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BEVEZETES

A homeosztazist, vagyis azt a dinamikus egyensulyt, amelynek segitségével az él6lények allandd onfenntarté miikodésiiket biztositjak, folyamatosan azt
veszélyeztet§ hatdsok teszik prébara. Nem csupan a kiilvilagban, hanem még az intracellularis térben is, példaul a 1légzési folyamatok eredményeként, illetve

bizonyos enzimek miikodésének velejaréjaként karos melléktermékek, igy tobbek kozott reaktiv oxigéngyokok (ROS) karosithatjék a sejteket.

Az él6 szervezetek szamara bizonyos elemek, igy egyes fémek vegyiiletei is létfontossaguak lehetnek. Egészséges kornyezetben a fémek, mint
enzimalkotdk nanomdlos koncentraciéban vannak jelen az él6lényekben. Az iparban széles korben alkalmaznak olyan vegyiileteket, amelyekben a krém
legtobbszor egy instabil, +6-0s szamu oxidaciés éallapotban van jelen. A kréom gyors redukcidja sordn reaktiv intermedierek képzddnek, amelyek a sejtekben
tobbféle karositd reakciot indithatnak el, amelynek része a DNS javité enzimjeinek gatlasa, vagy a szignal transzdukcids utvonalak aktivalasa. Az erételjes kiils6
stresszhatasok akar a sejtek oOrokitGanyaganak karosodasahoz és igy példaul malignus transzformacidhoz vezethetnek. Ismertek azonban olyan

mikroorganizmusok is, amelyek a nehézfémekkel illetve azok kdros hatdsaival szemben rezisztenciat mutatnak (Nies 1999).

A kiilonboz6 eredetli stresszfolyamatok él6 szervezetek genetikai hatterére gyakorolt hatdsa — egyel6re — nagyrészt tisztazatlan. A stresszhatdsokkal
szemben mutatott tolerancidért illetve érzékenységért felels tulajdonsdgok vizsgalatanak egyik lényeges lépése lehet példaul megfelel6 mutins torzsek
létrehozésa és vizsgalata. A mutans gének illetve géntermékek vizsgalatdval tobbet tudhatunk meg arrél, hogyan és milyen génekre hatnak az egyes oxidativ

stresszorok, nehézfémek, igy példaul a krém is az é16 sejtekben (Halliwell és Gutteridge, 1999).

Az él6 szervezetekre nézve stresszhatast jelenthetnek az Oket megtdmadé virusok 4ltal kodolt fehérjék, amelyek szerepe a virdlis fert6zés
eredményességében meghatarozo tényezd. Az AIDS (,,acquired immune deficiency syndrome”) tiinetegyiittesét okozé virusok kozott a HIV-1-es tipust (,human
immunodeficiency virus type 1”) is tobb olyan ,accessory protein”-nel azaz jarulékos fehérjével rendelkezik, amelyeknek szerepet tulajdonitanak a
virusfert6zésben. Ez a virus az el6bb emlitettek kozott rendelkezik egy 15 kDa nagysag, virionhoz kotott fehérjével, a Vpr-el (,,viral protein type R”) (Elder és

misi., 2002).

A Vpr protein bizonyitottan felel6s a HIV virus fert6z6képességéért, jelenléte segiti a virus replikaciés ciklusat, és szamos sejtalkotéra hatva, eddig nem
teljesen ismert médon patogenezist idézhet el6. A Vpr egyes irodalmi utaldsok szerint 6nmagaban is képes oxidativ stresszt okozni; a Vpr és oxidativ stressz
kapcsolatar6l, sem a Vpr-expresszalé S. pombe tenyészetek oxidativ stressz-vizsgalatarél nem éalltak rendelkezésiinkre adatok. A HIV virusfertzés egyes
fazisaira jellemz6 az oxidativ stressz megléte, amely ellen a betegség kezelése sordn antioxidans tartalmu szereket, un. koktélt adnak az AIDS betegeknek
(Dunable 1998). Ez esetben lényeges kérdés lehet az, hogy vajon az intracellularis stresszt okozo, a sejtekben expresszalt Vpr fehérje és az emellett hatd,

kiils6leg adott oxidativ stressz é16 szervezetet karosité hatdsa valéban 6sszeadddik-e?

Egy masik, az arpa sarguldsat és torpeségét okoz6, BYD virus MP (,movement protein”)-jének hatdsardl, a virusfert6zés soran betoltott szerepér6l
korébban egyaltalan nem szolgalt adatokkal a szakirodalom. A BYDV a megtamadott novények torpe novését, sargulasat és haszonnovények esetében a termés
jelent6s csokkenését okozza. Kizarélag az MP fehérje altal kivaltott hatdsok részletes vizsgalata adhat vélaszt arra, hogy mennyiben jarul hozzd a MP a BYD
virus altal megfert6zott novények lelassult fejlédéséhez. Amennyiben az MP legjellemzébb funkcidi érintik a sejtosztédas normalis lefolyasat, illetve annak
gatlasat, az magyarazatot adhat a torpe novényekre. Az esetlegesen érintett célmolekuldk vizsgéalatdhoz a genetikai analizis nyujthat lehetGséget. Azonban
novényi sejtkultirakon megfigyelni ezen funkcidkat igen koltséges és nehézkes technolégiai megoldasokat igényel. A MP hatdsanak in vivo vizsgalatara jo
alternativat biztosit a hasad6 éleszt6. S. pombe sejtekben expresszdlva vizsgalhatd az MP példanak okaért genetikai analizis soran, mivel ezen a

modellorganizmuson végzett kisérletek eredményeit nagy biztonsaggal lehet alkalmazni mas eukariéta szervezetekre, igy novényekre is.



