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1. Bevezetés

Minden éb organizmus elemi é@itove a sejt, mely dnmagaban ik
tekinthet, hiszen anyagcserére és szaporodasra is képegjt#ovekedés és ezt
koveten a sejtosztddas alapydbntossagu a sejtekitkodéséhez és féfléséhez, ezért
a sejt magas szinten szabdlyozott események savatah sejtciklus segitségével hajtja
mindezt végre. A sejtosztédas a sejtek szaporod&dalyamata, mely eredményeként
onmagukkal tobbé-kevésbé azonos utddsejteket hozémk. A sejtek élete a
szlletésukdl az osztédasukig tart. Az eukariéta organizmusgikciklusa evoluciésan
nagyon konzervalt, igy azok alap¥édomponensei mar 1,5 milliard éve megjelenhettek
és kialakulhattak.

A kutatok gyakran egyszisbh felépitégé eukari6ta mikroorganizmusokat
valasztanak kisérleteik alanyaul, amelyekkidése nagyban hasonlit a magasabb
rendi eukaridta sejtekéhez, azonban velik ellentétbenyeirb és kevésbé koltséges a
kutatas. Az élesék a huszadik szazad él$elében a sejtbiologia szamos teriletének
modell organizmusaiva valtak. A hasado6 élédemt is ismertSchizosaccharomyces
pombeaz Otvenes évek vége 6ta lett egyre kedveltebb Hooglenizmusa a citologiai
és genetikai kutatasoknak, tobbek kozott kedvezologiai tulajdonsagai miatt (Kim,
2010). Ezt az egyséjtgombat, mas néven hasado élésaekerekedett vég henger
alaku sejtek jellemzik, a szuletéskori sejt hodgrdilbeltl 7-8um, atmééje pedig 3-4
um. Sejtciklusa soran 8. pombehossziranyban folyamatosars, ratmé6je azonban
nem valtozik, osztodast kovetn pedig két kdzel azonos méréeanysejtet hoz létre,
tehat osztédasa szimmetrikusnak mondhato.

A sejtosztddas vagy mas néven citokinézis az edieasejtciklus utolsé 1épése,
amely soran egy anyasditltkét lednysejt jon létre. 5. pombejellegzetessége, hogy a
citokinézis nem kovetkezik be a mitdzis végén, Inawsak kédbb valésul meg. Ennek
oka, hogy szemben pl. az allati sejtekkel, a gormgg#allal rendelkeznek, tehat nem
tudnak egyszéen a plazmamembrén ligBsével elosztédni a mitdzis végén, hanem
meg kell szintetizljak az Uj végekhez tartozdfakgt. Ezt a folyamatot nevezzik
szeptumképzésnek; a szeptum pedig egy kuldhhiaiszacharid rétegekb allo
struktara. Ezen poliszacharid rétegek kozil a k&adgk, amelyet etglleges
szeptumnak is neveznek, el kell hidrolizalodnidosgitodas kdzben. Ez az &teges
szeptumCandida albicanssetében pl. kitint is tartalmaz, migahizosaccharomyces
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nemzetseég eseteb@nl,6 kotéseket is tartalmafsl,3-glikanbdl é$-1,6-glikanbol

all. Kulonbod fajok specialis enzimeket termelnek, hogy ezeoksfirdkat le tudjak
bontani, igy pl. kitindzt é8-endoglikanéziS. pombeesetében azonositottak ezglés
eng2 géneket, amelyek Altal kodolt fehérjék erfddb;3-glikanaz aktivitissal
rendelkeznek. Aznglfelelés az elédleges szeptum hasitasaért (Martin-Cuadrado et
al., 2003), azng2nek pedig a sporulaciéban van szerepe (del Dedb, &009).

A gombak a novények és az allatok mellett dnaMoliios irdnyvonalat
képviselnek, mind a névényekre, mind pedig az dia jellemz tulajdonsagaik is
vannak. Az Ascomycota vagy toéisigombak tagozataba tartozik a dimorfizmust mutaté
Schizosaccharomyces japonicusely egysejt éleszé és tbbbseiji fonalas alakban is
képes novekedni (Enczi et al., 2007). Filogenetdaelemben az latszik valos#irek,
hogy a fonal adsibb és az élesktaz Ujabb morfoldgiai megjelenés. A hasado6 éteszt
sejtosztédasaban szerepet jatszé gépegl(ésengl szekvencia-analizisével ismert
fajokkal val6 rokonsagi kapcsolatokat és a kozottéks evollcidés tavolsagokat
szeretném jobban megismerni, tobbek kdzdbaadid albicanshuman patogén dimorf
gombaét is érintve.

A hasado élesétjelentségét noveli az is, hogy 2002 6ta teljes genonmeeit
(Wood et al., 2002). Emellett érdemes megemliteody a 2001-es orvosi Nobel-dijat
az eukaridta sejtciklussal foglalkozé harom kutato(ieland Hartwell, Tim Hunt, Paul
Nurse) itélték meg, akik eredményeikkel U] I€lségeket teremtettek a rak kezelésében
(Nasmyth, 2001). A harom kutaté kézBhul Nurseszinte egész életében a hasadd
éleszé sejtciklusaval foglalkozott, és ezen kutatasaived él palyajanak legfontosabb

eredményeit.



2. Irodalmi attekintés
2. 1. Az eukariota sejtciklus

A sejtciklus legfontosabb eseményei a DNS precizaldda, azaz replikalasa,
majd ezt kbveten a masolatok pontos szétosztasa, hogy genetjkaitznos leanysejtek

keletkezhessenek. A legtobb sejt a ciklusa soramdop@azza a tomegét és a
citoplazmas organellumait is.

M PHASE

! mitosis
i (nuclear
. division) cytokinesis
‘ (cytoplasmic

division) _-- .

-

G, PHASE

S PHASE G, PHASE

(DNA replication)

1. dbra. Az eukaritta sejtciklus (Alberts et al., R09)

Az eukariota sejtciklus négy fazisra oszthaté (rap Két jelenis esemény
zajlik a sejtciklus végén: a sejtmag osztddasa,itézim, azt koveten pedig a sejt
kettéosztddasa, vagyis a citokinézis. E két esensfyittesen alkotja az M-fazist.
Interfazisnak nevezzik a két M-fazis kozti szakaamtely tovabbi harom periédusra
tagolhatd, a G1-, az S- és a G2-fazisokra. Az &falatt torténik a nuklearis DNS
replikaciéja, ami elengedhetetlen a &éisi sejtosztédashoz. Azonban az S-fazis az
interfazisnak csak egy kis része, igy az S és Nsd&zkozt szlnetek, angolul gap-ek
vannak. A G1-fazis a mitozistél az S-fazisig tat,G2-fazis pedig az S-fazistél a
mitdzisig. A szunetek alatt a sejt mind a Killsind pedig a betskdrnyezetét ellefrzi,
hogy azok megfeléek legyenek a ciklus tovabbi eseményei szaméara.lA & G2-

fazisok egyuttesen teszik lefie¢, hogy a sejtnek elegahitleje legyen a névekedésre
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€s a citoplazmas organellumok szadmanak megduplazasanitézis az M-fazis soran
jatszodik le, ekkor a sejt egyéeh elosztja a leanykromatidakat a két leanysejt

magjaiba (Morgan, 2007).

G, OF INTERPHASE PROFPHASE PROMETAPHASE

Centrosomes Chramatin Enrly mitotic  pgior Fragments Kinetochora
{with eentriole paire) (duplicated)  apindie —_— of nl.n:clur Nonkinatochars
- b micratubules

b

Muclsolus  Nuclear Plasma Chromosoma, consisting Kinetochore
envelops mambrane  of two sister chromatids microtubule
METAPHASE ANAPHASE TELOPHASE AND CYTOKINESIS

Cleavage MHuclkealus

} Centroscme a1 Diaughter
Spindls one spindle pole chromosomes

2. dbra. A mitOzis fazisai
(http://royaleb.files.wordpress.com/2009/04/mitosigphasesl.jpg)

A mitozis a citolégiailag megfigyelh&tesemények alapjan 6t egymast kévet
szakaszra bonthaté (2. abra.). A mitézisé edzakasza, vagyis profazis alatt a
kromoszomak kondenzalédnak és a testvér kromatidédaezinek tartjak dssze. A
sejtmagmembran arometafazissoran bomlik le, kialakul a mit6zisos orsd, ami a
kinetokornal kotdik a kromoszomakhoz. A metafazisos sikra a krodmosk a
metafazisalatt allnak fel, az ors6 huzofonalai a kromoszonwaktapadnak. A mitdzis
anafazisaktzben a testvér kromatidak elvalnak egymastolleésy kromoszémava

valnak. A fajok tdbbségénél az anafazis két réistHvodik 6ssze, aanafazis Asoran a
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kinetok6r mikrotubulusok rovidilnek, ezért a learykatidak a centroszémak felé
vandorolnak, azanafazis Balatt pedig az interpolaris mikrotubulusok hossratésa
kdvetkeztében a centroszomék egymashoz képesbotihak. Ezutan Ujra 0sszedll a
nukleéris membran, és két leany sejtmag keletkezika szakaszelofazisnalnevezik.
Az M-fazis utols6 szakaszaban a sejt citoplazngjettéosztodik. Fontos megemliteni,
hogy a gombék un. zart mitozissal rendelkeznek,arserdn a magmembran nem

oldédik fel, hanem a sejt mitdzisa a nukleuszorilgatszodik le.

2.2. Az eukariota sejtciklus molekularis szinti szabalyzasa

Egy kozponti kontrollrendszer inditja el a sejtaklegyes folyamatait, amely
arrél gondoskodik, hogy a helyestkddése koézben a genomi DNS precizen
megdupldzédjon, majd szegregalodjon. Mindezt reguléehérjék komplex hélézata
biztositja, ami maga a kontrollrendszer.

Harom elleiérzési pont van a sejtciklus alatt. Az @lsllersrzési pont a G1/S
fazisok hataran van: ekkor a sejt elleni, hogy a kornyezet kedvéz a ciklusba
|épéshez, azaz a replikacio inicialasahoz és ha@basé mitdzis rendben végbement-e.
Ha az extracellularis korilmények nem megfed&l akkor a sejt késleltetni tudja a G1-
fazis ebrehaladasat és esetleg beléphet egy specialis Inyugdlapotba, melyet
fejlettebb éblényeknél GO-fazisnak neveznek. Ezt a pontot, arGilafazis vége felé
talalhatd, élesdkben start pontnak (Forsburg and Nurse, 1991), s@ia rend
szervezetekben restrikcios pontnak nevezzik (Zsttgret al., 1995). A kdvetkéz
ellernsrzési pont a G2-fazisban fejti ki hatasat, melytds#tja, hogy a sejt ne lépjen a
mitézisba, amig az esetlegesen sérllt, karosodhts-Dki nem javitia és a DNS
replikacid6 nem teljegMaller, 1994). A harmadik ellémzési pont a mitézisban, a
metafazis/anafazis hatdran hat, amely éHen hogy minden leanykromatida
megfeleben kapcsolddott-e a kinetokér mikrotubulusokhoz iy, 1994).

A sejtciklus kontrollrendszer fehérjéi feltebeh mar tébb, mint egy milliard
évvel ezeitt jelentek meg, és az evolucié soran konzervath&ian maradtak meg. A
sejtciklus kontrollrendszer a proteinek két csaadplapul, a ciklin dependens protein
kindzokon (Cdk) és a ciklineken. A kontrollrendszédnyitia a sejtciklus
mechanizmusat azéltal, hogy ciklikusan aktivalja idaktivalja a fehérjéket és
komplexeiket, melyek elinditjdk és szabalyozzak [dSDreplikaciot, a mitdzist és a
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citokinézist (Morgan, 2007). Az egyik legaltalanblsait, ahogyan a sejt aktivalja,
illetve inaktivalja fehérjéit, a foszforilacio éxz azt kdved defoszforilacids lépések
bekodvetkezése. A foszforilaciés reakcidk, amik jicBdust szabalyozzak, egy specialis
protein kindz csalddnak koszontlet Ezek a fehérjék csak a ciklus megfélel
idépontjaban aktivalodnak, majd gyorsan ismét inal&ivalnak. A kindzok aktivalasa
a ciklus megfeld idépontjAban egy masik csoport fehériének a feladata a
kontrollrendszerben, a ciklineké. A ciklineknek esnenzimatikus aktivitasuk, de
kapcsolddniuk kell a kindzokhoz, még niitlazok aktivaltta valnanak, ezért ezeket a
kindzokat hivjak ciklin dependens protein kinazdknagy roviden Cdk-nak. Tehat a
két fehérjealegységb allo6 komplex faktor katalitikus komponense egyedfikus
protein kinaz molekula, amely akkor nyerheti elidtisat, amikor aktivatoraval, a
ciklin nevii regulatormolekulaval heterodimert alkothat (Sverczt al., 2004).

A kildnbos lépéseket a ciklus soran kulonBazklin-Cdk komplexek inditjak
el. Azt a ciklint, ami a G2-fazisban hat és az Midéa lépést idézi &l M ciklinnek
hivjdk, és azt az aktiv format, melyet a megteledk-val alkot, MPF-nek_(Mphase
promoting_factor) nevezik. A DNS replikacio @&t egy masik Cdk hozzakapcsolddik az
S fazisu ciklinhez, hogy ezéltal kialakitsdk a SHEt (Sphase_pomoting factor),
illetve hogy ebidézzék az S-fazist. A kulénbé&komplexek kulonbdz atalakuldsokért
(valtozasokeért) felések a sejtben. A Cdk-k aktivitasat szintén a fasi&od és
defoszforilacié szabéalyozza (Alberts et al., 2009).

A mitézisba lépést egy citoplazmas regulator, azFM$zabalyozza, mely
univerzalis az eukariotakban. Az MPF aktivitas dimtidja szabalyozza a sejtciklust.
Az MPF tisztithsa soran kiderllt, hogy az egy seeés treonin oldallancokat
foszforilez protein-kinaz, melynek két alegysége van, a Cdc2 €iklin-B. Az aktiv
MPF indukdlja a mitdzis folyamatait, hatdsara ankwezémak kondenzalédnak, a
nuklearis membran lebomlik, a citoszkeleton atre6dié, és kialakul a magorsé
(Alberts et al., 2009).

2.3. Dimorfizmus a gombék vildgaban

A gombakra kétféle ndvekedési mod jellémaz egyseit éleszé és a tdobbseijt
fonalas (hifa vagy pszeudohifa) alak. Ezek kdzikgyes gombak altaldban jelleten
csak az egyik formaban fordulnaléelA di- és polimorf gombék azonban a kérnyezeti

8



hatdsokhoz igazodva képesek valtani az élkbdz hasonlitd egyséjtés a fonalas
novekedési formak kozott. Tobbek kozétt a nem-patog szaprofita
Schizosaccharomyces japonicgemba is képes egysijtleszéként és tobbsdijt
valédi micéliumokat képgz organizmusként is jelen lenni kornyezetében. Ezen
tulajdonsaga miatt valt fontos modell organizmusay@togenitast célzo kutatadsoknak,
a di- és polimorfizmus vizsgélatdn keresztil. A érdypatogénMucor, Rhizopus
Ustilago nemzetségek, illetve a human pato@amdida albicangdbbsejti hifaalakban
virulens mig a legtdbb, szisztémas mikdzist okomin&npatogén gombafaj, pl. a
Cryptococcus neoformangiistoplasma capsulatumParacoccoidioides brasiliensis
egyseijti éleszéformaban okozza a megbetegedést.

Szdmos huméan és novényi patogén gomba esetébepeask§, hogy tudjon
valtoztatni novekedési maodjan, 0Osszeflggésben &t adott patogén
fertozoképességével, mivel a féres mechanizmusa kdzben gyakran sziikséges a
morfologiai atmenet. A valddi hifak szeptumok ak#ulonitett sejtekél épiinek fel, a
hifasejtek kozo6tt van citoplazmas aramlas, és igsrkunikacio is (Sipiczki et al.,
1998). ASaccharomyces cerevisiaefontos organizmusa a dimorfizmus kutatasoknak,
hiszen képes sarjadzo éldészejtek és pszeudohifak képzésére is, ellenbemliviaitik
képzésére nem. A pszeudohifa lancéeardsszekapcsolddott, megnyult sejtikdl,
azonban a valodi hifakkal ellentétben a szeptumloBisszeszoritotes a szeptumoknal
kezdid6 elagazasokat tartalmaznak, amely elagazasok wég@hato sejtek kisebbek a
tobbi sejtnél. AzS. cerevisaeel ellentétben sok di- és polimorf gomba képelbdia
hifat vagy valodi hifat és pszeudohifat is, tobdakeott ilyen aCandida albicans,
Ustilago maydis, Cryptococcus neoformals, aS. japonicusis. A S. japonicus
folyékony koérnyezetben éleéazeti sejteket formal, szilard szubszratok esetében
azonban képes valddi hifakat vagy pszeudohifakaitmil A S. japonicusvalédi hiféi
szamos patogén fonalas organizmushoz hasonléanivnteamészdiek. Az éleszibdl
hifak formalasava éatvalté folyamat fokozatosan meggbe, amelyhez szikséges a
sejteknek a bipolaris ndvekedési formabdl unipsekiri valtoznia, emellett tovabbi
feltétele a sejtek megnyulasa és a sejtelvalas ztwegse. A sejteknek a bipoléaris
novekedési formabdl unipolarissa valo atalakul&saéfiiggésben all a sejt egyik végén
létrejov® nagymeérdt vakudlum megjelenésével, amely gatolja a sejt ddazel e§
végének tovabbi nbvekedését (Enczi et al., 2007yombék addig képesek tobbsgejt
fonalas alakbandmi, amig szilard szubsztrat rendelkezésiikre atinban a kornyezet
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tapanyagtartalmaban tortemirtelen valtozasra Ujra képesek egysdeszé alakban
novekedni (Sipiczki et al., 1998).

Az éleszb alakbdl pszeudohifava, illetve valodi hifava alfleuszabalyozasaban
szerepet jatsz6 gének szamos kutatds kozépporkg@tiiek, hiszen fontos szerepuik

lehet Ujszell gombaellenes szerek kifejlesztésében (Enczi,e2@0.7).

2.4. A hasado éles#téletciklusa

A Schizosaccharomycesemzetségbe négy fajt tartozik: & pombe a S.
japonicus a S. octosporugs aS. cryophilus A nemzetség tagjait mas néven hasado
éleszéknek is nevezik, melyek a tofidgombak Ascomycotp tagozataban az
Archiascomycetegsztalyba tartoznak (Rhind et al., 2011).

