosaccharomyces pombe krom-mutansok klasszikus genetikai

jellemzése




1. Bevezetés

Az €16 szervezetek szdmara bizonyos fémek vegyliletei 1étfontossaguak. Enzimek
alkotoiként a fémek nanomolos koncentracidban vannak jelen az ¢l6lényekben.

A fokozott ipari- valamint banyaszati eredetli szennyezés miatt egyes fémek koncentracioja
az ¢rintett teriileteken az €l szervezetek szamara toxikus szintet is elérheti. (Halliwell B.,
Gutteridge, M., C. 1998).

Az iparban széleskorben alkalmaznak krémvegyiileteket, amelyekben a krom legtobbszor +6-
os oxidaciods allapotban van jelen, ekkor erds karcinogén €s mutagén hatast valthat ki.
Izoléaltak azonban olyan mikroorganizmusokat, amelyek a krommal szemben rezisztenciat
mutatnak (Cervantes et al. 1999).
A kromvegyiiletek eukaridta szervezetekre gyakorolt hatdsidt laboratoriumi
koriilmények kozott modelleztiik a Schizosaccharomyces pombe hasado éleszté segitségével.
Dolgozatomban kisérleti organizmusbdl eldallitott kromtolerans mutansok klasszikus
genetikai vizsgalatat végeztem el (Moreno et al. 1991). A tetradanalizis célja részben az volt,
hogy megallapithassuk, a kromtolerancidért egy vagy tobb gén tehetd feleldssé.
A bizonyitottan egy génben sériilt, kromtolerans jelleget mutatd, uracil- illetve uracil és
leucin kettés auxotrofidt hordozo sporaklonokat transzformacids kisérletek alanyainak

valasztottuk ki.



2. Irodalmi attekintés

2.1. A Schizosaccharomyces pombe felfedezése

1893-ban Lindner irta le elsdoként a Schizosaccharomyces pombe nevi hasadé élesztot,
amelyet egy Kelet-afrikai sorbdl izolalt. Az alkoholtartalmu italt ”pombe”-nak hivtak a
helyiek, igy az ujonnan elnevezett organizmus is ezt a nevet kapta.
A Lindner altal felfedezett torzs homotallikus telepeket alkotott, amelyekbdl h™ és h™ -os
parosodasi tipusuakat egyarant talalt. A két kiilonb6zd 'mating type'-ba tartozd sejtek egyiitt
parosodasra képesek, és aszkosporakat tartalmazo aszkuszokat hozhatnak 1étre.

A késdbbiekben tobb kutat6 is izolalt kiillonb6zd hasado élesztdt a szubtropikus régid
cukortartalmu fermentacioibol. Azonban ezek az ijonnan leirt torzsek parosodasra képtelenek

voltak és igy aszkosporakat sem hoztak 1étre (Hochstenbach 1999).

2.2. A S. pombe altalanos jellemzése

2.2.1. A S. pombe rendszertani hovatartozasa

A Schizosaccharomyces pombe hasadé éleszté az aszkomycota gombak kozé tartozik.

Az ¢lesztok meglehetdsen diverz csoportot alkotnak fenotipusos jellemzoéik miatt, igy az
elmult évszazad alatt gyakran soroltdk dket Ujabb és Ujabb rendszertani csoportokba. A
legijabb kutatdsok DNS ¢és RNS szekvencia analiziseinek eredményeként azonban
megallapithatd, hogy az Ascomycetes ¢s azon beliil is az Archaeascomycetes rendszertani
kategoridkba sorolhato (1. abra).

Az Ascomycoték a legnépesebb torzsét alkotja a gombaknak, mivel az ismert fajok mintegy
30%-at soroljak ide aszkuszképzd tujajdonsaguk alapjan.
Az Ascomycota torzs tagjai aszkuszokat és ezekben aszkospordkat képezhetnek. Az
aszkosporak szama fajtol fliggden valtozik, ami a legtobb esetben aszkuszonként nyolc darab
sporat jelent.
Vegetativ allapotban az aszkomicéta fajokra altalaban a fonalas szervezddés jellemzo, ez

egyetlen sejtbdl allo egységre is redukéalodhat az élesztogombak esetében.



A torzsbe tartoz6 gombakra fermentacids képesség, illetve bizonyos masodlagos
anyagcsere-termékek kivalasztasa jellemzi. Ez utobbiak koziil az antibiotikumok, alkaloidok,
mikotoxinok a legfontosabb produktumok.

Szexudlis és aszexualis szaporoddsi forma egyarant megjelenik az aszkomycotdknal.
Ivartalan szaporodasuk hasadassal és sarjadzassal, konidiumképzéssel egyarant torténhet.
Ivaros szaporodasi format bizonyos kényszeritd hatdsokra, igy a nitrogén- és a szénforrdsra
torténd €heztetésre kezdenek.

Kisérleti alanyként a csalad egyik legismertebb faja, a Schizosaccharomyces pombe
szolgalt, amely tobb kutatasi teriilet kedvelt alanya.

A hasado ¢élesztd fiziologiai jellegzetességei miatt laboratériumban konnyen fenntarthat6 és
szaporithatd. Harom darab kromoszoémabdl all6 haploid genommal rendelkezik, ezért a

genotipusos valtozasok fenotipikusan jol nyomonkovethetdek.

Kingdom MyCOi‘a
Phylum  Ascomycota

Subphylum Archiascomycotina (Taphrinomycotina)
Class Schizosaccharomycetes
Order Schizosaccharomycetales

Family Schizosaccharomycetfaceae
Genus Schizosaccharomyces
Species 5. pombe
S. pombe var. pombe
5. pombe var. malidevorans
5. japonicus (Hasegawaea japonica)
S. japonicus var. japonicus
S. japonicus var. longobardus
S. japonicus var. versatilis
5. octosporus (Octosporomyces oclosporis)

Hemiascomycotina — — Saccharomyces — — — — — Saccharomyces
ceravisiae
) Taphrina Schizosaccharomyces
Euascomycotina pombe
Schizosaccharomyces
e ; octosporus
Ascomycota—® _ Schizosaccharomyces —| P
@ Archiascomycotina—g) .
p=% y Pneumocystis — — Sch;zpsacchammyces
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@
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Figure 2

A consensus phylogeny of fission yeasts. Times are (1) 1,200 million years ago (Ma); (2) 1,100 to 1,000 Ma; (3) 600 to 500
Ma; (4) 400 Ma; (5) 420 to 330 Ma; (6) 250 Ma. (Modified from [2.9.12-15,20].)

I. abra: Az aszkomikota gombak rendszere (Sipiczki 2000)



2.2.2. A S. pombe életciklusa

Normalis életciklusa soran a S. pombe sejtjek haploidok, ezért kromoszomaibol, s igy
génjeibdl is csupan egy példany talalhaté meg sejtenként.

Kutatasi célra a haploid sejtek jol hasznalhatoak, hiszen a domindns és recessziv jellegi
genetikai valtozasok egyarant nyomonkdvethetdek a fenotipusos megjelenés alapjan (Nasim
1989).

A haploid sejteket elsdsorban a mitotikus osztodds, mint az aszexudlis szaporodas egyik
lehetséges formdja jellemezheti. A mitézi sordn a henger alaki sejtek csucsi résziikkon
novekednek a megfeleld nagysag eléréséig. Majd az igy keletkezett anyasejt kdzépen
szeptumot noveszt, amely két utoddsejtre osztja. Az utddsejtek az osztdédas végén elvalnak
egymastol. Kedvezd koriilmények kozott a teljes sejtciklus koriilbeliil 3 o6ranyi idot vesz
igénybe.

Természetes koriilmények kozott az élesztdosejtek gyakran keriilnek tdpanyaghidnyos
kornyezetbe, amelyre a dimorfizmus jelenségével reagalnak. Ekkor a S. pombe élesztd forma
helyett pszeudohifa format képezhet, amelyben az utddsejtek az osztddas utdn egyiitt
maradnak. A pszeudohifds forma tovabb ndvekszik, az 0Osszekapcsolt sejtek szamara
Osszességében nagyobb elterjedési feliiletet engedélyez, ami megkdnnyiti szdmukra a
tapanyagok gazdasagos felvételét (Hochstenbach 1999).

A S. pombe-t az ivaros szaporodasi forma ugyancsak jellemezheti. A hasado €lesztd sejtjei

két kiilonbozd parosodasi tipussal jellemezhetdek, amelyeket h*-al és h-al jelolhetiink.
Megfeleld koriilmények kozott a két, ellentétes parosodasi tipusba tartozo sejtek konjugalnak,
amelyet sejtflizié kovet, igy a sejtek, illetve a sejtmagvak egyesiilésével diploid zigota jon
l1étre (Moreno et al. 1991).
A zigbta ezutan meiotikus osztédason megy keresztiil, melynek eredményeként egy zigotikus
aszkusz képzddik (Ill.abra). A zigotikus aszkusz négy darab haploid spodrat tartalmaz. Az
aszkuszfal szétesése utan a sporak tovabb osztodva telepeket képeznek, demonstralva ezzel a
meiozis sordn szerzett Uj tulajdonsag-kombinacidkat.

A S. pombe sejtciklusat tobb kisérletben vizsgaltak, hogy valasz kapjanak arra, mely gének
jatszanak szerepet a sejtciklus kontrolljdban. Ezen genetikai vizsgalatokban markerként a
mutansok hémérséklet-érzékenységét is felhasznaltak (Kiely et al.2000).

A diploid allapot a S. pombe torzsek esetében meglehetdsen ritka, mivel nem stabil.
Amennyiben h™ és h™-os parosodasi tipust diploid sejteket helyeziink sporazashoz megfelelé

koriilmények kozé, a sejtek egy része konjugal és azigotikus aszkuszokat hoz létre. Az



azigotikus aszkuszok diploid sporakat tartalmaznak, és alakjuk a zigotikus aszkuszokétol
eltéréen nem gorbiilt (II. dbra).

A zigotikus aszkusz félhold alaku, jellegzetes képzédmény, amely négy darab haploid
sporat tartalmaz (II. 4abra), ezen spordk tulajdonsdgainak vizsgalataival kaphatunk
informéciokat a meiozis eseményeirdl, illetve bizonyos gének tavolsagardl (Nasim 1989).
Ezért munkéank sordn a zigotikus aszkuszokbdl szarmazo6 sporak klonjait hasznaltuk fel azok
tulajdonsagainak meghatarozadsdhoz. Az egy aszkuszbdl szadrmaz6 sporakat tetradnak

nevezziik. Ezen tetradok a S. pombe esetében morfologiailag rendezettek.

Copygzht 1995 by
Frans Hochestenbach and Moah Scnlkor
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2.2.3. A S. pombe genomja

A S. pombe 3 db kromoszomaval rendelkezik. Mivel természetes allapotban az
organizmus haploid, igy a genotipusos valtozasok fenotipusosan jol nyomonkdvethetdek
(Nasim 1989).

A S. pombe Osszesen koriilbeliil 2100 cM, azaz 13.8 Mb-nyi genetikai allomannyal
rendelkezik, amely 3 db kromoszomaba rendezddik. A S. pombe 3 kromoszomajanak fizikai
méretei egyenként: 5.7 Mb, 4.6Mb, illetve 3.5 Mb (IV.abra). A hasad6 élesztd mitokondrialis
DNS-e 19,43 kb nagysagu.

A Schizosaccharomyces pombe természetes plazmiddal nem rendelkezik. A hasado élesztd
sejtmagjanak Orokitdanyag-tartalmat (haploid illetve diploid jellegét) flow cytometrias
vizsgélatokkal is meghatarozhatjuk (Carlson, C., R., et at. 1997).

Fission Yeast in General Genetics 7
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2.2.4. A S. pombe genetikai analizise

A S.pombe konnyen kezelheté modellorganizmusnak bizonyult a citologiai,

biokémiai, és genetikai kutatdsok soran (Moreno, S. 1991)
A S. pombe genetikai analizise soran a meiotikus ciklus eredményeként kapott zigotikus
aszkuszt illetve az ebbdl szarmazo haploid sporak vizsgalatat végeztiik el. A tetradanalizis
modszerét hasznalhatjuk a maghoz kotott 6roklddést mutatd tulajdonsédgok vizsgalatara. Az
utédok tulajdonsagai alapjan mutatott szambeli megoszlasaval a meiozis alatt bekovetkezd
rekombinacids eseményeket kovethetjiik nyomon. Ez utobbi segitségiinkre lehet a keresett
gének tavolsaganak, helyzetének meghatarozasdban vagyis a géntérképezésben. A
munkalatok soran legalabb egy marker hasznalata sziikséges, amely a vizsgélt génnel nem
kapcsoltan 6roklédik. (Hochstenbach 1999)

A meiozis vizsgalatdhoz a S. pombe ivaros szaporodasi ciklusara van sziikségiink. A
hasado élesztd két, ellentétes parosodasi tipusaba (h™ és h) tartozd sejtek megfeleld
koriilmények kozott konjugdlhatnak. Ezt a sejtek illetve a sejtmagvak fizidja koveti, igy
alakul ki a diploid zigota.

A zigota ezutdan meiotikus osztdoddson, aszkuszképzésen megy keresztiil, melynek
eredményeként egy jellegzetesen gorbiilt alakt zigotikus aszkusz képzédik. Az egyazon
zigotikus aszkuszban taldlhaté négy darab haploid sporat egyiittesen tetradnak nevezziik. A
hasadd éleszté tetradjait morfoldgiai alapon rendezett tetradnak tekintjiik. A tetradok
genetikai célu vizsgélatat pedig tetradanalizisnek nevezziik.

Az aszkuszfal szétesése utan a sporak tovabb osztodva telepeket képeznek. Amennyiben
kozvetleniil az aszkuszfal szétesése utan megfeleld helyre, kedvezd koriilmények kozé
keriilnek a sporak, a tovabbi mitotikus osztodéasaik soran telepeket képeznek. Mivel a telepek
egyazon spora sejtjébél szarmaznak, azonos genetikai informécidkat tartalmaznak. Igy a
képzodott telep az adott spora klonjanak teinthetd. A telep tovabb szaporithatd, tulajdonsagait
kiilonb6z6 modszerekkel, technikakkal vizsgéalhatjuk.

Tetradanalizishez csak teljes tetrad hasznalhatd fel. Teljes tetradot abban az esetben
kapunk, ha az egy aszkuszbo6l szarmazo6 négy spora mindegyike ¢életképes volt, és igy tovabbi
osztddasok soran klonokat képzett. A meiozis eseményeinek kovetéséhez mind a négy spora

vizsgalata sziikséges.
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Egy ,,a” ¢és ,.b” 16kusz kozotti rekombinaciét tanulmanyozva az ab x ++ keresztezésbdl

harom lehetséges aszkusztipust kapunk:

ab a+ ab
ab a+t at
++ b+ b+
++ b+ ++
szulo6i ditipus nem sziil6i ditipus tetratipus
parental ditype nonparental ditype tetratype
(PD) (NPD) (T)

Mivel a tetradok morfolégiailag rendezettek, a sporak sorrendje igy nem felismerhetd.

Az aszkuszok osztalyozasa tehat a sporak genotipus-megoszlésa szerint lehetséges.

Abban az esetben, ha csupan sziiléi ditipussal rendelkezd spordkat kapunk nem tortént
rekombinacié. A nem sziiléi ditipus és a tetratipus esetén egyszeres illetve kétszeres
rekombindaci6 tortént.

A modellorganizmus genetikai vizsgdlatokra valé alkalmassagat lehetdvé teszi a mar ismert
gének viszonylag nagy szama és egyesek mar feltérképezett kapcsoltsagi viszonyai (Nasim
1989).

Munkénk soran a krom-toleranciaért felelés gén illetve gének vizsgéalatat végeztik,

markerként a vizsgalt torzsek uracil- illetve leucin-auxotréofiajat hasznaltuk fel.

2.3.Kromvegyiiletek hatasai

A fémek vegyiiletei az €10 szervezetek szamara, az esetek tobbségében esszencialisak
az ¢letmilkodésekben, anyagcsere folyamatokban résztvevd enzimek felépitéséhez ¢és
mukodéséhez. Ezen szerep ellatasdhoz a nehézfémek nanomdlos koncentracidban vannak
jelen, azonban az ennél magasabb: mikro- valamint milimélos koncentrdci6 mar erdsen
mérgezo is lehet (Nies 1999). A fokozott ipari- valamint banyaszati tevékenységbdl szarmazé
szennyezés miatt egyes teriileteken a nehézfémek koncentracidja az €16 szervezetek szamara
toxikus szintet is elérheti az érintett teriileteken. (Halliwell 1998).