CELKITUZESEK

A kiilonboz6 eredetii oxidativ stresszfolyamatok hatterének vizsgéalataval az alabbi célkitlizéseink voltak:

1. A krémérzékenységért illetve krémtolerancidért felelds gének vizsgédlatdhoz tetrdd-analizisek sordn egy génben mutans: krém tolerdns vagy krém szenzitiv,
stabil genetikai hattérrel valamint leu1-32 és ura4-D18 markerekkel rendelkezd S. pombe torzsek eldéllitasa.

2. Megvizsgdlni a Vpr fehérje és oxidativ stressz egytittes hatdsat hasadé éleszt6 modellen.

3. A MP fehérje altal indukalt sejtciklus megallas bizonyitasa S. pombe modell hasznalataval.

4. Bebizonyitani, hogy a MP expresszidja a mitdzis lefolyasaért felels Cdc2 kinaz molekula hiperfoszforilaciéjat okozza hasadé éleszt6ben.

5. Uj ismeretek szerzése a MP protein lehetséges célmolekulairdl, az eukariéta sejtek szaporodasanak megallasarél, amely a MP hatasara kévetkezik be.

6. Kimutatni, hogy a MP egy lehetséges BYDV viralis determinans, és hasad6 éleszté-rendszer segitségével megvalaszolni azt, mely legfontosabb sejtfunkcidkat

érinti és igy felelGs lehet-e a virus fert6z6képességéért, illetve a novények novekedésének visszamaradasaért.

ALKALMAZOTT MODSZEREK

A S. pombe krom-toleréns (chri-14 T, chr-09 T) és krém szenzitiv (chr-23S, chr-33S) torzseinek tetradanalizisét végeztiik el. A sporazoképességet
Biirker-kamra segitségével vizsgaltuk.

A keresztezések soran kapott sporaklonok tesztelése krom-tolerancidra és auxotréfiara szelektiv tdptalajok segitségével tortént.

A Vpr fehérje eukaridta sejtekre kifejtett hatasanak vizsgalatahoz in vivo médszereket, vagyis specidlis S. pombe torzseket haszndltunk.

A Vpr gén be- és kikapcsoldsahoz egy nmtl-es promotert alkalmaztunk. A taptalaj illetve tdpoldat tiamin-tartalma biztositotta a teljes génrepressziot, a
tiamin hozzaadasa nélkiil késziilt taptalajokban illetve tdpoldatokban a vad tipusi Vpr-t kédolé gén expresszalédott. Sejtmorfologia és osztddoképesség
vizsgalata hemocytométerrel, illetve mikroszkop és kamera segitségével tortént.

S. pombe torzsek adaptiv és akut oxidativ stressz-vizsgalatat H,O, tartalmu tapoldatok felhasznalasaval végeztem.

DNS mennyiség és sejtciklus vizsgdlatok flowcytometrids méréseihez a H,O, szenzitivitasi tesztet alacsony nitrogén-tartalmu tapfolyadékban végeztik
el. A mintakat etanollal fixaltuk. RNase-kezelés és propidium-jodidos festés utan méréseket végeztiink a sejtek DNS-tartalméanak meghatarozasara, illetve a
sejthossz vizsgalatara.

A BYDV MP hatasanak tanulmédnyozaséhoz S. pombe sejtek f6bb funkcioéit érint6, genetikai analizisen alapulé modellrendszerrel dolgoztunk. A BYDV
MP-t kédol6 génszakaszt nmtl-es promoter altal indukalhaté expresszios vektorokba klonoztuk. A vektorokat E. coliba transzformaltuk, majd a plazmid DNS-t
kivonva restrikciés emésztéssel valamint PCR reakciéval ellendriztik. A klénozott MP pontos szekvenciajat automata szekvendld berendezés segitségével
hataroztuk meg és hasonlitottuk dssze az eredetivel.

Az ellen6rzott vektorok S. pombe sejtekbe transzformélasdhoz Electro Cell Manipulator-t hasznaltunk. A térzsek sejtmorfologiajat, osztodasi sajatsagait,
a fehérje lokalizacidjét, a gén-kifejez6dés jellegét teszteltem.