A Schizosaccharomyces pombgenomja hozzavélegesen 14,1 millié
bazisparbol all, mely korulbelll 4970 gént tartatm# hasadd élesit 1893-ban
Lindner izolalta elszor egy kelet-afrikai soéh neve is innen ered, a pombe szuahéli
nyelven sort jelent. Modellorganizmuskéngsdor Urs Leupold hasznélta az 1950-es
években, orokléstani kutatdsai alanyauléf@idulasuk erjed noévényi anyagokban,
képzésével torténik. 8. pombdnaplonta faj, melynek diploid allapota létezik ugyde
nem stabil, hanem meiodzissal haploid sejtekké alakinasadd éleséthaploid sejtjei
kétféle, H vagy h parosodasi tipussal rendelkeznek, és lehetnekohaitié&isok vagy
homotalliasok (F). Az ivaros szaporodas soran két ellentétéségh h) parosodasi
tipusu sejt konjugal egymassal és igy diploid Agoén létre, mert a plazmogamia és a
kariogamia szinte egyidédpg kdvetkezik be. A diploid zigéta az esetek naggzében
rogton aszkussza alakul, amelyben meibdzissal 4 oapbka képidik. A haploid
aszkosporak kicsirdzasaval vegetativ sejtek kaletde amelyek ivartalanul osztédva
tenyészeteket hoznak létre (Sipiczki, 1995).

Kedve®d korilmények kozt vegetative modon a haploid sejtedsadassal
szaporodnak. Ivartalan ciklusa soranSa pombepalcika alaki egysdit eukariota,
melynek atméije 3-4um. A henger alaku sejtek kizarélag csak hossziranynek a
végeiken, a sejt kozepén nincs ndvekedés (MachiaillFantes, 1995). A sejtek atlagos
hossza sziletéskor 7p8n, osztédaskor pedig 13-14n.
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A nemzetség tovabbi tagjai k6zulSa japonicuss aS. octosporugletciklusuk
sordn nyolc aszkospoéra képzésére képesek (Sipi2@KiQ). A S. japonicusdimorf
szervezet lévén képes mind élésejtek, mind pedig hifak képzésére. Az egyisejt
alakbol hifakké valo atmenet a kdrnyezet altal ahadrott, csak szilard taptalajon és
tdpanyag gradiens esetében alakul ki5.Acryophlilus a legutébb leirt hasado éleszt
morfologidjat tekintve leginkabb &. octosporuéioz hasonlo, de &. cryophilus
esetében a sejtek atlagos mérete kisebb, mind Widsmz (5,25+0,20 pm
O0sszehasonlitva 7,00+0,34um), mind pedig atméjikben (4,85+0,10 um
O0sszehasonlitva 5,68+0,0am). A S. cryophilusnak az optimalis ndvekedési
hémérséklete alacsonyabb, mint a tdbbi hasadd éfeprk, a nevét is innen kapta
(Helston et al., 2010).

2.5. Citokinézis

A sejtosztddas utolsé Iépését nevezik citokinékishe mitdzis befejeztével a
két Uj sejtmag és mas sejtorganellumok elktloénulkék ) leanysejtbe, amelyek
mindegyikébe kerll egy sejtmag, egy centroszémanagpyjabdl egyeil részben
osztoznak a citoplazmas makromolekulakon és ongmelkon. Altalaban az
anafazisban kezdik meg a folyamat, de a két leanysejt nem valjkndhg a nukleusz
véglegesen ki nem alakul a telofazisban (Albertd.e2009).

A citokinézis eltéé maddon jelenhet meg kulonb®organizmusokban (3. abra).
A pékéleszi osztodasa kbzben egy sarjat ndveszt, mely aldapdktzben névekszik,
majd a mitdzis utan levalik az anyaséjtiA gombak és a ndvények a mitozist k@est
0] sejtfalat hoznak létre, a szeptumot a sejt kémep

A citokinézis a legtobb eukariétaban, kivéve a myekben egy centripetalis
mechanizmus eredménye, amikor is a sejtmembraméhaiedcdik a hasadasi oldalon és
egy hasadasi bardzda alakul ki, amely aztan kdé#t€xtfa az anyasejtet. Ez a hasadasi
mechanizmus a kontraktilis gt iranyitasaval megy végbe, amely a sejtet korlkdogv
sejtkéreg (kortex) alatt jelenik meg, és kettév#jasa szegregdlt kromoszémak
tengelyeit. Allati sejtek esetében a kontraktiliyin anafazis utani fokozatos
0sszehlzo6dasa huzza befelé a membrant és eredméaydmsadasi bardzda

megjelenését. Gomba sejtek esetében is egy, az sd|eekben medgfigyelhétaktin-
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miozin alapu giiriihdz hasonlé struktaraikodik, melynek dsszehtzodéséat az Uj sejtfal
Osszeszerétlése kovet (Bathe and Chang, 2009).

Gi metaphase anaphase G1

actin-myosin ring

. & @

medial ring actin-myosin ring

actin-myosin ring

®  © @ o

central spindle

myosin ring

S. pombe S. cerevisiae

animal cells

G1 metaphase anaphase G1

3. dbra: A sejtosztédasi sik elhelyezkedése (MorgaR007)

A gyirit aktin szalak és miozin 1l motorfehérjék alkotj@melyek kontraktilis
koteget alkotnak egytitt és 6sszehlzdédasuk eredmiéayggiiric 6sszezsugorodasat és a
membran befelé huzddasat. Az aktin egy hosszu kikdcpolimerizalddé citoszkeletalis
fehérje, amely lancokat mikrofilamentumoknak vagg§isoméven F-aktinnak neveznek,
ezen lancok két kotegballo hélixet formalnak, ahogyan az a 4. abraszi&t

A mikrotubulusokhoz hasonl6éan az aktin szélak islap® jellediek.
Megkulonbdztetiink egy horgas véget (barbed endghamnalég a mikrotubulusok
plusz végével, ez a vég gyorsabb#n mint az Ggynevezett hegyes vég (pointed end),
amely analdég a mikrotubulusok minusz végével. Aaonkaz aktin filamentumok
vékonyabbak és flexibilisebbek, mint a mikrotubwolkis ezért sokféle struktiraba
képesek rendédni, agy mint példdul a nagyon rendezett lineatsegekben feky
vazizmoktél kezdve a kulonféle keresztkotott, kés haromdimenzids haldzatokig,

amelyek a sejt alakjanak megtartdsdban és mozggé&galan segitenek. Az aktin
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filamentumok a miozin motorfehérjék palyajakéntlgatmak (ugyanis azon mozogni

képes), amelyek altaldban az aktin szal horgas fed§eitaznak.
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4. dbra: Az aktin-miozin gyiiri (Morgan, 2007)

A legtébb 0Osszehlzddasi folyamathoz, beleértve takiogzist is, az &t
valamilyen miozin Il. motor fehérje mozgasa eredyezn az aktin szal mentén. A
miozin Il tobb alegységi épul fel, tobbek kozott tartalmaz két szorosanzéfigd
nagy alegységet is, az ugynevezett nehéz lancékatehéz lancoknak a hosszu
karboxi-termindlis farok doménje egy egymas koréetedett (coiled-coil) formaba
alakul, ahogyan az a 4. abran is lathat6. Ezeknéthérjéknek az amino-terminalis
végén pedig globularis fej-domének talalhatéak, Igeke ATP-dependens motor
aktivitassal rendelkeznek. Az 6sszehuzédasi meehmars a miozin Il. filamentumok
bipolaris tulajdonsagan alapul: a motor doménekdkéh végen ellentétes iranyba
orientalédnak. Ennek eredményeként a miozon lanféntumok képesek az aktin
szélak hegyes végét befelé huzni az ellentéteglichnHogyha az aktin filamentumok

horgas vége lehorgonyzott példaul a sejtkéregbkkoraa két lehorgonyzott pont
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egymashoz kozelebb fog kerilni, amikor az aktinzimokapcsolat sszehizodik. A
kontraktilis gyiriben jelen Ié& miozin Il fehérje egy kiulénleges, nem-izom erédet
vagy mas néven citoplazméas miozin Il. Mindkét nexrm ereddt miozon Il. motor
domén egy-egy koniiJanccal kapcsolodik 6ssze (Sipiczki, 2007).

Allati sejtek esetében az aktin-miozin tigy 6sszehizédasat ésorban a
szabalyozé miozin kondly lanc (egulatory _nmyosin Jight chain - RMLC)
foszforilaci6janak valtozdsa szabdlyozza. A nenmizredei miozin Il. néhany szerin
maradvany foszforilaci6ja altal aktivalt, kozel RMLC amino végéhez. Az RMLC
foszforilaciéja nem csak az ATP-dependens miozirmibtor aktivitasahoz szilkséges,
hanem eisegiti a miozin Il. bipolaris filamentumokka valéndesddését is, amely
szilkséges az 6sszehiizodd aktin-miozin kotegekkiddisahoz is. Elesgkben nem
figyelhetb meg az RMLC foszforilacidja, esetilkben az Rng3fghkapcsolédik és
aktivalja a miozin II-t a citokinézis alatt (Morga2007).

Az aktin filamentumok megjelenése a hasadasi ofd&lalakulhat akar a mar
mashol megjelent korabbi filamentumok felépullétalagy a lokalisan kialakuld Uj
filamenteki®l is. Mindkét lehefség megvalosulhat, de az utdébbi nagyobb
jelensédinek bizonyul. A hasadasi oldalon az aktin filamembldt megjelenésében
nagy szerepe van a fehérjék egy kis csaladjanemanoknak. Forminok segitségével
valésul meg a szolubilis aktin monomerek Osszetdiie8e egy Uj aktin szalla. A
formin kdlcsdnhatasba lép az aktin filament hongagével, mikdzben éseqiti az aktin
monomerek bekapcsolédasat ugyanezen a végen. liznaithomerek bekapcsolodasat
az Ujonnan szintetizalt formin-sapkaval ellatotrdas vé§ szalra egy profilin ndyv
fehérje segiti, amely az aktin monomerekhez kapddo(Morgan, 2007).

A kontraktilis gyiriben az aktin és miozin |l szalak, a véazizmokban
megfigyelhed jOl szervezett struktiraval ellentétben, kevéssddezettek, nagyjabdl

fliggolegesen helyezkednek el az orso6 tengelyére (5).abra
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5. &bra: Az aktin-miozin kotegek elhelyezkedése aoktraktilis gy iriiben (Morgan, 2007)

A citokinezis soran a gyt fokozatos 6sszehlzd6dasa kdzben, ez a dinamikus
aktin-miozin hél6zat szétszebeik és Ujra rendelik, ezéltal a fonal vastagsaga nem
valtozik szignifikansan. Az aktin eltavolitasa akiserty kontraktilis gyarirél részben
az aktin-destabilizalo fehérje, a cofilinikbdésén alapul.

A membran és a sejtfal elmozdulasa az aktin-miagiirc megjelenésével
parhuzamosan térténik, ami azt jelenti, hogy a nr@mbndvekedésének meértéke
illeszkedik a kontraktilis grii befelé huzédasanak mértékéhez. Annak érdekébgnp, ho
minden leanysejtbe egy genomi masolat keriljon,asatidsi sik a két szegregalt
kromoszoma szerelvény kozott alakul ki. Elékben a hasadasi sik mar a mitozistel
meghatarozott. A sejt a mitézisos orsék segitsdgdayezi el a szegregalt
kromoszdémakat az ellentétes oldalakra (6. abr&elBgzé esetében a sarj a Ké&1-
fazisban jelenik meg és novekszik a sejtciklustatabjd az anafazisban a mit6zisos
orsG a sarj nyakadban helyezkedik el, ezéltal helgéza kromoszémakat az egyes
utédokban. Hasado éleShen a mitdzis éltt, a hasadasi oldalon a fehérjékigy
formaban halmozodnak fel, ezéltal megjeldlve a tasahelyét a sejt kdzepén. A
mitozisos ors6 pélusai pedig az ellentétes oldal@nnak ennek a gyinek. Allati
sejtekben a hasadasi hely nincs meghatarozva &azaig, amikor is a mitdzisos orso
kild egy jelet a sejtkéregnek, hogy indulhat a dasabarazda képdése a szegregalt
kromoszomék kozott. A jel keletkezésének mechangamés molekuléris alapja
azonban nem tisztazott és valésikg eltéd az egyes sejttipusokban. Néhany sejtben
példaul az asztralis mikrotubulusok kildik a jedet orsé polusabol, mas esetekben a
hasadasi jel a sejtkéreghez a centralis orsébitr@despindle) jon egy kéteg antiparallel
mikrotubulus &ltal, amik részben az anafdzisos omgérpolaris mikrotubulusaibdl
szarmaznak(Burgess and F., 2005). A centralis ors6 szamoslaty fehérjét
tartalmaz, amelyek feltehin tobbféle (6sszetett) feladatokat latnak el akoiézis

sorén: lehetséges, hogy nem csak a hasadasi hghatdeozasaban segitenek, hanem a
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bardzda befelé huzdédasanak irdnyitasaban is. Ahogyhasadasi bardzda mélyul, a
kontraktilis gyirts vegul taldlkozik a centralis orsoval, amely 6s8eeiril, és az igy
kialakult struktarat midbodynak nevezziik, amely iarallel mikrotubulusokat és

vastag fehérje méatrixot tartalmaz (Morgan, 2007).

(a) sister kinetochore centrosome
chromatids

== 2 pum

cell kinetochore interpolar _ astral
membrane microtubules microtubules microtubules

6. dbra: A mikrotubulusok szerepe a sejtosztédasbagMorgan, 2007)

A citokinézis nem torténhet meg addig, amig a krsmdmak nem
szegregalddtak. A sejtosztodas utolsd |épése olyamechanizmusok altal inicialt,
amelyek a mitozis befejezésével allhatnak kozelickalatban. Ugyiinik, hogy a
citokinézis inditdsdban jeldéi#t szerepet tolt be az anafazisban a Cdk szubdetrato
defoszforilacidja. Altalaban a citokinézis nem ihduaddig, amig a Cdk1 inaktivalédas
meg nem torténik (Morgan, 2007).

Pékélesat esetében a sarjoiészitése a kés G1l-fazisban kezttik, amikor a
szeptinek és mas fehérjék jelennek meg szélédi@lakban a sarj keletkezési helyén.
Szeptin fugg miozin Il. gyiri alakul ki a sejt azon oldaladn, ahol majd a sag fo
megjelenni. A citokinezis ezen korai Iépései a GLHK aktivitAsanak kdszontiet
amely a G1-fazis végén novekszik (Alberts et €109).

Hasado élesétesetében a hasadasi hely a korai mitézis sor&uladtaa sejt
kozép$ vonalan, ezzel egyiddpg a Midl neu fehérje is megjelenik a sejt kozepén.
Ennek a kozé@sgyiiriinek az elhelyezkedését pedig a sejtmag helyzeéedzaa meg,
amely altalaban a sejt kézepén taladlhaté (Bathe @hdng, 2009). Mit6zis soran
szamos, a kontraktilis @yii kialakulasdhoz szilkséges komponens, tébbek k@zo6tt

miozin Il, az aktin, a formin Cdc12 és az Rng2 f@hé amely az aktin filamentumok
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helyes elrendéaéséhez szilkséges a szeptumban iikgyssze a kozés gyiri
kdzelében. Az anafézis utan ezek alkotjdk majdrarké@tilis gyfriit.

Altalaban eukariotakban a mitozisos ors6 a sejegén helyezkedik el, igy a
keletke® leanysejtek kodzel azonos méiek lesznek, azonban éébrdulnak olyan
esetek is, amikor az orsé6 nem kdzépen alakul Kighmaa sejt egyik végéhez kozel
helyezkedik el, ennek kovetkeztében aszimmetrilejtosztodas valdésul meg. llyen
esetekben a lednysejtek nem csak méretikben nemsedq de az 6rokolt molekularis
Osszetételikben is kilénbdznek és altalabansedtt tipusokka fefidnek.

Novényekben a citokinézis az allati sejtékeltérd moédon jatszédik le, a két
leanysejt nem a kontraktilis ¢i5ti hatasara valik ketté a felszinen, tébbek kozddttaz
mert a novényi sejteket egy sejtfal veszi korll. dzsejtfal atelofaziselején kezd
kialakulni a citoplazmaban a két szegregalt krordosx szerelvény kozott. Ezt a
mechanizmust a fragmoplaszt destruktara iranyitja, amely a hatramaradt interpsla

mikrotubulusokbdl épul fel a régi mitdzisos ors@&pén (Alberts et al., 2009).

2.5. A hasado éles#tcitokinézise

Ahhoz, hogy a leanysejtek a sejtosztodds utan édetiek legyenek, egy
haromrétety (trilaminaris) struktiranak kell |étrejonnie még aejtosztddasi
mechanizmus indulasaéét. A haromréted szeptum egy bels elsidleges szeptumbol,
és az azt két oldalrdl kérulvéwmasodlagos szeptumokbol all (7. abra).

Hasad6 élesét citokinézise soran a szeptum két |épésben szatédik.
El6szor a kontraktilis aktomiozin ¢y jon Iétre a sejt kbzépvonaldban. Az anafazis
végén, az aktomiozin ¢yli megjelenését és a leanykromatidak szegregalédaséat
kovetben egy szeptacidt inicialé hal6zatnakgtion_nitiation retwork, SIN) nevezett
jel kaszkad hatasara kezd aigy 6sszeh(zddni, és ezt kisérve kezd szintetizalazni
elsidleges szeptum. Az éldleges szeptum két oldalan fokozatosan kezd mexgjete
masodlagos szeptum, a kontraktilisiigy mogott (Johnson et al.,, 1973). A folyamat
elérehaladtaval a szeptum kettévagja a sejtet, ige lgin a két biolégiailag 6nallo
lednysejt. Ahhoz, hogy a két leanysejt fizikailegy @lkilonilhessen, az éteges
szeptumnak és a sejtfal egy keskeny szakaszankddll®ontodnia. Szeptum-hasitasi

hiAnymutansok vizsgalata sordn sok esetben lariEsraisszekapcsolodott sejteket
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tapasztaltak, amelyek az el nem bontott szeptundektkeztében alakulhattak ki. Ezek
a lancszdren 6sszekapcsolodott sejtek valddi hifdk, nem ppsipudohifak.

A hifat l1étrehoz6 mutansok genetikai és sejtbiaddgizsgalatainak segitségével
azonositani tudtak a sejtosztodasban résétgéneket és fehérjéket. Az éent leirt

sejtosztodasi génseplvolt, ami egy transzkripcios faktort kodol.

