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1. Bevezetés

Minden ¢16 organizmust sejtek épitenek fel, amelyek oOnmagukban is ¢élonek
tekinthet6k, mivel képesek novekedni, szaporodni és anyagcserét folytatni. Az élet
fenntartasanak szempontjabol alapvetden fontos a novekedés és az osztodas, amit a sejtek
szigoruan szabalyozott folyamatok sorozataval, a sejtciklussal hajtanak végre. A sejtek
feltehetden egy kozds Ostdl szarmaznak, amelynek alapvetd tulajdonsagai konzervalodtak az
evolicid soran, igy az egyszeriibb felépitésii €lolények miikodése és viselkedése nagyban
hasonlit a magasabb rendii eukariota sejtekéhez. Ez teszi lehetdévé, hogy a kutatok a
konnyebben szaporithatdé primitiv élélényeket alkalmazzak a kutatasaik alanyaul, de az
eredményekbdl az Osszetettebb szervezetek viselkedésére kovetkeztessenek (Alberts et al.,
2009).

A 20. szdzad masodik felében valt kozkedvelt mikroorganizmussa a hasadd
¢lesztoként is ismert Schizosaccharomyces pombe. Kedvezd fiziologiai tulajdonsagai miatt
gyakran alkalmazzak sejtbiologiai, genetikai és mikrobialis fizioldgiai kutatasokban is. A
sejtosztodas, a szeptacid, valamint a sejtszeparacid6 mechanizmusanak megértésében nagy
szerepet jatszott olyan hoémérséklet-érzékeny mutansainak izolalasa, amelyek a
sejtosztodasban vagy a szeptacioban sériiltek (Sipiczki, 2007). A hasadé élesztd jelent6ségét
noveli az is, hogy a teljes genomi szekvenciaja elérheté 2002 6ta (Wood et al., 2002), amely a
genomikai kutatasok alapjat adhatja. Kutatasokban betoltott jelentds szerepét bizonyitja az is,
hogy 2001-ben az orvosi Nobel-dijat az eukaridta sejtciklust tanulmanyozé harom kutatonak
(Leland Hartwell, Tim Hunt, Paul Nurse) itélték oda (Nasmyth, 2001). A kutatok egyike, Paul
Nurse egész ¢letében a hasado €lesztd sejtciklusat vizsgalta, és munkassaganak legjelentdsebb
eredményeit is ezen a teriileten érte el. Eredményeik a sejtciklus szabalyozasanak megértése
mellett a rak kezelésében teremtettek 0j lehetéségeket.

A gombdk novekedése kétféleképpen mehet végbe: egysejtli élesztdszerli
novekedéssel, amelynek sordn kiilonalld sejtek képzddnek; illetve fonalas ndvekedéssel,
amely tobbsejtli struktirat eredményez, mivel a sejtek nem valnak el. A kiilsd koriilmények
valtozasahoz egyes gombak a két ndovekedési tipus kozotti valtassal alkalmazkodnak, amit
dimorfizmusnak nevezziik. Ez a jelenség els6sorban bizonyos human patogén (pl. Candida
albicans), illetve novény patogén (pl. Taphrina) fajok esetében jelentés, mivel a morfologiai
atalakulas 0sszefliggésben all a fertéz6képesség kialakitasaval (Klein & Tebbets, 2007).

A sejtciklus tanulmanyozasanal egyre inkabb el6térbe keriilnek a bioinformatikai

modszerek, amelyek olcsobbak és kevésbé munka- €s iddigényesek, mint a klasszikus
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modszerek. Ezeknek azonban nagy hatranyuk, hogy az eredményeik kevésbé megbizhatoak,
ezért elsésorban a kisérletek tervezésében van jelentds szerepiik.

A Dbioinformatika igazi jelent6ségét azonban az él6lények genomjanak
megszekvenalasabol szarmazd hatalmas adathalmaz feldolgozasa és taroldsa adja. A
bioinformatikai eszkoztar szolgal a filogenetikai kutatasok alapjaul, amelyek soran a fajok,
vagy fajon beliil egyes gének rokonsagat probaljak felderiteni a genomok, illetve gének
kozotti  hasonlosagok  feltérképezésével. Az eltér6 modon mikodé — algoritmusok
alkalmazaséaval egyre megbizhatobb, a valosdgot pontosabban leird evolicids leszarmazasokat

rekonstrualhatunk.



2. Irodalmi attekintés

2.1. A gombak életciklusa

A gombak sejt- és telepmorfologidjukat tekintve nagyon valtozatos ¢élélénycsoportot
alkotnak. Képviseldik lehetnek egysejtii szervezetek, valamint soksejtli fonalas sejteken
keresztil a szOvetes sejtszervezddést megkdzelitd alszovetes termotesttel rendelkezd
nagygombak. Sejtmorfologiali szempontbol a gombakat éleszt6- és fonalas gombakra szokas
osztani.

A gombdk szaporoddsa végbemehet ivartalan (vegetativ) és ivaros (szexualis)
szaporodassal is. Rendszertani besorolasuk az életciklusuk alapjan torténik, amely perfekt
gombak esetén az ivartalan és az ivaros szakaszokbol, valamint azok valtakozéasaibol all. A
vegetativ szaporodas tulajdonképpen a mit6zisos osztddas, amely élesztdgombak esetén
sarjadzast vagy hasadést eredményez, fonalas gombék esetén pedig a hifak fejlédését, amely
megnyilvanulhat a fonal hosszabbodasaban vagy eldgazasaban. Az ivartalan szaporodas soran
is képzodhetnek kiilonb6z6 szaporitoképletek, amelyek Ilehetnek konidiosporak vagy
sporangiosporak. A szexualis Ciklus harom f6 szakaszra bonthatd. A plazmogamia soran két
haploid sejt Osszeolvadasa figyelhetd meg, amelynek kovetkeztében egy sejten beliil két
haploid sejtmag (dikarion allapot) lesz jelen. A kariogamia sordn bekodvetkezik a haploid
sejtmagok fuzidja, €s 1étrejon a valodi diploid sejt. A meiodzis fazisa alatt a diploid zigotabol

haploid kitartoképletek keletkeznek (1. abra) (Kendrick, 2000).
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1. abra: A perfekt gombak szaporodasanak egyik modszere (Black, 2012)
Az ivaros folyamat elvileg barmelyik 1épés utan megszakadhat, és a sejtek ivartalanul

kezdhetnek szaporodni. Az egyes gombafajokra azonban jellemz6, hogy melyik 1épésben
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szakad meg a folyamat, és ez alapjan 6tféle ¢€letciklust kiilonboztetiink meg: haploid, diploid,
dikarion, haploid-diploid és haploid-dikarion (Réczey et al., 2008).

Azonban ennek a rendszerezésnek két problémadja is van. Az egyik, hogy egyes
gombafajok életciklusaban mindeddig nem sikeriilt ivaros szakaszt megfigyelni. Bizonyos
feltételezések szerint az ilyen fajokban az ivaros folyamatokhoz sziikséges gének
inaktivalodtak az evolucios fejlodés soran, és ezaltal elvesztették ezt a képességiiket. Ezeket a
gombafajokat imperfektnek tekintik (Mehta et al., 2009). A rendszerezés masik problémaja,
hogy a vegetativ ¢és a szexualis szakaszok kozotti kapcsolat nem mindig egyértelmii. Ez
redundanciat okozhat a rendszerben, mivel ugyanaz a faj két kiilon néven szerepelhet — egy
anamorf (ivartalan) és egy teleomorf (ivaros) néven — mindaddig, amig ki nem deriil, hogy a
két forma taxondémiailag azonos (Black, 2012).