S. pombe torzsek MP gén-indukcidjanak vizsgalatdhoz tiamin-mentes kulttirédkat hasznaltunk. Kontrollként MP szupresszalt, tiamin tartalmu kultirakat,
valamint tires plazmidot tartalmazé sejteket alkalmaztunk. A sejtek morfoldgiai vizsgalatdhoz konfokélis és fluorescens mikroszképos fénykép-felvételeket
megfelel6 kamera segitségével készitettiik. A sejthossz meghatarozasa forward scatter analizissel illetve mikroszkdpos moédszerrel tortént. A statisztikai
szamitasok elvégzéséhez Student-féle t-tesztet (p<0,0001 szignifikancia-szinten) hasznaltunk.
sejtkultirakat DAPI-val kezeltiik. Az S. pombe sejtek sejtfal- és szeptum-vizsgéalatahoz calcofluort hasznaltunk.

A S. pombe sejtek szaporodasanak vizsgalatat tiamint tartalmazo folyékony tdpkozegben végeztiik. A sejtsiirliséget Biirker-kamraval hatdroztuk meg. A
sejtek koloniaképz6 sajatsagainak vizsgélataihoz az S. pombe torzseket oltottuk tiamin-tartalmu illetve tiamint nem tartalmazé EMM téptalajokra.

A MP sejtciklusra gyakorolt hatdsanak tanulméanyozasédhoz flowcytometrids kisérleteket végeztiink. A sejtkultirak sejtciklus-profiljat, illetve a sejtek
DNS-mennyiségét hatdroztuk meg. A kulturdkat sejtciklusuk G; fazisdban szinkronizaltuk. A MP A&ltal okozott, sejtciklusra gyakorolt véltozasokra az MP-
represszalt és MP-exresszald sejtek profiljanak 6sszehasonlitasaval kovetkeztethettiink.

A Cdc2 molekula foszforilaciés allapotdnak meghatarozdsdra western blot analizist végeztiink. A fehérjekoncentraciékat kolorimetrikus esszé
segitségével hataroztuk meg. A futtatott fehérje-mennyiség ellenérzéséhez anti B-tubulin ellenanyagot hasznaltunk. A proteinekhez k6t6dott ellenanyagokat
rontgen film segitségével tettitk lathatéva. A foszforilalt illetve defoszforilalt Cdc2 tartalménak kvantitativ analiziséhez a rontgenfilmeket scannelés utan a

megfelel§ analizalé programok segitségével értékeltiik ki.

EREDMENYEK

Megvaltozott kromérzékenységii S. pombe mutansok eléallitdsa



A krémérzékenységért illetve kromtoleranciaért felelés gének vizsgalatdhoz egy génben mutdns, krom tolerdns vagy krém szenzitiv, stabil genetikai hattérrel

valamint megfelel6 markerekkel rendelkez6 torzseket dllitottam el tetradanalizisek soran.

Keresztezések ura4-D18 marker bevitelére:

A 9chr” (leul-32 h’) sziil6i térzsbdl szarmazo6 Cr(VI) tolerans (T) és szenzitiv (S) mutdnsokat a chr2-04T-t, a chr-09T-t, a chr1-14T-t, a chr-23S-t és a chr-33S-t
kereszteztiik a 89chr” (ura4-D18 h*) torzzsel, egyrészt azért, hogy kivalasszuk a mutansok koziil az egy génben sériilteket, masrészt azért, hogy ezen torzsek
koziil kiemeljik azon rekombindnsokat, amelyek megtartottdk a Cr(VI) szenzitivitdsukat illetve tolerancidjukat ugyanakkor hordozzdk a transzformaciéhoz

sziikséges uracil auxotrofiat, az ura4-D18 markert.

L. keresztezés: (chr2-04T x 89chr™):

A tetrddanalizisek eredménye egy génben bekovetkezett mutdciot valdszinisitett, hiszen a 25 teljes tetradban a hasadasi arany 2T:2S volt. Négy krémtolerans
(MGKecr(VI): 275 pM) rekombinanst kaptunk leul-32 vagy ura4-D18 markerekkel. Ezek koziil a chr2-046T jeliit emeltitk ki késébbi transzformaciés
kisérletekhez. Random spéra analizis végeztiink a chr2-04T és a chr1-66T torzsek kozott és a vizsgalt 104 spéra koziil csupan 44 bizonyult Cr(VI) toleransnak
(MGKecr(VI): 275 pM). Ezen eredmények azt mutattdk, hogy a Cr(VI) tolerancidért felel6s mutaciék nem allélikusak ezen mutdnsokban, azaz két kiilonboz6
génben torténtek (Czakd és mitsi, 2004). A chr2-046T torzset transzformécios kisérletekhez azért nem hasznaltuk, mert az id6kozben kidolgozott direkt
szelekci6s modszer, amely a transzformansok kivéalasztasara hasznalhaté (Kodsz és mtsi, 2008) genotipus fiiggd és a chr1-663T mutansnal ez hasznalhaté volt,

mig a chr2-046T-nél nem.