7. &bra: A szeptum szerkezet8. pombe esetében elektronmikroszkopos felvételen
(Sipiczki, 2007)

F septum edging sal il fission scar.

~ triangular
dense material
—— secondary septa

—— primary septum ——

8. dbra: A szeptum vazlatos szerkezet® pombe esetében (Dekker et al., 2004)

Az elssdleges szeptuméleg linearis 1,3B-glukanbol épil fel. A masodlagos
szeptum pedig 1,8-glukanbdl, 1,68-glikan elagazasokat tartalmazo B;8tikanbol
és 1,6B-glukanbal all. A sejtosztodast kdven a masodlagos szeptum lesz részben a
leanysejt sejtfala. Az aldleges szeptumot, annak a sejtfallal valdé keskemgkézési
pontjdban, amit szeptum-edging-nek nevezink, kétorhgzdg-keresztmetstet

struktara (naterial_tiangular_@nse: MTDs) szegélyezi (8. ab(8)piczki, 2007).
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A sejtosztddashoz szilkséges addiges szeptum és a szeptumot korivev
sejtfalat alkot6 anyagok oldddasas&ior az elddleges szeptum élét korlmvegejtfal
erdzidja torténik meg az Agnl {ell,3w-glikandz éaltal. Az Agnl egy periodikusan
képzdé fehérije, amely a szeptumnal talalhatd a sejtogstokidzben. Ennek az
enzimnek a fokozott kifejérése a sejtek lizisét okozza, igy arra ad kovetkést
hogy sziikséges a sejtfal szintézis és annak demég&ozti egyensuly fenntartasa a
sejtosztodas kdzben (Martin-Cuadrado et al., 2083. pombeendelkezik egyagn2
nevi génnel is, amely 1,3-glukanazt kédol, de ennek hianya nem befolyasalja
sejtosztodast. Az Agn2-nek az aszkuszfal endobeisésan szerepe a sporulacio ideje
alatt (Dekker et al., 2004).

A sejtfal bomlasat kdvéen a sejt turgor nyomasa fizikaiéerfejt ki a
masodlagos szeptumra, ezaltal elindul addidgies szeptum hasitasa. Az Engl -
amely atmenetileg dyii-alakban helyezkedik el a szeptum régidban - segptel
megy végbe az dldleges szeptum 13glikdn anyagdnak bomlasa (Sipiczki, 2007).
Azonban ennek az enzimnek az aktivitdsa nem fettétlszilkséges a sejtosztodashoz,
hiszen azengl hidnymutans sejtek nem formaltak hifakat, csak edggtelen
sejtosztodas kovetkeztében korllbelil négyes csadmn lazan 6sszekapcsoldédva
maradnak. Ez az &llapot egészen addig maradt demigy a leanysejt el nem kezdett
néni az Uj végén, és a masodlagos szeptum ki nerkedwdt - hiszen az része lett az (]
sejtfalnak -, ekkor ugyanis a lazan kapcsolédotopost darabjaira esett. Az
endoglikanazt kédoléngl a sejtciklus alatt periodikusan fefelik ki, a sejtben az
altala kodolt p-1,3-glikanaz aktivitasdanak maximuma egybeesik eptézié és a
sejtosztodas idejével (Martin-Cuadrado et al.,, 200& eng2 gén feltételezhén
szintén 1,33-glukanazt kddol, azonban ennek hianya nem okdassgpdasi problémat
a mutans sejteknél.

A sejtfal tobbi része és a masodlagos szeptum ésrintartalmaz
poliszacharidokat, igy ezek is a sejtosztodasineekicélpontjaiva valhatnak, ezért a
sejtnek meg kell védeni ezen alkotoit, hogy elker@ lizist. A sejtfal hidroliziséért
felelés enzimek egy tobbszintes szabalyozé rendszerir€kzdbra), azonban az az

elsbdleges szignal, amely sziikséges az osztodashozsmert.
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9. dbra: A S. pombe sejtosztédasat szabalyozo rendszer (Sipiczki, 2007

A sepl az el$ként azonositott sejtosztodasi gén, egy fork-héaalsti DNS-
kot6 domént tartalmazo transzkripcios faktort kodolb@i et al., 1997fGould and
Simanis, 1997). A sejtosztodas szabalyozasabansdadeepet jatsz&Gepl maga
val6szirileg egy poszt-transzkripciés mechanizmus Gtjan &yabott, mivel asepl
transzkripcid6 nem mutat periodicitast a sejtoszsoddklus alatt. Az el hullam
magaba foglalja a cink-ujj transzkripcios faktorbdiol6 ace2 megjelenését, amely
felelés a transzkipci6 mésodik hullamaért. Aze2d hianymutans sejtek, aeplu
hidnymutans sejtekkel megegyanodon hifdkat képeznek, ami arra ad kovetkeztetést
hogy a Sepl aace2n keresztul kontrollalja a sejtosztodast. A pasanszlacidos
foszforilaci6 &ltal modositott Ace2, &. cerevisiaden taladlhaté homologjaval
ellentétben, szimmetrikusan helyezkedik el a leéjtigk magjaiban (Sipiczki, 2007).

Normal Englfehérjével rendelkéz agnld hianymutans sejtek esetében az
elsbdleges szeptum nem bomlott le, ennek lehetségegaréaata lehet, hogy az Engl
nem aktiv addig, amig az étieges szeptumot korllvé\sejtfal sértetlen. Lehetséges,
hogy a sejtfalnak a fizikai megszakadasa altal lgme az a jel, amely az Engl
molekulakat aktivizalja.
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Ahhoz, hogy az Agnl és az Engl a szeptumban &snasgédos sejtfal régidban
megfeleben helyezkedjen el szikség van szeptinekre, MidZse funkcionalis
exocitozisra. A Mid2p a citokinézis soran kégik amid2 gén kifejeddése altal, amely
a Seplp-Ace2p szabalyoz6 kaszkad részészBf az OsszehUzdédasra nem képes
szeptin-Mid2-gyiri (septin-Mid2-ring: SMR) alakul ki a szeptacié oldalan, amely a
szeptum megjelenésekor kétigivé hasad. Az exocitozis soran a hidrolizalé enzimek
szeptum és a sejtfal elagazasi helyein egy sefdagt gyiriit képeznek (ell-separation
ring: CSR) (10. abra), ezen enzimek szallitAsabarkifegezodésik iranyitdsaban
vesznek részt az SMR-ek (Sipiczki, 2007).

Fm\ 4—GSR

10. &bra: A sejtosztddasban részt vévfé komponensek és azok elhelyezkedése a sejtosztédas
kezdetén (CSR:_ell-separation ring, sejtosztddasi gjiri; E: exocyst system, exocitozis rendszer; v:
vezikula, vezikulum; ER: exocyst 1ing, exocitdzis gyirii, SMR: septin-Mid2-ring)
(Sipiczki, 2007)

Mind az Agnl és Engl tartalmaz a szekrécibhoz €gés szignal szekvenciét.
Ahogyan az a 10. abran is lathat6, a CSR, ami g/ Ers Agnl-t tartalmazza, a két
SMR kozott helyezkedik el (Sipiczki, 2007).

Ahogyan azt mar kordbban emlitettem, a hasadotélssjtjei haploid formaban
stabilak; aszexudlis modon szaporodnak egészeng,addig a kornyezetében
valamilyen tdpanyag hiany fel nem lép. Amikor azamta sejtek éhezni kezdenek,
féleg nitrogén hidny esetében, szexudlis modon t@rszaporodasra térnek at élett
kezdve a sejtek az ellentétes parosodasi tipusgatakat alakitanak ki. Ivaros
szaporodasuk a sejtek konjugéciojaval, majd aszkégpképzésével torténik. Eleskt
esetében tehat a meidzist sporak kialakulasa ko&metikor a S. pombaliploid sejtjei
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meidzison mennek keresztil, akkor négy haploid eszérava vélnak szét, az igy
létrejov® aszkospordk a kornyezeti hatdsoknak nagyon elfekal Az aszkospoéra
falanak kialakuldsdhoz szamos enzim aktivitisa s#ijss, Ugy, mint- €sp-glikan
szintetaz. Az aszkuszfal a vegetativ sejtak falamzonl6ang-1,3-glikant és-1,3-
glikant tartalmaz. Amikor a spérak mar érettek, amzkuszfal egy endolitikus
folyamaton megy keresztil, amely az aszkospoérakak@sdulasat segiti elaz
aszkuszbdl, ezéltal a sporak szét tudnak szorédirayezetben. Ehhez sziikséges az
endoea-1,3-glikanazt kodolé Agn2 aktivitAsa, amely hidréini képes aza-1,3-
glikanazt tartalmazé aszkuszfalat (Dekker et &042. Emellett az Eng2 altal kodolt
endog-1,3-glikanaz jelenléte is sziikséges az aszkospdsakbaduldsahoz. Az Eng2
megtalalhatd a sejtben a vegetativ ndvekedés soradjd, a sporulacié ideje alatt nagy
mennyiségben szintetizalddik, melynek maximumatesdmis |l szakszanak végén és a

sporak kialakulasakor éri el (del Dedo et al., 2009

2.6. Filogenetikai analizis és torzsfa szerkesztés

A szekvencidk kozti kapcsolatok fontos vizsgalatodja a szamitbgépes
modszerekkel végzett filogenetikai analizis. Ségiésel szarmazasi kapcsolatok,
evoluciokutatasok, lehetséges szerkezeti és fun&tifovaltozasok kovethét nyomon.
Az ilyen médon végzett kutatdsok azonban valdgehnnem reprodukaljak tokéletesen
az evolucios fakat, amelyek az egyes fajok, génagyviehériék kozti evollcios
kapcsolatokat mutatjak. Ha koézeli fajok vagy nagyas gének torzsfajat keressuk,
akkor célszdibb nukleotid szekvencidkat vizsgalnunk, mert ezakivénden mutacio
latszodik, mig a fehérje szekvenciakat tavolabjokf@volicidjanak kutatdsara szoktak
hasznalni. A fehérje altalaban a génnek egy fumidéie terméke, amelyben Iényegesen
lassabban jon létre valtozds, mint a DNS-ben, hisze adott fehérje funkciojanak
megirzése a szekvencia konzervalédasanak hajtéerejehérje alapu filogenetikai
analizisek egyik éhye a nukleotidokkal végzett vizsgélatokkal szembéngy
esetilkben nem kell az intronokkal foglalkozni. Aldaibdzs DNS régiok — kdédolo
(exon) és nem-kédolé (intron) szakaszok — ugyatiérée sebességgel fégdinek.
Nukleotid szekvencidk analizisét tovadbb nehezitreetihorizontalis géntranszfer

eléfordulasa, illetve a mutacio lelisege.
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A fehérjék hasonlosdganak leirdsara tobb kuléhibdmgalom ismert.
Amennyiben olyan gének csoportjarél van szé, ankelygyanazon fajban, egyetlen
kdzososi géntdl alakultak ki, akkor az egyes formékat paraldégdknagy egymassal
paraldg géneknek nevezzik. Ha viszont két kiloalday esetében azonosithatdé egy
olyan gén, amely a két faj egyik kozésenek egyetlen génjébvezethet le, akkor az
emlitett formékat ortolégoknak nevezzik, vagy egysaé ortolog géneknek. A
homolbgidnak szintén kétféle értelmezése ismemdadiieg akkor tekintettek két
szekvenciat egymassal homolégnak, ha a kozottuk kzekvencidlis hasonlosag
hatterében az egyazon kdzés szekvenciabdl vald evollciés leszarmazas hutddot
meg. Ujabban viszont a homoldgiat egyénekét szekvencia hasonlésaganak leirasara
alkalmazzék és az evoluciés kapcsolatok kifejeseg#tabb a paraldgia és ortoldgia
hasznélatat részesitik 6ayben (Campbell, 2004). Tehat paraldégia esetébem gé
duplikacio torténhetett a szétvalasétel mig ortologia esetében a szétvalas oOta
divergencia tortént. Minden filogenetikai analizes lehetséges gén ortolégok
0sszehasonlitasan alapul.

Ugyanazon genetikai informéciotomeégikiindulva tébb kilonbodé torzsfa is
felallithato attél fuggen, hogy milyen stratégiaval probaljuk modellezaiewollcios
folyamatokat a rokonsagi  viszonyok feltardsdhoz. roRéd  kilonbos
megkozelitésmaodot kilonithetlink el: a tavolsagalagégnagyobb takarékossagra és a
legnagyobb valésziiségre toreké mddszereket. A tdvolsagalapu stratégia (Neighbor-
Joining) a vizsgalt szekvencidk valamennyi elképeBlparjat dsszehasonlitja, felméri
azok tavolsadgat, majd ez alapjan hierarchikusarparsositva 6ket rajzolja meg a
torzsfat(Saitou and Masatoshi, 1987). A legnagyobb takagkgra téreky médszer
(maximum parsimony) célja az evollciés torzsfa @dai 6sszhosszisaganak
minimalizalasa. Olyan fat keres, amely a |éhétgkevesebb evollcids |épéssel
(karaktervaltozassal, ill. feltételezett mutidciQvamagyardzza a leszarmazasi
viszonyokaf(Jin et al., 2007). A legnagyobb val6siagre toreké modszer, vagy mas
néven maximum likelihood pedig azt a fat keresielet vizsgalva legnagyobb annak
a valoszifisége, hogy az adott szekvencidkbdl indultunk kik $&t végignézve
kivalasztja a legnagyobb valésiigghez tartozofFelsenstein, 1981). Ez a mddszer
minden poziciéra kiszamitja, hogy adott fa és hedg@tési modell mellett mi a

valésziisége annak, hogy a medfigyelt varidciés mintdzgorjiolétre az adott
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pozicidban. Az egyes poziciokra kapott valoszégek dsszeszorzdsaval adodik a teljes
fa valoszittisége. Ezt sok fara megnézi, és a legjobbat kivijdasz

A filogenetikai fak formajaban kapott eredményekelisségének ellérzése
lehetséges az adatoknak egy masik mddszerrel saiételt kiértékelése, majd a két
modszerrel kapott fanak az 0©0sszehasonlitasanaktségéiel. A hitelesség
ellendrzésének egy masik modszere a bootstrap-elemzédy aoran a fa felallitasat
tébbszoér megismétlik oly médon, hogy minden egysstteen az eredeti szekvencia
illesztéslél kiindulva az egyes pozicidkat visszatevéses méitdezéssel megkeverik,
és az igy kapott mesterséges szekvenciak alapjghkiggamitjuk a torzsfat, Iényegében
véletlen mutacidkat okozva az adott szekvenciaBamennyiben a kapott fa szerkezete
az adatok ismételt véltoztatgatdsanak ellenére egprate alakjat, akkor ennek a
szerkezetnek a hiketége megh (Campbell, 2004).
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3. Célkitiizés

TDK munkédm alatt aSchizosaccharomyces pomb#okinézisében jelefis
szerepet betditkét gén, aznglés a sporulicidban érintethg2 gének filogenetikai
analizisére vallalkozom.

Célom, hogy 30 fajban azonositsan®.apombeben megtalalhaté sejtosztodasi
gének kozul aenglés azeng2lehetséges (feltételezett) ortolégjainaéfetdulasat. A
vizsgalandd szekvenciak kivalasztasanal fontos ppaemhogy az adott fajnak a teljes
genomi  szekvenciaja rendelkezésre Alljon. Vizsgatat célpontjdban a
Schizosaccharomycesiemzetség all, és igy az aszkuszos vagy mas néven
tomlésgombakra forditom &@fhangsulyt. A fajok kivalasztadsanal azonban &igsoport
analiziseként kitekintést teszek a jaromspoéras émzdiumos gombak tagozataiba
tartozé fajok kozé is.

Az englgén fontos szerepet tolt be a hasadd éeSlgtciklusaban, hiszen az
altala kodolt fehérje felés a sejtosztddas soran azédleges szeptum hasitaséaért. Az
eng2nek azonban nincs szerepe a citokinézisben, isz&gt gén altal kodol fehérjék
szekvenciaiban Iévnagyfokl hasonlosag miatt Iényegesnek tartom sgaiatat. Az
egyes fajokban mind aangl mind pedig azng2gének ortoldgjait fajok kozti, majd
reciprok paros BLASTp analizissel hatdrozom meg N@B Broad adatbazisok
hasznalataval.

A feltételezett ortolégokat a pontos azonositagabél kilénbosd fehérje
szerkezetet vizsgald modszerekkel fogom analizd&fém adatbazis segitségével a
szekvenciadban fellelhétdomének keresését, illetve azonositasat fogomgehrs.
Vizsgalni fogom aznglgén altal kédolt fehérjére jelledzszignal peptid jelenlétét az
N-terminalison, mind a vékenglés azeng2ortolégok esetében. Majd a szekvenciak
tobbszoros illesztését végzem el, ami az evollEésarmazasok vizsgalatdban segit
azdaltal, hogy a szekvencidk egy csoportja kozo#tsonlosagokra, konzervalodott
régiokra, biolégiai jelerdisédi mintazatokra hivja fel a figyelmet. Majd az azdtmts
fehérje szekvenciak felhasznalasaval a fajok, Eaftban a két gérerigl éseng?

filogenetikai torzsfajat készitem el.
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4. Modszerek

4.1. Genomikai adatgyijtés és adatfeldolgozéas

A genomika magaba foglalja a DNS megszekvenalagaggyes populacidokon
bellli genomi sokféleség, a genomi variabilitassgeatat, és a gének atirédasat,
transzkripcidjat szabalyozé rendszerek kutatdsaDMS-szekvendlas sordn a DNS-t
alkoté nukleotidok bazissorrendjét hatarozzak mefnden szervezetben a DNS
szekvencia hatarozza meg az oOrokletes genetikairnndciot. Tobb szekvencia
adatbazis is ismert, melyek kozil az egyik legjgleebb a National Center for
Biotechnology Information (réviden: NCBI). Az NCBdbb, mint 800 szervezet teljes
genomi szekvenciajat és szamos, részben megszdtkvergrvezet informacioit
tartalmazza, ezzel a bioinformatikai kutatasok jalapképezve. Egy masik
bioinformatikai adatbazist szolgaltat a Broad logsé. Mindkét adatbazis online, barki
szamara hozzéaférlieés az adatokon alkalmazhaté funkciok széles kbréndelkezik.