A molekulédris tudoményok fejlédése nyomdn Uj nomenklatura sziiletett, aminek
targyalasa talmutat ennek a dolgozatnak a témajan. Azonban a kés6bbi keveredések
elkertilése érdekében érdemes tisztdzni, hogy az egykori tagozat helyett torzsrél beszéliink,
valamint esetenként altérzseket is megneveziink. Az csak a magyar nyelv sajatossaga, hogy a
torzs két taxondmiai szintet is jelol, egyrészt a kirdlysag alatti, mésrészt a faj alatti szintet.

A gombak (Fungi) alkotjak az eukaridtak egyik kiralysagat az allatok (Animalia) és a
novények (Plantae) mellett. A rendszerezésnél figyelembe vett bélyegek koziil a legfontosabb
az ¢letciklus tipusa, de jelentdsek a morfologiai, telepszervezddési, genetikai, biokémiai és
citologiai tulajdonsadgok is. Ezek alapjan a valddi gombdkat Ot torzsre szokas osztani:
Chytridiomycota (rajzospéras gombdk), Zygomycota (jaromspoOrds gombak), Ascomycota
(aszkuszos gombak), Basidiomycota (bazidiumos gombak) és Deuteromycota (imperfekt
gombak). Az Ascomycota térzs harom altorzsre bonthat6é: Saccharomycotina (kordbbi
elnevezésén Hemiascomycetes, ami a perfekt sarjadzo ¢élesztOket tartalmazza),
Pezizomycotina (régebbi nevén Euascomycetes, ez nagyrészt fonalas gombdékat foglal
magaban), valamint Taphrinomycotina (egykori nomenklatiira szerint Archiascomycetes)
(Hibbett et al., 2007).

A legdsibb gombacsoportot a Chytridiomycota torzs képviseli, amit masképpen vizi-
vagy rajzosporas gombaknak is neveziink. Ivaros szaporodasuk vizhez kotott, ami a neviiket
ado rajzosejtek segitségével megy végbe. Az ezt kovetd ivartalan szaporodas sordn képzddod
morfologiailag valtozatos gombatelepek mar szarazfoldi életet élnek (Kendrick, 2000).

A Zygomycota tagozatba tartoz6 gombak mar teljesen alkalmazkodtak a
szarazfoldhoz. Haploid életciklus jellemzi 6ket, az ivaros szaporodasukhoz két ellentétes

parosodasi tipusti egyed talalkozasa sziikséges. A haploid sejtmagokat tartalmazo
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hifanytalvanyokb6l (zigofoérokbol) a plazmogamia soran kialakul a dikarion allapoth
zigosporakezdemény. A folyamat sordn a zigospora fala megvastagodik €s riicskdssé valik,
mikdzben a kitartd képletben végbemegy az ivaros szaporodas masik két 1épése is. Kedvezd
okologiai koriilmények kozott a zigospora kicsirdzik, beldle in. meiosporangium fejlodik ki,
abbol pedig haploid meiospérak, un. sporangiosporak képzddnek, amelyek a vegetativ
szaporitosejtekhez hasonloak (Pesti et al., 2001).

Az aszkuszos gombdkat egyesitd Ascomycota tagozat az ivaros szaporodds soran
1étrejovo aszkuszrol kapta a nevét, amely a kitartd képleteket (négy vagy nyolc aszkospora)
tartalmazza. A torzset harom altorzsre szokas bontani, amelyek szaporodasa eltérd. A valodi
tomlds gombak (Pezizomycotina) osztalya haploid-dikarion életciklust mutat. A haploid spora
kicsirazik, és porusos szeptaltsagi haploid fonalak képzddnek, amelyek mitdzis révén
osztodnak. Ha két ellentétes parosodasi tipusu szubsztratmicélium parosodasi szervecskéi
konjugaldédnak (plazmogamia), akkor 1étrejon a dikarion sejt, amibdl mitozisos ciklusok révén
dikarion hifa képzddik. A 1étrejott hifakbol porusos szeptaltsagl, dikarion sejteket tartalmazo
légmicélium képzddik, és ezutan alakul ki a termdtest, ahol késébb a dikarion hifak csucsi
sejtjei tomlévé (aszkusz) alakulnak. Az aszkuszban végbemegy a kariogamia, aminek
kovetkeztében az aszkusz diploidda valik. Ezekbdl meidzissal és posztmeiotikus mitdzissal
sporak képzddnek, igy egy aszkuszban tipikusan nyolc aszkospodra jon létre endogén uton
(Réczey et al., 2008).

A Basidiomycota torzsbe evolucios szempontbol a legfejlettebb gombak tartoznak. Az
amelyekben egy csatképzéses mechanizmus biztositja, hogy sejtosztodaskor az utdédok 1:1
aranyban 0rokoljék a sziiléi sejtmagokat. Megfelel6 kornyezeti tényezOk esetén a dikarion
hifa jellegzetes termdtestet hoz létre, amelyben termdréteg alakul ki. A termdrétegben a
fonalvégi sejtek bazidiumma alakulnak, amelyben lejatszodik a kariogamia és a meidzis, a két
folyamat eredményeképpen pedig négy bazidiospora képzoédik exogén titon (Kendrick, 2000).

Az 6todik, Deuteromycota torzsbe az imperfekt gombék tartoznak, amelyek nem
tudnak ivarosan szaporodni. Jelenleg vitatott, hogy ez a csoport kiilonalldo taxonnak
tekinthet6-e, ezért Uj fajokat mar nem sorolnak ebbe a térzsbe (McNeill, J. et al, 2012). A
molekularis taxonomia fejlédésével egyre tobb anamorf fajnak talaljak meg az ivaros alakjat,

igy az adott faj atkeriilhet a tomlés vagy bazidiumos gombak k6zé (Black, 2012).



2.1.1. A hasadé élesztogomba sejtciklusa

Hasado  ¢élesztéknek az  Ascomycota  torzs, Taphrinomycotina  altorzs,
Schizosaccharomycetes osztaly, Schizosaccharomyces nemzetségébe tartozo fajokat nevezziik
(Hibbett et al., 2007). Négy fajt sorolunk ide: S. pombe, S. japonicus, S. octosporus és S.
cryophilus. Els6ként koziiliik a S. pombe-t fedezték fel, ami a legismertebb és a legjelentésebb
a négy kozil (Sveiczer & Horvath, 2013).

A S. pombe-t Paul Lindner izolalta 1893-ban egy kelet-afrikai koles sorbol. A faj neve
is afrikai eredetii, ugyanis a pombe az dslakosok altal besz¢lt szuahéli nyelven sort jelent. Az
1940-es évek végén Urs Leupold hasznalta eldszor genetikai vizsgalatokra. Az 1950-es
években Murdoch Mitchison felismerte a faj elonyos élettani tulajdonsagait, és azota a hasado
¢lesztogomba modellorganizmusként szolgal a sejtbiologia, a mikrobialis fizioldgia és a
genetika tertiletén (Egel, 2004).

Kedvezé tulajdonsagai nem csak az eukariota sejtciklus vizsgalatara teszik
alkalmassa, de a laboratoriumi munkakat is megkonnyitik. Ezek tobbek kozott a szimmetrikus
osztodasban, a magasabb rendli eukariotakkal hasonlobb fehérjékben, és a heterokromatin
szerkezetben nyilvanulnak meg. Genetikai kutatdsokban kiilon elényt jelent a
laboratoriumokban hasznalt torzsek monolitikus szdrmazasa, azaz mindegyik a Leupold altal
alkalmazott eredeti izolatum leszarmazottja (Sunnerhagen, 2002).