I1. keresztezés: (chr1-14T x 89chr™):

A kapott 29 tetradbol 28 volt teljes, azaz ezeknek minden spéraja csiraképesnek bizonyult (Czaké és mtsi., 2004). A hasadasi arany a kromtesztben 95 % +/- 5 %
adott 2T:2S szegregaciét. A +/- 5 % abbdl addédhatott, hogy a krom tesztben a sejtszdmot pontosan be tudtuk allitani, azonban a krémmal szembeni
érzékenységet befolyasol6 sejtfazis véaltozhatott. A 8 keresztezésben 400 spéra kertilt kihtizasra, melyb6l 266 volt életképes, tehat ez 66,5 % életképességi aranyt

jelent. A spéraklonok koziil 18 uracil auxotr6f kréom tolerdns rekombinanst szelektaltunk.

Ezen 18 Cr(VI) tolerans rekombinansok koziil az egyikkel random spéra analizist végeztiink, azaz kereszteztikk a chr1-66T torzzsel, melynek eredményeként

kapott 84 spéraklonbél 73 Cr(VI) toleranciat mutatott. Ez azt valoszinisitette, hogy a két keresztezett mutdnsban a mutaci6 ugyanabban a génben tortént.

A tovébbi kisérletekhez azokat a spéraklonokat vélasztottuk ki, amelyek krom-tolerdns jelleget mutatnak és uracil- illetve leucin- vagy uracil- leucin- kett6s
auxotrofiat hordoznak. Ezek a spéraklonok a 89chr” -es és chr1-14 T -es torzsek keresztezésébdl szarmazo: 92/7b, 92/7d, 92/8a, 92/8d, 96/3d, 97/14c, 97/14d,
97/18a, 97/18¢c, 98/1a, 98/1b, 98/3a, 98/5c, 98/7a, 98/9a, 98/9¢c, 98/10a, 98/13d. Mivel a tetrad-analiziseket egy génben mutans: krém tolerans vagy krom
szenzitiv, stabil genetikai hattérrel rendelkezd torzsek elGallitdsa céljabol végeztem, ezért a tovabbi munkahoz a 89chr® -es és chri-14 T -es torzsek

keresztezésébdl szarmaz6 2-2 kivalasztott sporaklon: a 92/7b, 92/7d, valamint a 97/14c, 97/14d lett.

III. keresztezés: (chr23S x 89chr™):

IV. keresztezés: (chr33S x 89chr"):

A fenti két keresztezés soran nem kaptunk aszkuszokat, igy a tetrddanalizist nem tudtuk elvégezni.

V. keresztezés: (chr1-09T x 89chr™"):

Négy alkalommal tortént keresztezések soran 56 teljes tetrad kihizésa tortént meg, ebbdl 176 db spdraklon volt életképes, ami 78,57 %-os életképességi aranyt

jelent. A 31 teljes tetradbdl 2:2-es szegregaciot 6 esetben kaptunk.



Az auxotrdfia tesztekben 2:2-es hasadast mutat6 teljes tetrddok krom tolerancia tesztjeinek eredményei alapjan gyakrolatilag nem talaltunk olyan utédokat,
amelyek a tervezett kisérletekhez sziikséges kritériumoknak megfeleltek volna. Az ezen keresztezés soran izolalt torzsek nagy része késébb az éltaldnos

tenyésztési paraméterek kozott nem maradt életképes. Ezért a tovabbi munkahoz a 89chr” -es és a chr-09T jelii sziil6k utddait nem hasznaltuk fel.

VI. keresztezés: (chr1-662T x 21chr”) (Masodik keresztezés a (chr1-662T transzformalhat6sagaért):

A 6chr' (lys1-131 h', MGKen: 250 pM) sziil6i torzsb6l mutagenezissel késziilt a chr1-66T (lys1-131 h', MGKewn: 275 pM) muténst, amelynél a mutacié a
tetradanalizis alapjan egy génesnek bizonyult keresztezve a 90chr” (ura4-D18 h*, MGKqiy: 250 pM) torzzsel. Ebbdl a keresztezésb6l szarmazé sporaklonok a
chr1-661T valamint a chr1-662T mindkett6nél (662Tlys1-131 ura4-D18 h, MGKuwi: 275 pM). Mivel a chr1-662T nem volt transzformélhaté a pUR18N

vektorral, ezért “tisztitani” kellett, amelyhez a 21chr” hasznéltuk keresztezési partnernek (Czaké és msti., 2004, Kodsz és mitsi., 2008).

A munka soran dsszesen 100 db spéra keriilt kihtizasra, amelybél 88 db volt életképes, 88%-o0s ardnyban. Osszesen 15 db teljes tetrddot kaptam, amelyek
sporaklonjai koziil a kivant auxotroéfiat és kromtolerans tulajdonsagokat egyiitt, 2:2-es hasadasi ardnyban a 12/9c¢ és 12/9a (kés6bbi publikécids kodja: chr1-663T
lys1-131 ura4-D18 h’) hordoztak.

Hogy valdban stabil genetikai héttérrel valamint megfelel6 markerekkel rendelkez egy génben mutans torzseket kapjunk, ezért a kapott spéraklénok tovabbi

Hisztitdsa”, visszakeresztezése valt sziikségessé. A spdraklonok koziil a 12/9a jeliit kereszteztem ujra a vad tipusu sziil6i torzzsel.