Munkam soran 30 kivalasztott faj (1. tabladzat) fghé&zekvenciajan végeztem
vizsgalatokat, &chizosaccharomycesoport kivételével minden szekvenciat az NCBI
adatbazisbol nyertem ki. Az NCBI adatbazis a vilsgém kozpontjdban allo
Schizosaccharomycesoportba tartozd négy éles#ozil csak keinek: aS. pombe
nek, és aS. japonicusak tartalmazta a szekvenciajat, a Broad Indiitithital kinalt
adatbazissal szemben, amely a tovabbi két hasakztélek S. octosporuses S.
cryophilug is tartalmazta az altalam keresett szekvencig@trt végul mind a négy

éleszé faj szekvencidjat a Broad Institute adatbazisébéknaltam.

1. tablazat: A vizsgalt fajok listaja

Fajok Torzs Adatbéazis
Ashbya gossypii ATCC 10895 NCBI
Aspergillus flavus NRRL3357 NCBI
Aspergillus fumigatus Af293 NCBI
Aspergillus nidulans FGSC A4 NCBI
siomess sy | Atccames | e
Botrytis cinerea B05.10 NCBI

(Botryotinia fuckeliana)
Az 1. tablazat a 27. oldalon folytatédik
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1. téblazat: A vizsgélt fajok listaja (folytatasa)

Fajok Torzs Adatbazis
Candida albicans WO-1, SC5314 NCBI
Candida glabrata CBS 138 NCBI
Candida tropicalis MYA-3404 NCBI
Coccidioides immitis RS NCBI
Cryptococcus neoformans JEC21 NCBI
Debaryomyces hansenii CBS767 NCBI
Hi_stoplasma capsulatum G186AR, H88, NAmM1, NCBI
(Ajellomyces capsulatus) H143

Kluyveromyces lactis NRRL Y-1140 NCBI
Magnaporthe oryzae 70-15 NCBI
Neosartorya fischeri NRRL 181 NCBI
Neurospora crassa OR74A NCBI
Paracoccidioides brasiliensis Pb01, Pb03, Pbl8 NCBI
Penicillium chrysogenum Wisconsin 54-1255 NCBI
Phycomyces blakesleeanus NRRL1555 NCBI
Rhizopus oryzae RA 99-880 NCBI
Saccharomyces cerevisiae EC1118, RM11-1a NCBI

Schizosaccharomyces cryophiluys  NRRL Y-48691T Ir?srt(i)ti?e

Schizosaccharomyces japoniclis yFS275 Ir?;tci’ti?e
Schizosaccharomyces octospofus yFS28 Iquad

nstitute

Schizosaccharomyces pombg ATCC 38366/972h Ir?srt?ti?e
Trichoderma reesei QM6a NCBI
Ustilago maydis FB1 NCBI
Verticillium albo-atrum VaMs.102 NCBI
Yarrowia lipolytica CLIB122 NCBI

*A tablazatban szerefk adatokat 2011.09.17-én toltdttem le

A vizsgélandé szekvencidk kivalasztasanal fontesngont volt, hogy az adott
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aszkuszos vagy mas néven tésgombakra forditom adéf hangsulyt, de a fajok
kivalasztasanal kitekintést teszek a jaromspdrdy¢omyces blakesleeanuhizopus

oryzag €s a bazidiumos gombakCrptococcus neoformansUstilago maydis




tagozataiba tartozo fajok kozé is. A fajok kivatasanak alapjat H. Wang 2009-ben
megjelent cikke adta, amelyben tébb, mint 80 goinififtagenetikai torzsfajanak
elkészitését irja le (Wang et al., 2009).

A proteomika a proteom, vagyis azéébkzervezetben &lordulé Osszes
fehériének a megismerésével foglalkozik. Aminosaeksencidnak a fehérjék
elsbdleges szerkezetét nevezzik. A fehérjék aminosarerstje a gének nukleotid
szekvencigjaban kodolt. A proteomika témakorébtozide a fehérjék szerkezetének,
biolégiai funkciojanak és ezek térbeli ésobeli valtozasanak megismerése.
Vizsgalédasi korébe tartozik tovabba a fehérje etdatbk meghatarozasa, rendszertani
besorolasa, a kulénbdzforrasbol szarmazd, de azonos biolégiai funkcitét@
proteinek szerkezetének oOsszehasonlitasa, a feli@galétének vagy hidnyanak
igazolasa.

Mind az NCBI, mind pedig a Broad Institute altalok@ltatott internetes
adatbazisokon megtalalhaté a BLAST afi Local Aignment ®arch Dol) nevi
algoritmus, mellyel végzett keresés eredményekBminotalalatokat kapunk, amelyek
az adott adatbazisban talalhatd génszekvenciak | kézignifikdns hasonlosagot
mutatnak az altalunk keresett szekvenciaval. A BLA8urisztikus médszert alkalmaz,
melynek lényege az, hogy az adatbazisbol kivaeszpkat a szekvenciakat, amelyek
valészirileg hasonloak a célszekvencidnkhoz és csak ezekhakonldsagat vizsgalja.
Heurisztika alkalmazaséara azért van szikség, nggtméreii adatbazis esetében annak
minden egyes eleméhez val6 hasonlitAs nagyon soleig idtartana.
Megkulonbodztethetiink nukleotid (BLASTn) és fehérLASTp) szekvenciak
O0sszehasonlitdsaval foglalkozo6 algoritmusokat. Mamlsoran &. pombében talalhato
engléseng2gének altal kodolt fehérjék szekvenciajabdl kiivduvégeztem BLASTp
tipusu vizsgélatokat.

Egy ilyen talalat hasonlésaganak szignifikanciantgzi jellemzi az E-érték
(expect value). Minden kapott taldlatnak vannalemeett szekvenciaval egy az egyben
megfeleltethet szakaszai, ezek alapjan szamithat6 ki az ugy eéiveit score. Az E-
érték azt mutatja meg, hogy az adott keresésnékAtkailag varhatéan hany, a
megadott bit score-értékkel megegyemgy annal nagyobb bit score-U hasonlésagot
mutatd egyezés lesz a véletleriive, és nem valamilyen evollciés kapcsolat jele.
Altalanossagban kimondhat6, hogy minél nagyobb-értié€ke, annal valészihb, hogy
a hasonlosag csak a véletletiva. Az E-értékét harom tényeszabja meg: a bit score,
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a keresett szekvencia hossza és az adatbézis méretagyobb bit score értékek
csokkentik az E-értékét, hiszen minél nagyobb eoiidsdg két szekvencia kozott,
annél kisebb a val6s#isége, hogy az csak a véletleriva lenne. A hosszabb
szekvenciakra valé keresés, azonban noveli az ékeirt mivel ugyanaz a bit score
érték, hosszabb vizsgélt szekvencia esetén kéneyelehet a véletlen ime. Azonban
minél nagyobb az adatbazis, annal kdnnyebb benysn dzekvenciat talalni, amely
hasonlit az altalunk keresett szekvenciara, ezéatlatbazis méretének ndvelése, noéveli
az E-értéket. Az E maga az 2> képlett$l adddik, aholm a keresett szekvencia
effektiv hosszan az adatbazis effektiv hossza, bazisokban kifejegpedig a bit score
érték (Campbell, 2004).

Mindkét adatbazis hasznalata léisgiget ad egyéni bedllitasok alkalmazasara.
Az NCBI éltal szolgéltatott BLASTp esetében A&llitdahet: a maximalis szamu
igazitott sorozatok megjelenitését (Max target eaqas), vagyis hogy mekkora
szekvenciakat vegyen észre az algoritmus, tovabbaVNard size Aallitasaval
szabalyozhatd, hogy az illesztés soran mekkoraéggyse darabolja a szekvenciat.
Megvalaszthaté az E kuszobértéke, az alkalmazothstiticios matrix, a gap-ekert
adott pontszam, és allitani lehet még a kompozigi@mzitast, illetve filterek és
maszkok hasznélatét. Filter hasznélataval idédmetjuk a taldlatokat azokra, amelyek
nagyon hasonldak, ennek példaul domén keresésket jelentsége. Broad Institute
altal szolgaltatott programmal végzett BLASTp vialsgok esetében szintén lebedg
van bizonyos bedllitAsok moédositasara, azonbarttaallithaté paraméterek szama
lényegesen kevesebb, mint az NCBI adatbazis esetédbenkdm soran a BLASTp
tipust analiziseket az NCBI adatbazison végeztémbek kozott az altala kinalt
nagyobb paraméterdllitasi leiségek miatt, illetve azért, mert a Broad Institiute
adatbazison kapott BLASTp eredmények az algoritaiiad a szekvenciaba rakott gap-
ek szdmat nem mutatta meg, amit azonban fontosadegkintettem. Tovabb4 a Broad
Institute BLASTp eredményében az E-értékek néhdsstben 0-nak adddtak, ami
ellentmondott az NCBI altal azonos keresési fdiétemellett kapott E-érték
jelentésének. Azt feltételezem, hogy mind a Braalitiute altal kinalt, mind pedig az
NCBI-on elérhet BLASTp esetében van egy kritikus E-érték, amelgtfea program O-
tir ki. A két adatbazis esetében a kiiszobértéklzeno eltés, igy ez megtévesitehet.
Ezért vizsgalataimat az NCBI altal szolgéaltatotoggemmal végeztem és az Altala
felkinalt alapbedllitasokat alkalmaztam, tehat aimalis szamu igazitott sorozatok
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megjelenitésének szama 100 volt, az E kuszobéridke BLOSUM62 matrixot
hasznéltam. BLOSUM maétrixban a szekvenciakbol cgogat, klasztereket képeznek
azok hasonlésaga alapjan, példaul egyméssal 62%awtobb azonossagot mutatd
szekvenciak egy klaszterbe keriilnek. Tovabba egapj megjelenéséért 11 pont, egy
mar megléé gap hosszabbodaséért pedig 1 pont jart. Feltétadaypozicios pont
matrix kiigazitast hagytam kivalasztva a léiséigek kozll, filtereket és maszkokat

pedig nem hasznaltam.

4.2. Fehérje szerkezet vizsgalat

Irodalmi adatokbdl ismert, hogy az altalam vizsgély1gén altal kodolt fehérje
szekvencigja tartalmaz a szekrécidhoz szikséggaapeptidet, ellentétben a masik
altalam vizsgalt, ®g2 génnel szemberfdel Dedo et al.,, 2009). A szignalpeptid
atlagosan 20 aminosavas¢gen hidrofob szekvencia a fehérjes&nt szintetizalodo
N-termindlis végén, amelynek feladata a szinté&g® riboszomalis komplexeknek a
citoplazmabdl a durva felsdinendoplazmés retikulumra valé irdnyitasa (Campbell,
2004).

Tobb szamitégépes program all rendelkezésiunkrelyaknkehetséget adnak a
fehérjék azonositadsara. Ezek kozll az egyik, asaérben alkalmazott Pfamr{fein
families database of alignments and HMMSs) adatbaziegela konzervalt fehérje
csalddokat és doméneket tartalmaz. Hasznalatéwetiskges (j szekvenciak esetében a
fehérje funkciéjanak megallapitasa, illetve a fghésalad meghatarozasa. A Pfam egy
rejtett-Markov modelleket_{tdden Markov nodel: HMM) alkalmazé adatbazis. Két
valtozata ismert: a Pfam-A, amely kuratorok altahatélt doméneket tartalmaz, és a
Pfam-B, amely automatikusan generalt doménekeadlmaaiz. Az adatbazis hasznalata
soran alapbeallitasként a Pfam-A-ban lehetségesemsds, de egyéni beallitAsok soran a
Pfam-B-re is kiterjeszthéta munka (Finn et al., 2010).

Egy masik adatbazis, amely specifikusan a szekré&téErjék azonositasara
hasznéalhaté a SignalP 3.0. A program a kérdésesoaav szekvencia elemzésére két
moédszert haszndl, hogy a szignalpeptidek jelenlgtégjosolja: a Neural network
(réviden: NN) és a rejtett-Markov modellt. A progrdasznélatakor lehetégiink van a
beallitAsok véltoztataséara, tobbek kdzott meg &etli, hogy a kérdéses szekvencia az
eukariéta, Gram-pozitiv vagy Gram-negativ csopot#rtozik-e, vizsgalataim soran az
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eukariota szervezeteket allitottam be. Tovabba seéhatunk, hogy a keresett
szekvencia tartalmazhat-e transzmembran régiot sy, esetemben 6ébrdulhat,
hogy az aminosav szekvencia tartalmaz ilyen régiBeallithatjuk, hogy az
eredményeket milyen grafikus képi formatumban kjwénlatni, illetve, hogy az
eredményul kapott informaciokat milyen részleteggségzeretnénk megkapni. A
program hasznéalata sordn az alapbeédllitdsokatnadizehm. A NN &ltal kapott grafikus
eredmény harom kilénbézontszamot is megad: Gt, az St és azY-t. Két tovabbi
pontszam is lathatd: &&kozépérték és B pontszam. Két kilénb&zNN-t hasznél a
program, az egyik megjésolja a szignalpeptidet, asiknpedig a szignal peptidaz I.
hasitasi helyét probalja megjosolni. S&2&rték a szekvenciaban szefeplinden egyes
aminosavra ki van szamolva, az egyes aminosavakbese a magas pontszam jelzi,
hogy a kérdéses aminosav része a szignalpeptidadlaksony pontszam pedig azt
jelenti, hogy az érett fehérje része az adott aganoA C-érték (cleavage site-score)
vagy hasadasi hely-érték, a benyujtott szekvendmem egyes részére kiszamitott, de
csak a tényleges hasadéasi helyen magas a pontskéegadja, hogy a szekvencia
hanyadik aminosava lesz az érett fehérjé eleme. AzY-max érték aC- és azS
értékekldl szarmaztatott mennyiség, amely egy biztosaldibeglzést ad a hasadasi
helyet illeen, mint aC-érték dnmagéban. AZkozépértéek as-pontszamok atlagéat
mutatja és a kérdéses szignal peptid hosszat Hijatezni. A D-érték pedig az>
kozépértékek atlagabol és azertéklbl szamitott mennyiség. Ha a kérdéses fehérje
szekvencia nem tartalmaz szekréciohoz szikséggsafaeptid részt, akkor azébb
felsorolt mennyiségek mindegyike alacsony értékemaah (Bendtsen et al., 2004). A
rejtett-Markov modell hasznalata pedig lévet teszi a valddi szignal peptidek és a
behorgonyzott szignadlok megkllonbdzetését. A nemddvaszignél peptidek, olyan
fehérje szekvenciak, amelyek szintén az adott fehtéanszlokacidjat segitik &l de
ezek nem kerllnek hasitasra a szignal-peptidat @&teogyan a polipeptid lanc a
membranon keresztll transzlokalédik, a fehérje didr része a membranhoz
horgonyozva maradNielsen et al., 1999). Az NN és HMM modszerek dtpdi

alkalmazasa jele$ részben kezelni tudja a szekvenciak sokféleségét.
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4.3. Tobbszoros szekvencia illesztés

A tbbbszorés szekvencia illesztés Idivét teszi egy-egy géncsaladon vagy
fehérjecsalddon belll az Osszefiggések felismeréset a csalddra jellerdiz
konzervalodott, bioldgiailag jelefgéggel biré mintazatok feltardsat. Tovabba segit az
Uj és megléd szekvencidk kozotti hasonlésagok felderitésébdahérjék méasodlagos
és harmadlagos szerkezeténekragelzésében, illetve filogenetikai analizisekhez
szikséges. A paronkénti Osszerendezéshez képedli ndvjel/zaj viszonyt és
segitségével olyan finom hasonlésagokat vehetlnie gamiket a paronkénti illesztés
nem mutat ki.

A legtobb program a progressziv illesztés médszatétlmazza, amelynek
egyik fontos alnye, hogy akkor is megfeleleredményt ad, ha eltéla szekvenciak
hasonlésaga, emellett a médszer gyors és érzékengltalam hasznalt Clustal nev
program is a progressziv illesztés modszerét abkatm a tobbszords illesztés
elvégzéséhez. A ClustalW nevében a 'W’ az angolighted’, vagyis sulyozott szo6t
jelenti, a program ugyanis az illesztés kulortbigszeit kilonbdiképpen sulyozza. Az
O0sszerendezés pontszamanak kiszamitasakor a kbeklienciakat kisebb sullyal veszi
figyelembe, hogy a kozel azonos szekvenciak ne p8jonel a tavolabbiakat. A
progressziv illesztés folyamata harom |épésre @atijol els |épésként paronkénti
illesztések konstrualasa és tavolsagmatrix létrébmztorténik meg. Az ©sszes
lehetséges par illesztésével hozzuk létre a hasagilo matrixot, amelyben a
hasonlésagot a pontos megegyezés és a szekvensszdhak hanyadosa adja
(azonossagi szazalék). Ezt kdext egy Neighbor-joining iranyito fa felépitése
kovetkezik, majd pedig egy progressziv illesztégtik az iranyitd fa vezérlésével. A
progressziv illesztést a két leghasonlobb szekégatikezdjiuk, utdna az iranyité fat
kovetve egyenként illesztjik a szekvencidkat a mé&gléw eddigi illesztéshez, a
program szikség szerint hézagokat vezet be a éehanjinosav sorrendjébe. A

ClustalW grafikus felllete a ClustalX neprogram (Mount, 2004).
4.4. Torzsfa készités
A filogenetikai analizis célja az evollcios viszoky az evoliciés torténet

feltardsa, az ilyen jellégkutatasok eredménye &ltalaban egy filogenetikgidiasfa).
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A filogenetikai torzsfakat épgit modszerek egy bizonyos evolaciés modell
érvényességet feltételezik. Legfontosabb feltééslezaz, hogy a torzsféjlés faval
abrazolhat6. Ez nem mindig igaz, pl. hibrid fajdletve mikroorganizmusok kdzott
eléfordul6 DNS-atvitel esetén, tovdbba megjelenhetzoatalis géntranszfer is, amely
eléforduldsa szintén neheziti az ilyen iranya kutataso

Egy torzsfa vazlatos rajza lathato a 10. abran.ewelek vagy OTU-k =
operational_axonomic _nit, legtébbszér ma &lfaj, de lehet kisebb vagy nagyobb
taxonomiai egység is. A csomopontok vagy elagaaiidgaoduszok),ssi fajokat
reprezentélnak, szokas HTU-nalyflothetical axonomic mit) is neveznibket.