A'S. pombe ivaros szaporodasa folyamén két ellentétes parosodasi tipusu sejt (h™ és h*)
konjugél egymadssal, és mivel a plazmogamia ¢és a kariogamia szinte egyszerre megy végbe,
diploid zigota képzddik. A diploid zigéta az esetek nagy részében rogtdon aszkussza alakul,
amelyben meiozissal négy aszkospora képzodik. Kedvezd okologiai koriilmények kozott az
aszkosporak kicsirdzasaval vegetativ sejtek keletkeznek, amelyek ivartalanul osztédva
tenyészeteket hoznak 1étre (Sipiczki, 1995). A hasado éleszté rendelkezik ugyan diploid
allapottal, ami sziikséges a genetikai kutatasokhoz, de ez nem stabil. A laboratériumokban
ezért kiilonbo6z6 eljarasokat kellett Kifejleszteni, amelyekkel rogzithet6 ebben az allapotban.

A hasadd éleszté sejtciklusa a magasabb rendii eukaridtakéval majdnem azonos,
eltérést az egyes szakaszok aranya mutat. A S. pombe sejtciklusa rovid Gy, S és M fazisbal all,
mig a G, fazis a teljes ciklusidd kb. 70%-at teszi ki, mivel alapvetden itt zajlik a sejtek
novekedése (2. abra). Az eukariotakban egy méretkontroll mechanizmus biztositja, hogy a
sejtek atlagos mérete az osztddasok utan, valamint az egész populacio tekintetében hossza
tavon allando maradjon. A méretkontroll teljes hidnya egyre kisebb sejteket eredményezne,

ami valosziniileg a sejtek pusztuldsdval jarna. A tobbi gombdhoz hasonldan a sejtosztodas



nem megy végbe kozvetleniil a mitdzis utan, mert a sejtfal képzése (szeptacid) nagyjabol 30-
40 percet vesz igénybe. Mivel a G; fazis rovidebb, mint a szeptaciohoz sziikséges 1d6, ezért a
két sejtmaggal rendelkezd sejtek genetikai allomanyanak replikacioja megkezdddik, miel6tt

befejezodik a citokinézis (Sveiczer & Horvath, 2013).

Gi1/S

ellendrzési pont
l@ @
o)

o kriptikus méretkontroll

metafézis / CIK D) Sejtosztodas
anafazis

L
e

K

G,/ M
ellendrzési pont

2. abra: A hasadoé éleszté sejtciklusa (Sveiczer & Horvath, 2013)

2.1.1.1. A Sepl5 protein szerepe a citokinézisben

A citokinézis a sejtosztodas utolso 1épése, amely a kiilonbdzo organizmusokban eltérd
moédon mehet végbe. Az allati sejtek a mitdzis utan szinte azonnal képesek osztddni a
sejtmembran befliz6désével, ezzel szemben a névények és a gombak ugy osztodnak, hogy a
mitozist kovetden 10j sejtfalat hoznak létre a két leanysejt kozott, ami id6t vesz igénybe
(Morgan, 2007).

Hasado élesztékben az j sejtfal (szeptum) harom rétegbdl épiil fel: az elsédleges
szeptum f6 alkotoelemei a linearis 1,3-B-glikan és 1,3-a-glikan, mig a két oldalan
elhelyezked6 masodlagos szeptumok 1,3-a-gliikanbol, 1,6-B elagazodasokat tartalmazé 1,3-p-
gliikanbol, 1,6-B-gliikkanbol és galaktomannanokbdl allnak. A sejtosztodas soran az elsédleges
szeptum ¢és a szeptum-szegély (a szeptummal érintkezd sejtfalrészlet) lebomlik, igy jonnek
létre a lednysejtek. Az utddsejtek sejtfalat a sejtvégen a masodlagos szeptumok képzik,
amelyek Osszetétele nagyjabol megegyezik a sejtfal tobbi részének Osszetételével
(Balasubramanian & McCollum, 2004).



A S. pombe citokinézisében résztvevld gének aktivalodasa egy kaszkad rendszeren
keresztliil megy végbe. Az els6ként azonositott sejtszeparacios gén a sepl volt, ami egy
transzkripcids faktort kodol. A génben bekdvetkezd mutaciok hatdsara sériil a sejtszeparacio,
amelynek kovetkeztében elagazo fonalas (hifas) morfologia jon 1étre. A Sepl fehérje aktivalja
az ace2 gén expresszidjat, ami a folyamat kovetkez6 Iépésének cink-ujj transzkripcios
faktorat kodolja. Hatasara aktivalodnak a citokinézis lefolyasahoz sziikséges gének, mint
példaul az agnl (szeptum-szegély lebontasa) és az engl (elsddleges szeptum lebontasa). Az
ace24 mutansok is hifat képeznek, ami a sepl mutansoktdl megkiilonboztethetetlen. Ebbol
arra a kovetkeztetésre jutunk, hogy a Sepl fehérje az ace2 génen keresztiil szabalyozza a
sejtszeparaciot (Sipiczki, 2007).

A Sepl5 fehérje a Mediator komplex nyolcas szamu alegységét alkotja, aminek
felépitésére és mitkddésére részletesebben a 2.2. fejezetben térek ki. A proteint szeptacios
fehérjeként fedezték fel, igy feltételezhetd, hogy szerepet jatszik a citokinézisben.
Homérséklet-érzékeny mutansait lassi novekedés, ionérzékenység, valamint részlegesen
sériilt sejtosztodas jellemzi. A mutans tenyészet egyarant tartalmaz éleszto sejteket és rovid
hifakat, eszerint a protein a sejtszeparacioban nem kozvetlentil vesz részt (Zilahi et al., 2000).
A citokinézist valdsziniileg a kaszkadszabalyozéason keresztiil befolyasolja, ahol az Ace2
fehérjével all fizikai kapcsolatban ¢és kofaktorként van rd sziikkség a tovabbi gének
aktivalasdhoz. A fehérje az RNS polimeraz II Rpb4 alegységével is kozvetlen kapcsolatban
all, amin keresztiil a szabalyozasi informaciokat szallitja az Ace2 fehérje és az RNS polimeraz
Il kozott. Az Rpb4 csokkentett expresszidja szintén a sejtek megnyulasahoz és fonalas

novekedéséhez vezet (Mehta et al., 2009).
2.1.2. Dimorfizmus a gombak vilagaban

A dimorfizmus eredeti jelentése az ivari kétalakusag, azaz ugyanazon faj néi és férfi
formainak eltérése, ami a testfelépitésében nyilvanul meg. Gombak esetében azonban a
dimorfizmus alatt egyes fajok azon képességét értjiik, hogy a kiilsé koriilményeknek
megfelelden képesek az egysejtli €lesztdszerii €s a tobbsejtli fonalas ndvekedés kozott valtani.
A jelenséget el6szor Pasteur irta le, aki megfigyelte, hogy a Mucor racemosus fonalas alakja
adott Osszetételll taptalajon szabalyos artrosporakat képez, azaz kiilonallo sejtekre esik szét a
fonala, amelyek a koriilményektdl fiiggéen 10j fonalas telepet hoznak létre vagy pedig
¢lesztészerli novekedést mutatnak. A novekedési forma megvaltozasaban Pasteur szerint az

oxigén parcialis nyomasanak valtozasa jatszott szerepet (Orlowski, 1991).
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A S. cerevisiae képes élesztOszerii sejtek és pszeudohifa képzésére, azonban valodi
hifat nem tud létrehozni. A pszeudohifa megnyult sejtek lanca, amely abban kiilonbozik a
valodi hifatdl, hogy a szeptumnal zsugorodas figyelheté meg, valamint a lancvégi sejtek
mérete kisebb a tobbi sejthez képest. A S. cerevisiae-vel szemben a legtébb di- és polimorf
gomba valodi hifat képez, vagy legalabbis képes valodi hifa képzésére is a pszeudohifa
mellett (Blacketer et al., 1993).