V1./a keresztezés: (12/9a x 21chr®):

180 db kihizott spérabdl 165 db szaporodott tovabb, az igy kapott 91,66 %-os életképességi arany magasabb volt, mint az V. szdamu keresztezésben ezt a
Htisztitasi folyamat” soran vartuk is. A 32 db teljes tetradbdl az auxotrofia tesztek sordn 29 db-nal hasadtak 2:2-es ardnyban a sziil6i tulajdonsagok. Ezek tovabbi
krémtolerancia tesztjei soran a kivant krémtolerans és megfeleld, uracil auxotréfiaval 5 teljes tetrad 2-2 spdraklonja rendelkezett. Ezek a 21/6¢, 21/6d, 21/11a,

21/11c, 21/24b, 21/24c, 21/25a, 21/25d, 21/31b, 21/31c.

A kisérletek sordn a chr1-662T mutdns keresztezésével kapott chr1-663T krom tolerans transzformalhaté szegreganst egy a GR-t kodold, pgrl+ gént tartalmazé
expresszios vektorral transzformaltak. A transzformansok vizsgélatakor mért kromérzékenység valamint GR aktivitds a GR-NADPH rendszer fontossagara mutat

ra a kromtolerans tulajdonsagok létrejottében (Kodsz és mitsi., 2008).

VIL. keresztezés: (chr1-046T x 21chr™)

A keresztezések sordn 172 db spéra kihtizasa tortént meg, ebb6l 169 db volt életképes, ez 98,25 %-os életképességi aranyt jelent, Gsszesen 40 db teljes tetradot
kaptam. A kapott 40 db teljes tetradbdl az auxotrofia tesztek sordn dsszesen 11 db 2:2-es hasadast kaptunk, amelyek részben 2leu:2ura leu illetve 2p™:2ura’leu.
Mivel kettds auxotréfidval rendelkezé krom tolerdns spdraklonokat kerestiink, ezért csak azt a 8 db teljes tetradot vizsgaltuk tovabb kromtolerancidra,

amelyekben prototro6f és kett6s auxotréfiaval bir6 spéraklénokat taldltunk.

A késébbi kromtolerancia tesztek alapjan csupan a 31/15a valamint a 31/15b spéraklénok bizonyultak egyszerre kromtoleransnak és leucin-uracil kettGs

auxotréfidjunak.

Mivel a 40 teljes tetradb6l minddssze csak egy mutatta az altalunk keresett tulajdonsagok 2:2-es hasadasat, ezért feltételezhetGen a kapott spéraklonjaink még

mindig egynél tobb génben sériiltek. Egy génes mutansok létrehozasahoz tovabbi kisérletek sordn a 31/15a jeldi mutanst tovabb kereszteztem.

VII./a keresztezés: (31/15a x 21chr™)

A keresztezés soran 196 db sporat hiztam ki, ebb6l 174 db volt életképes, amely 88,77%-o0s életképességnek felel meg. A tovabbiakban transzforméalasra
alkalmas sporaklont csak 2 db-ot a 41/9¢ valamint a 41/9d jeliit sikeriilt izolalnom. Raadasul ezek a mutansok bér az altalunk keresett auxotréfia markerekkel

rendelkeztek és kromtolerdnsak voltak, a kromra mutatott MGK értékiik hozzavet6leg 25 pM-al alacsonyabb volt a muténs sziil6i torzsnél. Mivel azonban az



életképességi aranyok és a klonok kezelhetGsége is csokkent, holott keresztezésrdl keresztezésre ezeknek javulniuk kellett volna ezért az feltételeztiik, hogy a

kivént tulajdonsagok mellett még t6bb mds mutdcié is talalhat6 a genomban, ezért ezeket a mutdnsokat a tovabbi munkéank soran nem hasznaltuk.

A fenti keresztezésekbdl kaptuk a chr1-663T (lys1-131 ura4-D18 h’, MGKer) 250 nM) torzset, amelyet a késébbi transzformaciés kisérletekben eredményesen

hasznéltunk (Kodsz és mitsi., 2008).

A Vpr fehérje és oxidativ stressz egyiittes hatdsanak vizsgalata

Kiilonb6z6 koncentracidji hidrogén-peroxid stressz sejt-morfolégiara valamint szaporodasi intenzitasra gyakorolt hatasat vizsgaltam Vpr-expresszalé S. pombe
sejtkultirakban.

Kimutattuk, hogy a korabbi irodalmi adatokkal egyezden S. pombe sejtekben indukalt VprNL4-3 protein hatdsdra megnyiilt, nem o0szt6dd sejtek (cdc2 fenotipus)
jelennek meg és sejtpusztulds tapasztalhato.

Kimutattuk azt, hogy az 1 pM tiamin hatdsara a Vpr expresszald sejtek gyorsabban osztédtak, mint a kezeletlenek am ugyanez a kezelés nem okozott valtozast a
sejtmorfologiaban.