A

B

A

gyokeér
levelek

csomoépon
E

10. abra: A torzsfa részei

Megkulonboztetiink gydkeres és gyokér nélkili téakaf. A 10. abran egy
gyokérrel rendelkey filogenetikai fa lathatd, amelyen a gyokérminden levélhez
vezet egy evollcios iranyt mutatd Utvonal. Gyokélkili filogenetikai fak esetében
nem ismert az evollcié irdnya, az adott torzsf& esaokonsagi kapcsolatokat jeleniti
meg. Ha az egyik belspontot kitlintetjuk, mint legsibb (multbéli) fajt, akkor an.
gyokereztetett (rooted) fardl beszélink, és a ki@t pontot hivjuk a fa gyokerének.
Ha nincs ilyen pont, akkor a fa gytkerezetlen (oted) (Mount, 2004). Tobb
filogenetikai fa-abrazolasi mod is hasznalatos étita).

Ultrametrikus torzsfa esetében a csomépontok htdyze szétvaldsok idejét
mutatja, ilyenkor az egyes fajok egy oszlopban éekgdnek el, ebben az esetben az
aghosszak nem tikrozik az evollciés tavolsagoenigdtben az additiv térzsfakkal,

melyeknél az &ghosszak az evollcids tavolsagokgezike ki. A pontok

sz
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11. abra: Ultrametrikus és additiv fa abrazolasok

A torzsfa készitésre alkalmas algoritmusok nuktbatzekvenciakat vagy a
fehérjék aminosav szekvenciait hasznaljdk. A legisebb faéplt modszerek
tobbszoros szekvencia illesztést alkalmaznak. A BIRY (Phylogeny _hference
Package) nev program a filogenetikai analizisek széleskomaddszereinek
gyijteményével rendelkezik. A csomag tartalmazza axdggobb takarékossagra, a
legnagyobb val6sziiségre és a tavolsagalapu filogenetikai faléitasi lehebségét is,
valamint bootstrap és konszenzus fa létrehozasaikalmas (Felsenstein, 1993).

A PHYLIP programban a bootstrap-elést kidest az adatok kinyerhggk és
egy masik torzsfa rajzoldé programba atvitet A bootstrap-pelt adatokat a Treewiev
nevi program segitségével abrazoltam. Munkam soran |ségalapi (Neighbor
Joining) torzsfat készitettem, majd az igy létrefibztorzsfa jésadgat bootstrap

maodszerrel ellesriztem, végull a kapott filogenetikai fat 4brazoltam
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5. Eredmények
5.1. Szekvencia illesztés

Munkam kezdetén, annak érdekében, hogy a két lext@iti sejtosztddasi gén
altal kédolt fehérjét jobban megismerjem, adatok#trmaciokat gyijtottem az Engl
és Eng2-#l. Kivancsi voltam tobbek kdzott arra, hogy az adehérje pontosan milyen
funkciot tolt be a sejt életében, van-e katalitikaldivitasa, illetve poszttranszlacios
modosulasa, milyen hosszu a fehérje szekvenciap@g hogyan fejealik ki a fehérje
a sejtciklus alatt. Az adatok gjyesében az Uniprot és a Sanger Institute gondbzds
all6 GeneDB adatbazisok voltak segitségemre.

A fehérjék hasonlésaganak leirasara toébb kulodbdgalom ismert. Paralégnak
nevezzik olyan gének csoportjat, amelyek ugyanaajban megtalalhatdéak, és
egyetlen kdzo$si géntdl alakultak ki. AS. pombéen jelenled engléseng2gének
olyan gének csoportjat, amelyek a két faj egyik dgdasének egyetlen génjéb
vezethetk le. Paraldgia esetében és igy az altalam vizsg@tisztédasi gének esetében
is gén duplikacio torténhetett a szétvaldstteimig ortolégia esetében a szétvalas ota
tortént divergencia.

A szekvencia illesztés meghatarozza az illeszrett\enciadk kdzotti azonossag,
illetve eltérés mértékét. Ortoldg szekvenciak esetékilonbod fajokbol szarmazo
szekvenciak kozotti eltérések a fajok flggetlenl@gsiés multja soran dijtott mutaciok
eredményei. A mutaciok szama, vagyis a szekventdi@rée foka kozelfleg
megfeleltethet a két faj kdzti evollcios tavolsaggal: minél réigei valt el egymastol
két faj, ortolog génjeik kdzott annal nagyobb laszekvencia eltérés.

A S. pombe englmajd pedigeng2 génjéldl kiindulva ebszor fajok kozotti
BLASTp analiziseket végeztem a 30 kivalasztottdajbKere§ szekvencidnak (Query
Sequence) mindig 8. pombe engllletve eng2génje altal kdédolt fehérje szekvencigjat
irtam be az NCBI adatbazisba, a keresési beakitddmedig az éppen vizsgalt faj
nevét valasztottam ki, ezzel isikitve az adatbazis méretét. Aikzésre azert volt
szukség, mert a program az egész adatbazisbankeed§és kdzben nagyon sokaig
futott, illetve néhany esetben nem jelenitett mégden talalatot. Valoszitkeg van egy
kiiszObérték, ami uténi taldlatokat nem jelenit memy oldalon. Az igy kapott
eredmények kozul, minden egyes fajban megtaléletsdiyes ortologok kozul
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kivalasztottam a legjobban hasonlitd6 szekvenciakat. megfeleb talalatok
kivalasztasanal fontos szempont volt az E-értészen minél kisebbnek adddott az E,
anndl valdszitibb, hogy a szekvencidk hasonlésdga nem a véletlare.nEmellett
figyeltem a talalt szekvencia hosszat, illetve haggn belul milyen hosszu szakaszra
tortént az illesztés. A BLASTp eredményében megjklaz adatbazis altal a keresett és
a hasonlénak vélt szekvencia azonositasara szokg@lpilletve az adott gének Altal
kodolt fehérjék leirasara vonatkoz6 adatok, tovébehérje hossza, a pontszamok (bit
score és raw score), a talalat statisztikai vahiiséigét mutatd E-érték, a teljes
mértékben azonos aminosavak szama és aranya fienta pozitiv, vagyis hasonlo
talalatok szama és aranya (positives), és addtiersaz illesztés soran a szekvenciaba
helyezett sziinetek, gap-ek szama. Emellett medielen illesztést is, ahol a féls
sorban talalhaté a kekeszekvencia, alatta pedig a talalt szekvencia;taskeékvencia
kdzott pedig lathato, hogy hol talélt az algoritmamnos (adott aminosav bkbdja)
vagy hasonlo (,+” jel6lve) aminosavakat, esetlegehmakott gap-et (,-” jellve).

Az engl és eng2bdl kiindul6 BLASTp eredményeket tablazatos forméban
gyyjtéttem Ossze. A 2. tablazatban Sa pombeengl génjélél kiindulé BLASTp
eredmények egy részlete lathatd. Az eredményil tkapbldzatokat a Fluggelékben
tuntettem fel. Minden egyes megtartott szekvenecildt esetében a tablazatban
feltiintettem a fehérje nevét, amennyiben az NCBI-bahitéah erre vonatkoz6 adatot, a
fehérje hosszéat, az azonos és hasonlé aminosaaaiagza bit- és raw-score értékeket,
és az E-értékét.

Néhany faj esetében egynél tobb szekvenciat hagytesy megfelélen jo
taladlatnak, figyelembe véve, hogy az adott szekieeriehetleg a teljes genom
megszekvenalasabdl addédjon. Egyes fajokban viszonyira rossznak itéltem meg a
talalatokat, hogy a tovabbi elemzésékkihagytam éket, mert a kapott eredmények
alapjan nem valészisithet) azengléseng2ortolégok jelenléte. Rossznak itéltem meg
a BLASTp talalatat, amikor az E-érték kiugroan naggamnak adodott a tdbbi
eredményhez képest, altaldban az E-érték nagyshiggrm 10 vagy ennél kisebb
szamnak adédott, rossznak itélt esetben pedig p&6alinagysagrend is &fordult. A
jaromsporasok tagozatéba tart@4dycomyces blakesleearésRhizopus oryzaélletve
a bazidiumos gombék tagozataba tartGrgptococcus neoformarés Ustilago maydis
fajokat nem vetettem alé tovabbi analiziseknek.nBa¢alatok esetében a BLASTp a
keresett gének szekvencidjahoz és a tobbi megtal@tséges ortolog szekvencidhoz
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képest is nagyon rovid szakaszokra illesztette ekwencidkat, és az E-értékek is
kiugréan nagy szdmoknak adddtak, vagyis nagyorn &imsak a valosziisége, hogy a
megtalalt szekvencia valéban az A&ltalam keresatt @goldgja lenne. Az altalam
vizsgalt aszkuszos gombafajok mindegyikében aztamistudtam azengl és eng2

gének ortologjait, egyéb gombafajok esetében azonbem talaltam lehetséges

ortolégokat.

2. tablazat: S. pombe engl génjének BLASTp eredményei &chizosaccharomyces

nemzetségen belil

Faj S. pombe S. japonicus S. octosporus S. cryophilus
endo-
Fehérje Engl Eng2 Engl | 1,3(4)-beta Engl Eng2 Engl Eng2
glucanase
Fehérje hossza (aa] 1016 706 1008 681 1043 707 1054 706
o 417/699 | 733/1014 | 393/688 | 746/1037 | 415/699 | 750/1057| 413/710
pos (60%) (72%) (57%) (72%) (59%) (71%) (58%)
ident 287/699 | 578/1014 | 290/688 | 591/1037 | 286/699 | 593/1057] 290/710
(41%) (57%) (42%) (57%) (41%) (56%) (41%)
aos 24/699 14/1014 34/688 48/1037 22/699 | 51/1057 | 24/710
gap (3%) (1%) (5%) (5%) (3%) (5%) (3%)
score 513 bits 1098 bhits 516 bits 1189 bits | 528 bits | 1186 bits| 524 bits
(1320) (2840) (1329) (3077) (1359) (3068) (1349)
E 2,00E-149 0.0 2,00E-15 0.0 7,00E-354 0.0 1,00E-153
reciprok BLASTp 4
elss talalat B Eng2 Engl Eng2 Engl Eng2 Eng] EngJ
— KBLAST Fehérje
recipro p ]
masodik talalat Engl Eng2 Engl Eng2 Engl EngJ Eng3

pos jeldli a hasonlé aminosavak, ident jeldli a t@dsen azonos aminosavak szamat

E-értékét normal alakban értelmezve pl. 2,00E-149=207"4°

Ahogyan az a 2. tabldzatban is lathatd, a lehetségeolognak veélt
szekvenciakkal reciprok BLASTp analizist végezteaami azt jelenti, hogy a talalt
szekvenciat hasznaltam kefeszekvencianak, ilyenkor arra voltam kivancsi, hagy
visszakeresésnél anglvagy eng2 gének Aaltal kodolt fehérjek jonnek-e visszasels
talalatra. A reciprok BLASTp vizsgalatokat csakSa pombe eng#s eng2 génjeire
kerestem vissza. Amennyiben példaul ermytbol kiinduld fajok koézotti BLASTp
analizist kovet visszakeresés eredményeként exzgl gént kaptam vissza éls

taldlatnak azS. pombéen taldlhaté paraldégok kozil, akkor azt a tatdlatagyobb
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valésziiséggel nyilvanitottanenglortolognak. A vizsgalt fajok tdbbségében talaltam
engléseng2lehetséges ortoldégokat is, déferdult olyan eset is, amikor egynél tébb
feltételezheden eng2 ortoldgot talaltam egy fajon belll, példaulvarrowia lipolytica
esetében egy torzson belll harom szekvenceng® ortolégnak bizonyult. A harom
szekvenciat vizsgalva az E-értékeket minden esatlegyenden kicsinek talaltam, és a
kérdéses szekvenciak kozti hosszkulonbségek alaigjdmarom kilonb&z génnek
tekintem 6ket, ezért valdszirsithet, hogy aYarrowia lipolyticaban azeng2 gén
paralogjai vannak jelen. Tobb faj vizsgalata soefyynél tébb térzsben is talaltam
lehetséges ortologokaGaccharomyces cerevisiagsetében péladul két torzs teljes
genom szekvencigjabamRaracoccidioides brasiliensi®setében pedig harom térzs
szekvenciajaban is azonositani tudtam a keresetekgéeltételezett ortologjait
(Flggelék 1 és 2.).

5.2. Fehérje domének azonositdsa

Annak érdekében, hogy biztosabb dontést tudjak ihaznegyes ortolégokat
illetéen, a talalt szekvenciakat fehérje szerkezeti dlzdgknak vetettem ala. &zor a
Pfam adatbazist hasznaltam a lehetséges domébiekdelasanak felkutatasara, ahol
Pfam-A analiziseket végeztem. Ennek eredményekémbnelhatdé, hogy minden
altalam vizsgalt fajban talalt lehetséges gén oégodltal kodolt fehérje a glikozil
hidrolaz 81 fehérje csalddhoz tartozik.S&hizosaccharomycesoporton bellli tagok
mindegyikénél aznglortologok esetében a domén kérémrom szénhidrogén kit

domént talalt a szekvencidkon belil (12. 4bra).ébgfehérje domént a Pfam azonban

S lGlyeoshydroE 81

_—

nem talalt.

Entrv Alignment HMM Bit
Family Description

Glyco hydro 81 Glycosyl hydrolase family 81 Family 57 733 61 733 5 fA5 G476 1.5e-194
Carb hind Carbohydrate tinding Domain 790 841 791 841 2 g2 85.9 0e-25
Carb hind Carbohydrate tinding Domain 79 930 79 929 1 51 81.5 2.2e-23
Carb hind Carbohydrate tinding Domain 955 1016 986 1013 2 49 83.2 f.6e-24

12. abra: Pfam-A fehérje domén keres adatbazis eredménye. pombe engl génjét vizsgalva
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Az englgén esetében az irodalmi adatokbdl ismert szigmdigiek jelenlétét
azonban a Pfam nem tudta igazolni, ezért egy skesén szignalpeptid kerés
programmal, a SignalP 3.0-val folytattam tovabkal&mnseket. ASchizosaccharomyces
csoporton belil a program egyértélm igazolni tudta (egy eset kivételével) az
irodalmi adatokat, miszerint &nglgén altal kddolt fehérje tartalmaz a szekréciéhoz
szlikséges szignalpeptidet,eamy2altal kddolt fehérje viszont nem. Fontos megjegyez
azonban, hog$. japonicus eng8&zekvencigjat vizsgalva a SignalP 3.0 eredménge ne
volt egyértelnfi, mert az altala hasznalt kétféle algoritmus él&redményt adott. A
rejtett-Markov modell az irodalmi adatokkal 6sszijiaan nem talalt szignalpeptidet, az
NN eredményét tekintve azonban ezzel ellentétberdtapontszdm @-, Y-, S, S
kozépérték éd-pontszam) kozul négy esetbeYt, (S, Skozépértek eéP-pontszam)
szignalpeptid jelenlétére utal. A tovabbi fajokhalalt ortolégokat is vizsgalva azonban
tobb esetben é&lordult, hogy a reciprok BLASTp eredményeként fediézhet eng2
ortolég rendelkezett szignalpeptiddel (példaBaccharomyces cerevisiagés
Blastomyces dermatitidisilletve olyan esetek is voltak, amikor a feltéett engl
ortolégnal nem azonositott szignalpeptidet a pmograz utébbi eset fordult élaz
Ashbya gossypies aParacoccidioides brasiliensidajoknal. A reciprok BLASTp
eredményeit a SignalP 3.0 eredményeivel 6sszevetggehetsen szines képet kaptam
a két gén pontos azonositasat éiéet, ezért jelen dolgozatomban nem vallalkoztam az
engl és eng?2 ortoldgok elkulonitésére a szignélpeptid megldténagy hianyanak
igazolasaval. Emellett tovabb neheziti a dolgot & kgén A&ltal kodolt fehérje
szekvencigja kozti nagyfokd hasonlésdg meglétezékwencidk hosszat ilétn aS.
pombe englgénje altal kédolt fehérje hossza: 108692 génje altal kodolt fehérje
hossza: 706 aminosav hosszU, a vizsgalt gombafajolib ortoldg szekvencidk hossza
pedig gyakran e két érték kdzé esik, ami szintérlatmzza a pontos azonositast.
Valbsziriisithet, hogy a két gén ortoldgjat a legtobb esetben redmtlegyérteldien

azonositani (Figgelék 3).
5.3. Tobbszo6ros illesztés és faszerkesztés
A kivalasztott szekvencidkra tobbszoros illesztésgeztem a ClustalX név

programmal, amelynek eredményét a torzsfa szedwmsztalkalmas PHYLIP
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programba vittem at. Torzsfa elkészitéséhez a dagalapu stratégia (Neighbor
joining) modszert valasztottam, ez a modszer adhédhosszusagok minimalizalasara
torekszik, gyakorlatilag a maximalis parszimoénia dszert alkalmazza tévolsag
adatokra. A Neighbor joining modszer a fédban egymmasllé kerib levelek
kivalasztasanal nemcsak a hozzajuk tartozo tavoldéix értéket, hanem a leveleknek
az dsszes tobbivel alkotott tavolsagat is figyelembszi. A modositott tAvolsag annal
kisebb lesz az eredetinél, minél nagyobb a kétl lat@gos tavolsaga a tobdiit mert a
nagy atlag (gyors evolicid) megndéveli a két levdhtiv kbzelségét. Eredményll az
engl és eng2 gének lehetséges ortoldgjait tartalmazé gyokékitiefat kaptam. A
torzsfa gyokereztetése tobbféleképpen megvaldéittetietjik ezt egy kibscsoporttal.
llyenkor a legjobb a belcsoporthoz legkdzelebl, ede abba nem beletartoz6 fajt
alkalmazni. A kapott fan azt az élt, ahol a Kilkssoport a vizsgalt monofiletikus
gyokereztetésének egy masik médja az iranyito#jdahsagokkal valé gyokereztetés,
ez akkor lehetséges, ha olyan tulajdonsadgok alapggezzik az elemzést, ahol
megallapithatd, hogy melyik asi és melyik a leszarmaztatott bélyeg. A filogeneti
(Felsenstein, 1993)ai fat az @imodszert szerint szerettem volna gydkereztetéitéz
tettem kitekintést vizsgalataim soran az aszkugposbak tagozatabdl a jaromsporas és
a bazidiumos gombak iranydba, azonban ezen gorkbfajonem talaltam megfetel
ortolégokat a tovabbi analizisekhez. Ezért az elliésfilogenetikai fat a masodik
modszer szerint  gyOkereztettem. Azengl gén ortolégokat tartalmazo
Schizosaccharomycesoport jol elkulonllt az edslleges térzsfan, igy ezt hasznaltam
kllsé csoportnak a végaorzsfanal (13. abra).