A S. japonicus kiils6 ingerek hatasara szintén képes valtani az élesztészerti és a fonalas
novekedés kozott. Folyékony kozegben élesztészerii sejteket hoz 1étre, mig bizonyos szilard
tapkozegekben fonalas novekedést mutat. A nitrogénforras megvonasaval az éleszt6 sejtek
valddi hifdk és pszeudohifak képzésére késztethetdek. Valodi hifai invazivak — ezzel biztositja
a megfeleld nitrogénellatottsagot —, akarcsak egyes patogén fajok fonalas formai, azonban a S.
japonicus nem patogén, ezért a vizsgalatok kedvelt modellorganizmusa lett (Enczi et al.,
2007). A Schizosaccharomyces nemzetségbe tartozé masik harom faj nem dimorf.

A dimorfizmus igazi jelent6ségét azonban az adja, hogy egyes patogén fajok
virulencidjahoz elengedhetetlen a valtas a két novekedési mod kozott. A human patogének
koz¢é tartozo Blastomyces dermatitidis, Coccidioides immitis, Histoplasma capsulatum és
Paracoccidioides brasiliensis radikalis valtozason megy keresztiil, hogy életben maradjon a
gazdatestben. Az atalakulast kivalté inger az eml6sok szervezetére jellemz6 homérséklet, ahol
a nem patogén penész (fonalas) formarol a patogén élesztore valtanak (Nemecek et al., 2006).
Az atvaltas a betegség kialakitdsdhoz sziikséges, azonban valosziniileg védelmet is nyujt a
szervezet immunfehérjéivel szemben. A fenotipus valtas nem csak a sejt alakjat modositja,
hanem megvaltozik a sejtfal Osszetétele, az antigén molekuldk jelenléte, valamint egyes
virulenciaért felelés gének expresszidja is (Klein & Tebbets, 2007). Feltehetéen a Candida
albicans és a novénypatogén Taphrina fajok patogenitasa is dsszefiiggésben all a morfologiai
atalakulassal, csak forditva. Esetiikkben a fonalas novekedés soran képzoédott invaziv hifak
felelnek a virulencidért.

A dimorfizmusban szerepet jatszo gének vizsgalata egyre nagyobb jelentOséggel
rendelkezik. A miikodés megértése a betegségek sikeresebb kezeléséhez vezethet Uj

gombaellenes gyogyszerek megjelenésével (Nemecek et al., 2006).
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2.2. A Mediator komplex

A Mediator egy tobb alegységbdl all6 komplex, amely kozvetitoként funkcional a
transzkripcios egység és a szekvencia-specifikus transzkripcids faktorok kozott. A komplexet
a S. cerevisiae-ben izolaltak elészor, amiben 25 alegységbdl épiil fel. A Mediator mind szabad
formaban, mind pedig az RNS polimeraz II-vel alkotott holoenzimként eléfordul a sejtekben.
A holoenzim vizsgélata soran felfedezték, hogy a Mediator harom kiilonb6z6, de nagyjabol
azonos méretl doménre oszlik. Ezek a globularis polimerdz koré csavarodnak, és
elhelyezkedésiik alapjan feji, kozépso, illetve farki doménnek nevezték el 6ket. Ez a harom
rész egylittesen a Mediator komplex magjat adja. Azonban létezik egy negyedik domén is,
ami a masik haromtol elkiiloniilve talalhato, és a Cdk8 kinaz modul nevet viseli (3. abra)
(Bourbon, 2008).

12(12L) 13 (13L)

12 13 Cdks
fiddle CycC
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AN 1) 18 w2 23 5/24 8 17 3
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S. cerevisiae MED Mammalian, D. melanogaster and A. thaliana MED

3. abra: A Mediator komplex szerkezete S. cerevisiae-ben és szovetes élélényekben (Bourbon, 2008)

Az eukariotak evolicidja soran a komplex szerkezete és funkcidja konzervaltnak
tekinthetd, azonban felépité alegységek szama és strukturaja fajonként valtozhat (Ansari &
Morse, 2013). Ezt tamasztja ala, hogy a sarjadzo élesztot felépitd 25 alegységbdl 22 jellemz6
az eddig megszekvenalt allati genomokra is, a maradék harom eddigi ismereteink szerint csak
a Saccharomyces nemzetség jellegzetessége. Azonban az emldsokben is eléfordul nyolc olyan
alegység, ami alacsonyabb rendii szervezetekben nem talalhatd6 meg. A S. cerevisiae-ben a
komplex tiz alegységét (Med4, Med6, Med7, Med8, Med10, Med11, Med14, Med17, Med21
€s Med22) a sejt ¢letben maraddsdhoz esszencialisnak talaltdk. Az eddig vizsgalt fajokban —
legyen sz6 novényekrdl, gombakrol, vagy allatokrol — meg is talaltdk az ezeket kodold
géneket. Az Gsszehasonlitd genomikai adatok alapjan feltételezhetd, hogy ez a tiz alegység
alkotja a komplex konzervalt szerkezeti vazat, és ehhez kapcsolodik az dsszes tobbi alegység

(Bourbon, 2008).
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2.2.1. A Mediator szerepe a transzKripcioban

A transzkripci6 Soran @ DNS-ben 1év6 informaciot RNS-re irja at a szervezet, hogy a
késobbiekben fehérjét tudjon szintetizalni az elkésziilt transzkriptum alapjan. A transzkripcid
elkezdéséhez az RNS polimeraznak fel kell ismernie a gén elejét, és ott er6sen a DNS-hez kell
kapcsolddnia. Ezeket a feltételeket biztositja a promoéter régidé. Azonban az atirashoz az
eukariota sejtekben a polimerdz dnmagéaban nem elég, sziikség van altalanos transzkripcios
faktorokra is. Ezek biztositjdk, hogy az RNS polimeraz megfeleld pozicidban legyen,
valamint szétvalasztjak a DNS kett0s hélix szerkezetét, és ezaltal szabadda teszik a templatot.
A komplementképzés mindaddig zajlik, amig a polimeraz egy masik szignalhoz nem ér a
DNS szalon, a terminatorhoz. Ebben a pontban a polimeraz ledll, és elengedi mind a kettd
DNS szalat (Alberts et al., 2009).