Az iparban széles korben alkalmaznak kromvegyiileteket, amelyek erdsen toxikusak. A
krém vegyiiletekben +2 -es €s +6 -os kozotti oxidacidés szammal, vagyis: Cr(II), Cr(III),
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Cr(IV), Cr(V), Cr(VI) formaban szerepelhet. Az elébb felsoroltak koziil a Cr(III) és Cr(VI) a
legjelentdsebbek.
A krém +6-0s oxidacios allapotban bizonyitottan erds karcinogén és mutagén hatast fejt ki
mikroorganizmusokban és magasabb rendili szervezetekben egyarant (Cervantes et al. 1999).
A Cr(III) kevésbé karos az €16 szervezetekre, vizben kevésbé oldodik, igy a sejtekbe csak
komplex képzddés utjan juthat be (Pesti et al. 2000). A Cr(VI) egy nem specifikus
transzportrendszeren keresztiil jut be a sejtbe.
Az €16 szervezetekben egy ion potencidlisan anndl tobb élettani folyamatba szdl bele, annal
nagyobb szamu sejtkomponenssel 1¢ép reakcioba, minél nagyobb a toltésszama.

A sejtben gyors redukcio jatszodik le a redukalo agensektdl fliggd gyorsasaggal.

A Cr(VI) igy Cr(IIl) formava redukalédik (Shi et al.1999):

Cr(VI) e Cr(v)
Cr(V) = Cr(IV)
Cr(IV) = Cr(III)

A Cr(V) és Cr(IV) reaktiv intermedierjei a folyamatnak, ezért a kovetkezd reakcidk is

lejatszodhatnak:

Cr(IV) + Cr(VI) 2 Cr(V)
2 Cr(IV) —  » Cr(IID) + Cr(V)

A Cr(VI) redukcidjdban kiillonb6z6 enzimatikus és nem enzimatikus faktorok is részt
vehetnek.

A flavoenzimek koziil a glutation-reduktdz az egyik lehetséges redukéaldo 4dgens. NADPH
jelenlétében a glutation-reduktaz a Cr(VI) -ot Cr(V) formava redukalja (Shi et al., 1999):

O, 2

GSSG -R

Y

v

NADPH NADP"

Cr(VI) Cr(V)

v
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A Cr(V) forma Cr(V)-NADPH komplexként azonosithatd ebben az esetben.
A redukci6 sordn az oxigénmolekula peroxid-gyokké redukalodik, amely hidrogén-peroxid

képzodését generalhatja:

2 0, + 2H"

0O, + HyO,

A Cr(V)-NADPH komplex a hidrogén-peroxiddal reakcioba 1épve hidroxilgyok képzodését

indukalhatja a tovabbiakban egy Fenton-tipusu reakcid soran:

Cr(V) + H,O, Cr(VI) + ‘OH+ OH

Az atmeneti-fémek ionjai tobb 1étfontossagli biokémiai reakcidban jatszanak szerepet,
melynek sordn legtobbszor redukalddnak. A redukci6 tobbnyire hidroxil-gyok képzddésével
jar, ezen szabadgyok dnmagaban is toxikus tényezo.

A krom a sejtekbe valoszintileg a szulfatokat transzportald rendszeren keresztiil jut be. A
krom ionjai jol ismertek karcinogenikus és mutagén hatasukrol, amelyet a fémiparban
dolgoz6é munkésokon végzett vizsgalatok sordn mutattak ki (Nies 1999). Ezen ionok hatdséara
DNS-karosodas jon 1étre, amely karcinogenikus illetve mutacios folyamatokat indit el. A mai
napig nem tisztdzott, hogy kozvetleniil a krom hatdsara, vagy kozvetve, a 1étrejovo reaktiv

szabadgyokok hatasara jon-e létre az orokitdanyag szerkezetének megvaltozasa.
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3.  Célkitiizés

A Pécsi Tudoméanyegyetem Altaldnos és Kornyezeti Mikrobioldgiai Tanszék egyik
kutatasi teriiletének célja a kromvegyliletek hatdsmechanizmusanak tanulmanyozasa, a
rezisztenciaért ill. szenzitivitasért felelds gének, ill. géntermékek azonositasa eukaridta
sejtekben. A munkat kiilonboz6 kromtoleranciaval biré S. pombe mutansok eléallitasa el6zte
meg. NTG (N-metil-N-nitro-N-nitrozo guanidin), illetve UV kezelés utan tortént a mutans
izolalas. A jol jellemzett mutansok koziil (ploiditds, parosodasi tipus, auxotrofia és back
mutacids gyakorisag megallapitasa utan) a legjobb spdoraképzé tulajdonsaggal rendelkezoket
valasztottak ki a tovabbi vizsgalatokhoz. Ezek kozott kromtolerans és érzékeny (szenzitiv)
torzsek egyarant megtalalhatoak. (Czako-Vér, K., Pesti, M. et al. 1999)

A kromérzékenységért illetve kromtolerancidért felelés gének azonositdsidra érdekében
eloszor tetrddanalizist végeztiink, melyben markerként uracil- és leucin auxotrofiat
hasznaltunk.

A Krém tolerans tulajdonsagokkal rendelkezé mutansok koziil a chrl-14 T (chrl-14 T leul-
32 hY), chr-09 T (chr-09 T leul-32 h’), valamint a .krém szenzitiv chr-23S (chr-23S leul-32 h°
), chr-33S (chr-33S leu1-32 hY), torzseket a 89 chr™ (89 chr® ura 4-D18 h") —as vad tipust
torzzsel kereszteziik. A 82/5 és a 122/6d mutansokat az SA 21-es vad torzzsel késztettiik
zigotikus aszkuszok képzésére.

Egyik célunk annak tisztdzdsa volt, hogy a spoéraklonok kroémtolerancidjanak alakulasa
alapjan eldonthessiik, egy-génes oroklésmenetre utalnak-e az eredmények, vagy esetleg tobb
gén felelds a krom-tolerancia kialakuldsaért.

Ezért az els6 tetradanalizis és az azt kovetd tesztelés elvégzése utdn a olyan
sporaklonokat valasztottunk ki, amelyekben 2:2-es oroklésmenet figyelhetd meg. Ezutan a
kivant tulajdonsagokat hordoz6 spéraklonok koziil egyet tovabb kereszteztiink mindaddig,
amig a keresztezés 2:2-es Oroklésmenetet mutatd sporaklonokat eredményezett, vagyis egy
génes mutacidt hordozo klonokat kaptunk. Ezek koziil olyanokat valasztottunk ki a tovabbi
transzformécios kisérletekhez, amelyek kromrezisztencia-jelleget mutatnak és uracil- illetve
uracil és leucin kettds auxotrofiat hordoznak.

A keresztezéseket ¢és tetradanalizist egy génben sériilt, uracil auxotrof mutdnsok
eloallitasara végeztiik, mivel a tanszékiinkon jelenleg transzformdacios kisérletek folynak,

amelyhez a megfelel6 (ura 4-es gén, mint szelekcios markert tartalmazo) plazmid adott.
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4. Anyagok és modszerek

4.1. Mikroorganizmusok

Sorszam | Laborkdd |Publikacios kod | Parosodasi Auxotrofia Eredet
tipus

KLTE Gen. Tansz.
1 89 chr* 89chr* ura4-D18h" | h* ura 4-D18 Prof. Sipiczki

PTE Alt. és Korny.
2 chr1-14 T chrl-14T leul-32 h™ |k leul-32 Mikr. Tansz.

PTE Alt. és Korny.
3 chr-09 T chr-09T leul-32 h h leul-32 Mikr. Tansz.

PTE Alt. és Korny.
4 chr-23S chr-23S leul-32 h h leul-32 Mikr. Tansz.

PTE Alt. és Korny.
5 chr-33S chr-33S leul-32 hr h leul-32 Mikr. Tansz..

PTE Alt. és Korny.
6 82/5a - h ura 4-D18 Mikr. Tansz..

PTE Alt. és Korny.
7 112/6d - h ura 4-D18 Mikr. Tansz..

KLTE Gen. Tansz.
8 SA21 SA21 h* - Prof. Sipiczki

L. tablazat: A Kkisérletben hasznalt Schizosaccharomyces pombe torzsek

18




Cr Zn
Sorszam Laborkaéd MIC MIC Ploiditas
(M) (uM)
1. 89 chr” 250 2500 H
2. chrl-14 T 300 2500 H
3. chr-09 T 250 1000 H
4. chr-23S 150 2500 H
5. chr-33S 125 2500 H
6. 82/5 250 - H
7. 112/6d 275 - H
8. SA21 175 - H

II. tablazat: A kisérletben hasznalt S. pombe torzsek jellemzoi
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4.2. Taptalajok

A taptalajok készitéséhez Bacto- illetve Oxoid mindségii, mikrobiologiai tisztasagu
anyagokat alkalmaztunk. A tdpanyagkiegészitd vegyliletek tobbnyire Reanal gyartmanytak
voltak.

A Cr(VI) —ot tartalmaz6 taptalajok készitéséhez Reanal mindségli K,Cr,O7-ot hasznaltunk. A

krom(VI) tartalmi térzsoldat mindig frissen késziilt, €s a sterilezett tapoldatba mértiik bele.

YEA taptalaj(1000 ml)

¢lesztdkivonat (0.5%) 5¢g
gliikoz (3%) 30g
agar (2%) 20g
aminosavak: lizin 100 mg
leucin 150 mg
uracil 100 mg
desztillalt viz 1000 ml

MEA taptalaj (1000ml)

malata (5%) S5¢g
¢lesztOkivontat(0.05%) 05¢g
agar (2%) 20g
aminosavak: adenin 200 mg
lizin 200 mg
leucin 200 mg
uracil 200 mg
hisztidin 200 mg
desztillalt viz 1000 ml

pH: 5.5
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SM taptalaj (1000ml)

gliik6z (1%) 10g
agar(2%) 20g
(NH4)S04(0.05%) 5¢g
KH,PO4(0.1%) lg
MgS04(0.01%) 05¢g
desztillalt viz 1000 ml
vitaminoldat 1 ml
4.3. Oldatok
NaCl-oldat (0.9%)
NaClI (0.9%) O¢g
desztillalt viz 1000 ml

K,Cr;07 -oldat (10mM)

K,Cr,O4 293 mg

desztillalt viz 100 ml
A K,Cr,07 -oldatot a sporaklonok Cr(VI)-tesztjeinél alkalmaztuk, frissen készitettiik el, és a
sterilezett YEA taptalajba mértiik a megfeleld koncentracio szerint.

A krom(VI) tartalmt térzsoldat adagoldsa 100ml-nyi (4 Petri-csészényi) YEA taptalajba :

- - K
1.25 ml - 120 uM
1.5 ml - 150 uM
1.75 ml - 175 uM
2.0 ml - 200 uM
2.25 ml - 225 uM
2.5ml - 250 uM
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2.75 ml - 275 uM

3ml - 300 uM
ZnSO, oldat (100mM)
ZnS0O4 7H,O 288 ¢
desztillalt viz 100 ml

A ZnSOy -oldatot a sporaklonok Zn(II)-tesztjeinél alkalmaztuk, frissen készitettiik el, és a
sterilezett YEA taptalajba mértiik a megfelelé koncentracié szerint.

A cink(IT) tartalmu térzsoldat adagolasa 100ml-nyi (4 Petri-csészényi) YEA téptalajba

- - K
0.5 ml - 500 uM
1 ml - 1000 uM
1.5 ml - 1500 uM
2 ml - 2000 uM
2.5ml - 2500 uM
3ml - 3000 uM
Vitaminoldat
folsav 0.2 mg
biotin 0.2 mg
inozitol 200 mg
Ca-pantotenat 40 mg
p-amino-benzoesav 20 mg
piridoxin HCI 40 mg
aneurin 40 mg
riboflavin 20 mg
nikotinsav 40 mg
desztillalt viz 100 ml

A vitaminoldat adagolasa 100 ml-nyi SM taptalajba: 100 ul
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Vitaminoldatot a sporaklonok auxotréfia tesztjénél alkalmazott, frissen sterilezett SM

taptalajhoz adagoltunk.

Leucin torzsoldat (100 x):
leucin 750 mg
desztillalt viz 100 ml

A leucin torzsoldatbol SM taptalajba: 34 ml/l

Uracil torzsoldat (50 x):
uracil 375 mg
desztillalt viz 100 ml

Az uracil torzsoldatbol SM taptalajba: 7 ml/l

4.4. Modszerek

4.4.1. Torzsek fenntartasa

A torzseket ferde agarra oltott tenyészetek formajaban YEA taptalajon tartottuk fenn.
A torzsek tenyésztése 30 °C -on tortént.
A torzseket hosszabb tavon +4 °C -on, illetve -80 °C —on, 20 % glicerint tartalmazé

tapoldatban taroltuk.
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4.4.2. A tetradanalizis elokészitése S. pombe-nél

A tetrddanalizist egy, mar kordbban kidolgozott méddszer szeint végeztiik. (Moreno,
S., etal. 1991)

Az elsd kisérlet soran a 89 chr' -es vad tipusu torzs és a 9-14-es kromtolerans muténs
keresztezése tortént meg.

A keresztezéshez fiatal, logaritmikus fazisban 1évé tenyészeteket hasznaltunk. A 89 chr™ -es
torzsbol egynapos, a 9-14 -es mutansbol kétnapos kultirat hasznaltunk annak lassabb
ndvekedése miatt.

A keresztezéshez (his , ade , lys , leu , ura tartalmu) spéraztato MEA taptalajt készitettiink.
A sporaztatd taptalajra a keresztezendd partnerekbd 1-1 kacsnyi tenyészetet vittiink fel, 40 pl
steril desztillalt vizben Osszekevertiik €s beszaritottuk. Ezt 2 napos inkubaléds kdvette 30 °C-
on.

48 ora elmultaval az élokultara sporazoképességét ellendriztiik. Ez torténhetett jodgdzben

torténd tarolds utan, mivel a I, a spordk sejtfaldban talalhatdé keményitével reagéalva
jellegzetes ,,medvebarna” szint ad. Keményit6t a vegetativ sejtek fala nem tartalmaz.
A sporazdképesség ellendrzésére hasznalt masik eljaras soran a szintén 2 napos tenyészetbol
szuszpenziot készitlink, majd  mikroszkép alatt Biirker-kamra segitségével szédmolast
végziink. Ekkor azt vizsgaljuk, hogy 100 db vegetativ sejtre hany darab zigotikus aszkusz jut.
Ha ez az ardny 2 db/100 db-nal kevesebb, tetrddanalizis nem végezhets. A zigotikus
aszkuszok jellegzetes gorbiilt alaka képzddmények, amelyekben a spérdk jol lathatdak
mikroszkop alatt. Az azigotikus aszkuszok alakja az elébbiekétdl eltérd, egyenes.

A pontosan 48 oras tenyészetbdl szuszpenzidt készitettiink; 1 kacsnyi mennyiséget 200 pl
desztillalt vizben.

A kb. 0.3 cm vékony YEA lemezre vonaloltas formajaban vittiik fel a szuszpenziot. A
csésze aljan alkoholos filctollal 4 vonal forméjaban megjeldltiik a kihtizandé aszkusz illetve

A vonaloltasbol mikromanipulator segitségével kerestiink illetve kihuztunk ki a legkdzelebb
esO elsO vonalra a megfeleld zigotikus aszkuszokat. Melléjiik godrot szartunk, hogy késobb
konnyen fellelhetdek legyenek a fénytorési viszonyok alapjan.

- A csészéket ezutdn 30 °C-on inkubdltuk. Koriilbeliil 1.5-2 oranként ellendriztik az
aszkuszfalak szétesésének dallapotat. Mivel az aszkuszfalak szétesésének ideje ennél a

keresztezésnél 8 és 16 oOra kozotti id6t vett igénybe 30 °C-os hémérsékleten, a tovabbi
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kisérletek soran az inkubalds 37 °C-on tortént. Ezen a hdmérsékleten az aszkuszfalak
szétesése mintegy 4 -10 Ora utan tortént.
- Az aszkuszfal szétesése utan a sporakat egymas ald, a megjeldt vonalakra huztuk, tehat
minden vonalra egyet. ( Osszesen 200 x-o0s nagyitast hasznaltunk munkéankhoz: az okuléar 20-
as, az objektiv 10-es nagyitasatval.) A sporak szinte egy mozdulattal , a tii felemelése nélkiil
is a helyiikre keriilhetnek. Ekkor a mozgatis gyorsasidganak véltoztatdsa dontdti el, hogy a
sporat huzzuk-e a taptalaj felszinén, vagy ‘letessziik-e © a megfeleld helyre.
- A vékony taptalaj befertézddésének elkeriilésére a mikromanipulator mellett szarélanggal
Bunsen-égé mikodott, hogy ehhez a levegd dezinficidlasat biztositsa. Az  izolalt sporak
telepeket, sporaklonokat képeztek. Ezek ndvekedését folyamatosan figyeltiik és 3-6 naposan
YEA-bol  készilt ferde taptalajra, illetve lemezre oltottuk a  tesztelésig.
A sporék jelolése az alabbiak szerint tortént:
keresztezés szama / aszkusz szama
sporak: a - legkozelebbi, elsé vonalom levd spora

b - a masodik vonalon levd spora

¢ - a harmadik vonalon levd spora

d - legtavolabbi, negyedik vonalon levo spora
Példaként: 91/22 a b ¢ d ( jeloli a 91. szamu keresztezés 22. szdmu aszkuszanak 4db

sporajabol fejlodott 4sporaklont, vagyis teljes tetradot.)