Kisérleteink sordn ugy talaltuk, hogy a 0.15 mM H,O, és 1 pM tiamin egyiittes adasaval a hatasdra a Vpr represszalt sejtek kozott nem véltozott az elongalt
sejtek ardnya, mg a Vpr-t termeld sejtek életképességét ugyez a kezelés 18 %-al csokkentette a 0.15 mM H,O; kezeléshez képest.

1 sejtciklus hosszusagi 0.15 mM H,O, kezelés hatasara a sejtek 15 % megnyult a Vpr represszalt kultirdkban, amelyet flowcytometrids mddszerekkel is
kimutattunk.

Adaptiv és akut stressz hatdsara ez a megnyult sejtpopulacié eltlint, és a sejtek nagy tobbségének csokkent a sejtmérete a kontrollhoz képest, mig a Vpr-
expresszald sejtek esetében a H,O, kezelés hatdsara nem tortént latvanyos sejtméret-valtozas.

Megfigyeléseink azt timasztjak ald, hogy ugyan a H,O, egyes koncentraci6i id6legesen képesek kompenzélni a Vpr-expresszié S. pombe sejtekre kifejtett karos
hatasat, a kezelések sordn sejtciklus-jellemzék nem valtoznak meg és permanensen nem sziintetik meg a sejtosztédds Vpr dltal indukdlt megdllasat G,
sejtfazisban.

Kisérleteink sordn kimutattuk, hogy a Vpr-represszalt sejtek esetében 2 éra alatt az adaptiv stressz kozel 20 %-al csokkenti a sejtek ttlélését, mig az akut stressz
a sejtek kortilbeliil 80 %-at pusztitja el. Vpr expresszald sejtek esetében az adaptiv stresszvalasz 15.8 %-al novelte meg a sejtek tilélését, az akut stressz hatasara

pedig 80.3 %-al tobb lett a tilél6 sejtek aranya a kezeletlen kulttirdhoz képest ugyanennyi idé alatt.

A MP fehérje ltal indukalt sejtciklus-valtozasok vizsgalata

A MP éltal indukalt mechanizmusok vizsgaltdhoz a torzseket elektroporatorral tortént transzformalassal éllitotam el6, majd teszteltem 6ket. Kimutatam, hogy az
MP-expresszi6 tapoldatban és taptalaj felszinén egyarant lelassitja a S. pombe sejtek szaporodasat. A BYDV P4-es ORF4 éltal kodolt MP a hasadé élesztd sejtek
osztddasat gatolta.

Kisérleteink soran azt talaltuk, hogy a vad S. pombe sejtek 10,4 + 0,2 um hosszusaguak, ezzel szemben a MP-expresszalé torzs esetében a sejtek atlagos
hossztisaga 14,8 + 0,4 pm. Kimutattuk, hogy vad tipusu sejtek esetében a maximalis sejthossz 14 pm, mig az MP expresszald kulturakban a 27 pm-t is elérheti.
Eredményeink alapjan a MP represszalt logaritmikus fazisu sejtkultirdkban a szeptalt sejtek aranya 8 és 15 % kozott valtozott, mig ugyanezen érték az MP-
expresszald sejtek esetében a 34 % volt maximalisan. A BYDV MP kifejez6dése altal okozott sejtmegnyulas soran detektalt szeptalt sejtek arra utalnak, hogy a
sejtfazis blokk nem, vagy nem csak a G, és M fazisok hataran, hanem pl. M fazisban torténhet.

Eredményeink azt mutatjédk, hogy a sejtciklus-muténsok (rad 3, check 1, cds 1, checkl cds 1) mutdnsok genetikai hattere nem okoz véltozast a MP hatdséban,
ezért elmondhatjuk, hogy ezen muténs gének egyikére sincs hatassal a MP.

Megvizsgaltuk a PP2A enzim muténsait, amelyek koziil egyediil a Apabl mutacié volt képes részben szupresszalni a MP hatasat. Ezek a sejtek morfoldgiai
valtozast nem, csupan szaporodasbeli csokkenést mutattak MP expresszi6 hatdsara.

A Appel (,,pp2A like enzyme”) mutdns teljes szupresszi6t mutatott a MP hatasaval szemben: a sejtek normal fenotipust, sejthosszt, szaporodasi jellemzgéket és
telepképz6 sajatsdgokat mutattak. Ez arra enged kovetkeztetni, hogy a ,,pp2A like enzyme” a MP egyik lehetséges célmolekuldja, mig a PP2A csupén részben
érintett. Ez a két enzim bizonyos, atfed6 funciéi miatt lehetséges.

Kimutattuk, hogy a Cdc2 molekula két kiilonb6z6 pontmutacidjat hordozo torzsek koziil a Weel foszforilaciora érzékenyebb cdc2 1w mutans teljes szupressziot
mutatott a MP-re, mig a cdc2 3w mutdnsra ez nem volt igaz.

Western blot analizist végeztiink a MP expresszi6 Cdc2 molekulat foszforildld hatdsanak kimutatasira, amely a sejtosztodas megallasanak igazolasat adta
eredményként.