A 13. abran a csomoépontokon 100 ismétlésre vontiaiz bootstrapértékek,
mig az agak végeinél a vizsgalt fajokat szimbofizBétikodok lathatéak. A torzsfa
againak eladgazasaiban lathat6 szamok az adott zéggdyen forméban valo
megtorténtének a valdstisegét adjdk meg, a szamok csokkenésével egyre déevés
lehetiink biztosak az abrazolas korrektségébenléfiiaan elfogadott, hogy 50 alatti
bootstrap értéknél az adott elagazds nem fogadtlatbhogyan az a 13. &bran is
lathato, az altalam létrehozott torzsfan a bogisérdekek a legtobb esetben elediand
nagy valoszitiséggel tamasztjak ald, hogy az evolucié soran aaldhy torténhetett

meg a gének elvalasa az egyes fajokban. A 3. @itdé¥3. brahoz tartozik.
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A 13. &bran az 1-sel jeldlt csomopontban feltétedéien a valddi és a fonalas
gombak egy kozogse lehetett, mert a csomépontot kdest a két torzs altalam
vizsgalt tagjainak fefldési vonala teljesen elvalt. A 2-sel jeldlt csomdban pedig a
Schizosaccharomycesemzetségeng2 génjének és a tobbi vizsgélt gombafajnak a
kozos 6se talalhat6. A filogenetikai fan &chizosaccharomycesemzetségengl
génjének feppdési vonala egyérteliien elkilondl, mind a nemzetségen bedilig2gén
fejlédési agatdl, mind pedig az 6sszes tobbi gombfajbegtalalt lehetséges ortologtol.

Tehat aSchizosaccharomyces pombigokinézisében szerepet jatsedgl és
eng2gének filogenetikai analizisébszerkesztett torzsfa alapjan valosizithet, hogy
el6szor a két paraldg gén evollcios ddgse valt el, majd ezt kovein azeng2génlbl
alakulhatott tovabb a féjtiési vonal. Ké&bb pedig azeng2bdl tovabb fejbdott
vonalon valhatott el egymastol a fonalas és a vaonhbak vilaga.

Az engl gént csak a hasado élédain belll sikerilt azonositanom, aminek
lehetséges magyarazat&ehizosaccharomyceemzetségben &brduld egyedi sejtfal

szerkezet.
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3. tdblazat: A filogenetika torzsfan hasznalt rovidtések feloldasa

Faj Torzs Fehérje leirasa (NCBI) Kod
N AGL161C AGO1
Ashbya gossypii ATCC 10895 P
AGL208Cp AGO2
Aspergillus flavus NRRL3357 Engll AFL
Aspergillus fumigatus Af293 Engll AFU
. . hypothetical protein AN0472.2 ANI1
Aspergillus nidulans FGSC A4 yp . P
putative endo beta 1,3 glucanage ANIZ
Blastomyces dermatitidis ATCC 18188 glycosyl hydrolase BDE
Botrytis cinerea B05.10 hypothetical protein BC1G_008p0 BCI
i hypothetical protein
| | wWoO-1 CAWG_01022 CAL_WO1
Candida albicans SC5314 hypothetical protein CaO19.1058€AL1_SC5
hypothetical protein Ca019.341f7 CAL2_S[5
Candida glabrata CBS 138 hypothetical protein CGL
, - hypothetical protein CTRG_04579 CTR1
Candida tropicalis MYA-3404 yporne !ca pro e!n —]
hypothetical protein CTRG_02871 CTR2
Coccidioides immitis RS hypothetical protein CIMG_04988 CIM
. DEHA2B06732p DHA1l
Debaryomyces hansenii CBS767
DEHA2G00726p DHA2
G186AR Engll HCA_G1§
. H88 endo-1,3-beta-glucanase HCA HB8
Histoplasma capsulatum - .
NAmM1 hypothetical protein HCAG_0603BICA_NAM
H143 Engll HCA_H14
_ hypothetical protein KLA1
Kluyveromyces lactis NRRL Y-1140 - -
hypothetical protein KLA2
hypothetical protein MGG_01001 MOR1
Magnaporthe oryzae 70-15 yporhe !ca pro efn =
hypothetical protein MGG_05480 MOR2
Neosartorya fischeri NRRL 181 Engll NFI
Neurospora crassa OR74A hypothetical protein NCUO07076 NCR
Pb01 endo-1,3(4)-beta-glucanase PBR_p1
Paracoccidioides brasiliensis Pb03 endo-1,3(4)-beta-glucanase PBR_P3
Pb18 endo-1,3(4)-beta-glucanase PBR_|L8
Penicillium chrysogenum | Wisconsin 54-125p Pc16g08980 PCH
Saccharomyces cerevisiae EC1118 Dsedp SCE1 EQ1

A téblazat folytatdsa a 44. oldalon talalhat6
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3. tblazat: A filogenetika torzsfa értelmezése

Faj Torzs Fehérje leirdsa (NCBI) Kod
EC1118 Dse4p SCE1_ECL
- Acf2p SCE1_EC3
Saccharomyces cerevisiae - .
conserved hypothetical proteif SCE1_RM1
RM11-1a - -
conserved hypothetical proteif SCE2_RM1
. . Engl SCR_E1
Schizosaccharomyces cryophiluysNRRL Y-48691T
Eng2 SCR_E2
Engl SJA El1
Schizosaccharomyces japonicyis ~ yFS275 g —
Eng2 SJA_E?
. Engl SOC_E1
Schizosaccharomyces octospofus  yFS28
Eng2 SOC_E2
Schi h b ATCC Engl SPO_E1
chizosaccharomyces pombg  4oacci055 Eng? PO E2
lycoside hydrolase family 81 TRE1
Trichoderma reesei QM6a gy - Y .y
glycoside hydrolase family 81 TRE2
do-1,3(4)-beta-gl VAL1
Verticillium albo-atrum VaMs.102 endo-1,3(4)-beta-glucanase
endo-1,3(4)-beta-glucanase VAL2
YALIOC12056p YLI1
Yarrowia lipolytica CLIB122 YALIOB17996p YLI2
YALIOA07142p YLI3
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6. Osszefoglalas

A citokinézis a sejtciklus utolsé Iépése, amelyasoa leanysejtek fizikailag is
kettévalnak és két egyedulallé szervezetet alkotnak

A S. pombekét fehérjét tartalmaz a glikozil-hidrozil 81 feJe csaladbdl,
amelyek azengl és azeng2 gének altal kddoltak. Mindkét fehérje endo-glikana
aktivitassal rendelkezik, hidrolizalni képesek3d,3-glikan lancokat, csak agy mint
ezen fehérje csalad tdbbi tagja. A két fehérje agammnzimes aktivitdssal rendelkezik,
azonban a hasado élegsgletciklusanak eltérrészein hatnak. Az Engl a linegpid,, 3-
glikant tartalmazé efslleges szeptumot bontja a sejtosztédas utolso dépas az
eng?2 altal kédolt fehérje, pedig mas hidrolizal6 enzikkel egyitt szikséges az
aszkuszfal endoliziséhez a sporulécid utolso |dEisé

Munkam sorén a vizsgalt 30 gombafaj kdzil BLASTpléarsek segitségével 26
esetben sikerilengl éseng2 gén ortologokat azonositani. A fennmaraddé négy ese
éppen az altalam kifiscsoportként hasznalt jaromspodeycomyces blakesleeanus
Rhizopus oryzaevalamint a bazidiumos gombék tagozataba tar@ryptococcus
neoformans Ustilago maydisfajok voltak, amelyekben nem taldltam meg a hasadé
éleszé sejtosztédasaban szerepet jaBsagléseng2gének ortoldgjait. Ez pedig arra ad
kdvetkeztetést, hogy ezen gének valGsleip csak az aszkuszos gombék tagozataba
tartozo6 fajokndl fordulnak &l

Az azonositott ortoldg szekvenciakat annak érdakéhegy azengl éseng2
géneket el tudjam kuldniteni az egyes fajokbanalbv vizsgalatoknak vetettem ala.
Pfam adatbazis segitségével doméneket prébaltamhat@gzni az egyes fehérje
szekvenciakban, illetve SignalP 3.0 hasznalatavhhsadd éles@ben 16¥ Engl-re
jellemz szekrécidhoz szikséges szignalpeptid azonosittettam kisérletet.

A két gén Altal kodolt fehérjék szekvenciaja kdztigyfoki hasonlésag, és a
BLASTp, valamint a fehérje szerkezetet vizsgéalatalszarmazo eredmények
ellentmondasai miatt, jelen dolgozatomban nem tekizgrletet a gén ortolégok pontos
azonositadséra. Elképzelbethogy a szignélpeptid leesik vagy keletkezik anlésid
soréan.

Az eredményll kapott filogenetikai torzsfan szeheple mind azengl mind
pedig azeng2gének lehetséges ortologjai (13. abra). Valdsithet, hogy a hasado
éleszében taldlhat@ngléseng2paraldég gének evolucios féjlése valt el legkordbban,
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majd ezt koveten az eng2 génidl alakulhatott tovdbb a féjtési vonal. Ennek
magyarazata lehet, hogy a hasadé édksesoportjan belll taldlkozhatunk csak ehhez
hasonlé sejtfallal. A2ng2bél tovabb fejbdott evollcios irdnyon valhatott el egymastol
késbb egy kozo$st koveben a fonalas és a valdédi gombék vilaga.

Tovabbi kutatasokat szeretnék végezni a fehérjékvenciajaban esetlegesen
fellelhet® domének meghatarozasaban, illetve a két gén lédablt fehérje pontos
azonositaséara, és igy a mas fajokban megtalalakédeiezett ortolégok elkulonitésére.
A filogenetikai fa szerkesztésében a gyokereztewmdretném kids csoporttal
megvalésitani, ezért tervezem, hogy egyéb, tavoladdrakuszos gombékra is
kiterjesztem vizsgalataimat. Emellett tovabbi génélogenetikai vizsgalatat is

tervezem.
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1. Fuggelék: BLASTp eredményeks. pombe Engl-bél kiindulva

Faj S. pombe S. japonicus S. octosporus N. crassa
Fehérje leirasa (NCBI) Engl Eng2 Engl endg(l)l-ulc,ggila);geta- engl eng2 hyp(’)\}gilg%%otem
kod NP_593162.1] NP_594547.1] SJAG_00667.4| XP_002172286.1] SOCG_02138 | SOCG_05926.5 XP_960341.1
Fehérje hossza (aa) 1016 706 1008 681 1043 707 912
pos 417/699 (60%) 733/1014 (72%)|  393/688 (57%)| 746/1037 (72%)| 415/699 (59%) 392/729 (54%)
ident 287/699 (41%) 578/1014 (57%)|  290/688 (42%)| 591/1037 (57%)| 286/699 (41%) 268/729 (37%)
gaps 241699 (3%) 14/1014 (1%) 34/688 (5%) | 48/1037 (5%) 22/699 (3%) 60/729 (8%)
score 513 bits (1320) 1098 bits (2840)] 516 bits (1329) 1189 bits (3077) 528 bits (1359) 451 bits (1160)
E 2,00E-149 0.0 2,00E-150 0.0 7,00E-154 1,00E-130
reciprok BLASTp kéd NP_594547.1| NP_593162.1 | NP_594547.1 | NP_593162.1 | NP_594547.1 NP 594547.1
(S.pombe) els talalat leiras Eng2 Engl Eng2 Engl Eng2 Eng2
reciprok BLASTp kod NP_593162.1| NP_594547.1 NP_593162.1 NP_594547.1 NP_593162.1 NP 593162.1
(S.pombe) masodik .
talalat leiras Engl Eng2 Engl Eng2 Engl Engl
Faj S. pombe S. cryophilus Ne}(i):catrg:ya Ashbya gossypii Botrytis cinerea
Torzs 972h NRRL Y-48691T| NRRL Y-48691T] NRRL 181 ATCC 10895 ATCC 10895 B05.10
Fehérje leirasa (NCBI)|  Eng1 engl eng2 Engl1 AGL208Cp AGL161Cp hy%"éhl‘g'fgggrz‘ge'"
kod NP_593162.1 SPOG_00688.3 SPOG_02717.3 XP_001265240.1] NP_986459.2 XP_001560792.1
Fehérje hossza (aa) 1016 1055 706 721 861 770 410
pos 750/1057 (71%)| 413/710 (58%)| 411/699 (59%) | 410/714 (57%)| 395/724 (55%) 197/393 (50%)
ident 593/1057 (56%)| 290/710 (41%)| 296/699 (42%) | 271/714 (38%) | 276/724 (38%) 131/393 (33%)
gaps 51/1057 (5%) | 24/710 (3%) 35/699 (5%) 36/714 (5%) 36/724 (5%) 22/393 (6%)
score 1186 bits (3068) 524 bits (1349)] 519 bits (1336) | 471 bits (1213)| 473 bits (1216) 183 bits (464)
E 0.0 1,00E-152 3,00E-151 8,00E-154 3,00E-137 2,00E-50
reciprok BLASTp kod NP_593162.1 NP_594547.1 NP_594547.1 NP_593162.1 NP_594547.1 NP_594547.1
(S.pombe) elss talalat leiras Engl Eng2 Eng2 Engl Eng2 Eng2
reciprok BLASTp kéd NP_594547.1 | NP_593162.1 | NP_593162.1 | NP_594547.1 | NP_593162.1 NP_593162.1
(S.pombe) masodik —
taldlat leiras Eng2 Engl Engl Eng2 Engl Engl
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Faj S. pombe Debaryomyces hansenii Verticillium albo-atrum Coccidioidesimmitis
Torzs 972h CBS767 CBS767 VaMs.102 VaMs.102 RS
Fehérje leirasa (NCBI) Engl DEHA2B06732p DEHA2G00726p e”dgl'ulézfgégeta' e”dglhlégg‘gégma' hyrgmgﬂ_cgdlfgé%tem
kod NP_593162.1 XP_457251.2 XP_461565.2 XP_003005468.1 XP_003001779.1 XP_001245547.1
Fehérje hossza (aa) 1016 1159 773 838 840 720
pos 435/734 (59%) 392/727 (54%) 403/702 (57%) 219/321 (68%) 405/720 (56%)
ident 2971734 (40%) 268/727 (37%) 286/702 (41%) 162/321 (50%) 296/720 (41%)
gaps 37/734 (5%) 40/727 (6%) 29/702 (4%) 5/321 (2%) 38/720 (5%)
score 513 bits (1322) 444 bits (1141) 499 bits (1285) 350 bits (897) 501 bits (1289)
E 3,00E-149 2,00E-128 3,00E-145 3,00E-100 1,00E-145
reciprok BLASTp kod NP_593162.1 NP_594547.1 NP_594547.1 NP_593162.1 NP_594547.1
(S.pombe) elss talalat lefras Engl Eng2 Eng2 Engl Eng2
reciprok BLASTp kéd NP_594547.1 NP_593162.1 NP_593162.1 NP_594547.1 NP_593162.1
(S.pombe) masodik
talalat leiras Eng2 Engl Engl Eng2 Engl
Faj S. pombe ,?spe_rglllus Aspergillusflavus Aspergillus nidulans Penicillium chrysogenum
umigatus
Torzs 972h Af293 NRRL3357 FGSC A4 FGSC A4 Wisconsin 54-1255
Fehérje leirdsa (NCBI) Engl Engll Engll hypo:'lleéf?:lzgrotem puf;'\guigigs:ta Pc16908980
kod NP_593162.1 XP_750173.1 XP_002374405.1 XP_658076.1 CBE89420.1 XP_002561217.1
Fehérje hossza (aa) 1016 974 910 934 907 894
pos 405/706 (57%) 394/691 (57%) 407/707 (58%) 401/701 (57%) 391/719 (54%)
ident 294/706 (42%) 280/691 (41%) 297/707 (42%) 292/701 (42%) 288/719 (40%)
gaps 41/706 (6%) 31/691 (4%) 35/707 (5%) 35/701 (5%) 31/719 (4%)
score 514 bits (1325) 504 bits (1299) 528 hits (1359) 518 bits (1333) 491 bits (1264)
E 8,00E-150 8,00E-147 1,00E-153 1,00E-150 8,00E-143
reciprok BLASTp kod NP_594547.1 NP_594547.1 NP_594547.1 NP_594547.1 NP_594547.1
(S.pombe) elss talalat leiras Eng2 Eng2 Eng2 Eng2 Eng2
reciprok BLASTp kod NP_593162.1 NP_593162.1 NP_593162.1 NP_593162.1 NP_593162.1
(S.pombe) masodik .
talalat leiras Engl Engl Engl Engl Engl
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Faj S. pombe Candida tropicalis Candida glabrata Yarrowia lipolytica
Torzs 972h MYA-3404 MYA-3404 CBS 138 CLIB122 CLIB122 CLiB122
Fehérje leirasa (NCBI)| ~ Engl hprOTtgeG“fg'Afgr?O;e'” hy"co;g‘gfglzggolte'” hypothetical proteif YALIOC12056p  YALIOB17996d  YAQAO7142p
kod NP_593162.1 XP_002550281.1| XP_002548574.1 XP_449546.1 XP_501746.2 XP_501038.1 XP_499836.2
Fehérje hossza (aa) 1016 1156 766 770 763 935 751
pos 416/721 (58%) 373/693 (54%) 392/715 (55%) 415/742 (56%) 407/723 (56%) 4041711 (57%)
ident 283/721 (39%) 246/693 (35%) 279/715 (39%) 289/742 (39%) 290/723 (40%) 285/711 (40%),
gaps 48/721 (7%) 34/693 (5%) 44/715 (6%) 37/742 (5%) 48/723 (7%) 31/711 (4%)
score 468 bits (1203) 407 bits (1045) 459 bits (1182) 504 bits (1297) 507 bits (1306) 494 bits (1273
E 1,00E-135 2,00E-117 2,00E-133 1,00E-146 1,00E-147 6,00E-144
reciprok BLASTp kod NP_593162.1 NP_594547.1 NP_594547.1 NP_594547.1 NP_594547.1 NP_594547.1
(S.pombe) elss talalat leiras Engl Eng2 Eng2 Eng2 Eng2 Eng2
reciprok BLASTp kod NP_594547.1 NP_593162.1 NP_593162.1 NP_593162.1 | NP_593162.1 NP_593162.1
(S.pombe) masodik .
talalat leiras Eng2 Engl Engl Engl Engl Engl
. . . Blastomyces
Faj S. pombe Candida albicans Magnaporthe oryzae dermatit)i/ dis
Torzs 972h WO-1 SC5314 SC5314 70-15 70-15 ATCC 18188
: . hypothetical hypothetical hypothetical hypothetical
Fehérje leirasa (NCBI) Engl hyg(:\?\?(gc%ll%rgem yFr))rotein ylr))rotein yrr;rotein yrr;rotein glycosyl hydrolasg¢
- Ca019.10584 Ca019.3417 MGG_01001 MGG_05489
kod NP_593162.1 EEQ42800.1 XP_721293.1 XP_716726.1 XP_368243.2 XP_360114.2 EGEB85606.1
Fehérje hossza (aa) 1016 1143 1146 734 820 811 932
pos 410/714 (57%) 410/714 (57%) 386/703 (55%)) 339/GA) 365/707 (52%) 400/721 (55%
ident 2751714 (39%) 275/714 (39%) 256/703 (3694) 247/ 3R4) 258/707 (36%) 293/721 (41%
gaps 34/714 (5%) 34/714 (5%) 29/703 (4%) 34/638 (5%) 703/(6%) 36/721 (5%)
score 483 bits (1244) 482 bits (1241) 447 bits (1149) Bitg (1057) 409 bits (1052) 504 bits (1299)
E 3,00E-140 6,00E-140 1,00E-129 7,00E-119 3,00E-1189 ,00B147
reciprok BLASTp kod NP_593162.1 NP_593162.1 NP_594547.1 NP_594547.1 NP_594547.1 NP_594547.1
(S.pombe) elss talalat leiras Engl Engl Eng2 Eng2 Eng2 Eng2
reciprok BLASTp kod NP_594547.1 NP_594547.1 NP_593162.1 NP_593162.1 NP_593162.1 NP_593162.1
(S.pombe) masodik —
talalat leirds Eng2 Eng2 Engl Engl Engl Engl
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Faj S. pombe Paracoccidioides brasiliensis Trichoderma reesel
Torzs 972h Pb01 Pb03 Pbi18 QM6a QM6a
Fehérje leirésa (NCBI) Engl endgluléggégsgeta end(;])I uléggzli)SZeta endglulézgdgsgeta glycc;zﬁﬁyhggrolase glycc;zﬁﬁyh%/(irolase
kod NP_593162.1] XP_002797710.1 EEH16341.1 EEH43059.1 EGR47329.1 EGR49603.1
Fehérje hossza (aa) 1016 782 845 592 712 863
pos 394/687 (57%) 298/480 (62%) 201/383 (52%) 392/714 (55%) 212/479 (44%)
ident 299/687 (44%) 232/480 (48%) 136/383 (36% 268/714 (38%) 138/479 (29%)
gaps 34/687 (5%) 18/480 (4%) 18/383 (5%) 29/714 (4%) 43/479 (9%)
score 519 bits (1336) 437 bits (1123) 224 bits (571 476 bits (1226) 179 bits (453)
E 4,00E-151 2,00E-126 1,00E-62 2,00E-138 1,00E-48
reciprok BLASTp kod NP_594547.1 NP_593162.1 NP_594547.1 NP_594547.1 NP_593162.1
(S.pombe) elss talalat lefras Eng2 Engl Eng2 Eng2 Engl
reciprok BLASTp kéd NP_593162.1 NP_594547.1 | NP_593162.1 NP_593162.1 NP_594547.1
(S.pombe) masodik .
talalat leiras Engl Eng2 Engl Engl Eng2
Faj S. pombe Saccharomyces cerevisiae
Torzs 972h EC1118 RM11-1a RM11-1a EC1118
e s conserved conserved
Feheérje leirasa (NCBI) Engl Dse4p hypothetical protein| hypothetical protein Acf2p
kéd NP_593162.1] CAY82261.1 EDV12201.1 EDV09439.1 CAY81379.1
Fehérje hossza (aa) 1016 1117 1117 779 779
pos 425/723 (59%) 4241723 (59%) 382/714 (54% 381/BBY%)
ident 286/723 (40%) 286/723 (40%) 266/714 (37% 265/ BIA%)
gaps 42723 (6%) 42723 (6%) 31/714 (4%) 31/714 (4%
score 478 bits (1229) 477 bits (1228) 442 bits (1138 bita (1134)
E 1,00E-138 2,00E-138 3,00E-128 9,00E-128
reciprok BLASTp kod NP_594547.1 | NP_594547.1 NP_594547.1 | NP_594547.1
(S.pombe) elss talalat
leiras Eng2 Eng2 Eng2 Eng2
reciprok BLASTp kod NP_593162.1 NP_593162.1 NP_593162.1 NP_593162.1
(S.pombe) masodik -
taldlat leiras Engl Engl Engl Engl
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Faj S. pombe Histoplasma capsulatum
Torzs 972h G186AR H88 NAm1 H143
Fehérje leirdsa (NCBI) Engl Engll en;z;lég:;eéta- hyﬂcgg\%lfglsg;ogem Engll
kod NP_593162.1] EEH05945.1 EGC49676.1 XP_001538425.1 EER41848.1
Fehérje hossza (aa) 1016 848 848 839 797
pos 4041724 (56%) |  401/721 (56% 393/717 (55% 376/BAY)
ident 293/724 (40%) 287/721 (40% 287/717 (40% 270/ RBY)
gaps 41/724 (6%) 35/721 (5%) 41/717 (6%) 84/720 (12%
score 500 bits (1287) 489 bits (1260 479 bits (1234 BR9 (1129)
E 2,00E-145 3,00E-142 3,00E-139 3,00E-127
reciprok BLASTp kod NP_594547.1 NP_594547.1 NP_594547.1 NP_594547.1
(S.pombe) elss talalat leiras Eng2 Eng2 Eng2 Eng2
reciprok BLASTp kod NP_593162.1 | NP_593162.1 NP_593162.1 NP_593162.1
(S.pombe) masodik .
talalat leiras Engl Engl Engl Engl
Faj S. pombe Kluyveromyces lactis
Torzs 972h NRRL Y-1140 NRRL Y-1140
Fehérje leirasa (NCBI) Engl hypothetical protein hypothetical protein
kod NP_593162.1 XP_453814.1 XP_455611.1
Fehérje hossza (aa) 1016 806 1013
pos 389/711 (55%) 398/721 (55%)
ident 278/711 (39%) 269/721 (37%)
gaps 32/711 (5%) 46/721 (6%)
score 482 bits (1241) 451 bits (1159)
E 4,00E-140 2,00E-130
reciprok BLASTp kod NP_594547.1 NP_593162.1
(S.pombe) els talalat leiras Eng2 Engl
reciprok BLASTp kod NP_593162.1 NP_594547.1
(S.pombe) masodik talalat lefras Engl Eng2
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2. Fuggelék: BLASTp eredményelS. pombe Eng2-bél kiindulva