A kovetkezé kisérletsorozatban a 89 chr™ -es és a 9-09-es torzs keresztezését végeztiik.
Az eljaras az elézéekben vazolt metodikat kovette. A 89 chr® -es és 9-09-es sziilok
keresztezéséhez elegendd volt egynapos tenyészeteket alkalmazni, mivel a ndvekedési

intenzitas megfeleld volt.

A késSbbiekben a 89 chr™ -es és 9-23, illetve a 89 chr® -es és a 9-33-as

keresztezésekre tettiink kisérletet azonos modszerekkel.

A 9-23 -as és a 9-33 -as mutanst a felhasznalast megeldzden -80 °C -on taroltuk.
A ferde agarra torténd kioltds utdn 8 nap mulva mindkét mutans esetében lassi novekedés
volt tapasztalhatd, amely a 9-23-as mutans esetében a 9-33-asnal is gyengébbnek mutatkozott.
Ebbdl, a megfeleloképpen kindtt tenyészetbdl készitett 0j leoltdsaink azonban mar 2 naposan
hasznalhatoak voltak kisérleti célokra.

A 89 chr” -es és 9-23-as torzseket a korabban mar bemutatott médszert kdvette. Azonban a

keresztezett 48 Oras tenyészeteket megvizsgalva azt taldltunk a Biirker-kamras szamolasi
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eredmények alapjan, hogy a keletkezett zigotikus aszkuszok szama 0 volt. Csupan azigotikus
aszkuszokat talaltunk, igy tetrddanalizist nem tudtunk végezni.

A 89 chr™ -es és 9-33-as torzsek keresztezésekor az eléz6vel megegyezd eredményt kaptunk,
ezért ebben az esetben sem volt lehetdség tetradanalizisre. A két torzs esetében ez 2 x3
keresztezési kisérletet jelentett.

A 9-23-as és a 9-33-as torzsek keresztezése barmely, ellentétes parosodasi tipusba tartozo

partnerrel protoplasztalast kovetéen valdszintileg lehetséges.
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4.4.3. Tetradok tesztelése krom- és cink-toleranciara

A tesztelésnél pontosan 5 napos sporaklonokat vizsgaltunk (Czako-Vér K., et al. 1999). Ezen
tenyészetekbdl szuszpenziot készitettiink: 2 ml steril fizioldgias sdoldatban kb. fél kacsnyi
mennyiséget szuszpendaltunk. Ezt kovetden Biirker-kamras szdmolast végeztiink, majd a
megfeleld higitas segitségével bedllitottuk a sejtszamot. A kivant sejtmennyiség 1 ml oldatban
4x10° db sejt volt.

A kromtolerancia megallapitdsa soran a teszteléshez YEA +lystleutura taptalajt
hasznaltunk, a megfeleld pM-os kromkoncentracidora beallitva. Kontrollként YEA
+lys+leutura taptalajt hasznaltunk.

A taptalajok felszinére foltoltds formajaban vittiikk fel a szuszpenziokat. Egy folt 25 pl-nyi
szuszpenziot, és igy 10° db sejtet tartalmazott. A foltoltasokat a frissen elkészitett tarptalajok
felszinére oltottuk. Minden csésze legfelsd sordba a két sziil6i torzs keriilt ellendrzésképpen.
Alajuk a keresztezéslikbdl kapott teljes tetradok kovetkeztek gy, hogy az egy tetradbol
szarmazo sporaklonokat egymas mellé, egy sorba oltottuk. (Legtobbszor oly modon, hogy a
keresztezés szdma ¢€s az aszkuszok sorszama is ndvekvo sorrendet mutatott.)

A csészéket 30 °C-on inkubaltuk.

Kiértékelést 7, 10, illetve 14 napos allapotban végeztiin. Erre a krom minimalis gatlo
koncentracio 25 pM-onként novekedett. A minimalis gatlo koncentracidt aszerint allapitottuk
meg, melyik volt az a koncentracio, amelynél az adott S. pombe térzs mar nem nétt. (A
minimalis gatld koncentracid pontos megallapitasahoz fontos tényezd a tesztelt tenyészek
adott foltoltasra esd sejtszama, kora illetve sejtciklus-beli allapota. A vizsgalt torzsek
sejtszamat beallitottuk a megfeleld értékre. Pontosan 5 napos tenyészeteket hasznaltunk a
tesztekhez, 4m a mutansok novekedési intenzitdsdban nagymértékii eltéréseket tapasztaltunk,
¢és a pontos kozép log sejtfazis beallitasara a kisérleti alanyok magas szama miatt nem volt
lehetdség.)

A kiértékelés a foltoltasok novekedés-intenzitasa szerint tortént. A szaporodasi intenzitast
egy 0-tol 5-ig terjedd skala szerint osztalyoztuk. A szdmok jelentése a kdvetkezd volt:

5 —fedett, dus novekedésii folt - erds szaporodas

4 —folyamatosan boritott, az el6z6nél vékonyabb sejttomeg
3 —tobb helyen egyesével allo telepek - gyengébb szaporodas
2 —hianyos foltok - gyenge szaporodas

1 —elszort telepek a folton
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0 —egyaltalan nincs szaporodas
Az értékelés sordn a sporaklonokat tolerdns, vad illetve érzékeny (szenzitiv) kategoriakba
soroltuk. Az értékelt telepbdl szarmazéd foltoltds ndvekedését a vad illetve tolerans sziilok
szaporodasi intenzitasaval hasonlitottuk 6ssze.

A kapott adatokat kiértékel0 tablazatban gytjtottiikk egybe.

A cink-tolerancia teszteléséhez a 89 chr” -es és a 9-09-es torzsek keresztezésébdl szarmazo
sporaklonokat hasznaltuk fel. A sziildi térzsek krommal szembeni MIC-a csekély, minddssze
50 uM-os kiilonbséget mutatott. A 89 chr” -es torzs esetében 250 pM, mig a 9-09-es torzs
esetében 300 uM volt ez az érték. A 89 chr™ -es torzs cinkkel szemben mutatott minimélis
gatld koncentracidja 2500 uM, mig a 9-09-es mutans esetében 1000 uM volt. Ezen két sziild
keresztez€sébdl szdrmazd sporaklonok tehat idealis alanynak tlintek a nehézfém-toleranciaért
illetve szenzitivitasért felelds gének feltérképezésében.

A kisérletek kivitelezésében hasonlé modon jartunk el, mint a kromteszt esetében. Pontosan
5 napos sporaklonokat hasznaltunk, melyekbdl szuszpenziot készitettlink sziikséges sejtszam
beallitasaval.
+lys+leutura taptalajt hasznaltunk, a megfeleld, 0 és 300 uM koncentraciora beallitva.

A sporaklonok foltoltasai és a kiértékelés is a kromtesztnél korabban alkalmazott mddszer

szerint tortént. A kapott adatokat kiértékeld tdblazatban gytijtottiik ssze.

4.4.4. Tetradok tesztelése auxotrofiara

Az auxotréfia-teszthez barmely kort spdoraklonokat hasznalhattunk, mivel a sejtfazis
nem meghataroz6 tényezo ezen vizsgalatoknal.

A tenyészeteink sziiléi torzsei uracil- (89chr™, ura 4-D18h") illetve leucin-auxotrorfiat
hordoztak (chr-14T, leul-32h” valamint chr-09T, leul-32h"), ezért az auxotrofia-vizsgalatokat
is ezen a két aminosavval végeztiik.

Az aminosav-auxotr6fidhoz SM (minimal taptalaj), SM+ura (uracillal kiegészitett minimal),
SM+leu ( leucinnal kiegészitett minimal), SM-+ura+leu (uracillal és leucinnal is kiegészitett
minimadl) taptalajokat, valamint kontrollként YEA taptalajokat hasznaltunk.

Mivel az auxotrofia teszt esetében a taptalaj feliiletére jutd sejtszam nem lényeges tényezo,

ezért 0.5 ml fizioldgias sdoldatban szuszpendaltam fel egy inokulumnyi mennyiséget. Majd a
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szuszpenziot 6 pl-es foltoltas formajaban vittem fel a taptalaj felszinére. A csésze legfelsd
soraba itt is a sziil6i torzsek keriiltek kontrollként. A bal oldalon mindig az uracil-
auxordfiaval rendelkezé 89 chr® -es térzs helyezkedett el, a jobb oldalon pedig a leucin-
auxotrof sziild. Igy a petricsészén azonnal lathato volt, mely aminosavra tortént a szelekcio.

A kromteszthez hasonldan a keresztezett partnerek alatt soronként helyezkedtek el a teljes
tetradok sporaklonjai. A keresztezés illetve az aszkusz sorszama ez esetben is soronként lefelé
haladva nétt. A foltoltasok kis mérete miatt igy csészénként akar 7 darab teljes tetrad,
valamint a sziil6i torzsek is megfelelden elhelyezhetdek voltak.

A 30 °C-on torténd , 7 napos inkubalas utan végeztiink kiértékelést.

Az eredményeket + illetve - jellel értékeltiik aszerint, hogy az adott sporaklon egy csészén
beliil mutatott-e novekedési intenzitast vagy sem. Ezutan a tenyészetek auxotr6fidjanak
megallapitdsadhoz az 5 csészében mutatott szaporodasuk egyiittes értékelésére volt szlikség.

A kapott adatokat kiértékeld tablazatba irtuk be.

5. Az eredmények ismertetése, értékelése

5.1. A S. pombe tetradanalizisének elokészitése

Kisérleteinkhez csupan a szabalyos, zigotikus aszkuszokat (2.kép) hasznaltuk fel. Ez, a

jellegzetesen gorbiilt alakt képlet jol elkiilonithetd az azigotikus aszkuszoktol (1.kép).

2. kép : Zigotikus aszkusz
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3. kép: Sporak az aszkuszfal szétesése utan

4. kép: Izolalt teljes tetrad sporaklonjai 3 napos allapotban

5. kép: A 80.szamu keresztezés teljes tetradjai

A 89 chr” és 9-14-es torzsek 8 keresztezésénél 400 db spora keriilt kihtizasra, ebbdl 266 db
volt életképes, amely 66.5 %-os ¢életképességi aranyt jelent.

A 89 chr™ és 9-14-es torzsek keresztezésébdl dsszesen 49 db teljes tetradot kaptunk.

A sporaklonok koziil azonban néhany a késobbi atoltasok soran csokkent életképességet
mutatott, vagy el is pusztult.

A 89 chr” -es és a 9-09-es torzsek 4 alkalommal tortént keresztezésekor 224 db spora
kihuzasa tortént meg, ebbdl 176 db volt életképes, ami 78.57 %-os életképességi aranyt jelent.
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A 89 chr” -es és 9-09-es torzsek keresztezésébdl dsszesen 31 db teljes tetradot kaptunk.

5.2. A tetradok tesztelése cink- és krom-toleranciara

A tesztelést a teljes tetrddok sporaklonjaival végeztiik el (3.kép, 4.kép). A tesztelést
foltoltassal végeztilk ugy,hogy az egy tetradbol szarmazd sporaklénokat egymas mellé
oltottuk. A sziildi torzsek a petricsésze legelsd sordban helyezkednek el (6.kép). Kiilonbdzo
értékek kozott. A keresett MIC értéket azon csésze krom-koncentracidja képviselte, ahol az
adott sporaklon mar nem mutatott novekedést.

A novekedési intenzitasok Osszvetésével kaptuk meg az egy teljes tetrad sporaklonjaira
vonatkoztatott hasadasi aranyt (7.kép).

Az adatokat kiértékelo tablazatokban gyjtottiik 6ssze.

A kiértékelés a modszereknél leirtak alapjan tortént, a kromrezisztencia tesztelése soran 2:2,

3:1, 4:0 és 1:2:1 oroklésmeneteket egyarant kaptunk.

6. kép: Kromteszt a minimalis gatlo koncentracio megallapitasara

A 6 kép jobb felsd sarkaban lathatd a kontroll vagyis a krommentes csésze, mellette 200 uM

--------

crer

31



A csészék fotozasat 14 nap utan végeztiik. A 7.kép 1. soraban lathato sporaklonok koziil a d”

jelli mar a kontroll csészén illetve a tovabbi kioltdsok sordn sem natt.

7. kép: A kromteszt novekedési intenzitiasa alapjan megallapithaté szegregacio

A 7.kép legalsé sordban egy 2:2-es, mig felette egy 3:1-es hasadasi ardnyt mutatd teljes
tetradot kaptunk.

A 89 chr” -es és a 9-14-es torzsek keresztezése
Szegregacio A szegregaciot mutato tetradok szama(db)
2:2 16
3:1 10
4:0 1
1:2:1 1

V. tablazat: A 89 chr’ -es és 9-14-es torzsek keresztezésébol szairmazé 28 teljes tetrad
kromtesztjeinek eredményei

A 2:2 -es szegregacidt mutatd tetradok nagy aranya az Aaltalunk keresett egygénes
oroklésmenetre utalt.

A 89 chr” -es és a 9-09-es torzsek keresztezésébdl szarmazé teljes tetradokat cink-
tartalmu taptalajokon teszteltiik. A Zn(II)-t nem tartalmazé kontroll csészén a vizsgalt sziildi
torzsek illetve a sporaklonok megfeleld novekedési intenzitdst mutattak. Azonban az

irodalomban jelzett minimalis gatlé koncentracidk értékeinél ( tehat a 1000 és 3000 uM-os
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értékek kozott ) sem a sziildi torzsek sem a sporaklok nem mutattak ndvekedési intenzitast 14
nap utan.

A kisérlet megismétlésekor az eldzonél joval alacsonyabb MIC értékekkel dolgoztunk ( 0 és
500 pM-os értékek kozott). Ekkor azonban a kontroll csészéhez hasonld ndvekedési
intenzitast mutatva a két sziildi torzs, és a vizsgalt klonok 3 nap utdn kindttek teljesen

egyenértékl novekedési intenzitas-értékekkel.

5.3 Tetradok tesztelése auxotrofiara

A teszteléshez a teljes tetradok sporaklonjait hasznaltuk fel. A tesztelést foltoltassal
végeztiik ugy,hogy az egy tetradbdl szdrmazo sporaklonokat egymas mellé oltottuk. A sziildi
torzsek a Petri-csésze legelsd sordban helyezkednek el. Az egyes csészékben kiilonbozd
aminosav-0sszetételli taptalajokat alkalmaztunk annak megallapitasara, hogy a sporaklonok
mely aminosavban szenvednek hidnyt, illetve termeldk-e.

Vizsgalatainkhoz igy SM, SM+ura, SM+leu, SM+leu+ura taptalajokat tartalmazo csészéket,
illetve kontrollként YEA taptalajt hasznaltunk.

Aszerint, hogy az adott koriilmények kozott a vizsgalt sporaklonok ndttek-e vagy nem
allapitottuk meg auxotrofidjukat. Az egy teljes tetradba tartozd sporaklénok mutatott
auxotrofia-tipusainak 0Osszvetésével kaptuk meg az egy teljes tetrad sporaklonjaira
vonatkoztatott szegregaciot.