Tobb kisérleti eredmény is azt sugallja, hogy a Weel is egyike lehet a MP célmolekuldinak. Azt az eredményt kaptuk, hogy MP hatasara nem valtozik ezen torzs

szeptaltsaga, ami arra enged kovetkeztetni, hogy a Cdc25 fehérje is érintett valamilyen médon a MP hatdsaban.



GFP-ftizionaltatott MP fehérje segitségével kimutatott kisérletekkel igazoltuk, hogy a MP mindig a sejtmaghoz kot6dve helyezkedik el azokban a mutansokban,
amelyek nem képesek szupresszalni a MP hatésat. Kizarélag a MP minden funkci6jat kivédeni képes Appel mutans nem mutat GFP-MP aggregaciot a sejtmag

kozelében, ami egyfajta morfologiai igazolasat adta az adott torzs teljes MP-szupresszigjanak.

OSSZEFOGLALAS

1. Egy keresztezési programban, tobb szaz elvégzett tetrddanalizis segitségével olyan kromtolerans mutéans torzseket (spéraklonokat) allitottam eld, amelyek
biztosan egy génben sériiltek, stabil genetikai héttérrel rendelkeztek és ezekbe a térzsekbe még markerként szolgal6 auxotr6f mutaciét (ura4-D18) is bevittem. A
késbbbiekben a keresztezésekbdl kapott kromtolerans (MGK 250 pM) chr1-663T mutantst tovabbi eredményes kisérletekben vett részt, melyek soran a pUR18N
(pgrl+) vektorral transzformaltdk. A transzformalt torzsekkel végzett kisérletek alapjan elmondhat6, hogy az éltaluk mutatott krémérzékenység valamint GR

aktivitas alapjan a GR-NADPH rendszer jelentds szerepet jatszik a krémtolerancia létrejottében (Kodsz és mtsi., 2008).

2. Az irodalom éltal korabban feltételezett oxidativ stresszorként emlitett HIV-1 Vpr proteinjének valamint az oxidativ stressz kapcsolatat vizsgalva a kisérleti
eredmények alapjan elmondhat6, hogy a Vpr fehérje és az ezen feliil kiils6leg adott oxidativ stressz sejtkarosit6 hatdsa nem adédik dssze, hanem val6jaban ennek
éppen ellenkezdje torténik. Vagyis a Vpr expresszal6é S. pombe kultirdk H,O, kezelése az alkalmazott koncentraciotdl fiiggGen valéjaban adott id6tartamban
megnovelte a sejtek tulélését. Az el6kezelés nélkiili, akut (25 mM H,0,) altal okozott oxidativ stressz és a Vpr egyiittes hatasara rovid tavon, koriilbeliil egy
sejtciklusnyi id6 alatt 80.3 %-al nétt az életképes sejtek ardnya a kezeletlen Vpr termel6 kulturdkkal dsszehasonlitva. Az adaptiv (1 6ras 0.15 mM H-O,
el6kezelés utan alkalmazott 25 mM H,O, végkoncentracigji) stresszhatas 15.8 %-al novelte meg a Vpr expresszalé sejtek tulélését. Tapasztalataink szerint tehat
a H,O, megfelel6 dozisai altal indukalt védekez6 mechanizmusok id6legesen képesek felfiiggeszteni a Vpr sejt6l6 hatasat. Emellett arra is kovetkeztethetiink,

hogy a Vpr és a H,O, altal okozott stressz részben kozds dtvonalakat érintve miikodik.

3. Kisérleteinket megel6z6en a BYDV MP-t részletesen még nem vizsgaltak, ezért S. pombe mutdnsokon tanulmanyoztam a MP sejtotsztédasra kifejtett hatasat.
Vad tipust S. pombe torzsben (SP223) és néhéany sejtciklus-muténsban (rad 3-139, chk 1, cds 1, chklcds 1, ppa2) expresszalva a MP-t a kultirdkat megnyult,
tobbszorosen szeptalt, egyenl6tlen kromoszoma-eloszlasu sejtek jellemezték. Azonban a késébbiekben azon szupresszor mutaciékat kerestem, amelyekben a MP

expresszi6 nem okoz valozast sem a S. pombe morfolégidjaban sem sejtosztddasbeli sajatsdgaiban.

4. Western blot analizissel kimutattam, hogy MP expresszi6 hatasara a S. pombe sejtekben az osztddas egyik kulcsomolekuldja a Cdc2 nagyrészt foszforilalt
allapotban van, ezek a sejtek az osztédasban megalltak. A cdc2 1w mutans a MP expressziéja ellenére az eredeti torzsével megegyez6 tulajdonsagokat mutatott.
A cdc2 1w mutans egy olyan pontmutaciét hordoz, amely a Cdc2 molekula foszforilacidjat nagymértékben gatolja, ez az eredmény szintén a MP hatasara erGsen

foszforilalod6 Cdc2 fehérjére utal.

