ZAROJELENTES

A kutatasi projekt keretében tervezett feladatokat apré modositasoktol eltekintve a
szerzddésben lefektetetteknek megfelelden sikeriilt teljesiteni. A modositasok abbol adddtak,
hogy néhéany eldére nem lathat6 fejlemény miatt a tervezetthez képest tobbletnek tekinthetd
munkat is elvégeztiink.

Az eredményeket az alabbiakban lehet 6sszefoglalni:

1. A 2007-re tervezett feladatnak megfelelden sikeriilt identifikalni azokat a géneket a
Schizosaccharomyces pombe genomjaban, amelyek aktivitasa fiigg a sep10 altal kodolt
Mediator-komponens aktivitasatol. Az identifikalas érdekében a teljes genomot reprezentald
DNS-microarrayekre épiild transzkripcios profajling-ot hajtottunk végre a vad tipusu

sejtekbdl és a sep10- mutans sejtekbdl izolalt mRNS preparatumok felhasznalasaval.

2. A 2008-ra tervezetteknek megfeleléen a mikroarray-eredményeket validaltuk molekularis
¢s fiziologiai mddszerekkel. A hibridizacidval kimutatott transzkripcidszintvaltozasok
megbizhatdsaganak tesztelésére négy gént/ORF-et valasztottunk ki. A SPBC1271.07c és
SPAC14C4.09 géneket azért valasztottuk ki, mert jelentdsen lecsokkent az aktivitasuk a
sep10- mutansban. Az elébbi N-acetyl-transferazt, az utobbi pedig az Agnl endo-alpha-
glukanazt kddolja, amirdl korabban kimutattuk, hogy részt vesz a citokinezisben. A masik
kivélasztott génpar olyan volt, amelyek aktivitidsa megnétt a sep10- sejtekben. Az el6zd egy
arva szekvencia, az utobbi pedig egy trofomyozin tipust fehérjét kodol. Az RT-PCR

kisérletek megerésitették a microarray eredményeket.

3. A 2008-ra eldirt fizioldgiai validalashoz azt a megfigyelést hasznaltuk ki, hogy a sep10-
sejtekben modosult aktivitast gének kozott nagy szamban fordultak eld olyanok, amelyek
MEFS transzportereket illetve mas, a stresszvalaszokban részt vevo fehérjéket kodoltak.
Fiziologiai tesztekkel sikertilt bizonyitanunk, hogy a mutansok, a csokkent aktivitasu
géneknek megfelelden, fokozott érzékenységet mutattak formamiddal, koffeinnel, Na,SO4-

gyel, CaCl,-dal, CdSOj4-gyel, valamint nitrogén- és glukdz-éhezéssel szemben.



4. A 2009-re tervezett program értelmében elvégeztiik a transzkripcids profiling segitségével
identifikalt gének funkcidinak keresését. Mivel a Sch. pombe genomszekvenciajanak
annotalasa elérehaladott allapotban volt, lehetdség nyilt az identifikalt gének és ORF-ek
funkcidinak kigyujtésére a Sanger Institute (Cambridge) gondozasaban mitkodtetett
adatbazisbol. Harom kategoriat talaltunk: (i) ismert gének, (ii) gének, amelyekrdl még
nincsnek adatok, de hasonlosagot mutatnak mas fajok génjeihez és (iii) fajspecifikus gének,
amelyek semmilyen mas faj génjével sem mutatnak hasonlosagot. A Sep10-fiiggd gének
kozott nem talaltuk meg a citokinezis két kulcsregulatorat kodolo gént, a sepl-et és az ace2-t.
Ebbdl arra kovetkeztettiink, hogy a Sep10 fehérje nem rajtuk keresztiil vesz részt a
sejtszeparacid szabalyozasaban. Valdsziniileg az altaluk kodolt transzkripcids faktorokkal

egylittmiikddve, azaz koregulatorként miikodik.

5. A 2009-re tervezett programban eldirtak szerint Gjabb citokinezisgéneket is identifikaltunk,
illetve mar ismertekkel kapcsolatban sikertilt (1j eredményeket elérniink. Kimutattuk, hogy a
sep9 gén terméke a SAGA komplex részeként hatdssal van a sejtszeparacié szabalyozasara. A
SAGA-16l eddig semmit sem lehetett tudni a Schizosaccharomyces-ben, de nyilvan itt is a
chromatin atszervezésében jatszik szerepet, ami sziikséges a gének transzkripcidjahoz. A
Sep10-t6] eltérden a Sep9 az ace2 gén szabalypozasan keresztiil fejti ki a hatasat. De nem
sejtszeparaciora specifikus, mert eredményeink szerint a vegetativ szaporodas €s az ivari
differencidlodés kozotti atkapesolasokhoz is sziikséges. A masik, részletesebben jellemzett
gén az spll volt. Meglepé modon errdl az deriilt ki, hogy egy tRNS-t kodol és esszencialis a
sejt ¢lete szempontjabol. Viszont ha lecsokkentjiik az aktivitasat, akkor a sejt nem pusztul el,

hanem t6bb mas defektus mellett nem hajtra végre a sejtszeparaciot sem.

6. A 2010 évre tervezett feladat a palyazat benytjtasakor még volt egyértelmiien definialhato.
Idékozben kidertilt a microarray adatokbol, hogy a sepl0 inaktivalasa nem befolyasolja a
sepl és az altala regulalt ace2 miikodését. Tehat egyik gén sem tartozik a Sep10-fliggd gének
koz¢. Vagyis nincs értelme annak, hogy vizsgaljuk a Sep10 fehérje és ezen két gén promoterei
kozotti esetleges fizikai kapcsolodast. Mivel ezzel a lehetdséggel mar korabban is
szamoltunk, a palyazati tervtdl kicsit eltérve, az ott megfogalmazottakon tilmenden, t6bb
figyelmet szenteltiink a sep9 génnek. Kideritettiik, hogy a sep9 mutans sejtekben lecsokken a
citokinezis-gének transzkripcios aktivitasa, beleértve az ace2-ét is, de az utobbié kisebb
mértékben. Viszont nem valtozik a sepl aktivitasa. Tehat a sep9 gén altal kodolt fehérje két

szinten szol bele a citokinezis szabalyozasaba: (1) kdzvetlentil a citokinezisgéneknél az Ace2-



vel egyiittmiikddve, valamint (2) kozvetve az ace2 szabalyozasan keresztiil a Sep1-gyel

egyiittmikodve.

7. Kicsit varatlan eredményként, nemzetkdzi egytlittmiikdés keretében, észrevettiik, hogy a
Kinl kinaz is hozzajarul (attételesen) a citokinezis normalis befejezéséhez, a

sejtszeparacidhoz.

8. Szintén a tervezetteken felill elkezdtiik vizsgdlni, hogy a fentiekben emlitett regulatorok és
citokinezisgének milyen mértékben konzervaltak. Nagyszama gombafajbol szarmazo
szekvenciak bioinformatikai elemzése azt sugallja, hogy a Schizosaccharomyces fajok nagyon
egyedi fehérjestrukturakkal rendelkeznek. A szekvenciakbol generalt torzsfakon a
Schizosaccharomycesek bazalis, azaz Osi eredetii agat képeztek. Az egyes fajok génjei
legalabb részben képesek egymast helyettesiteni. A Saccharomycesek fehérjéi a torzsfakon
nagy tavolsagban helyezkedtek el téliik és a megfeleld génjeik nem is voltak képesek

komplementalni a Schizosaccharomycesek mutacioit.
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