Az adatokat kiértékelo tablazatokban gyhjtottik.
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8. kép: Auxotroéfia teszt

A 89 chr” -es és a 9-14-es torzsek keresztezése

Szegregacio A szegregaciot mutato tetradok szama(db)
1:1:1:1 16
1:2:1 1
2:2 12

VI.tablazat: A 89 chr -es és 9-14-es torzsek keresztezésébdl szarmazé 29 db teljes tetrad
auxotrofia-tesztjeinek osszesitett eredményei

A tovabbi kisérletekhez azokat a spdraklonokat valasztottuk ki, amelyek krom-tolerans
jelleget mutatnak és uracil- illetve leucin- és uracil- kettds auxotrofiat hordoznak. Ezek a
sporaklonok a: 92/7b, 92/7d, 92/8a, 92/8d, 96/3d, 97/14c, 97/14d, 97/18a, 97/18c, 98/1a,
98/1b, 98/3a, 98/5c¢, 98/7a, 98/9a, 98/9c, 98/10a, 98/13d.
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A 89 chr” -es és a 9-09-es torzsek keresztezése

Szegregacio A szegregaciot mutato tetradok szama(db)
1:1:1:1 21
1:2:1 4
2:2 6

VII. tablazat: A 89 chr’ -es és 9-09-es torzsek keresztezésébdl szirmazé 31 db teljes
tetrad auxotrofia-tesztjeinek osszesitett eredményei
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6. Osszefoglalas

A kromvegyiiletek eukariota szervezetekre gyakorolt hatdsat laboratoriumi
koriilmények kozott modelleztiik a Schizosaccharomyces pombe hasadé élesztd segitségével.
A kisérleti organizmusbol eldallitott két, kromtolerans és krom szenzitiv mutans klasszikus

genetikai vizsgalatat végeztem el diplomamunkamban .

1. Sporaklénok izolalasa

I. keresztezés:

A 89 chr” -es vad tipust torzs (89chr™ , ura4-D18 h") és 9-14-es kromtolerans mutans ( chr-
14, leul-32 h™ ) keresztezésébdl 400 db sporat htiztam ki és Osszesen 49 db teljes tetradot
kaptam. Késobbi munkank soran 19 db teljes tetrad klonjai koziil sok elpusztult, illetve
csokkent életképességet mutatott. Az életképességi arany mindossze 66.5 % volt. Emiatt a

tovabbi vizsgalatok elvégzéséhez a sporaklonok viszonylag nagy szamadra volt sziikség.

II. keresztezés:
A 89 chr* -es (ura4-D18 h") valamint 9-09-es (leu1-32 h*) sziil6i torzsek utodai koziil 224 db
spora kihtizasaval 31 db teljes tetradot kaptunk.

II1. keresztezés:

A 89 chr” -es (ura4-D18 h") és a 9-23-as (leul-32 h") sziildk keresztezése soran nem kaptam
zigotikus aszkuszt, igy a tetradanalizishez nem szolgaltatott szamunkra eredményt A 9-23-as
mutans lassu novekedési intenzitdsa nehezitette a munkat, és keresztezése a megfeleld
partnerrel is - az eddigi tapasztalatok alapjan - valosziniileg csak protoplaszt készitésével

lehetséges.
IV. keresztezés:

A 89 chr” -es (ura4-D18 h") és a 9-33-as (leul-32 h) sziil6k keresztezésekor nem kaptam

zigotikus aszkuszt, igy tetradanalizis nem végeztem.

2. Spérakldénok tesztelése auxotrofiara
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A 89 chr” -es és a 9-14-es torzsek keresztezése soran 29 db teljes tetrad auxotrofia-tesztjét

végeztiik el.

A 89 chr” -es és 9-09-es sziilok keresztezésébdl szarmazo 31 db teljes tetrad klonjait vetettiik
ald auxotrofia-tesztnek. A sporaklonok kozott nem csak a vart auxotrofiaval rendelkezdket
talaltunk, koziilik egy  tobbszorosen auxotrofnak bizonyult. Ezen sporaklon tovabbi

auxotrofia-tesztje folyamatban van.

3. Sporaklonok tesztelése krom(VI)-toleranciara

A MIC meghatarozéasakor a szakmai munkat nehezitette az a tény, hogy a minimalis
gatld koncentracid sejtszam- és sejtciklus-fliggd. A vizsgalt sporaklonok esetében a
sejtszamot pontosan bedllitottuk. Otnapos tenyészetbdl késziilt szuszpenzidt hasznaltunk, a
tesztelendd klonok nagy szama miatt a pontos kdzép log sejtfazis beallitasa technikailag nem
volt kivitelezhetd. Ez az adott mddszer mellett jelentds bizonytalansagi tényezdként volt
jelen. Azaz a normdl fenotipustél mindossze 50 uM-os eltérést mutatd tolerans mutansok
MIC pontos meghatarozasat zavarta. Ezért ha a 2:2-es hasadasi ardny meghaladta az 50 %-os

értéket, akkor a vizsgalt mutanst egy génben sériiltnek tekintettiik.

A 89 chr” -es és 9-09-es torzsek keresztezésébol nyert teljes tetradok sporaklonjainak
esetében cink-tolerancia tesztet végeztliink, amely azonban nem bizonyult megfeleld

szelekci6s markernek.

A keresztezési programban a vad tipusa 89 chr” -es torzs és a kromtolerdns 9-14-es

torzsek tetradanalizisét végeztiik el. A tesztelt 28 db teljes tetradbodl a 2:2-es hasadast 16 db
mutatta, ami 54.17 %-os aranyt jelent. Tehat ebben a 9-14-es szdml mutanst egy génben
sériiltnek tekintettiik.
A 89 chr” -es és 9-14-es torzsek keresztezésébdl a tovabbi transzformdcis kisérletekhez a
kovetkezd spoéraklonokat valasztottuk ki, amelyek krom-tolerans jelleget mutatnak és uracil-
illetve leucin- és uracil- kettds auxotrofiat hordoznak. Ezek a sporaklonok azonositd kodja a
kovetkez6:  92/7b, 92/7d, 92/8a, 92/8d, 96/3d, 97/14c, 97/14d, 97/18a, 97/18c, 98/1a,
98/1b, 98/3a, 98/5c¢, 98/7a, 98/9a, 98/9¢, 98/10a, 98/13d .
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7. Fliiggelék

7.1. Roviditések jegyzéke

S. pombe
NTG

Mb

cM

MIC
h, b

leu”
ura
leu” ura

leu, ura

v £ 3737, R

GSSG-R

Schizosaccharomyces pombe
N-metil-N-nitro-N-nitrozoguanidin
Megabazis

centiMorgan

mol/dm’

minimalis gatlé koncentracio (uM)

két ellentétes parosodasi tipus S. pombe-nal
haploid

diploid

leucin auxotrof

uracil auxortof

kettds auxotrof

az aminosavak rovidise, itt: leucin, uracil
kontroll

prototrof

krém-tolerans

vad tipusu, a normal, vagy leggyakoribb fenotipus

krém-érzékeny

glutation-reduktaz
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1. Bevezetés

Az AIDS (acquired immune deficiency syndrome) tiinetegyiittesét okozd virusok kozott a
HIV-1-es tipusu (human immunodeficiency virus type 1) a leggyakoribb Eurdpaban és észak-
Amerikaban. Az AIDS, mint komplex tlineteggyiittes szdmos szimptémaval jellemezhetd, melyek
kozé az immunrendszer altalanos legyengiiltsége, rendellenes mitkddése, az ebbdl adodo fertdzéses
megbetegedések tartoznak, emellett bizonyos fajta rakos megbetegedések és demencia (szellemi
leépiiléssel kisért allapotok) is eléfordulnak (Pantaleo et al. 1993; Fauci et al. 1996; Altfeld et al.
2001; Basanez and Zimmerberg 2001; Arien et al. 2005). A fertézott egyénekbdl szarmazd
szovetmintdk alapjan megallapithatd, hogy azok oxidativ allapota a a betegség kiilonbozo
stadiumainak megfeleléen valtozik, mig végiil, mintegy tiz évvel a HIV-fert6zés utdn mar
visszafordithatatlanul kimozdul az egyensulyi allapotbol (Perl and Banki 2000).

A kiilonbozé HIV illetve a SIV (simian immunodeficiency virus) virusok egyarant
rendelkeznek egy 15 kDa nagysdgu, virionhoz kotott fehérjével, a Vpr-el (viral protein type R) A
Vpr protein jelenléte segiti a virus replikéacios ciklusat (Stark and Hay 1998; Zhu et al. 2001; Poon
and Chen 2003), és szdmos fehérjére hatva, eddig nem teljesen ismert modon segiti a virusfert6zést.

Eukariota szervezetek sejtjeiben kifejezodve a Vpr fehérje okozza példaul a magmembran
széttoredezését, Go/M fazisban a sejtosztodas megallasat, végiil apoptodzishoz vezet emberi és
hasadd élesztd sejtekben egyarant (Chen et al. 1999; Masuda et al. 2000; Elder et al. 2001;
Muthumani et al. 2002).

A Vpr — mas virusfehérjékhez hasonloan — egy feltételezett oxidativ stresszor, mely eddig

teljes egészében nem azonositott ttvonalon/utvonalakon keresztiil hat.
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2. Irodalmi attekintés

2.1. Az AIDS és a HIV virus terjedése

Az AIDS (acquired immunodeficiency syndrome vagy acquired immune deficiency syndrome),
azaz szerzett immunhianyos tlinetegyiittes, mely 1981 6ta ismert.

A betegséget a HIV (human immunodeficiency virus) emberi immunhidny virusa okozza, a
fertdzést kovetden a tiinetek altalaban évekkel (atlagosan 5 évvel) késobb jelentkeznek, dm a
fertozottek kozben tovabbadhatjak a virust. A betegség késobbi stadiumait opportunista fertézések
¢s tumorok megjelenése jellemzi.

A virus az immunrendszert legyengiti, a T limfocitakat pusztitja, ezért nagy eséllyel halalt okoz,
jelenleg csupan tiineti kezelési lehetdsége ismert.

A legtobb kutatd szerint a HIV virus Afrika Szaharatol délre esd teriileteirdl szarmazik. Az AIDS
mar terjedésének els6 évtizede alatt vilagméretii jarvannya valt, jelenleg kortilbeliil 40 millié ember
¢l ezzel a betegséggel vilagszerte (I. abra). Az UNAIDS (Joint United Nations Programme on
HIV/AIDS) ¢s a WHO (World Health Organization) 2006-os becslései alapjan eddig mintegy 25
milli6 ember halt meg a betegségben, amit igy a vilagtdrténelem legpusztitobb jarvanyaként

emlegetnek.

Adult HIV
prevalance %
Il 15 -50
Ws-15
1-5
05-1.0
0.1-05
00-01
No data

I. abra: A HIV virus elterjedése és gyakorisaga (2004)
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A fertézés a HIV virust tartalmazé testnedvekkel, vérrel vagy nyalkahartyaval vald
kozvetlen érintkezés révén terjed. A virus sejtekbe vald beagyazddasa elott — a virussal torténd
érintkezést kovetdé mintegy 2 oran belill —elméletileg elpusztithatd, erre azonban a tecnikai
korlatok, valamint a folyamatos viralis mutaciok miatt kicsi az esély. Egyes ritka népcsoportok,
példaul bizonyos kaukdzusi csoportok velesziiletett védettséggel rendelkeznek a fertdzéssel
szemben.

A jelenleg ismert kezelési modszerek mellett is csak meghosszabbitani lehet a betegek ¢életét.
A nagyszdmu aldozat, arvan maradt gyermekeik, csonka csalddok és mas szertedgazo6 hatdsok miatt

az AIDS korunk nagy erkolcsi, tarsadalmi problémajava valt.

2.2. Az AIDS betegség stadiumai

1. stadium: HIV fertézés utani 3-4 hét a HIV virus lappang6 peridodusban van, a beteg még nem
AIDS-es.

A fertézés utani nyolc héten beliil végzett sziirés negativ eredményt adhat: a virus hatdsara
termelddo ellenanyagot még nem tudjak kimutatni, azonban a vizsgalt személy fert6zott és fertdzo.

2. staddium: Primer vagy akut HIV tiinetegyiittes - HIV fertézést kovetd 3-6 hétben Iép fel.
Tlinetei: atmeneti nyirokcsomo6 megnagyobbodas, 1az, faradékonysag, rossz kozérzet, izomfajdalom
¢s kanyar¢ szeri borkiiitések. A fertdézottek 1-2 hét alatt hirtelen tiinetmentessé valnak.

3 stddium: Krénikus tiinetmentes HIV betegség - Semmilyen klinikia tiinet nincsen, az
immunrendszer funkcidja kielégitd, kozben a virus szaporodédsa valtozatlan mértékben folyik, a
CD4" T limfocitak szdma folyamatosan csokken. Ez az allapot 3-8 évig tart.

4. stadium: Tiinetes HIV betegség - Megjelenik a kronikus megmagyarazhatatlan hasmenés
iddszaka, és tovabb tart, mint egy honap. Nyirokcsomo megnagyobbodas, fogyas, lazrohamok,
¢jjeli izzadas, szajpenész, Gvsomor.

5 stadium: Kifejlett HIV betegség, AIDS stadium - Megjelennek a toxoplazmak az agyban,
gombas fertézések a boron, bronhitisz és/vagy tiidogyulladas, Kaposi szarkoma. Ezt a szakasz az

AIDS betegségnek. Ennek atlagos iddtartalma 6 honap-2 év, melyet a halal kovet.

2.3. A betegség kezelése

Egyeldre csupan tiineti kezelésre van lehetdség, melynek soran az immunrendszer erdsitése és a
virusfert6zés lassitasa a cél. A virus elleni hatékony védekezés sokkal nehezebb feladat a kérokozo

orokitdanyaganak nagyfoku, akar egy egyénben is megfigyelhetd variabilitas miatt.
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Nagyrészt ugynevezett , koktélokat™ alkalmaznak, vagyis az alabbi szerek kombindaciojat:

-reverz transzkriptdz inhibitorok (nukleozid analogok): pl. AZT, ddl, ddc, 3TC, d4T

-nem nukleozid tipusu reverz transzkriptdz inhibitorok: pl. Nevirapine, Delavirdine

-proteaz inhibitorok (a p55 p24-¢ alakulasat gatolja): pl. saquinavir, indinavir, ritonavir

Mivel az AIDS-nek nincs jelenleg ismert ellenszere, ezért a megeldzésre kell nagy figyelmet
forditani, mint a gumiovszer haszndlata, az egyszerhasznalatos fecskenddre vald attérés valamint a

vérkészitmények sziirése.

2.4. HIV virus rendszertani besorolasa és tipusai

A HIV (Human Immunodeficiency Virus, kordbbi nevén HTLV-III vagy “lymphadenopathy-

associated virus”) a Retrovirusok illetve a Lentivirusok kéz¢ tartozik (II. dbra).

\Virus classification

Gro Group VI (ssRNA-RT)

Fan Retroviridae

GenLentivirus

Spe Human immunodeficiency virus 1

Spe Human immunodeficiency virus 2

I1. abra: A HIV virusok besorolasa
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A HIV virus két {6 tipusa ismert (III. dbra):
HIV-1 - a leginkabb elterjedt, a csimpanzokrol terjedt rd az emberre az 1930-as években.
Alcsoportjai:
- M (major) a leggyakoribb. Variansai:A-H-ig
-N
-0
HIV-2 - Nyugat Afrikdban gyakori; kevésbé patogén

AV 0 group SIV L'HOEST
SIVSUN

SIVMND

SIVSYK

II1. abra: A HIV és a SIV virusok filogenetikus kapcsolatai
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2.5. A HIV virus felépitése

A HIV virus koriilbeliil 120 nm atmérdjli, nagyjabol gomb alaku strukturaval rendelkezik. A
HIV-1 két kopidban ss RNS orokitéanyagot tartalmazza, amelyet egy kapszid vesz koriil (IV. abra).
Ezt a plazmamembréan hatarolja, amely a gazdasejtek sejthartyajabol szarmazik. A virion reverz

transzkriptaz, integraz és proteaz enzimeket is tartalmaz.

HUMAN IMMUNODEFICIENCY VIRUS

IMMATURE

opl120, SU

Frecuranr

Qag-Pal
Pracursor

gpi20, S5U
apdl, TM
RANA

HLA
Clage IT, DR
* Protasgp HLA

® RT Clags I

& |ntegrase
— Pre-protesse Lipid
Leader

IV. abra: A HIV virus felépitése

A retrovirusok felépitése egyszeriibb, mint sok mas virusé, az immunrendszernek azonban
nehezebb elleniik harcolni. Ennek oka a virus drokitdanyaganak nagyfoku varialodasa a reverz
transzkriptaz enzim miikddése sordn keletkezd nagy mennyiségli hiba és a repair rendszer hidnya
miatt. A retrovirusok beagyazzak génjeiket a megtamadott sejt DNS-ébe, tehdt minden olyan
tovabbi sejt, mely ebbdl a gazdasejtbdl alakul ki, fert6zott lesz. A HIV virus membranja a
gazdasejtekbdl szdrmazik, ezért Osszetétele miatt tovabb neheziti a szervezet elleniik torténd
védekezését. A virus — mint intracellularis patogén — rejtézkddni képes az immunrendszer sejtjei
eldl, integralodni képes a gazdasejt genomjaba, igy lathatatlanna valik szdmukra.