A Mediator nagy méretének koszonheten egy dsszekotd felilletként mitkodik ebben a
folyamatban: az RNS polimeraz II altal katalizalt transzkripcio inicialasahoz sziikséges jeleket
kozvetiti az aktivatorok és az altalanos transzkripcios szerkezet kozott (Ansari & Morse,
2013). A DNS-nek azokat a szakaszait, ahova az aktivatorok kotddnek, enhancereknek
nevezziik, mivel a jelenlétiik jelentésen noveli a transzkripcio sebességét. Az aktivatorok az
enhancerektdl tobb ezer nukleotid tavolsagra is képesek a transzkripcio fokozéasara, valamint a
geéntdl lefelé és felfel¢ elhelyezkedve is ki tudjak fejteni hatasukat. Ennek hatterében az ll,
hogy a DNS ilyen esetekben egy hurkot hoz létre, aminek a kdzepén a Mediator helyezkedik
el. A komplex kapcsolatot teremt az enhancer régidhoz rogzitett aktivator protein és a
promoterhez kapcsolddott transzkripcids egység kozott. Ez a struktura lehetdvé teszi, hogy az
aktivatorok kozvetleniil befolyasoljdk a promoternél végbemend folyamatokat akkor is, ha
fizikailag tavol vannak egymastol (Alberts et al., 2009). A kutatasok alapjan elsésorban
azoknak a géneknek az aktivitasa fiigg a farki modultol, amelyek rendelkeznek konszenzus
TATA elemekkel a promoteriikben. Ezzel szemben azok a gének, amelyek ilyen régiot nem
tartalmaznak, foleg a feji és kozépsé modulon keresztiil kapcsolodnak a komplexhez. A
kapcsolat mindkét esetben kialakulhat kdzvetleniil, valamint kozvetetten, amikor az altalanos
transzkripcios faktorok jatsszak a kozponti szerepet (Ansari & Morse, 2013).

A Mediator azonban nem csak a gének aktivaldsaban, hanem azok represszidjaban is
szerepet jatszik a Cdk8 kindz modul egységen keresztiil. Méreténél fogva elegendd nagysagu
feliilettel rendelkezik, hogy egyszerre tobb transzkripciés szabalyozo elemmel is
kolcsonhatasba keriiljon. Az aktivatorok és a represszorok mellett kofaktorokkal is

interakcioba 1ép. Ezeket két csoportra lehet osztani: a kromatin-modosité faktorokra (hiszton-
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¢s nukleoszéma-modositd enzimek csoportja), valamint altalanos kofaktorokra (stimuléljak és
szabalyozzdk a transzkripcidos komplex 0Osszedllasat). A transzkripcid inicidlasa mellett

feltehetéleg szerepe van az elongacioban €s a terminacioban is (Ansari & Morse, 2013).
2.2.2. A Sep15 fehérje szerepe a hasado élesztoben

A Schizosaccharomyces pombe-ban a Sepl15 protein volt az els6 azonositott Mediator
homolog, ami a komplex nyolcas szamu alegységét alkotja, ezért gyakran Med8 fehérjeként is
utalnak ra a szakirodalomban. Ez a S. cerevisiae-bdl izolalt alegységgel szerkezetileg nem
teljesen egyezik, ugyanis nem tartalmazza a befejezetlen leucin-zipzart, amelynek hianya
feltételezhet6en funkciobeli eltérésekben is megnyilvanul (Zilahi et al., 2000).

A rendelkezésiinkre allo adatok szerint a S. pombe Mediatoranak feji doménje 1épcsds
struktirat mutat: a legszélén a Med27 helyezkedik el, ami a Med20-hoz kotddik, az a Med18-
hoz kapcsolodik, ami pedig a Med8-cal all kapcsolatban. Ezen kiviil, amig a S. cerevisiae-ben
a farki modult hat alegység épiti fel, addig az elektronmikroszkopos felvétel szerint az S.
pombe esetében csak egy alegység, a Med15 van jelen (Linder et al., 2008).

A Sepl5 proteint kodold génben bekovetkez6 valtozasok nem csak az el6z6 fejezetben
emlitett hifds novekedést mutatd fenotipussal tarsulnak. Az egyetlen ismert mutans esetében a
masodik intron/exon hatdron bekovetkezett pontmutacié hatdsara sériill a splicing
hatékonysdga. Ennek kovetkeztében a transzkriptum jelentds része hasitatlan allapotban
marad, azaz a génbdl nem vagodik ki az intron. Az intronban pedig egy stop kodon talalhato,
igy a mutans szekvencia alapjan szintetizalt fehérje akar az eredeti aminosav szekvencia 80%-
at is elveszitheti. Vizsgalatok soran azonban azt tapasztaltak, hogy kétféle fehérje képzadik,
azaz a mutans sejtek is el tudnak allitani vad tipust Sepl5 fehérjéket olyan mennyiségben,
ami elég ahhoz, hogy a sejtek életben maradjanak (Miklos et al., 2007).

A Sepl5 fehérje a Mediator alegységeként kiilonb6z6 gének transzkripcidjat
befolyasolja. A sepl5 mutans vizsgélatakor azt talaltdk, hogy a szénhidrat metabolizmusban
€s a meidzisban résztvevd gének transzkripcios szintje megndvekedett, mig a riboszoma
biogenezisben és a transzlacidban résztvevd géneké lecsokkent. Az Ace2-dependens gének
koziil tobbnek is csokkent a transzkripcids szintje, mint példaul az adgl, az adg2 és az adg3
géneknek, amik kimondottan a sejtszeparacioban jatszanak szerepet, vagy az agnl-nek és az

engl-nek, amelyek a szeptum lebontasaért felelnek (Miklos et al., 2007).
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2.3. A filogenetika alapja: az evolucio

A biologiai kutatasok egyik célja mindig is egy olyan rendszertan megalkotasa volt,
amely a természetes leszarmazasi kapcsolatrendszert tiikrézi (Doolittle, 1999). Az els6
elfogadott rendszertan Carl Linné, 18. szdzadi botanikus nevéhez flizédik, aki a hét szintbdl
allo hierarchikus taxondmiai rendszerét a kiilsd bélyegek alapjan allitotta fel, azaz a
morfologiai, strukturalis, biokémiai hasonlosagokat vette alapul. Ez azonban a rendszerezés
legnagyobb gyengeségét adja, mivel szubjektivvé teszi azt.

Charles Darwin hires konyve (A fajok eredete) ennek ellenére részben alatdmasztotta
Linné megallapitasait, mivel a rendszerezés alapjat add bélyegek hasonlosaga az evolucio
miatt johetett létre. Darwin tehat megallapitotta, hogy minden faj egy kozds 6stdl szarmazik,
csak azt nem tudta, hogyan. Elképzelése szerint az evolucio a természetes kivalasztodas révén
megy végbe, amelyhez az alabbi négy feltételnek kell teljesiilnie:

1. Minden generacidban tobb utdd sziiletik, mint amennyit a kornyezet el tud tartani,
ennek kovetkeztében az utddok egy része még azel6tt elpusztul, hogy sajat
utodokat nemzene.

2. A populacio egyedei eltérnek a tulajdonsagaikban.

3. Az eltérések egy része orokolhetd kiillonbségekbol adodik.

4. Azok az egyedek, amelyek kedvezé tulajdonsagokkal rendelkeznek, nagyobb
eséllyel maradnak életben és szaporodnak, mint azok, amelyeknek kevésbé
kedvezdek a tulajdonsagaik.

Ha mind a négy feltétel beteljesiil, akkor a kedvezdbb tulajdonsagu egyedek fognak
elszaporodni a tobbiek rovasara. Ez a természetes szelekcio (Darwin, 2011).

Darwin megallapitdsa alapjan a filogenetikai rendszerezés az egyetlen, amely a
természetes kapcsolatrendszert tiikrozi. Ennek alapjat a rokonsag, az evolucids leszarmazas
képezi. A rendszertan kialakitasahoz molekularis filogenetikat alkalmaznak, amelynek két
elonye is van. Egyrészt mikrobak esetében a szarmazastan fdleg az orokitdanyag molekularis
szekvenciajara tud tamaszkodni, mivel példaul a prokariotak nem is rendelkeznek komplex
morfologiaval és viselkedéssel, igy hasonlo bélyegek alapjan nem — vagy csak nehezen —
sorolhatok be. Masrészt a molekularis szekvencidk hatdroznak meg minden organizmust, a
gének kodoljak az €l61ények Osszes tulajdonsagat (Doolittle, 1999).