Faj S. pombe S. japonicus S. octosporus N. crassa
Fehérje leirasa (NCBI) Engl Eng2 Engl endg(l)l-ulc,ggila);geta- engl eng2 hyp(’)\}gilg%%otem
kod NP_593162.1f NP_594547.1| SJAG_00667.4| XP_002172286.1] SOCG_02138 | SOCG_05926.5 XP_960341.1
Fehérje hossza (aa) 1016 706 1008 681 1043 707 912
pos 4171699 (60%)| 733/1014 (72%) 393/688 (57%)| 746/1037 (72%)| 415/699 (59%) 392/729 (54%)
ident 287/699 (41%) 578/1014 (57%) 290/688 (42%)| 591/1037 (57%)| 286/699 (41%) 268/729 (37%)
gaps 241699 (3%) 14/1014 (1%) 34/688 (5%) | 48/1037 (5%) 22/699 (3%) 60/729 (8%)
score 513 bits (1320) 1098 bits (2840)] 516 bits (1329) 1189 bits (3077) 528 bits (1359) 451 bits (1160)
E 2,00E-149 0.0 2,00E-150 0.0 7,00E-154 1,00E-130
reciprok BLASTp kéd NP_594547.1| NP_593162.1 | NP_594547.1 | NP_593162.1 | NP_594547.1 NP 594547.1
(S.pombe) els talalat leiras Eng2 Engl Eng2 Engl Eng2 Eng2
reciprok BLASTp kod NP_593162.1| NP_594547.1 | NP_593162.1 | NP_594547.1 | NP_593162.1 NP 593162.1
(S.pombe) masodik .
talalat leiras Engl Eng2 Engl Eng2 Engl Engl
Faj S. pombe S. cryophilus N(i(i);a:]tec:zya Ashbya gossypii Botrytis cinerea
Torzs 972h NRRL Y-48691T| NRRL Y-48691T] NRRL 181 ATCC 10895 ATCC 10895 B05.10
Fehérje leirasa (NCBI)|  Eng1 engl eng2 Engl1 AGL208Cp AGL161Cp hy%"éhl‘g'fgggrz‘ge'”
kod NP_593162.1 SPOG_00688.3 SPOG_02717.3 XP_001265240.1] NP_986459.2 XP_001560792.1
Fehérje hossza (aa) 1016 1055 706 721 861 770 410
pos 750/1057 (71%)| 413/710 (58%)| 411/699 (59%) | 410/714 (57%)| 395/724 (55%) 197/393 (50%)
ident 593/1057 (56%)| 290/710 (41%)| 296/699 (42%) | 271/714 (38%)| 276/724 (38%) 131/393 (33%)
gaps 51/1057 (5%) | 24/710 (3%) 35/699 (5%) 36/714 (5%) 36/724 (5%) 22/393 (6%)
score 1186 bits (3068) 524 bits (1349)] 519 bits (1336) | 471 bits (1213)| 473 bits (1216) 183 bits (464)
E 0.0 1,00E-152 3,00E-151 8,00E-154 3,00E-137 2,00E-50
reciprok BLASTp kod NP_593162.1 NP_594547.1 NP_594547.1 NP_593162.1 NP_594547.1 NP_594547.1
(S.pombe) elss talalat lefras Engl Eng2 Eng2 Engl Eng2 Eng2
reciprok BLASTp kéd NP_594547.1 | NP_593162.1 | NP_593162.1 | NP_594547.1 | NP_593162.1 NP_593162.1
(S.pombe) masodik .
talalat leiras Eng2 Engl Engl Eng2 Engl Engl

55



Faj S. pombe S. japonicus S. octosporus Neurospora crassa
Torzs 972h 972h yFS275 yFS275 yFS28 yFS28 OR74A
Fehérje leirdsa (NCBI) Eng2 Engl Eng2 endglhlézaﬂg:;eta- Eng2 Engl hypcli}geljlct):%%otem
kod NP_594547.1] NP_593162.1 | SJAG_01017.4| XP_002171938.1 | SOCG_05926.5 SOCG_02138.5 XP_960341.1
Fehérje hossza (aa) 706 1016 682 1007 707 1043 912
pos 417/699 (60%) 528/707 (75% 424/707 (60%) 514/ 7084) 414/695 (60%) 403/726 (56%)
ident 2871699 (41%) 441/707 (62% 282/707 (40%) 416/B34) 290/695 (42%) 268/726 (37%)
gaps 24/699 (3%) 30/707 (4%) 23/707 (3%) 2/706 (0% 925/63%) 55/726 (8%)
score 520 bits (1338) 908 bits (2347 500 bits (1287) Bit§ (2263) | 531 bits (1367 451 bits (1159)
E 2,00E-151 0.0 1,00E-145 0.0 8,00E-155 1,00E-130
reciprok BLASTp kod NP_593162.1 NP_594547.1 NP_593162.1 NP_594547.1 | NP_593162.1 NP_594547.1
(S.pombe) elss talalat leiras Engl Eng2 Engl Eng2 Engl Eng2
reciprok BLASTp koéd NP_594547.1 NP_593162.1 NP_594547.1 NP_593162.1 | NP_594547.1 NP_593162.1
(S.pombe) masodik .
talalat leirds Eng2 Engl Eng2 Engl Eng2 Engl
Faj S. pombe S. cryophilus Neosartorya fischeri Ashbya gossypii Botrytis cinerea
Torzs 972h NRRL Y-48691T NRRL Y-48691T NRRL 181 ATCC 10895 ATCC 10895 B05.10
hypothetical
Fehérje leirdsa (NCBI) Eng2 Eng2 Engl Engll AGL161Cp AGL208Cp protein
BC1G_00820
kod NP_594547.1] SPOG_02717.3] SPOG_00688|3 XP_001265240.1 NP_986506.1 | NP_986459.2 | XP_001560792.1
Fehérje hossza (aa) 706 706 1055 721 770 861 410
pos 499/707 (71%) 411/694 (59% 421/719 (59%) 381/EEYA) 389/722 (54%) 2171392 (55%)
ident 405/707 (57%) 285/694 (41% 302/719 (42%) 279/689/4) 263/722 (36%) 142/392 (36%)
gaps 3/707 (0%) 20/694 (3%) 26/719 (4%) 44/689 (6% 22/14%) 16/392 (4%)
score 850 bits (2196) 522 bits (1344 554 bits (1428) Bitd (1210) | 422 bits (1085 230 bits (586)
E 0.0 4,00E-152 5,00E-162 9,00E-137 3,00E-127 1,00E-6
reciprok BLASTp kod NP_594547.1 NP_593162.1 NP_594547.1 NP_594547.1 | NP_593162.1 NP_594547.1
(S.pombe) elss talalat lefiras Eng2 Engl Eng2 Eng2 Engl Eng2
reciprok BLASTp kod NP_593162.1 NP_594547.1 NP_593162.1 NP_593162.1 | NP_594547.1 NP_593162.1
(S.pombe) masodik .
talalat leirds Engl Eng2 Engl Engl Eng2 Engl
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Faj S. pombe Debaryomyces hansenii Verticillium albo-atrum Coccidioidesimmitis
Torzs 972h CBS767 CBS767 VaMs.102 VaMs.102 RS
Fehérje leirasa (NCBI)|  Eng2 | DEHA2G007260 DEHA2B06732p e”ds;hléig‘gégeta' endo-1,3(4)-beta-glucanage hy‘gtl\qgi_cgigg%tei”
kod NP_594547.1 XP_461565.2 XP_457251.2 XP_003005468.1 XP_003001779.1 XP_001245547.1
Fehérje hossza (aa) 706 773 1159 838 840 720
pos 4141724 (57%) | 421/729 (58% 4241713 (59%) 202/FB294) 403/724 (56%)
ident 283/724 (39%) | 295/729 (40% 292/713 (41%) 157/30894) 300/724 (41%)
gaps 40/724 (6%) 40/729 (5%) 22/713 (3%) 4/325 (1%) 22/74%)
score 508 bits (1307)| 496 bits (1277 548 bits (1411) B (795) 536 bits (1381)
E 6,00E-148 3,00E-144 5,00E-160 1,00E-88 1,00E-156
reciprok BLASTp kéd NP_594547.1 | NP_593162.1 NP_594547.1 NP_593162.1 NP_594547.1
(S.pombe) elss talalat leiras Eng2 Engl Eng2 Engl Eng2
reciprok BLASTp kod NP_593162.1 NP_594547.1 NP_593162.1 NP_594547.1 NP_593162.1
(S.pombe) masodik —
taldlat leiras Engl Eng2 Engl Eng2 Engl
Faj S.pombe | Aspergillusfumigatus| Aspergillusflavus Aspergillus nidulans Penicillium chrysogenum
Torzs 972h Af293 NRRL3357 FGSC A4 FGSC A4 Wisconsin 54-1255
Fehérje leirasa (NCBI) Eng2 Engll Engll hyp?irllleéz:?:lzgrotem putatnéieuggggsk;eta L3 Pc16g08980
kod NP_594547.1 XP_750173.1 XP_002374405.1 XP_658076.1 CBF89420.1 XP_002561217.1
Fehérje hossza (aa) 706 974 910 934 907 894
pos 419/728 (58%) 402/713 (56%) 414/718 (58%) 409/ BI2A) 388/719 (54%)
ident 306/728 (42%) 294/713 (41%) 299/718 (42%) 294/ 7124) 278/719 (39%)
gaps 34/728 (5%) 241713 (3%) 241718 (3%) 241712 (3%) 726/(4%)
score 552 bits (1423) 535 bits (1377) 544 bits (1401) BRS (1380) 494 bits (1271)
E 2,00E-161 4,00E-156 9,00E-159 2,00E-156 9,00E-144
reciprok BLASTp kéd NP_594547.1 NP_594547.1 NP_594547.1 NP_594547.1 NP_594547.1
(S.pombe) elss talalat leiras Eng2 Eng2 Eng2 Eng2 Eng2
reciprok BLASTp kod NP_593162.1 NP_593162.1 NP_593162.1 NP_593162.1 NP_593162.1
(S.pombe) masodik .
taldlat leiras Engl Engl Engl Engl Engl
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Faj S. pombe Candida tropicalis Candida glabrata Yarrowia lipolytica
Torzs 972h MYA-3404 MYA-3404 CBS 138 CLIB122 CLIB122 CLiB122
Fehérie leirasa (NCBI) Eng2 hyg?;?eeitr'lcal hyrg{%%“igzgg‘ge'” hypothetical proteir] YALIOC12056p| YALIOB17996p | YALIOAO7142p
CTRG_02871
kod NP_594547.1 | XP_002548574.1] XP_002550281.1 XP_449546.1 XP_501746.2| XP_501038.1 XP_499836.2
Fehérje hossza (aa) 706 766 1156 770 763 935 751
pos 401/715 (56%) 393/722 (54%) 396/708 (56% 404/BIR4) | 399/684 (58%)| 404/720 (56%)
ident 282/715 (39%) 2741722 (38%) 2771708 (39% 280/BB4) | 273/684 (40%)| 285/720 (40%)
gaps 471715 (7%) 32/722 (4%) 36/708 (5%) 26/715 (4%) 688/ (4%) 29/720 (4%)
score 481 bits (1238) 433 bits (1113) 491 bits (1263 BR5 (1352)| 500 bits (1288) 492 bits (126p)
E 5,00E-140 2,00E-125 7,00E-143 3,00E-154 1,00E-145 ,00E3143
reciprok BLASTp kéd NP_594547.1 NP_593162.1 NP 594547.1 | NP_594547.1| NP_594547.1 | NP_594547.1
(Spombe) elss talalat leiras Eng2 Engl Eng2 Eng2 Eng2 Eng2
reciprok BLASTp kod NP_593162.1 NP_594547.1 NP_593162.1 | NP_593162.1| NP_593162.1 | NP_593162.1
(S.pombe) masodik —
talalat leirds Engl Eng2 Engl Engl Engl Engl
Faj S. pombe Candida albicans Magnaporthe grisea gfng?g glf
Torzs 972h SC5314 WO-1 SC5314 70-15 70-15 ATCC 18188
Fehérje leirasa (NCBI) Eng2 hyg;a;?;ﬂcal hyg(;\t\f/]\%cgll%r;éeln hyg;);[l;'ﬂcal hyg;);[l;'::cal hyg?cg?;zcal glycosyl hydrolasd
Ca019.3417 - Ca019.10584 | MGG_01001 | MGG_05489
kod NP_594547.1 XP_716726.1 EEQ42800.1 XP_721293.1 XP_368243.2| XP_360114.2 EGE85606.1
Fehérje hossza (aa) 706 734 1143 1146 820 811 932
pos 404/709 (57%) 399/725 (55%) 392/701 (56%) 361/&BY) | 379/722 (52%) 399/727 (55%
ident 288/709 (41%) 2871725 (40%) 280/701 (40%])  259/@M1¥4) | 260/722 (36%) 294/727 (40%
gaps 43/709 (6%) 36/725 (5%) 35/701 (5%) 25/640 (4%)  73@/(5%) 29/727 (4%)
score 498 bits (1282) 454 bits (1169) 452 bits (1163)  WB8(1126)| 429 bits (1104) 525 bits (1353)
E 4,00E-145 7,00E-132 4,00E-131 6,00E-127 2,00E-12p ,00E3153
reciprok BLASTp kéd NP_594547.1 NP_593162.1 NP 593162.1 | NP_594547.1| NP_594547.1 | NP_594547.1
(S.pombe) elss talalat lefras Eng2 Engl Engl Eng2 Eng2 Eng2
reciprok BLASTp kéd NP_593162.1 NP_594547.1 NP_594547.1 | NP_593162.1| NP_593162.1 | NP_593162.1
(S.pombe) masodik .
taldlat leiras Engl Eng2 Eng2 Engl Engl Engl
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Faj S. pombe Paracoccidioides brasiliensis Trichoderma reesei
Torzs 972h PbO1 Pb03 Pb18 QM6a QM6a
Fehérje leirasa (NCBI) Eng2 endgl-uléigdgél;eta- endgl-ulézgdgéléeta- end;hléiggézeta- glycc;zirch]ﬁyhg(irolase egcc;zir(Tj]ﬁyhgcljrolase
kéd NP_594547.] XP_002797710.1 EEH16341.1 EEH43059.1 EGR47329.1 EGR49603.1
Fehérje hossza (aa) 706 782 845 592 712 863
pos 404/695 (58%) 2761477 (58%) 201/383 (52%) 405/ BI724) 251/562 (45%)
ident 296/695 (43%) 211/477 (44%) 136/383 (36%) 281/ B2 154/562 (27%)
gaps 30/695 (4%) 14/477 (3%) 18/383 (5%) 24/712 (3%) 562/(9%)
score 553 bits (1424) 394 bits (1013) 224 bits (571) bR8 (1373) 180 bits (456)
E 2,00E-161 8,00E-114 1,00E-62 1,00E-155 3,00E-49
reciprok BLASTp kod NP_594547.1 NP_593162.1 NP_594547.1 NP_594547.1 NP_593162.1
(S.pombe) elss talalat lefiras Eng2 Engl Eng2 Eng2 Engl
reciprok BLASTp kod NP_593162.1 NP_594547.1 NP_593162.1 NP_593162.1 NP_594547.1
(S.pombe) masodik .
taldlat leiras Engl Eng2 Engl Engl Eng2
Faj S. pombe Saccharomyces cerevisiae
Torzs 972h RM11-1a EC1118 RM11-1a EC1118
Fehérje leirasa (NCBI) Eng2 conser\;)ergtg?/r?othencal Dse4p hyp o(t:ﬁgtsisg\llf)?otein Acf2p
kéd NP_594547.1 EDV12201.1 CAY82261.1 EDV09439.1 CAY81379.1
Fehérje hossza (aa) 706 1117 1117 779 779
pos 408/709 (58%) 409/709 (58%) 393/707 (56%) 392/ BBRA)
ident 279/709 (39%) 279/709 (39%) 2771707 (39%) 276/ BIRK)
gaps 25/709 (4%) 25/709 (4%) 39/707 (6%) 39/707 (6%)
score 486 bits (1252) 486 bits (1252) 474 bits (1220 B8 (1216)
E 2,00E-141 2,00E-141 6,00E-138 2,00E-137
reciprok BLASTp kod NP_594547.1 NP_594547.1 NP_594547.1 NP_594547.1
(S.pombe) els talalat leiras Eng2 Eng2 Eng2 Eng2
reciprok BLASTp kod NP_593162.1 NP_593162.1 NP_593162.1 NP_593162.1
(S.pombe) masodik .
taldlat leiras Engl Engl Engl Engl
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Faj S. pombe Histoplasma capsulatum
Torzs 972h G186AR H88 NAmM1 H143
Fehérje leirasa (NCBI) Eng2 Engll en;zégﬁét;eeta- hya%r;%ifggggogein Engll
kod NP_594547.1 EEH05945.1 EGC49676.1 XP_001538425.1 EER41848.1
Fehérje hossza (aa) 706 848 848 839 797
pos 405/724 (56%) 406/724 (56%) 398/712 (56% 383/BREA)
ident 299/724 (41%) 298/724 (41%) 288/712 (40% 283/ BBRA)
gaps 32/724 (4%) 321724 (4%) 30/712 (4%) 771721 (11%)
score 533 bits (1373) 528 bits (1359) 521 bits (1342 Birs (1233)
E 1,00E-155 6,00E-154 5,00E-152 2,00E-139
reciprok BLASTp kod NP_594547.1 NP_594547.1 NP_594547.1 NP_594547.1
(S.pombe) elss talalat leiras Eng2 Eng2 Eng2 Eng2
reciprok BLASTp kod NP_593162.1 NP_593162.1 NP_593162.1 NP_593162.1
(S.pombe) masodik talalat leiras Engl Engl Engl Engl
Faj S. pombe Kluyveromyces lactis
Torzs 972h NRRL Y-1140 NRRL Y-1140
Fehérje leirdsa (NCBI) Eng2 hypothetical protein| hypothetical protejn
kod NP_594547.1 XP_453814.1 XP_455611.1
Fehérje hossza (aa) 706 806 1013
pos 409/706 (58%) 395/727 (54%)
ident 303/706 (43%) 2721727 (37%)
gaps 36/706 (5%) 40/727 (6%)
score 507 bits (1306) 434 bits (1117)
E 8,00E-148 8,00E-126
reciprok BLASTp kéd NP_594547.1 NP_593162.1
(S.pombe) elss talalat leiras Eng2 Engl
reciprok BLASTp kod NP_593162.1 NP_594547.1
(S.pombe) masodik talalat leiras Engl Eng2