A HIV az immunrendszer makrofagait, dendritikus- ¢s CD4+ T-limfocita sejtjeit tamadja
meg. A virus behatol a sejtbe, beilleszti sajat génjeit a gazdasejt DNS-¢€be, és igy arra hasznalja,
hogy ujabb virusokat termeljen, amelyek megfertdzik a tobbi sejtet. A CD4+ gazdasejtek végiil
elpusztulnak. Ahogy a szervezet CD4+ sejtszama csokken, az emberi test egyre kevésbé képes

harcolni a betegségekkel szemben. Végiil a CD4+ sejtszdm eléri azt a kritikus szintet, amelyet
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szerzett immunhidnyos tiinet-egyiittesnek, vagyis AIDS—nek neveziink. A HIV virus kozvetleniil
megtadmad egyes szerveket is, mint példdul a veséket, a szivet és az agyat, igy akut
veseelégtelenséghez, cardiomyopathidhoz (szivizomgyulladdshoz,), dementidhoz (szellemi
diszfunkcidkhoz) és encephalopathidhoz (agyvelégyulladas) vezet.

A virus altal legyengitett immunrendszer végiil védtelenné valik az opportunista fertézések

¢és rakos megbetegedések ellen.

2.6. A HIV virus genomja

A Retrovirusoknak hasonloan szdmos strukturalis fehérjét kodold génje van ( gag, pol, env).
A HIV virusra emellett jellemz6 nem strukturalis vagy ,,accessory” gének tat, rev, nef, vif,
vpu és vpr. A Tat, Rev és a Vpr fehérjék esszencialisak a virus fertdzoképességéhez (V. adbra).Az
env gén altal kodolt gp120 és gp41 proteinek szerepe a virus gazdasejthez torténd tapadasban ¢€s

fazioban, igy a fert6zés eldsegitésében van.

Linkage - protein, structure + function

Envelope env

Surface projections  glycoprotein SU

Quter envelope glycoprotein TM
Matrix gag protein MA pi7
Major Capsid 989 protein CA p24
MNucleocapsid gag protein NC p7-11

: wanseri
= polymerase 7" 210 kb long RNA

| tat

[pi7lpzi pelpe. ' pol

i ! = SNy
LTR Prot RT RH INT | [ 0§ gp120 |gpd1| [LTR
T orev =

vpr

V. abra: A HIV-1-es virus lentivirus felépitése és genomja
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2.7. A Vpr fehérje

A kiilonbozé HIV illetve a SIV (simian immunodeficiency virus) virusok egyarant
rendelkeznek egy 15 kDa nagysagl, 96 amindsavbol allo, virionhoz kotott fehérjével, a Vpr-el
(viral protein R) (VI. &bra). A Vpr proteinnnek vad VprNL4-3, illetve kiilonb6z6 mutans tipusai
lehetnek, mint példaul VprF341, VprLAIL, VprW56R. A Vpr fehérje eltérd valtozatai mas-mas
célmolekuldkon keresztiil eltéré mddon ¢€s sulyossaggal karositjak a gazdasejteket. A kiilonb6z6
tipusokra egyarant jellemz0, hogy G2/M fazisban megallitjdk a sejtek szaporodasat, azonban a vad

tipusu VprNL4-3 apoptdzist indukalva el is pusztitja a sejteket.

o/
<

VI. abra: A VprNL4-3 fehérje haromdimenzios szerkeze
A HIV-fertézottek sejtjeiben kiillonbozd a Vpr fehérje tobb formdban lehet jelen, igy mint

virionhoz kotott (fertéz6 és nem fertéz0 formdaban), sejthez kotott és szabad Vpr molekuldk.

(Tungaturthi et al. 2003).
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2.8. A Vpr szerepe a virusfertozés soran

A Vpr jelenléte segiti a preintegraciés komplex sejtmagba torténd bejutdsat, reverz
transzkripciot, a virus replikacids ciklusat (Stark and Hay 1998; Zhu et al. 2001; Poon and Chen
2003), apoptozis idéz eld ily modon segiti a virusfertdzést.

Eukariota szervezetek sejtjeiben a Vpr fehérje jelenléte tobbek kozott a magmembranhoz
valo kotodését, és annak széttdredezését, a virdlis promoter transzaktivaciojat, immunszupressziot,
a CDAT limfocitak elpusztitasat, Go/M sejtfazis blokkot és apoptozis okoz eukaridta
szervezetekben, igy emberben €s hasado €lesztében egyarant (Chen et al. 1999; Masuda et al. 2000;
Elder et al. 2001; Muthumani et al. 2002).

Ezen funkciokat a Vpr, mint egy feltételezett oxidativ stresszor hozza létre eddig teljes
egészében nem azonositott modon, és tobb feltételezett utvonalon keresztiil (Yoshizuka et al.
2005),melynek fobb elemei a Cdc2, Cdc25, Pp2A, Weel, Rad24 (Masuda et al.2000; Elder et
al.2001) (VIL. abra).

B.K. Patterson, Curr. Mol. Med. 2(

VII. abra: A Vpr fehérje szerepe a virusfert6zés soran
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2.9. A Virusfertozés mint stressz

A virusfertézések kiillonbozé fazisai gyakran oxidativ stresszt és apoptdzist okoznak a
gazdasejtekben (Valyi-Nagy and Dermody 2005). Az oxido-redukcios egyensuly felborulasanak 6
okozoi egyes virusfehérjék, mint azt példaul a HIV-1-es virus gp120 és Tat proteinjeinek esetében
ezt mar bizonyitottak (Lachgar et al. 1999; Kim et al. 2003; Price et al. 2005).

Az oxidativ stressz az oxidativ egyensuly megvaltozasat jelenti az eredeti allapothoz
viszonyva (Sies 1993). A reaktiv oxigéngyokok (ROS), mint példaul a hidroxil gyok, a hidrogén-
peroxid (H,0,), és a szuperoxid anion minden aerob szervezetben jelen vannak, mint a 1égzési

oxigén redukcidjanak eredménye, illetve egyes cellularis enzimek miikodésének termékei.

No Stress i Osmotic Stress i Oxidative Stress
. PHP '
MAPKK - :
MAPK '

[Crm1 @ CC Pap1 ] ‘; E
Cytoplasm \/

Nucleus |

VT VTN

CRE

Wilkinson and Millar 1998

VIII. abra: Egyes stresszhatasokra bekovetkezo génexpresszios valtozasok
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A stressz tipusatdl, id6tartamatol illetve erdsségétdl fliggden kiillonbozo cellularis védekezo
reakciok 1épnek mitkddésbe (VIII. 4bra). A sejtkarositdé hatdsokra egyes transzkripcids faktorok
aktivacioja, génexpresszios- és sejtciklus valtozasok torténhetnek (IX. abra), amelyek végiil
idbleges adaptacidhoz és/vagy apoptdzishoz vezetnek. (Gazdag et al. 2003; Chen et al. 2003; Pocsi
et al. 2004).

gpx1*, ctt1*

Quinn et al. 2002

IX. abra: Génexpresszios valtozasok oxidativ stressz kiillonb6z6 ddzisaira
Bizonyos stresszhatdsokra: Vpr fehérje hatasdra példaul G,-, hidoxi-urea hatasdra G; fazisban

megall a sejtosztodas. A sejtciklus stop soran a megfeleld repair rendszerek kijavithatjak a hibat, és

folytatodik a mitdzis, ha ez nem sikertil a sejtek elpusztulnak.
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3. Célkitiizés

A HIV-l-es virus vad tipust VprNL4-3 fehérjéje esszencidlis a viralis fertdzés
eredményességéhez, eukaridta sejtekben kifejezddve szamos sejtkarositd funkcioval bir, és igy a
sejtciklus Go/M fazisok hataran torténd leallasahoz és végiil sejthalalhoz vezet. Irodalmi adatok
alapjan a VprNL4-3 fehérjérdl feltételezik, hogy a gazdasejtek oxidativ allapotdban valtozast és
végiill mas intracellularis valtozdsok utan apoptdzist okoz. Bar eddig csupan a HIV-1-es virus
Gp120 és Tat fehérjéirdl bizonyitottdk oxidativ hatasukat.

A kisérletekhez az RE007-es torzset hasznaltuk, mivel ez a VprNL4-3 gént tartalmazza egy
kopids integrans formaban.

Ahhoz, hogy a Vpr-r6l mint lehetséges oxidativ dgensrdl hatasardl ismereteket szerezziink a Vpr
fehérje és oxidativ stressz viszonyat hasado élesztd S. pombe modellen vizsgaltuk. A Vpr-
indukalt S. pombe sejtek oxidativ stresszorral, hidrogén-peroxiddal valo kezelésének eredményét
vizsgaltuk kiilonbozd intenzitasu és eltérd idejli stressznek kitéve a Vpr expresszalt és Vpr
represszalt sejtkultirakat. Kisérleteinkkel a Vpr fehérje és az oxidativ stressz kapcsolataba
szerettlink volna betekintést nyerni, a tovabbi kutatdsokhoz utmutatast kapni a Vpr protein eddig

nem vizsgalt hatdsaira, célfehérjéire, itvonalara

--------

crer

figyeltiik meg, valamint sejtciklus-analizist végeztiink.

A Vpr-t kifejez6 S. pombe sejteket kiilonboz6 idétartamt adaptiv és akut hidrogén peroxid
stressznek kitéve vizsgaltuk a sejtpusztulas mértékét, a sejtek hosszat, illetve DNS tartalmat.

A Vpr-expresszalo S. pombe sejteket 0,15 mM H,0,-vel és 0.1 uM tiaminnal egyidejlileg kezelve
megnovekedett a sejtek tulélése, a sejtosztddas meértéke, és lecsokkent a cde-fenotipust mutatd
sejtek aranya. H,O,-altal indukalt akut stressz hatasa utani elsd sejtciklusban a Vpr-expresszalo
sejtek tulélése szignifikdnsan megndtt a kezeletlenekhez képest. Adaptiv stresszatast kdveto 2.-4.
sejtciklusban novekedett a tuléld sejtek szama a Vpr expresszio ellenére. Feltételezésiink szerint a

H,0,-altal aktivalt MAPK tutvonal enzimei okoztak a valtozast.
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4. Anyagok és modszerek

4.1. Mikroorganizmusok

A Vpr fehérje eukaridta sejtekre kifejtett hatasdnak vizsgalatdhoz a korabban kidolgozott in
vivo mddszerek tiintek a legalkalmasabbnak, vagyis specialis S. pombe torzsek kellett hasznalnunk
(I.tablazat).

Kisérleteinkhez kontrollként az SP223-as sziil6i torzset hasznaltuk, amely haromszoros
stabil auxotrofiaval és 1x10°-ennél kisebb mutacios gyakorisaggal jellemezhetd. Az RE007-es az
SP223-as sziildi torzs urad-es lokuszdba egy kopids vad tipustt Vpr(NL4-3) és nmtl-es (full

strength) promoterrel ellatott konstrukcidt integraltattak.

Torzs Genotipus Vpr | Promoter Eredet
SP223 | leul-32 ura4-D1§ - - Yuqi Zhao, Children’s Memorial Institute for
ade6-M210 h Education and Research, Northwestern

University, Chicago, U.S.A.)

REO007| leul-32 ura4-D1§ VprNL4-3 | nmtl Yugqi Zhao, Children’s Memorial Institute for
VprNL4-3::ura4" Education and Research, Northwestern
ade6-M210 h University, Chicago, U.S.A.)

I. tablazat: A kisérletekhez hasznalt Schizosaccharomyces pombe torzsek

4.2. Taptalajok

A taptalajok készitéséhez Oxoid mindségli agart hasznaltunk. A tdpanyagkiegészitd

vegyiiletek Spektrum 3D gyartméanyuak voltak.
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EMM (Edinburgh Minimal Medium)

D-gliikoz 20g

K" ftalat 3g
NayHPOy4 22¢g
NH4Cl 5g
MgCly.6H>O 1,05¢g
CaCly.2H>0O 0,014 g
KCI lg
NaySOy4 0,040 g
+EMM vitamin oldat I ml
+EMM nyomelem oldat 0,1 ml
Ade 250 mg/1
Leu 250 mg/1
Ura 250 mg/1

(Nurse Fission Yeast Handbook’ szerint)

Agar 17 g

Limitalt nitrogén tartalmu (2,5 mM) EMM

D-gliik6z 20g

K" ftalat 3g
NapHPOy4 22¢g
NHy4ClI Sg
MgCly.6H>O 1,05 ¢
CaCl».2H»>0O 0,014 g
KCl lg
NaySOy4 0,040 g
+EMM vitamin oldat 1 ml
+EMM nyomelem oldat 0,1 ml
Ade 250 mg/1

Leu 250 mg/1



Ura 250 mg/1
Agar 17¢g

EMM vitamin oldat 500 ml (10°-szeres) :

Pantoténsav lg
Nikotinsav 10g
Inositol 10g
Biotin lg

EMM nyomelem oldat S00ml (104-szeres):

H3BO3 25¢
MnS0O4.H>O 2¢g
ZnS04.7H»O 2¢g
FeCly.6H>O lg
NayMo0O4.2H»O 0,02 g
KI 0,5¢g
CuS0O4.5H>0 02¢g
Citromsav 0,5¢g

100 mM H202 oldat:

H202 57 ul
EMM téapoldat 4.943 ml

20 mM tiamin oldat (103-szeres):

Tiamin g

H20 ml
Sterilezés: szliréssel

Téarolas felhasznalasig: 1 ml-es adagokban -20°C-n.
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4.3. Modszerek

4.3.1. Torzsek fenntartasa

Kisérleteinkhez a RE007 (leul-32 ura4-D18 VprNL4-3::urad4™ ade6-M210 h) torzset
hasznaltuk, melynek stabil, ura4-es lokuszaba egy kopidban a vad tipusu Vpr-t kédold gén van
integraltatva. A Vpr gén be ¢és kikapcsolasdhoz egy nmtl-es promotert (no-message in thiamine
promoter type 1) haszndltiink. A taptalaj illetve tadpoldat 20 uM-os tiamintartalma biztositotta a teljes
génrepressziot (98%). Tiamin hozzdadéasa nélkiil késziilt taptalajok illetve tapoldatokban a vad tipusu
Vpr-t kddold gén expresszalodott. Az Sp223-as sziil6i torzset (leul-32 ura4-D18 ade6-M210 h') a
Vpr represszalt allapothoz haszndltuk kontrollnak. A torzsek Dr. Yuqi Zhao laboratériumébol
szarmaznak (Children’s Memorial Institute for Education and Research, Northwestern University,
Chicago, U.S.A.)

A torzsek fenntartasahoz 30 °C hdmérsékleten, tiaminnal kiegészitett EMM (Moreno et al.
1991) taptalajt hasznaltunk. Elékultarak készitése 30 °C-on, 200 RPM razoinkubatorban, EMM
tapoldatban tortént, 1000 ml-enként 75 mg wuracil leucin, valamint 20 pmol tiamin

végkoncentracidval.

4.4.2. Sejtmorfologia- és osztédoképesség vizsgalata

Logaritmikus fazisban 1év0 sejtek egy ¢jszakas eldkulturat hasznaltunk: 20 uM tiamin
tartalma EMM tapoldatban szaporitva. A kisérletekhez a sejteket haromszor mostuk majd, 2 x 10°
sejt/ml kezdeti koncentracidt allitottunk be. Meghatarozott idépontokban mintat vettiink,
amelyekbdl sejtstirliséget hataroztunk meg haemocytométerrel, illetve sejtfotokat készitettiink

Nicon mikroszkdp és Nomarsky interferometer segitségével.
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4.4.3. S. pombe torzsek tesztelése oxidativ stressz hatasara

H,0; teszt Quinn et al. (2002) moddositott modszerét hasznaltuk specialisan az RE007-es
torzsre alkalmazva. 16 6rds Vpr expresszalo és represszalo, log fazisu sejteket elére melegitett
EMM tapoldatba oltottunk 5 x 10> sejt/ml koncentracioban. Adaptitv stresszhez 0,15 mM —os
H;0,-al torténd, 1 h eldkezelést kovetden 25 mM végkoncentracidig adtunk H,O,-t. Akut
stresszhez 25 mM H,O, koncentraciot alkalmaztunk eldkezelés nélkiil. Meghatarozott
idépontokban mintat vettiink, amelyet 20 uM tiaminnal kiegészitett EMM téptalajra sz¢lesztettiink.

3 illetve 6 napos, 30 °C-on tortént inkubalas utan képz6édott telepeket szamoltuk meg.