A kezdetekben (1965-77) a mikrobialis filogenetika fehérje szekvencidkat hasznalt
markerként, leginkabb ferredoxinokat és citokromokat. Az 1970-es évek kdzepén Woese €s

tarsai egy adatbazison kezdtek dolgozni, amely a riboszoma nagy- és kis alegységeiben 1évo
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rRNS szekvenciakat tartalmazta. Az rRNS t6bb szempontbol is jobbnak bizonyult, mint a
fehérje szekvencia: nagy mennyiségben fordul eld, vannak gyorsan és lassan valtozo régioi,
raadasul a struktaraja altalanosan konzervalt (Doolittle, 1999).

A torzsfak szerkesztése soran leggyakrabban géneket (pl. a fent emlitett rRNS
géneket) hasznalnak. A k6zos 6stol szdrmazd géneket homologoknak nevezziik. Ezen beliil
még két csoportot kiilonboztetliink meg. Az ortologok kiilonbozé fajokban eléforduld és kozos
6ssel rendelkez6 gének, amelyek a divergens evolucio (fajképzodés) soran alakultak ki. Ezzel
szemben a paralégok génduplikacioval jottek létre, igy ugyanannak a fajnak a genomjaban
fordulnak elé. Mig az ortologok esetében a két gén azonos vagy hasonld biokémiai funkciot
lat el, a paralogoknal az 0j gén eltér6 funkcioval rendelkezhet (Zvelebil & Baum, 2008).

Az elmult években egyre inkabb az egyszerre tobb gént, vagy akar a teljes genomot
vizsgalé modszerek keriiltek a kozéppontba, amelyek pontosabb eredményeket adhatnak a
fajok filogenetikajarol. Ugyanakkor molekularis biologiai kutatasok szempontjabol a gének
azonban van egy jelentés kiilonbség. A géneken alapuld torzsfa csak a gén evolucios
kapcsolatait dbrazolja, igy nem egyezik meg a fajok valos leszdrmazéasaval. Ennek hatterében
az all, hogy a gének a fejlodés soran eltiinhettek, vagy olyan mértékii atalakulason mehettek
keresztiil, hogy mar nem hasonlitanak kell6 mértékben az eredeti szekvencidra. A masik
jelentds problémat a lateralis géntranszfer okozza, amely soran a genetikai informacio6 tavoli
rokonok kozott aramlik. Ezzel szemben a genomi szekvencidra épiild torzsfak a fajok valos

leszarmazasat tiikrozik, vizsgalatuk ezért kertilhetett el6térbe.
2.3.1. A gombak filogenetikaja

A gombdk tobb szempontbdl is fontos €lélények. Nem csak az iparban jelentds a
szerepiik, de gyakran alkalmazzak 6ket modellorganizmusként, valamint vizsgalatuk fontos a
human- és ndvénypatogén tulajdonsdgaik miatt is. Az elmult években egyre nagyobb
hangsulyt kapott a filogenetikai analizisiik is.

A Taphrinomycotina altorzset eredetileg rRNS szekvencia alapjan alkottak meg, és
olyan fajokat soroltak ide, amelyeknek a taxonomiai hovatartozasa kérdéses volt. Ezaltal egy
nagyon valtozatos altorzs jott 1étre, ami tartalmazza a Schizosaccharomyces nemzetséget, azaz
a hasado élesztoket; a ndvénypatogén Taphrina nemzetség tagjait; az anamorf Saitoella
nemzetséget; a Neolecta nemzetséget, aminek tagjai egyedi tipusu termdétestet képeznek; és a
Pneumocystis nemzetségbe tartozd egysejtii tiidopatogéneket. Az rRNS szekvenciat

alkalmazo vizsgalatok azonban nem tamasztottak ald a csoport monofiletikus eredetét, vagyis
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hogy a besorolt fajok egy kozOs Ostdl szarmaznak. Liu és tarsai 113 sejtmagi fehérje
megallapitasra jutottak, hogy a Taphrinomycotina altérzs a kezdeti elképzelésekkel
ellentétben monofiletikus (Liu et al., 2009).

szerkesztésére vallalkoztak (Wang et al., 2009). Az altaluk vizsgalt 82 faj a gombak
kirdlysaganak minden fontosabb képviseldjét tartalmazta, és gének helyett teljes genomi
szekvenciakkal dolgoztak. A torzsfak szerkesztéséhez egy szofisztikalt, un. CVTree
(composition vector tree) modszert alkalmaztak. A filogenetikai fan (4. abra) a torzsek és az
altorzsek latvanyosan elkiiloniilnek, igy a torzsek kozotti evoliacios kapcsolatokrol
megbizhatd képet kapunk. Mivel a Chytridiomycota és a Zygomycota torzseket csak egy-két
faj képviseli, nincs meg az a valtozatossag, ami a fejlédéstani kovetkeztetések levonasahoz
sziikséges.

A Schizosaccharomyces nemzetség elhelyezkedése a torzsfan maig vitatott. Az
¢lesztdgombak ugyanis sok olyan tulajdonsaggal rendelkeznek, amelyek elsdsorban a
magasabb rendli gombak jellegzetességei (pl. a gombasejtekre jellemzd sejtfal, zart mitdzis), a
hasad6 éleszté fehérjéi viszont jobban hasonlitanak az emldsokben taldlhaté homologokra,
mint a S. cerevisiae-ben 1évé proteinekre. Ez annak tudhato be, hogy a hasado élesztok
valoszinlileg koran levaltak a fejlodés sordn, valamint a gombak gyorsabban véltoznak, mint a
novények vagy az allatok. A kiilonb6zé gombafajok is eltérd sebességgel valtoznak, ezzel
lehet magyarazni, hogy az S. cerevisiae tavolabb all az allatokt6l, mint a S. pombe (Sipiczki,
2000).

Feltételezések szerint az Osszes aszkuszos gomba egy fonalas 6stél szarmazik. A S.
japonicus tulajdonsaga, hogy az élesztészerli és a fonalas novekedést valtakoztassa, arra
utalhat, hogy a hasadd élesztk is fonalas Ostdl szarmaznak. A S. japonicus valoszintileg
hamarabb valt le, mint ahogy az egysejtii morfologia dominanssa valt volna (Sipiczki, 2004).

2012-ben a Debreceni Egyetem Genetikai és Alkalmazott Mikrobioldgiai Tanszékén

crer

crer

az eredményeik alapvetden megegyeznek a Wangék altal bemutatott leszarmazasnak (Balazs
et al., 2012). A Budapesti Miszaki és Gazdasagtudomanyi Egyetemen miikodo Sejtciklus és
Genomika Kutatdcsoportban Vida Nora az elsddleges szeptum lebontasat végzdé Engl és
Eng? proteinek torzsfajat készitette el, és eredményei szintén a Wang és munkatérsai altal

vazolt evoluciot tiikkrozték (Vida, 2012). A kutatdocsoport a szeptum-szegély bontasaban
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4. abra: A gombak filogenetikai faja teljes genomi szekvencia alapjan (Wang et al., 2009)
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résztvevd Agnlés a sporuldcioban szerepet jatszd Agn2 fehérjéket is vizsgalta, amelyeknek
filogenetikai fait Horvath Anna szerkesztette meg. Az 6 eredményei tobb szempontbdl is
eltértek a teljes genomszekvenciakbol késziilt torzsfatol. A Saccharomycotina altérzsben nem
talalt ortologokat, amit a sejtfalak kiilonbozé Osszetétele magyarazhat, valamint a
Schizosaccharomyces nemzetség fehérjéi a bazidiumos gombakban talalt ortologokhoz allnak
a legkozelebb a torzsfan. Ez ugyan ellentmond a rendszertani besoroldsnak, azonban a
sejtfalak Osszetétele alatimaszthatja az eredményt (Horvath, 2013).