5. Kutatdsaim soran olyan torzseket talaltam (cdc2-1w, Appel, weel-50Amik1) amelyek a sejtkulturaiban termel6dé MP fehérje hatdsa mellett is az eredeti
mutéanssal megegyez6 tulajdonsagokkal rendelkeznek. Az egy adott torzsre jellemz6 muticié egy bizonyos fehérje funkciévesztésével jart, emiatt bizonyos
esetekben ezekre az MP nem tudott hatast kifejteni. Ezek a fehérjék azok, amelyek a MP hatds ttvonaldnak lehetséges elemeire engednek kovetkeztetni mint
példaul a Cdc25, Cdc2, Weel amelyek a sejtciklus megallasért felelGs enzimek kozé tartoznak. Hasonléképpen a ,,pp2A like enzyme” azaz Ppel amely példaul a

sejtosztodas sordn a kromoszémdk eloszlasaért is felel az utodsejtekben.

6. S. pombe sejtekben a MP expresszalva a kulttirdkban tobbszorgsen szeptalt sejteket, egyenlétlen eloszlast kromoszémakat, vagyis mitotikus abnormalitasokat
tapasztalunk. Ezek a sejtek tovabbi osztédasra nem képesek. Az MP expresszi6 tehat nmagdban is el6idézi a BYDV f6 kdrosité hatasait.. Tehdt kisérleteinkkel
kimutattuk, hogy a BYDV altal kddolt MP virusdeterminans, amely 6nmagaban is felelGssé tehetd a fert6zott novények fejlédésének visszamaradasaért és igy a

virus éltal okozott mez6gazdasagi karokért.

UJ EREDMENYEK BEMUTATASA

1. A S. pombe krémtolerans és krom szenzitiv tulajdonsagainak kozelebbi vizsgélataihoz kromtolerans muténs hasadé éleszt6 torzseket allitottunk eld, amelyek
egy génes mutaciét hordoznak, genetikai hattertik stabil valamint a tovabbi kutatdsokhoz megfelelé auxotr6f markerekkel rendelkeztek. Ezek a chr2-04T és a

chr1-663T elnevezésii mutansok.



2. A Vpr-expresszalé S. pombe sejtek alacsony koncentraciéju oxidativ stresszorral (0.15 mM H?0? —dal) torténd kezelése soran azt tapasztaltuk, hogy a Vpr-
expressziora jellemz6 megnytlt sejtek ardnya 98 %-r6l 43 %-ra csokkent. Ugyanezen sejtkultirak esetében a sejtek életképessége megnott a kezelést kovetd elsé

sejtciklus alatt. Tovabba a 0.15 mM H?0? kezelés hatasara a masodik sejtciklustol jellemz6 a Vpr fehérjét termeld S. pombe sejtek tilélésének megnévekedése.

3. Kimutattuk, hogy a Vpr expresszald sejtek az akut, 25 mM H?0O? altal okozott oxidativ stressz megnovekedett tilélését okozta révid tavon, koriilbeliil egy

sejtciklusnyi id6 alatt.

4. Kisérleteink soran azt talaltuk, hogy az adaptiv H>O? kezelés szintén megnovelte a tilélés aranyat, dm az elGkezelés nélkiili, akut H?O? stressz joval
hatékonyabbnak bizonyult a Vpr-expresszal6 S. pombe sejtek ttilélésének javitasara. H?O? stressz ellen véd6 mechanizmusok nem sziintették meg a G? sejtfazis
blokkot, hanem az alatt fejtették ki hatasukat. Ezen megfigyelések azt tdmasztjdk ala, hogy a Vpr fehérje és a H?0O? altal indukalt stressz részben kozos
hatdsmechanizmussal/itvonalon halad, illetve hogy a H20? megfelel§ dézisai altal indukalt védekez6 mechanizmusok id6legesen képesek felfiiggeszteni a Vpr

sejtold hatdsat.

5. El6allitottuk azt a 39 S. pombe alaptorzset, amelyek segitségével a BYDV MP hatasét vizsgaltuk.

6. Kimutattuk, hogy az MP hatdsara a sejtek megnyulnak, és osztédasuk megall. A movement protein olyan mitotikus abnormalitdsokat okoz, mint példaul a
tobbszoros szeptaltsag, a kromoszémdk egyenl6tlen eloszlasa, az utddsejtek aneuploididja. Eredményeink arra utalnak, hogy a MP nem csupén a sejtciklus
lefolyaséara, hanem a sejtosztédas soran a kromoszémak egyenl6 eloszlaséra is negativan hat. Tehat kisérleteinkkel kimutattuk, hogy a BYDV éltal kédolt MP

virusdeterminans hasadé élesztGben tortént expresszidjaval a virusfert6zés egészére jellemzd f6bb deformitasok jelentek meg.

7. A MP célfehérjéi koziil els6ként azonositottunk olyanokat, amelyek a klasszikus G/M stoppért felelés enzimek, mint példaul a Cdc2, a Cdc25 és a Weel.
Tehat a MP egy részben ismeretlen titvonalon keresztiil hat a sejtekben, amelynek egyes elemei megegyeznek a sejtosztédas G %/M fazisban torténé megallasaért

felel6s fehérjékkel.

8. A PP2A-like enzimet, amely felelGs lehet a sejtoszt6das normalis lefolyasaért tigyszintén MP célmolekulai k6zott azonositottam.
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