4.4.4. DNS mennyiség és sejtciklus vizsgalatok

Flow citometridas mérésekhez a fent leirt H,O, szenzitivitasi tesztet alacsony nitrogén-
tartalma (2,5 mM N;) EMM tépfolyadékban végeztik el ujra. Az akut ¢és adaptiv
stresszkoriilményeknek aldvetett mintakat etanollal fixaltuk. RNase-kezelés €s propidium jodidos
festés utan flow citometrids méréseket végeztiink a sejtek DNS-tartalmanak meghatarozésara,
illetve a sejthossz vizsgalatdira. A Masuda et al. (2000) modszerét annyiban moédositottuk a
kisérletekhez, hogy log fazisban 1évé 16 o6ras Vpr-expresszald és Vpr-represszald eldkultirabol

oltottuk be az alacsony nitrogéntartalmu (2,5 mM) EMM tapoldatokat.
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5. Eredmények

Az nmtl-es ,,full strength” prométer mitkddése miatt 20 pmol/dm® koncentracidju tiamin az
EMM tapoldatban 98%-0s hatékonysaggal biztositja a Vpr repressziojat (kikapcsolja az nmtl-es
promotert), mig tiamin hidnyaban a Vpr protein expresszalddik (az nmtl-es promoéter bekapcesol). A
Vpr indukcié hatasat a X. abra A/a, B/a mutatja. A S. pombe sejtekben indukalt Vpr- expresszid
hat4sara a tiamin-mentes tapkozegben torténd tenyésztés utan mintegy 20 oraval szaporodasbeli
visszaesés jellemzd (X. dbra A/a). Az SP223-as sziil6i torzs generacios ideje €s sejtmorfologidja
gyakorlatilag azonosnak tekinthetd a RE007-es torzsével - Vpr represszalt koriilmények kozott.
Irodalmi adatok alapjan tudjuk, hogy tiamin-mentes tapkézegben vald tenyésztés 16. draja utan
bekovetkezd VprNL4-3 protein indukalddik, hatdsara a 24. 6ra utan megnyult, nem osztodo sejtek
(cdc2 fenotipus) jelennek meg és sejtpusztulas tapasztalhaté (Masuda et al. 2000).

A 16 6ras Vpr expresszalo és Vpr represszalt kultrakhoz

(i) 1 pmol/dm’ végkoncentracioban tiamint,

(ii) 0.15 mmol/dm’ H,0,-ot

(iii) 1 pmol/dm? tiamint és 0.15 mmol/dm® H,O,-ot

Adtunk (X. abra A, B).

(1) Az 1 umol/dm’ tiamin hatsara a Vpr expresszalé sejtek gyorsabban osztodtak, mint a
kezeletlenek (X. é&bra A/b), am ugyanez a kezelés nem okozott valtozast a
sejtmorfologiaban (X. abra B/b).

(i)  0.15 mmol/dm’ H,O, koncentricié nem volt hatssal a sejtosztodasra (X. abra A/c),
viszont a Vpr represszalt sejtek kozott 13 %-al megndtt a megnyult sejtek aranya, mig a
Vpr indukalt sejtek kozott a megnylt sejtek 98 %-rol 43 %-ra csokkent (X. dbra B/c).

(i) Azl ;ytmol/dm3 tiamin és 0.15 mmol/dm’ H,0, Vpr jelenlétében szinergista hatast fejtett
ki a sejtosztodasra (X. dbra A/d). A Vpr-t nem termeld sejtek kozott a megnyult sejtek
13 %-ban voltak jelen, a Vpr proteint termel0 sejtek kozott az elongalt sejtek aranya 98

%-10l 25 %-ra csokkent (X. abra B/d).
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X. abra: Szaporodasi gorbék (A) és a sejtmorfolégiat mutaté fotok (B) az S.
pombe REO007-es torzse lathaté Vpr expresszalé (¢) és nem expresszaléo (o)
korilmények kozott, EMM (pH 5.6) tapfolyadékban. A kulturakat (a nyillal jelot
idopontokban kezeltiik). Kezelés nélkiil (a), 1 p,mol/dm3 tiamin hozzaadasa (b), 0.15
mmol/ dm® H,0; (c), és 1 pmol/ dm® tiamin + 0.15 mmol/ dm®’ H,0, (d) kezelések
torténtek. Fénymikroszkopos képek 10um-es osztas feltiintetésével lathatéak. Az
adatok ot kisérlet eredmnéyeit reprezentaljak.

crer

hatasara 15 % megynult sejt jelent meg a Vpr represszalt kultarakban (-) (XI. dbra 2A/b), amelyet a
Flow Citometrias médszerekkel is kimutattunk, nyillal jelolve a XI. dbra A/a dbran. Az RE00-es
torzs Vpr-represszéalt sejtjeit H,O»-al kezelve a sejtkultirdban megnyult sejtek jelennek meg,
amelyek késoébb is lathatéak, mint a 28 h-s mintdkban (X. dbra B/c). Novekvo intenzitasu (adaptiv
¢és akut) stressz hatdsdra a ez a megnyult sejtpopuldcid eltlint, és a sejtek nagy tobbségének
csokkent a sejtmérete a kontrollhoz képest (XI. dbra A/c/d), mig a Vpr expresszald sejtek esetében
a H,O; kezelés hatdsara nem tortént latvanyos sejtméret-valtozas.

crer

sejtjei egyre inkabb a G; fazis felé tolddtak, az akut kezelés esetében mar gyakorlatilag csak G;
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fazisban 1évo sejtek lathatoak. A Vpr-t expresszald kultarak (+) esetében megmaradt a G, fazis egy
enyhe eltolodéssal a G, fazis felé (XI. abra B).

Ezen megfigyelések azt tamasztjak ala, hogy a H,O, kezelésre adott valaszreakciok nem
valtoztatjak meg a sejtciklus-jellemzdéket és nem sziintetik meg a sejtosztddas Vpr altal indukalt

megallasat G, sejtfazisban.

A Vpr expresszié B Vpr expresszié
) (+) (-) (+)
A 4 1 |
a . a | i
: Gy :
' Ge L G
‘‘‘‘‘ E
b :
2 PGy
E 1
2 | :
£ | il
E 5 m
2 2! '
c = |
<
£
E
d

v
v

Sejthossz DNS mennyiség

XI. abra: H,0, kezelés hatasa a sejthosszra (A), valamint a sejtek DNS
mennyiségére (B) az S. pombe RE007-es Vpr-indukalt (+) és nem indukalt (-)
kultaraiban. A/a, B/a. H,O, kezelés nélkiil A/b, B/b. Alacsony koncentracioju, (0.15
mmol/dm3) H,O0; kezelés, A/c, B/c. Adaptiv stressz (0.15 mmol/dm’ H,0; elokezelés 1
oran at, majd 25 mmol/dm’ H,0,) és A/d, B/d Akut stresszvalasz (25 m mol/dm*) H,0,
hatasai.

A XII. abra A az adaptiv és akut stresszvalaszt mutatja. Vpr represszalt sejtek esetében az
adaptiv stressz kozel 20 % sejtpusztuldst, az akut stressz a sejtek koriilbeliil 80 %-at pusztitja el 2

oran beliil. Vpr expresszalo sejtek esetében

61



100 T—8 E =] Q 100 :'S —— ¥ -
3 2 — 0 3 Y v v
\ E =] ] !\.\ I
J - : \ TTT—h
=2 T\Y\Y g i i\l
10 E 10 E \
S ] 9 ]
i i ~
§ 14 E 14
o i) 1 T T T T T T 0 E) 1 T T T T T T
0 20 40 60 80 100 120 0 20 40 60 80 100 120

1dé6 (h) 1dé (h)

XII. abra:  Oxidativ stressz hatisa Vpr represszalt (A) és Vpr expresszalo (B) S.
pombe RE007-es sejtekre adaptiv (A: o, B: =) és akut (A: v, B: v ) koriilmények kozott a
kezeletlen mintakhoz viszonyitva (A: o, B: e ).

Vpr expresszalo sejtek esetében az adaptiv stresszvalasz 15.8 %-al novelte meg a sejtek tulélését,

az akut stressz hatasara pedig 80.3 %-al tobb lett a tuléld sejtek aranya a kezeletlen kultirahoz
képest (XII. dbra B).

100 -:?

SN

1dé (h)
XIII. abra: Akut stressz hosszatava hatasa Vpr-

expresszalé (v) és Vpr-represszalt (v) Re007-ews S. pombe
sejtekre

Tulélo sejtek (%)

Hosszu tava (12 6ras id6tartamban vizsgalt) akut stresszt kovetd elso sejtciklus alatt (4 h) a
Vpr expresszalo sejtek tulélése megnétt a Vpr represszaléd sejtekéhez képest. Akut kezelés hatasara

a 2.-3. sejtciklust kdvetden a kezelt sejtek elpusztulnak (XIII. abra).
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XIV abra.  Vp-expresszalé S. pombe RE007-es
sejtek 0.15 mmol/dm’ H,0,-al kezelve ( a ) és
kezelés nélkiil (o )

Hosszu tavon figyelve az alacsony dozisa (0.15 mmol/dm’) hidrogén-peroxid kezelés hatasat azt
tapasztaltuk, hogy a a Vpr-expresszalo sejtek tulélése 12-16%-al megnétt a 2.-4. sejtciklus ideje
alatt (XIV. abra).
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6. Diszkusszio

A S. pombe sejtekben kifejez6dé Vpr fehérje hatasat (X. abra A/a) mutatja. A Vpr indukalt
sejtkultardkban koriilbeliil a 20. 6ratél egy novekedésbeli visszaesés jelenik meg, ami a 16. 6ratol
megjelend Vpr fehérje hatdsanak eredménye (Masuda et al. 2000). Mivel az RE007-es torzs
esetében a duplikécios 1d6 kozel 4 orat vesz igénybe, a tenyésztés 20. 0rajatol tapasztalhaté G,
sejtciklus stop, sejtmegnyulds és sejthaldl egyértelmiien a Vpr protein 16 6ra utdn bekdvetkezo
expresszidja miatt kovetkeztek be.

Megnyult, nem osztddo sejtek (a cdc2 fenotipus) lathatoak a Vpr indukalt kultardkban a
sejtciklus Go/M fazisban torténd megallasnak kdszonhetden (X. dbra B/a). A Vpr-expresszalo
sejtek életképessége a génindukcid utan akar 20 oraval adott tiamin hatasara is megnétt. Anélkiil,
hogy kizarnank a tiamin hatasat a vpr gén expresszidjara, azt feltételezziik, hogy az adott tiamin-
koncentracio felgyorsitotta a sejtciklust, és igy a sejtben indukalt stresszvalasz-reakciokat, a
tapkozeghez adott tiamin egy bizonyos hatarig eldsegiti a sejtosztodast. A jelenségre egy masik
lehetséges valasz a tiamin ’scavanger’, gyokfogd aktivitdsa lehet (Jung and Kim 2003;
Gliszczynska-Swiglo 2005).

HIV-1 Vpr fehérje hatasara 1étrejovo G,o/M sejtciklus stop célfehérjéi a Pp2A (Elder et al. 2002),
Hsp 70 (Iordansky et al. 2004) és Hsp 16 (Benko et al. 2004), valamint a klasszikus mitotikus
ellenérzéponttal kozos elemei a Weel, Ppa2, Rad24 (Masuda et al. 2000). A teljes Vpr
hatdsmechanizmus azonban eddig még ismeretlen, és tobb elemet, illetve lehetséges utvonalat
feltételeznek (Yoshizuka et al. 2005).

A Vpr fehérje és oxidativ stressz kapcsolatarol, és igy a Vpr-expresszald S. pombe sejtek
oxidativ stresszorral, H,O, -val torténd kezelésérdl kisérleteink megkezdésekor nem alltak
rendelkezésre irodalmi adatok.
kezelése sordn azt tapasztaltuk, hogy a megnyult sejtek aranya 98 %-r6l 43 %-ra csokkent. Mig a
Vpr represszalt sejtek esetében ugyanez a kezelés 13 %-al novelte a meghosszabbodott sejtek
szamat(X. abra B/c).

A Vpr expresszald kulturdk esetében ugyanez a hidrogén-peroxidos kezelés a sejtek
¢letképességét megndvelte a kezelést kdvetd elso sejteiklus alatt (XIV. abra).

A Vpr protein kifejezodése ellenére a megndvekedett talélést a sejtkultarak H,O, kezelésének
hatdsara indukal6do stressz-valasz mechanizmusok okozhattak (XII. dbra A) (Quinn et al. 2002).
Feltételezéslink szerint a MAPK (mitogen-activated protein kinase) Papl-es tutvonalanak

aktivalodasa vezetett megnovekedett antioxidans enzimszinthez vezetett, (Toone and Jones 1998,
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Wilkinson and Millar 1998, Buck et al. 2001, Quinn et al. 2002), amely a Vpr fehérje mint oxidativ
stresszor hatdsat gyengitette.

A sejtciklus Go/M fazis hatardn torténd megallasa, és az igy bekovetkezd sejthaldl, ami
kiilonbozd stresszorok (Vpr hatasara) létrejon, a Cdc2 molekula foszforilaltsagi allapotatol fiigg. A
kornyezet egyensulyanak kiilonb6z6 okokbol torténd megvaltozasa, mint példaul oxidativ stressz,
¢és hosokk esetén a MAPK utvonal elemeinek aktivaciojat okozza (Shiozaki et al. 1998; Nguyen
and Shiozaki 1999; Taricani et al. 2001; Tekin et al. 2001). Mind az oxidativ stressz, mind a
hdésokk elleni védd molekuldk a Vpr fehérje célmolekuldi kozott szerepelnek illetve szerepelhetnek.
Ezen tények alatdmaszthatjak azt a hipotézist, miszerint az aktivalt MAPK tutvonal elemei a HIV-1
es virus Vpr proteinjének kéros hatédsai ellen védik a sejteket.

A Vpr expresszald sejtek az akut, 25 mmol/dm’ H,O, altal okozott oxidativ stressz
megnodvekedett tulélését okozta rovid tdvon, 2 6rds (XII. dbra B) és 4 oras, koriilbeliil egy sejtciklus
1d6 alatt (XIII.abra).

Alacsony dozisu, 0.15 mmol/dm? H,0, hatdsara a kezelést kdvetd masodik sejtciklustol (4-16
ora) jellemz6 a Vpr fehérjét termeld S. pombe sejtek tulélésének megndvekedése (XIV. abra). A
hidrogén-peroxidra adott akut stresszvalaszért a MAP kindzok Atfl-es Gitvonalédnak géjei feleldsek,
mig az alacsony dozis hatasara a Pap1-es utvonal aktivalodik (Quinn et al. 2002).

Az adaptiv H,O, kezelés szintén megnovelte a tilélés ardnyat, am ez kevésbé volt hatasos, mint
az elokezelés nélkiili, akut H,O,; stressz (XII. abra B). (Az irodalm csupan 120 percig irja le az akut
¢s adaptiv oxidativ stressz hatasait.)

Hosszu tavon (12 o6ran at) vizsgalva az akut H,O; kezelés hatasat, a kezelést kovetd mintegy 2
sejtciklus iddvel, 8 oraval gyakorlatilag nem tartalmaztak €16 sejteket a kultirak (XIII. abra), ez az
adaptiv stressz esetében is igaz volt.

Az eredményeink arra utalnak, hogy a hidrogén-peroxid, mint oxidativ stresszor megvédte a
sejteket a Vpr apoptotikus hatasa ellen.

H,0; stressz ellen védé mechanizmusok nem szlintették meg a G2 sejtfazis blokkot, hanem az
alatt fejtették ki hatasukat.

Ezen megfigyelések azt tdmasztjak ald, hogy a Vpr fehérje és a H,O, altal indukalt stressz
részben kozos hatdsmechanizmussal/itvonalon halad, illetve hogy a H,O, megfeleld dozisai altal
indukalt védekez6 mechanizmusok képesek felfliggeszteni a Vpr sejtold hatasat (XII. dbra A-B).

Az eredményeink azt mutatjak, hogy a hidrogén peroxid kezelés altal okozott stressz megfeleld
dozisainak hatdsara a kezelést kovetd 1.-4. sejtciklusban a megvaltozott intracelluldris fiziologiai
illetve gén-indukcid beli valtozasok a Vpr expresszalod S. pombe sejtek tulélését segitette.