Az altalam vizsgalt Sepl5 fehérje evolucids leszarmazasarol nem taladltam irodalmat.
Azonban a konzervalt struktirdja és funkcidja miatt valdszinlileg minden eukariotaban

esszencialis, ezért a fajok valos leszarmazasahoz hasonl6 topoldgia valdszintisithetd.

2.4. Bioinformatikai modszerek

A filogenetikai elemzések a szekvencidk vizsgalatan alapulnak. Att6l fiiggéen, hogy
honnan szdrmazik a szekvencia, és milyen informdaciot szeretnénk megtudni rola, eltérd
szempontok alapjan elemezhetjiik. Kiilonb6z6 szekvencidkat illeszthetiink annak érdekében,
hogy hasonldosdgot taldljunk kozottik, illetve a segitségiikkel kiilonb6zd adatbazisokban
homologokat kereshetiink. De alkalmazhatéak a hasonldosag mértékének meghatarozasara és

fehérjecsaladok felfedezésére is (Zvelebil & Baum, 2008).
2.4.1. Szubsztitacios matrixok

Két homolodg szekvencia lehet annyira eltérd, hogy elsé ranézésre nem is tlinnek
hasonlonak, ezért a hasonldsag megallapitisahoz eldszor az optimalis illesztést kell
megtalalni. Azonban a lehetséges illesztések szama nagy, és ahhoz, hogy a legjobbat talaljuk
meg, sziikség van egy pontozasi rendszerre. Ezaltal a kiilonbozd illesztések egyméshoz
mérhetdek, és a legmagasabb pontszammal rendelkez6 lesz az optimalis (Zvelebil & Baum,
2008).

A pontozési rendszer egyrészt minden reziduum (nukleotid vagy aminosav) parhoz
egyedi értéket rendel, mésrészt az inzerciokat €s delécidkat bilintetdpontokkal illeti. Mindkét
reziduum vizsgalata soran szubsztiticiés matrixokat érdemes alkalmazni, amelyek fehérjék
esetében minden aminosavparhoz egy értéket rendelnek. A pontozasi rendszerek altalaban egy
20x20-as matrixot hasznalnak alapul, amely a hisz aminosavat képviseli. A matrix cellaiban
eléforduld értékek ardnyosak annak a valoszintiségével, hogy a mutacido eredményeként egy
adott aminosav egy masik adott aminosavra cserélédik. Ha a két aminosav hasonlo

tulajdonsagokkal rendelkezik (polaritdas, méret, stb.), akkor azt a matrix magasabb
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pontszammal illeti, mint az eltérdeket. A két leggyakrabban alkalmazott szubsztitiiciés matrix
tipus az extrapolaciot alkalmazdé PAM ¢és a tapasztalati eredményekre épiilé6 BLOSUM
(Wheeler, 2003).

Az inzerciokat és deléciokat biintetopontokkal kezelik, hiszen korlatlan mennyiségii
sziinet (gap) beillesztésével minden szekvenciaillesztésnél elérhetd lenne a 100%-0s
azonossag. Filogenetikai szempontbol egy aminosav torlédése vagy beépiilése kevésbé
jellemz6, mint a hosszu sziinetek jelenléte, ezért a sziinetek megjelenéséért nagyobb

biintetdpont jar, mint egy mar meglévo sziinet boviiléséért (Zvelebil & Baum, 2008).
2.4.2. Keresés adatbazisokban, a BLAST algoritmus

A szekvencidk keresése adatbazisokban tobbféle célt is szolgalhat. Egy adott DNS
szekvenciaval egy Uj genomban azonosithatjuk a gént, fehérje szekvenciaval pedig a
lehetséges funkcidt kereshet;jiik.

Az adatbazisok egyre novekvd mérete miatt a kereséshez hasznalt algoritmusok mind
valamilyen egyszertsitést, heurisztikat alkalmaznak, hogy az illesztések megvaldsithatok
legyenek. A legelterjedtebb algoritmus a BLAST (Basic Local Alignment Search Tool),
amely egyszeriisitésként ugynevezett szavakra (words) bontja a szekvenciat. Ezt kovetden
ezekhez keresi meg az Osszes olyan szOt az adatbazisban, amely egy adott hatarérték
(threshold value) feletti pontszammal rendelkezik az alkalmazott szubsztiticids matrix
alapjan. Fehérjeszekvencidk esetében a szavak altalaban harom aminosav hosszu részletek,
mert ezt mar viszonylag gyorsan tudja kezelni, de még nem jar jelentds adatvesztéssel
(Altschul et al., 1990).

A taldlatoknal ellendrizni kell, hogy valoban evolucidos kapcsolat van-e a két
szekvencia kozott. Ezt kiillonbozo statisztikai vizsgalatokkal tamasztja ala az algoritmus,
amelynek soran az optimalis illesztést jellemzé pontszamot (raw score) normalizalja. A
normalizalt pontszam a bit score, ami mar fliggetlen a keresési paraméterektdl. Az adatbazis
mérete €s a bit score egylitt hatarozza meg az Gn. E-értéket (expect value), amely azoknak az
illesztéseknek a szadma, amelyek nagyobb vagy egyenld bit score értéket adnak egy
véletlenszerii keresés soran. Kis E-értékek esetén ez kozelitéleg azt irja le, hogy mekkora
annak a valoszinlisége, hogy a hasonlosag a véletlen miive, tehat minél kisebb egy talalat E-
értéke, annal valoszintlibb, hogy a talalat homolog (Zvelebil & Baum, 2008).

A program a BLAST keresés utan az illesztett szekvencidk kiilonb6zé paramétereit
adja meg eredményként. gy a két szekvencia hosszat, azt hogy hany aminosavra illesztett, az

azonos aminosavak szamat ¢s aranyat (identities), a hasonlé aminosavak szdmat és aranyat
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(positives), amibe beleszamitanak a teljesen egyezok is, a szlinetek szamat és aranyat (gaps),

az illesztést jellemz6 pontszamot (bit score), valamint az E-értéket (E-value).
2.4.3. Doménszerkezet vizsgalata, a Pfam adatbazis

A Pfam (Protein families) fehérjecsaladokat tartalmazo adatbazis, ami tulajdonképpen
tObbszorosen illesztett konzervalt régiok vagy domének szekvenciait tartalmazza. A Pfam
valdjaban két adatbazisbol all. A Pfam-A a kisérletekkel igazolt csaladokat foglalja magaba,
mig a Pfam-B a homoldg szekvenciakbol automatikusan generalt fehérjecsaladokat
tartalmazza (Finn et al., 2010).

Az adatbazisban minden domént jellemz6 tobbszords illesztéshez egy rejtett Markov
modell tartozik (HMM: Hidden Markov Modell). Egy HMM-t az allapotok szama, valamint a
raqjuk jellemzé meghatdrozott szamu allapotatmenetek jellemeznek. A  kiilonbozo
allapotatmentek (pl. aminosav cserék) valdszinliségét megfigyelések alapjan hatarozzak meg,
¢s kiilonbozé valdszinliséget tarsitanak az inzerciokhoz ¢és delécidkhoz is. A
fehérjeszekvencidk  esetében ez azt jelenti, hogy minden pozicidban eltérd
valosziniiségértékek tartoznak az egyes aminosavakhoz. A beadott szekvenciak konzervalt
régioit a Pfam ugy azonositja, hogy a rejtett Markov modelleket illeszti hozzajuk (Zvelebil &
Baum, 2008).