60



3. Fuggelék: Fehérje szerkezet vizsgéalat

Faj S. pombe S. japonicus S. octosporus S. cryophilus
Torzs 972k 972k yFS275 yFS275 yFS28 yFS28 Moy NRRL Y-48691T
Kéd NP_593162.1 | NP_594547.1 SJAG_00667.4 XP_002172286.1 SOCG_02138 SOCG_05926.% SPOG_00688.3 SPOG_02717.3
Fehérje hossza (aa) 1016 706 1008 681 1043 707 1055 706
reciprok BLASTp elsé talalat Engl Eng2 Engl Eng2 Engl Eng2 Engl Eng2
NN Szignalpeptid? IGEN NEM IGEN heterogén IGEN NEM IGEN heterogén
Szignalpeptid valésziisége 0.990 0.005 0.999 0.004 0.986 0.012 0.993 0.001
Szignal horgony valészifisége 0.006 0.000 0.000 0.000 0.009 0.000 0.006 0.000
HMM Max. hasitasi hely val6szitisag 0.815 0.003 0.918 0.004 0.770 0.007 0.949 0.001
Hasitasi hely 20 and 21 20 and 21 21 and 22 17 and 1§ 22 and 23 5and 16 21 and 22 16 and 17
Elérejelzés Szignalpeptid szig’\rl1lgl(;:3$eptid Szignalpeptid szig'\rl1lgl(;3$eptid Szignalpeptid szig’\rl1lgl(|::)septid Szignalpeptid Nincs szignalpeptid
max. C Nem Igen
max. Y Igen Nem
Heterogan NN max. S Igen Nem
mean S lgen Nem
D lgen Nem
Glikozil Glikozil Glikozil Glikozil hidrolaz
i 4 Glikozil i 4 Glikozil hidrolaz| hi 2 Glikozil S .
Plam glgtsozlaéﬁrié,r;t hidrolaz 81 glgtgozlaéﬁrié}; 81 gk()jrsozlsziérs hidrolaz 81 Szé?]%]’i(?rgtbkdt Glikozil hidrolaz 81
kot6 domeén kot6 domén kot domén domén
Faj Ashbya gossypii Kluyveromyces lactis Debaryomyces hansenii Verticillium albo-atrum
Torzs ATCC 10895 | ATCC 1089% NRRL Y-1140| NRRL Y-1140 CBS767 CBS767 VaMs.102 VaN2.1
Kod NP_986506.1| NP_986459.2 XP_453814.1| XP_455611.1 | XP_457251.2 XP_461565.2 XP_003005468.1| XP_003001779.1
Fehérje hossza (aa) o 861 806 1013 1159 773 838 840
reciprok BLASTp elsé talalat Engl Eng2 Engl Engl Eng2 Eng2 Engl
NN Szignalpeptid? o heterogén NEM IGEN IGEN NEM IGEN heterogén
Szignalpeptid valésziisége w 0.499 0.000 1.000 0.993 0.000 0.998 0.760
Szignal horgony val6szifisége 0.000 0.000 0.000 0.000 0.007 0.000 0.000 0.000
HMM Max. hasitasi hely val6szitisag 0.000 0.295 0.000 0.952 0.886 0.000 0.689 0.238
Hasitasi hely 15and 16 22 and 23 -land O 20 and 21 25and|26 1land O 16 and 17 22 and 23
Elérejelzés szig'\r']'gl‘l’; otid szig'\r']'gl‘l:;pﬂ ] szigl\rlllgli)se oid| Szigndlpepid | Szignalpepfd Szig'\r':gl‘;z oiq | Sziondlpeptid | Szignalpepiid
max. C Nem Nem
max. Y Nem Igen
Heterogan NN max. S Nem lgen
mean S Igen Igen
D Nem Igen
Pfam Qlikozil _Glikozil Qlikozil Glikozil hidrolaz _Glikozil Glikozil hidrolaz | Glikozil hidrolaz | Glikozil hidrolaz
hidrolaz 81 hidrolaz 81 hidrolaz 81 81 hidrolaz 81 81 81 81

61



(=N

Faj Yarrowia lipolytica Neosartorya fischeri Aspergillusflavus | Aspergillus fumigatus
Torzs CLIB122 CLIB122 CLIB122 NRRL 181 NRRL3357 Af293
Kod XP_501746.2 XP_501038.1 XP_499836.2 XP_001265240.1 XP_002374405.1 XP_750173.1
Fehérje hossza (aa) 763 935 751 721 910 974
reciprok BLASTp elsé talalat Eng2 Eng2 Eng2 Eng2 Eng2 Eng2
NN Szignalpeptid? IGEN IGEN IGEN NEM IGEN heterogén
Szignalpeptid valoszitisége 0.995 0.999 0.999 0.001 1.000 0.001
Szignal horgony valészilfisége 0.005 0.000 0.000 0.000 0.000 0.260
HMM Max. hasitasi hely valészitisag 0.876 0.961 0.793 0.000 0.989 0.000
Hasitasi hely 25 and 26 16 and 17 19 and 20 21 and 22 24 and 25 5 an@36
Elérejelzés Szignalpeptid Szignalpeptid Szignalpeptid Nincs rsaigeptid Szignalpeptid Nincs szignalpepti
max. C No
max. Y No
Heterogan NN max. S Yes
mean S No
D No

Pfam

Glikozil hidrolaz
81

Glikozil hidrolaz
81

Glikozil hidrolaz 81

Glikozil hidrolaz 81

Glikozil drolaz 81

Glikozil hidrolaz 81

Faj Aspergillus nidulans Penicillium chrysogenum Neurospora crassa Trichoderma reesei
Torzs FGSC A4 FGSC A4 Wisconsin 54-1255 OR74A QM6a QM6a
Kod XP_658076.1 CBF89420.1 XP_002561217.1 XP_960341.1 EGRA47329.1 EGR49603.1
Fehérje hossza (aa) 934 907 894 912 712 863
reciprok BLASTp elsé talalat Eng2 Eng2 Eng2 Eng2 Eng2 Engl
NN Szignalpeptid? IGEN IGEN IGEN NEM NEM IGEN
Szignalpeptid valésziiisége 0.999 0.999 0.998 0.032 0.000 0.994
Szignal horgony valdszifisége 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.001
HMM Max. hasitasi hely valészitisag 0.914 0.914 0.882 0.029 0.000 0.823
Hasitasi hely 24 and 25 24 and 25 24 and 25 15 and 16 -land 0 18 and 19
Elérejelzés Szignalpeptid Szignalpepti Szignalpeptid Nincs rszigeptid Nincs szignalpeptid Szignalpeptid
max. C
max. Y
Heterogan NN max. S
mean S
D
Pfam Glikozilhidrolaz | GOz | Glikozil hidrolaz 81 | Glikozil hidrolaz 81 Glikozil tirolaz 81|  Glikozil hidrolaz 81
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Candida glabrata Candida tropicalis Coccidioides immitis Botrytis cinerea
Torzs CBS 138 MYA-3404 MYA-3404 RS B05.10
Koéd XP_449546.1 XP_002550281.1 XP_002548574.1 XP_001245547.1 XP_001560792.1
Fehérje hossza (aa) 770 1156 766 720 410
reciprok BLASTp elsé talalat Eng2 Engl Eng?2 Eng2 Eng2
NN Szignalpeptid? NEM IGEN NEM NEM NEM
Szignalpeptid valésziisége 0.000 0.993 0.000 0.000 0.000
Szignal horgony valdszifisége 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
HMM Max. hasitasi hely valészitisag 0.000 0.800 0.000 0.000 0.000
Hasitasi hely -land O 20 and 21 -land O 17 and 18 28 and 29
Elérejelzés Nincs szignalpeptid Szignalpeptid Nincs szignalmept Nincs szignalpeptid Nincs szignalpeptid
max. C
max. Y
Heterogan NN max. S
mean S
D
Pfam Glikozil hidrolaz 81 Glikozil hidrolaz 81 g'%’f”‘;sgllhydm'ase Glikozil hidrolaz 81 Glikozil hidrolaz 81
Faj Paracoccidioides brasiliensis Magnaporthe grisea
Torzs Pb01 Pb03 Pb18 70-15 70-15
Koéd XP_002797710.1 EEH16341.1 EEH43059.1 XP_368243.2 XP_360114.2
Fehérje hossza (aa) 782 845 592 820 811
reciprok BLASTp elsé talalat Eng2 Engl Eng2 Eng2 Eng2
NN Szignélpeptid? NEM IGEN IGEN NEM IGEN
Szignalpeptid valdsziiisége 0.006 0.443 0.442 0.001 1.000
Szignal horgony valdszifisége 0.001 0.000 0.000 0.000 0.000
HMM Max. hasitasi hely valészitisag 0.003 0.286 0.286 0.000 0.550
Hasitasi hely 41 and 42 14 and 15 14 and 15 27 and 28 20 and 21
Elérejelzés Nincs szignalpeptid Nincs szignalpeptid Nincs szigaptid Nincs szignalpeptid Szignalpeptid
max. C
max. Y
Heterogan NN [ max. S
mean S
D

Pfam

Glikozil hidrolaz 81

Glikozil hidrolaz 81

Glikozil brolaz 81

Glikozil hidrolaz 81

Glikozil hidrolaz 81
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Faj Candida albicans Saccharomyces cerevisiae
Toérzs WO-1 SC5314 SC5314 EC1118 RM11-1a RM11-1a EC1118
Koéd EEQ42800.1 | XP_721293.1] XP_716726.1 CAY82261.1 EDV12201.1 EDV09439.1 CAY81379.1
Fehérje hossza (aa) 1143 1146 734 1117 1117 779 779
reciprok BLASTp elsé talalat Engl Engl Eng2 Eng2 Eng2 Eng2 Eng2
NN Szignéalpeptid? IGEN IGEN NEM IGEN IGEN NEM NEM
Szignélpeptid valdsziiisége 0.998 0.998 0.000 0.998 0.998 0.000 0.000
Szigndl horgony valészitisége 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
HMM Max. hasitasi hely val6szitisag 0.849 0.849 0.000 0.994 0.994 0.000 0.000
Hasitasi hely 18 and 19 18 and 19 -land O 16 and 17 16 and 17 -land O -land O
A . . Lo . Nincs _— . _— . Nincs Nincs
Elérejelzés Signal peptide |  Szignalpeptid szignalpeptid Szignalpeptid Szignalpeptid szignalpeptid szignalpeptid
max. C
max. Y
Heterogan NN | max. S
mean S
D
Glikozil hidrolaz Glikozil Glikozil hidrolaz | Glikozil hidrolaz S ) Glikozil hidrolaz | Glikozil hidrolaz
Pfam 81 hidrolaz 81 81 81 Glikozil hidrolaz 81 81 81
. . Blastomyces
Faj Histoplasma capsulatum dermatitidis
Torzs G186AR H88 NAmM1 H143 ATCC 18188
Kéd EEH05945.1 EGC49676.1 XP_001538425.1 EER41848.1 EGE85606.1
Fehérje hossza (aa) 848 848 839 797 932
reciprok BLASTp elsé talalat Eng2 Eng2 Eng2 Eng2 Eng2
NN Szignéalpeptid? IGEN IGEN heterogén IGEN IGEN
Szignalpeptid valdsziisége 0.997 0.997 0.379 0.997 1.000
Szignal horgony valdszifisége 0.000 0.000 0.002 0.000 0.000
HMM Max. hasitasi hely val6szifisag 0.961 0.961 0.323 0.961 0.995
Hasitasi hely 23 and 24 23 and 24 24 and 25 23 and 24 25 and 26
Elérejelzés Szignélpeptid Szignélpeptid Nincs szignalpeptid Saigeptid Szignalpeptid
max. C lgen
max. Y Nem
Heterogan NN max. S Nem
mean S Nem
D Nem
Pfam Glikozil hidrolaz 81| Glikozil hidroldz 81| Glikozil hidroldz 81  Glikozil rolaz 81 Glikozil hidrolaz 81
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