Az oxidativ stressz megfeleld dozisaival indukdlhatdé gén-expresszid termékei
feltételezhetéen a HIV-1 Vpr protein inhibitoraiként miikodnek.
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Bar a korabbi irodalmi adatok szerint a HIV-1 Vpr nem hat a MAPK utvonalra, egy friss
tanulmany szerint a vad tipust Vpr fehérje taltermelése a MAP2K2 (MEK?2), valamint a MKNK2
kaszkadok tobb génjét feliil- és alulregulalja (Yoshizuka et al. 2005).

Eredményeink a Vpr fehérje hatasara 1étrejovo intracellularis oxidativ stresszfolyamatok
hatasanak és kivédésének fontossagara hivjak fel a figyelmet. Kovetkeztetéseink a Vpr HIV
patogenezisében jatszott szerepére iranyithatjdk rd a figyelmet €s a betegség kezelésének tujfajta

szemléletének kialakitdsdhoz jarulhatnak hozza.
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7. Fiiggelék

7.1. Roviditések jegyzéke

HIV-1 Vpr
MAPK

MAP2K2 (MEK2)
MKNK2

Vpr NL4-3

nmtl

S. pombe

H,0,

human immunodeficiency virus type-1 viral protein R
mitogén-aktivalt protein kinazok

mitogén-aktivalt protein kinaz kindz 2

MAP kindz kot szerin/threonin kindz 2

vad tipust Vpr

no-message thiamine’ promoter 1
Schizosaccharomyces pombe

hidrogén peroxid
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BYDLYV MP virusdeterminansanak hatasa a hasasado éleszto

sejtciklusara és osztodasi sajatsagaira
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1. Bevezetés

A barley yellow dwarf virus (BYDV) a vilag gabonafoldjeit sulyté korokozo. A BYDV
fertdz¢s korai stadiumat a novények retardalt/megakadt fejlédése jellemzi, amely a késébbiekben
terméskieséshez vezet, és igy nagymértékli gazdasagi karokat okoz.

Egyes virusok altal kodolt fehérjék nagyban hozzajarulnak a fertdzés eredményességéhez,
illetve sulyossagahoz. Ebben a tanulmanyban a BYDV MP virusdeterminansanak a virusfertézés
soran betoltott lehetséges szerepét vizsgaltuk, mivel a kordbban megjelent szakirodalom nem
szolgalt adatokkal err6l. Bizonyitékkal szolgalunk arra nézve, hogy a MP gatolja a sejtosztodast, és
sejtmegnyuldst okoz. Mivel az in vitro fehérjevizsgalatok a Movement Protein és egyéb fehérjék
kotését vizsgaltdk nem vezettek eredményre, ezért a MP hatasat in vivo, hasado éleszté modellen
vizsgaltuk genetikai analizis segitségével.

Az Schizosaccharomyces pombe hasado éleszté modellen kapott eredményeinket a
transzgenikus Arabidopsis thaliana novényekkel kapott vizsgalatok is megerdsitették. Ezért a
Movement Protein viralis determinanssal végzett élesztémodellen végzett kisérletek a tovabbiakban

is biztonsaggal alkalmazhatoak a virusfehérjék kutatdsaban.
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2. Irodalmi attekintés

A barley yellow dwarf virus (BYDV) a Lueoviridae genuszba tartozik (Smith et al. 1999) és
az egyik legkartékonyabb virusos jarvany, amely a gabonaféléket sulytja (Miller and Rasochova
1997). Ez a virusos fertdzés vilagszerte elterjed Azsiaban, Auszutraliban, Afrikaban, Kanadéban,
Eurdpaban, Uj-Zélandon, dél-Amerikéban és az U.S.A.-ban.

A virust egyes rovarok és azok larvainak szivogatd tevékenysége terjeszti a gazdandvények
kozott, amelyek buza, arpa és zab egyarant lehetnek (Chay et al. 1996). A BYDV fert6zés elso jelei

a novény novekedésének visszaesése €s sargas, vagy voroses-lilas elszinezodése (I.abra).

Barley Yellow

Recent Advances and
Future Strategies

M. Henry and A, McNab, editors

I. Abra. A BYDV fertozés fo jellemzoi

A virus fertdzésének késObbi gazdasagi kovetkezmények jelentkeznek a betegség altal okozott
terméskiesés miatt.

Mivel a betegség terjesztéséért felelds rovarok tevékenysége nehezen megjosolhato, ezért a
virus terjedésének befolydsolasa nem sok gyakorlatban is alkalmazhatdé Ilehetéséget ad a
szakembereknek. A betegség elleni védekezés nem kellden hatasos, praktikus és nem gazdasagos.

A célunk a BYDV virdlis determinansainak azonositasa volt, és tobb virdlis protein
vizsgalataval kivéalasztani azt, amelyik a legfontosabb sejtfunkciokat érinti, ily modon felelds lehet a
virus fertézoképességéért, illetve a ndvények novekedésének visszamaradasaért (Ziegler-Graff et al.

1996; Nass et al. 1998).
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Mivel novényi sejtkultarakon vizsgéalni ezen funkcidkat igen koltséges és nehézkes technologiai
megoldasokat igényel, ezért hasado éleszt6 (Schizosaccharomyces pombe) rendszert dolgoztunk ki
a kisérletekhez. A S. pombe funkcionalis screenelésének eredményeit ezutan névényi modellekre
lehet alkalmazni.

A hasado élesztd eukaridta egysejtii organizmus, amely sok, magasabbrendi eukaridtakkal
megegyez0 molekuldris és biokémiai jellegzetességet mutat (Zhao and Liebermann 1995). S.
pombe modellorganizmus hasznalata eukariota gének funckcidjanak meghatarozasahoz (Lee and
Nurse 1997; Al-Khodairy et al. 1992; Zhao et al. 1996). Mivel a S. pombe-t sejfallal rendelkez6
eukariota szervezet, ezen tulajdonsdgai alapvetden alkalmassa teszik novényekkel kapcsolatos

kutatasok modellezésére.

2.1. A barley yellow dwarf virus (BYDYV)

A BYDV egy (+) szala RNS orokitéanyaggal rendelkezé luteovirus, amelynek kisméretii,
mindossze 5.673 kb hossziusagh genomja van, amely egy virion, és hat nem virion fehérjét kodol
(P1-P6) (Mayo et al. 1996). Hasadd élesztd modell segitségével ebben a projektben egyet

vizsgaltunk a hat, virion fehérjét kodoldo ORF koziil.

§ |—— 325

— 150

II. AbraA BYDV MP tiltermelése utan futtatott fehérje-profil
A 4-es szamu ORF altal kodolt movement protein (MP) egy 17 kD nagysagu fehérje (I1.abra),

amely lehetséges virusdeterminansként lett azonositva , amely a BYDV fert6zés sordn a fert6zott

novények torpe novését okozhatja.
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2.2. Stresszhatasok kovetkezményei génexpressziora és sejtciklus valtozasaira

Az eukaridta sejtek védekezd mechanizmusaik révén igyekeznek megOrizni genetikai
informéciojuk érintetlenségét (Enoch and Nurse 1990). Karos kornyezeti hatdsokra, mint példaul
kiilonbozé sugarzasok, vagy egyéb mutagenizald agensek, egyes géntermékek foszforilacids

kaszkadja indul el (Boddy et al. 1998; Rhind and Russell 1998).

G2/M Checkpoint pathway

Mitneis

Cell Cycle
Arrest

( Zhao Lab

III abra. A hasadé éleszto lefontosabb sejtciklust szabalyozo foszforilaciés utvonalat

abrazolja, amelynek {6 elemei konzervativak az eukariota sejtekben (Lee and Nurse 1998).

A kozponti- vagy kulcsmolekula a Cdc2 (Ill.abra). A Cdc2 foszforilacios allapota

eldontheti, hogy az adott sejt tovabb osztdédik-e vagy sem (Gould and Nurse 1989; Norbury et al.
1991; Hayles and Nurse 1995; Morgan 1995; Zeng et al. 1998).
A defoszforidlt Cdc2 fehérje ciklin B-t és szukcinat 1-et kot meg és bekdvetkezik a mitdzis
(Lundgren et al. 1991). Ha azonban a Cdc2 molekula foszforilalt allapotba keriil a sejtosztddas, a
tovabbi szaporodas megall és sejtciklus stop jon 1étre (Nurse et al. 1976; Macneil et al. 1991; Elder
et al. 2000).

77



3. Célkitiizés

A barley yellow dwarf virus (BYDV) fertézése jellemzden kis novési, torpe ndvényeket
(’dwarf plants’) eredményez, amely arra utalhat, hogy ez a virus a sejtproliferacot negativan
befolyasolja. Korabbi kutatdsok megerdsitették, hogy a BYDV altal kodolt Movement Protein
(MP) meggatolja a sejtosztddast és sejtciklus G, stopot okoz hasadd élesztd sjtekben. Kutatasi
programunk célja a MP éltal indukalt G, arrest molekularis megchanimzmusanak megértése volt
Schizosaccharomyces pombe modell hasznalataval.

A Movement Protein expresszioja hasado élesztdben a Cdc2-es molekula hiperfoszforilaciojat
okozza, amyely éallapotban ez a kindz molekula az eukardta sejtek mitdzisdnak lefolyasaért felelds.
kontrollalja, a MP altal okozott Cdc2 foszforilacio vagy a Cdc25 gatlasan, vagy a Weel-es
molekula funcidjanak segitésén keresztiil hat (Kovelmann and Russel 1996; Furnari et al. 1997;
Furnari et al. 1999). Ezt aldtdmasztva azt taldltuk, hogy a weel-50-es mutacid blokkolta a
Movement Protein altal indukalt sejtosztddasi stopot. A weel-50 dmikl mutans Cdc25 foszfataz
aktivitasat megvizsgalva arra az eredményre jutottunk, hogy a MP-nek nincs kozvetlen hatésa a
Cdc25-6s enzim miikddésére. Miutan a DNS karosodésara illetve a DNS replikacidjanak gatlasara
indukaldédo utvonalak kulecsmolekuldja egyarant a Cdc2, a Movement Protein valdsziniileg ezen
mechanizmusok valamelyikére hathat. Sem a korai (rad3), sem a kés6i (chkl, cdsl, vagy
chkl/cdsl), sem a checkpoint mutansok genetikai hattere nem befolyasolta a MP hatésat a sejtekre,
a MP hatasara megnyult sejtek jelenléte részben a G;-es sejtciklusgatlasra utal.

A Appel mutanson, amely a PP2A-like enzimet kodold régidban sériilt, és amely a
sejtosztodas soran az utddsejtekbe jutdé kromoszomak egyenld eloszlasaért felelés (Minshull et al.
1996; Wang et al. 1997; Goshima et al. 2003)., ugyszintén teszteltiik a MP expresszid hatasat. A
Movement Protein altal okozott mitotikus abnormalitasok ezen a S. pombe torzson egyaltalan nem
jeletek meg, s6t emellett egészséges szaporodasi képességet mutatott.

Az altalunk kapott eredmények arra utalnak, hogy a Movement Protein altal okozott G-es
sejtciklusgatlas nem kozvetleniil a DNS replikacios vagy karosodasara aktivalédo utvonalakon
keresztiil hat, hanem egy ettdl fiiggetlen mechanizmuson keresztiil, amely magaban foglalja a Weel

¢s a PP2A-like enzimet kodold Ppel-t.
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4. Anyagok és modszerek

4.1. Elesztétorzsek, plazmidok

A BYDV movement protein hatdsanak vizsgalatara S. pombe sejtek alapfunkcidit érintd
vizsgélatara egy genetikai analizisen alapuldé modellrendszert dolgoztunk ki (Masuda et al. 2000).
A BYDV movement proteinjét kodoldo gént egy nmtl-es (no message in thiamine) promoter
(Maundrell 1993; Zhao 1998) altal indukalhatd PYZIN, ura4-, illetve PYZ3N, leu2- szelekcios
expresszios vektorba klonoztuk. A PYZ3N vektor a PYZIN-el teljesen megegyezett azzal a
kiilonbséggel, hogy az insert mellett GFP (green fluorescent protein)-t kodolt. Igy a kivant gén
mikroszkdp segitségével kovethettiik nyomon a sejtekben.

A MP expresszalasahoz tiamin-mentes taptalajt hasznaltunk, a MP represszaldsdhoz 20 uM
végkoncentracioban adtunk tiamint a tapkdzeghez (Maundrell 1993, Zhao et al. 1996,

Zhao et al. 1998).

A disszertacidban hasznalt S. pombe torzseket az 1. tablazat tartalmazza:

Torzs Expresszalt Marker Megjegyzés/Eredet
gén
Sp223 - AUL Dr. Benkd Zs.
Cdc2 F15 - AL Dr. R. Elder
Appel - AU Dr. Benkd Zs.
Sp223(PYZIN) - AL -
Sp223(PYZ1N-MP) MP AL -
Sp223(PYZ3N-MP) MP-GFP AL -
Chk1(PYZIN) - A -
Chk1(PYZIN-MP) MP A -
Chk1(PYZ3N-MP) MP-GFP A -
Cds1(PYZIN) - A -
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Torzs Expresszalt Marker Megjegyzés/Eredet
gén

Sp223 - AUL Dr. Benkd Zs.

Cdc2 F15 - AL Dr. R. Elder

Appel - AU Dr. Benké Zs.
Sp223(PYZIN) - AL -
Sp223(PYZ1N-MP) MP AL -
Sp223(PYZ3N-MP) MP-GFP AL -
Chk1(PYZIN) - A -
Chk1(PYZIN-MP) MP A -
Chk1(PYZ3N-MP) MP-GFP A -
Cds1(PYZIN) - A -
Cds1(PYZIN-MP) MP A -
Cds1(PYZ3N-MP) MP-GFP A -
Chk1::cds1(PYZIN) - A -
Chkl1::cds1(PYZIN-MP) MP A -
Chk1::cds1(PYZ3N-MP) MP-GFP A -
Rad3-139(PYZIN) - AL -
Rad3-139(PYZIN-MP) MP AL -
Rad3-139(PYZ3N-MP) MP-GFP AL -
APab1(PYZIN) - AL Kis sejtméret, lassu novekedés
APab1(PYZIN-MP) MP AL Kis sejtméret, lassti novekedés
APab1(PYZ3N-MP) MP-GFP AL Kis sejtméret, lassi novekedés
APpa2(PYZIN) - AL -
APpa2(PYZIN-MP) MP AL -
APpa2(PYZ3N-MP) MP-GFP AL -
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Torzs Expresszalt Marker Megjegyzés/Eredet
gén
APpel(PYZIN) - A -
APpel(PYZ1N-MP) MP A -
APpel(PYZ3N-MP) MP-GFP A -
Weel-50(PYZ1IN-MP) MP AL -
Weel-50(PYZ3N-MP) MP-GFP AL -
Weel-50Amik1(PYZIN) - AL -
Weel-50Amik1(PYZIN-MP) MP AL -
Weel-50Amik1(PYZ3N-MP) MP-GFP AL -
Cdc2-1w(PYZ2N) - A -
Cdc2-1w(PYZ2N-MP) MP A -
Cdc2-1w(PYZ4AN-MP) MP-GFP A -
Cdc2-3w(PYZ2N) - A -
Cdc2-3w(PYZ2N-MP) MP A -
Cdc2-3w(PYZ4N-MP) MP-GFP A -
Sp223(pYZ2N) - AU -
Sp223(pYZ2N-MP) MP AU *
Cdc2F15(pYZ2N) - A -
Cdc2F15(pYZ2N-MP) MP A *

* A génexpresszi6 alacsony szintje miatt tovabbi vizsgilatokhoz nem hasznalhato.
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I1. tablazat: A felhasznalt plazmidok:

Plazmid név Inzert Marker
YZINI1 - Ura, Amp
YZ3N GFP Ura, Amp
YZIN1-MP MP Ura, Amp
YZ3N-MP MP-GFP Ura, Amp
pYZ2N - Leu, Amp
pYZAN GFP Leu, Amp
pYZ2N-MP MP Leu, Amp
pYZAN-MP MP-GFP Leu, Amp

Az inszertek szekvenéldsahoz hasznalt primereket az IDT-t6l rendeltiik 25 nm-os mennyiségben. A
szekvenalasi reakciokat csupan a 3’ primerrel végeztiik, mivel az 5° primer tervezésekor nem vették

figyelembe, hogy az a PYZIN és PYZ1N1 vektorokon tobb helyre is bekothet.

A dolgozatban hasznalt primereket a III. tablazat tartalmazza:

Name Target Base

3’primer for seq. MP MP 5’-ATATGGATCCTCACCGTACTCTCCCGGATT-3’
5’primer MP MP 5’-TCAACGACCTTAAGGCCAAC-3’
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4.2. Taptalajok, oldatok

A tapanyagkiegészitdé vegyiileteket a Spektrum 3D gyartményai. A szilard téptalajokhoz
Oxoid agart hasznaltunk.

YEA (1000 ml)

¢lesztOkivonat (0.5%) 5¢g

gliikoz (3%) 30g
agar (2%) 20g
Lizin 100 mg
Leucin 150 mg
Uracil 100 mg

EMM (Edinburgh Minimal Medium) (1000 ml)

D-gliik6z 20g

K" ftalat 3g
NayHPO4 22¢g
NHy4Cl 5¢g
MgCly.6H>O 1,05 ¢
CaCl».2H»0O 0,014 g
KCl lg
NaySOy4 0,040 g
+EMM vitamin oldat I ml
+EMM nyomelem oldat 0,1 ml
Ade 250 mg/1
Leu 250 mg/1
Ura 250 mg/1

(Nurse "Fission Yeast Handbook’ szerint)

Agar 17 g
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Limitalt nitrogén tartalmu (2,5 mM) EMM (1000 ml)

D-gliikoz 20g

K" ftalat 3g
NayHPOy4 22¢g
NH4Cl 5¢g
MgCly.6H>O 1,05¢g
CaCly.2H>0O 0,014 g
KCI lg
NaySOy4 0,040 g
+EMM vitamin oldat 1 ml
+EMM nyomelem oldat 0,1 ml
Ade 250 mg/1
Leu 250 mg/1
Ura 250 mg/1
Agar 17¢

pH 5.8

EMM vitamin oldat 500 ml (103-szeres) :

Pantoténsav lg
Nikotinsav 10g
Inositol 10g

Biotin lg



EMM nyomelem oldat S00ml (104-szeres):

H3BO3
MnSO4.H>O
ZnS04.7H>0O
FeCly.6H>O
NapMo0Oy4.2H»O
KI

CuS0O4.5H>0

Citromsav

20 mM tiamin oldat (10°-szeres):

Tiamin

H,O

Sterilezés: szliréssel

25¢g
2g
2g
lg
0,02 ¢
0,5¢g
02¢g
0,5¢g

0,1066 g
20 ml

Tarolas felhasznalasig: 1 ml-es adagokban -20°C-n.

1.2 M szorbitol oldat (100ml)

Szorbitol
H,O
Sterilezés: szlréssel

Téarolas felhasznalasig: 4°C-n.

21,86 g
100 ml
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Ripa puffer (100 ml)

Tris 790 mg
NaCl 900 mg
NP-40 (10%) 10 ml
Na-deoxicholate (10%) 2.5 ml
EDTA (100 mM) 1 ml
pH 7.4

Téarolas felhasznalasig: 1 ml-es adagokban -20- illetve -80°C-n.
Felhasznalas el6tt leupeptin, apoprotin vagy pepstatin (végkoncentracio: 1 mg/ml), illetve

aktivalt Na; VO, (végkoncentracio: 1mM) hozzdadasa sziikséges.
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4.3. Modszerek

4.3.1. Torzsek fenntartasa

Az S. pombe torzsekbodl elSkultirat készitettink EMM tapoldatban 20 puM tiamin
végkoncentracioval. Az nmtl-es promdteren keresztiil a MP represszalt volt (Maundrell 1993; Zhao
et al. 1996; Zhao et al. 1998). A hasadd élesztd torzseket 200 rpm fordulatszamon, 30 °C-on
razattuk, kivéve a hdmérséklet-érzékeny Weel-50 és Weel-50Amik ] mutansokat, melyeket 25 °C -
on tenyésztettiink.

Szilard taptalajon 3-5 napig, egyes kolonidk megjelenéséig inkubaltuk a torzseket 30-,
illetve 25 °C-on.

4.3.2. Molekuléaris biolégiai modszerek

A BYDV MP génjét hasado ¢€lesztd expresszidos pYZIN, pYZ3N és pYZ2N illetve pYZ4N
vektorokba klonoztuk (Zhao et al. 1998). Ezek a vektorok egy indukalhatdo nmtl-es (no message in
hidnyaban illetve jelenlétében biztositja (Maundrell 1993). A MP génjének vektorba klonozasat
kovetéen E. coliba transzformaltuk, majd az egyes telepek felszaporitasa utdn a plazmid DNS-t
kivonva restrikcios emésztéssel valamint PCR reakcidval ellendriztiik. A klonozott MP pontos
szekvenciajat automata szekvenald berendezés segitségével (ABI 377) hataroztuk meg ¢és
hasonlitottuk 0ssze az eredetivel.

A S. pombe sejtekben a MP lokalizacidjanak mikroszkopos vizsgalatahoz pYZ3 illetve
pYZAN expresszios vektorokba klonoztuk a movement proteint kodold szekvenciat. A vektorokrol

a MP bGFP (bright green fluorescent protein) fuzioval fejez6dott ki.
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4.3.3. Transzformalas és a transzformalt S. pombe torzsek tesztelése

A hasado ¢élesztd torzsek transzformalasahoz BTX Electro Cell Manipulator ECM 600-as
késziiléket hasznaltunk és a transzformalast a gyartd utasitasai alapjan végeztiik el. A sejteket YEA
tapoldatban stacioner fazisig tenyésztettiik. Centrifugalds utan a sejteket haromszor atmostuk
jéghideg 1.2 M szorbitollal, majd az utolsé mosast kdvetden 2 x 108 sejtet szuszpendaltunk fel a
szorbitol oldatban, 200 pl-es adagokban. Az elektroporaciot a gyarto altal javasolt kiivettadban ¢és
paraméterekkel, 2.25 kV-on végeztiik, majd azonnal 0.5 ml jéghideg, 1.2 M-os szorbitolt adtunk a
sejtekhez. Centrifugalas utan 50 pl-nyi térfogatot szélesztettiink szelektiv minimal taptalajra. 4-6
nap (30 °C - illetve egyes hdmérséklet-érzékeny mutansok esetében - 25 °C-n tortént) inkubalas
utan 4-4 transzformalt S. pombe telepet izolaltunk. Mindegyiket teszteltiik MP expresszalt illetve
MP represszalt allapotban szilard taptalaj felszinén, illetve tapfolyadékban mutatott novekedési
sajatsagokra, sejtmorfologiara. A tovabbi vizsgalatokhoz egy olyan transzformalt S. pombe torzset

valasztottunk ki, amely a tobbségében jellemzd tulajdonsagokat mutatta.

4.3.4. Gén-indukcié az S. pombe torzseknél

A MP indukciét megelézéen a MP represszalt sejtkultarakat 20 uM tiamin jelenlétében
késdi log fazisig novesztettiik tapoldatban. A sejteket centrifugéaltuk, majd haromszor desztillalt
vizben mostuk, ezt kovetden tiamin nélkiili tapoldatban vettiik fel. A kisérletek kezdetekor a
kiindulasi sejtkoncentracié 2 10°-en volt. A MP kifejezédését a tenyésztés kezdetétdl szamitott 16.
oratol tudtuk kimuatni (western blot analizissel), a sejtekre gyakorolt hatdsat a 20. oratdl

figyelhettiik meg. Kontrollként veliik MP szupresszalt, tiamin tartalmt kulturakat alkalmaztunk.
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4.3.5. A S. pombe sejtek szaporodasanak vizsgalata

A MP represszalt hasado élesztd sejteket 20 uM tiamint tartalmazé EMM mediumbam, 30
oC, (200 rpm-en torténd) razatassal tenyésztettiik. A MP expresszio hatasait tiamint nem tartalmazo
EMM tapkdzegben vizsgaltuk.

A sejtek szaporodasanak vizsgélatdhoz adott idépontokban mintat vettiink, a sejtsiirliséget
hemocytométerrel hatdroztuk meg. A sejtek koloniaképzd sajatsdgainak vizsgalataihoz egy
inokulumnyi S. pombe-t oltottunk szelektiv tiamin-tartalmi (MP szupresszalt) vagy tiamint nem
tartalmazd (MP indukalt) EMM lemezekre. A csészéket a leirt hdmérsékleten, 3-5 nap inkubalas

utan értékeltik ki.

4.3.6. Sejtciklus-meghatarozas

A MP hatasat a sejtciklusra egy indukéalhatdé gén-expresszids rendszer segitségével
mint pl. a sejtek DNS tartalmanak meghatarozasa flow citometria segitségével, a Cdc2 molekula
foszforilacids allapotdnak meghatarozasara western blot analizissel, a sejthossz-meghatarozasa
forward scatter analizissel illetve mikroszkopos médszerrel (Masuda et al. 1996; Zhao et al. 2000).
Az MP expresszalo illetve -represszalo S. pombe sejtek hosszanak meghatarozasahoz Leica Upright
mikroszkopot, Hamamatsu kamerat, Openlab programokat hasznaltunk. A statisztikai szamitasok

elvégzéséhez t-tesztet hasznaltunk (www.quickcalcs.com).

4.3.7. A Cdc2 molekula foszforilaltsaganak meghatarozasa western blot analizissel

A Cdc2 molekula foszforilaltsagi allapotanak vizsgalatarozdsdhoz sejt-extraktumokat
Kovelman és Russel altal leirt modon készitettikk el (Kovelman and Russel 1996). A sejtek
fehérjetartamanak kivonasahoz modositott RIPA puffer és Complete Mini protedz inhibitor
hozzaadasaval készitettiik el Mini Bead-Beater segitségével. A fehérjekoncentraciokat BCA protein
kolorimetrikus esszé segitségével (Pierce) hatdroztuk meg. Azonos mennyiségli fehérje-kivonatot
futtattunk 8-20%-os tris-HCl gradiens gélen (BioRad) tris-glicin pufferrel. A fehérjéket
nitrocellul6z membranra blottoltuk at, majd ezutan anti-Cdc2 (Upstate), illetve anti-phospho Cdc2

(Cell Signaling) ellenanyagot hasznaltunk a gyartok utasitdsanak megfelelden. A futtatott fehérje-
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mennyiség ellendrzéséhez anti B-tubulin ellenanyagot hasznaltunk. A proteinekhez kotodott
ellenanagokat SuperSignal West Pico Chemiluminescent Substrate Kit (Pierce) és rontgen film
segitségével tettliik lathatova. Az MP indukalt illetve MP supresszalt kulturak foszforilalt illetve
defoszforilalt Cdc2 tartalménak kvantitativ analiziséhez a rontgenfilmeket scannelés utdn Openlab

¢és Excel programok segitségével értékeltiik ki.

4.3.8. A MP altal indukalt sejtciklus valtozasok vizsgalata Flow Citometrias analizissel

A movement protein sejtciklusra gyakorolt hatdsdnak tanulmanyozasdhoz flow citometrids
kisérleteket végeztiink. A sejtkulturak sejtciklus-profiljat, illetve a sejtek DNS-mennyiségét
hataroztuk meg alacsony nitrogéntartalmu tapkdzegben (Zhao et al. 1996) torténd tenyésztést
kovetden. Az alacsony nitrogéntartalmu tapoldatokban vald szaporitassal a sejteket sejtciklusuk G
fazisaban szinkronizaltuk (Alfa et al. 1993). A MP altal okozott feltételezett G, sejtfazis stop
indukciora a G; szinkronizadlt MP represszalt ¢és MP exresszald sejtek profiljdnak
Osszehasonlitasaval kdvetkeztethettiink (Elder et al. 2000).

Az elézoektol eltérd sejtciklus-sajatsagok megallapitdsahoz normal tapkdézegben

felszaporitott S. pombe kultirakat vizsgaltunk FACS analizissel.

4.3.9. Konfokalis és fluorescens mikroszkopos vizsgalatok

A mikroszkopos fénykép-felvételeket Leica (DMR) fluorescens mikroszkép, Hamamatsu
tipusi (CCD) kameraval, OpenLab szoftver (Improvision, Inc., Lesington, MA) segitségével
készitettiik. A z6ld fluorescens protein (GFP) fotokhoz Leica L5 szlir6t haszndlunk, melynek
extinkcioja 460-500 nm, emisszidja 512-542 nm. A sejtek DNS-ének festéséhez a sejtkultarakat 1
ug/ml koncentracioban DAPI-val (4°, 6-diamino-2-pehnylindole) kezeltiikk, melyet Leica A8
filterrel, extinkcié 340-380 nm, emisszio 450-490 nm tettiink lathatova. Az S.pombe sejtek sejtfal-
¢és szeptum-vizsgalatdhoz egy citin-specifikus festéket, Calcofluort hasznaltunk (Sigma F6259). A

mintak elokészitését, a DAPI- valamint Calcofluor festést Alfa et al. 1993 szerint végeztiik.
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5. Eredmények

A vizsgalt torzseket elektroporatorral tortént transzformaldssal allitottuk eld, amelyet a
gyartd (BTX) utasitasait kdvetve végeztiink. A transzformalt torzsek koziil 4-et 4-et teszteliink és a
kapott tulajdonsagok koziil egy reprezentativat valasztottunk ki.

A BYDV movement proteinjét kodold gént indukalhatd expresszios vektorba klonoztuk. A
PYZ vektorok inszert génjének kifejez6dését egy indukalhaté nmtl-es promoter (no message in
thiamine) segitségével tudtuk be- és kikapcsolni. MP expresszalo sejtek (MP-on) és MP represszalt
sejtek (MP-off) szaporodasat hasonlitottuk Ossze. Mindkét settipust szelektiv EMM tapoldatban
tenyésztettiik tiaminnal vagy tiamin hozzdadéasa nélkiil. Mindkét sejtklturat korai log fazist
sejtekbdl készitettiik 2 x 10° sejt/ml induld sejtszammal. Adott idépontonként mintékat vettiink,
amelyek sejtszdmat meghataroztuk.

Az MP represszalt sejtkultara kortilbeliil 28 o6rds tenyésztési idé utan ért stacioner fazisba,
amely a S. pombe sejtek normalis szaporodasanak megfelel, mintegy 4 6ras generacios id6vel. Az
MP expresszalt kultira ellenben dramai szaporodasbeli visszaesést mutatott. Az MP represszalt
sejtekhez képes a movement protein expresszalt kutlira tobb mint egy nagysagrenddel kevesebb
sejtet tartalmazott mililiterenként (I'V. dbra, a). Hasonld szaporodasbeli jellegzetességeket mutatott,
ha a MP represszalt sejtkulturat olyan kultaraval hasonltottuk 6ssze, amelyben az MP N terminalis
végén GFP-tagelt MP fehérjét expresszaltunk.

Movement protein expresszalt sejtek szilard taptalaj felszinén nem képeznek telepeket (IV. abra, c).
Thiamin tartalmu taptalaj felszinén MP represszalt sejtek gyakorlatilag a vad tipushoz hasonld
telepképzddést mutatnak.

Tehat a movement protein expresszié (tiamin mentes) tapoldatban és taptalaj felszinén
egyarant gatolja a S. pombe sejtek osztodasat. A BYDV P4-es (ORF4) altal kodolt MP a hasado
¢lesztd sejtekben osztddasara gatld hatassal van.

Megnytlt S. pombe sejtek esetében igen gyakori a Go/M setfazis-blokk és az erre jellemz6
szeptum nélkiili megnyult sejt, a ,,cdc2 fenotipus” (Nurse et al. 1976; Lee and Nurse, 1988) (IV. abra
b, ¢). A BYDV MP kifejezddése altal okozott sejtmegnyulas soran szeptumokat is lathatunk, tehat a

sejtfazis nem vagy nem csak a G, €s M fazisok hataran, hanem pl. M fazisban torténhet.

91



a b

10° | 4 MP-expresszié  ~MP represszi0 MP expresszio
4 MP-represszié
=108 |
> 107 ‘”’/w
s0 106 A
1 |
3 0 10 20 30 40
1d6 (h)

. Sp-223-MP +

IV abra. A movement protein hatasa S. pombe a sejtek szaporodasara (a) tapfolyadékban, b.
MP expresszalt sejtek jellegzetes morfologiaja DAPI és calcofluor festés (¢) MP indukalt és nem

indukalt kulturak telepképzé sajatsagai.

Tiamin-tartalma tapoldatban (a MP gén nem expresszalodik), a movement
protein génjét mint inszertet tartalmazo S. pombe sejtek normal hosszusaguak (10,4 = 0,2 um) (Zhao
and Lieberman, 1995). Ezzel szemben a MP expresszalo torzs esetében a sejtek atlagos hosszusaga
(standard errorral) 14,8 + 0,4 um. Az MP expresszalo és represszalt torzsek sejthossz-értékei kozotti
kiilonbség szignifikans a p<0,0001 szintjén. Vad tipusu sejtek esetében a maximalis sejthossz 14 um,

mig az MP expresszalo kultarakban a 27 um-t is elérheti (V.abra Aa, Ab).
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