Az algoritmus els6 1épésként megkeresi, hogy a szekvencia melyik részében lehet a
domén (envelope), majd erre végezi el az illesztést, aminek eredményeként a wvalos
doménhosszt (alignment) kapjuk. A program kiadja a HMM hosszat (HMM length), valamint
azt, hogy a beadott szekvenciat a HMM mekkora szakaszara illesztette (HMM). Ezen kiviil
rendelkezik egy pontozasi rendszerrel, amely a bit score-t és az E-értéket adja meg. Ezek

alapjan a talalatok egymassal 6sszehasonlithatok.
2.4.4. Tobbszoros illesztés

Minden szekvencia vizsgéalat pontos illesztési modszert igényel, az illesztések soran
elkovetett hibak ugyanis az evolacios informaciok rossz értelmezéséhez vezethetnek. A
filogenetikai fak szerkesztéséhez elengedhetetlen szempontokrdl, mint az egyes aminosavak
pozicidja, a hasonldsdg és az evollcios kapcsolat, a tobbszords illesztés szolgal megfeleld
mennyiségli informacioval. Akarcsak a BLAST esetében, a tobbszorods illesztésre alkalmas
algoritmusok is egyszerlisitéseket alkalmaznak, hogy kezelni tudjék a nagy adatmennyiséget
(Baxevanis & Ouelette, 2005). A kiilonb6z6 algoritmusok eltéré kovetkeztetésekre juthatnak

azonos szekvencidk illesztése soran. Ennek hatterében leggyakrabban az 4ll, hogy az illesztés
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soran keletkez6 sziineteket masképp kezelik (Loytynoja & Goldman, 2008), vagy eltérd

heurisztikat alkalmaznak.
2.4.4.1. Clustalw

A leggyakrabban alkalmazott algoritmus a ClustalW, ami egy progressziv modszer.
Az algoritmus el6szor az Osszes lehetséges szekvenciapart parosan illeszti, majd
csoportanalizist végez, és egy tavolsagmatrixot szamol. Ebbdl a 2.4.5. fejezetben targyalt
neighbor joining modszerrel egy iranyitd fat (quide tree) hoz létre, ami alapjan a tobbszords
illesztést hajtja végre. A modszer legnagyobb hatranya, hogy az elsé illesztéseknél elkovetett
hibakat a késdbbiekben nem lehet korrigalni. A ClustalW egy stlyozott algoritmus, azaz a
kozelebbi rokon szekvencidkat kisebb szorzéval szamitja, mint a tdvolabbi rokonokat. A
sulyozasokat az iranyito fa agaibol hatdrozza meg. Ennek célja, hogy a kozeli rokon
szekvenciak ne szoritsak hattérbe a tavolabbi rokonokét (Zvelebil & Baum, 2008).

A ClustalW, mint minden progressziv algoritmus, egy inzercid esetén az Gsszes tobbi
szekvenciaba sziinetet illeszt, mig delécid esetén csak az adott szekvenciaban keletkezik egy
gap. A pontozasi rendszer egy ) gap megjelenéséért tobb biintetOpontot ad, mint egy mar
lIétez6 gap boviiléséért. Ezt azért alkalmazza az algoritmus, hogy az egy Iépésben
bekovetkezett hosszabb inzerciokat ne biintesse til, és ezaltal az evoliciét pontosabban

rekonstrualja (Loytynoja & Goldman, 2008).
2.4.4.2. PRANK

A PRANK (Probabilistic Alignment Kit) a sziinetek kezelésében teljesen mas
alapokon nyugszik, amit torzsfejlédés-tudatos (phylogeny-aware) algoritmusnak neveznek. Ez
a modszer a progressziv algoritmusokkal ellentétben kiilonbséget tesz az inzercio €s delécio
kozott. Az algoritmus megjeldli azokat a pozicidkat, ahol korabban egy gap keletkezett, majd
a rokon szekvencidk evolucids informécioi alapjan allapitja meg, hogy a gap inzercid vagy

delécio miatt jott-e 1étre (5. dbra).
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5. abra: Az inzerci6 (bal) és delécio (jobb) kezelése PRANK tobbszoros illesztési médszernél (Loytynoja &
Goldman, 2008)
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A poziciok megjelolése egyfeldl Ilehetové teszi, hogy a késobbi illesztések soran
,ujrahasznalja” Oket anélkiil, hogy tovabbi biintetépontokat adna értiik. Méasfeldl a jelolés
allandositja az inzerciot, igy ahhoz a pozicidhoz a késébbi szekvenciak nem illeszkedhetnek.
Ennek egyszerli a magyardzata: az inzercidval bekeriilt karakterek nem leszarmazottjai
semmilyen korabbi karakternek, igy hasonlosdgot sem mutathatnak. Az algoritmus ezzel
biztositja, hogy az evolucionak megfeleld leszarmazast tiikrozzon (Loytynoja & Goldman,
2008).

24.4.3. MAFFT

A MAFFT (Multiple Alignment Fast Fourier Transformation) szintén egy progressziv
modszer, amit azért hoztak 1étre, hogy a tobbszords illesztést gyorsabban végezze el, mint a
tobbi algoritmus. Ehhez két 0j technikat alkalmaz. Egyrészt a homolog régiokat a gyors
Fourier transzformacioval (FFT: fast Fourier transformation) azonositja. Mivel az aminosav-
cserék gyakorisaga az aminosavak fizikai-kémiai tulajdonsagaitdl fiiggenek, ezért az FFT
atalakitja az aminosav szekvenciat a legjelentésebb tulajdonsagokra, azaz méret és polaritas
értekekre. Ez egyben azt is jelenti, hogy a MAFFT kifejezetten szlinetmentes régiokat keres.
Masrészt egy egyszerlsitett pontrendszert alkalmaz, ami jol alkalmazkodik a csokkentett

futasi id6hoz, és emellett noveli az illesztések pontossagat (Katoh & Toh, 2008).
2.4.5. Filogenetikai faszerkesztés

A filogenetikai fa az evolucids leszarmazas kulcselemeit abrazolja. A torzsfa
tulajdonképpen egy diagram, amelynek a levelei vagy OTU-jai (operational taxonomic unit)
altalaban a fajokat reprezentaljak, de jelenthetnek kisebb-nagyobb taxonomiai egységeket és
fehérjéket is. Az elagazasok (ndduszok) a kozos Osoket jelolik, amiket szokas HTU-nak
(hypothetical taxonomic unit) is nevezni. A leveleket és a csomopontokat dsszekotd agak az
evolucios folyamatokat abrazoljak (6. abra) (Zvelebil & Baum, 2008).

A filogenetikai analizisek soran kiilonbséget tesziink gyoOkereztetett ¢és nem
gyOkereztetett fak kozott. Gyokér nélkiili fa esetében ismeretlen az evolucio irdnya, csak a
rokonsagi kapcsolatokat abrazolja. Gyokereztetett fanal az egyik OTU-t megjeldljiik
gyokérként, vagyis az utolso ismert kozos Osként, igy az evollcid iranyat is rekonstrudlhatjuk.
A filogenetikai fakat ezen felill is tobbféleképpen abrazolhatjuk. Ultrametrikus torzsfaknal a
ndduszok az elvalasok sorrendjét reprezentaljak, és az 4aghosszak nem korreldlnak az
evolucios tavolsaggal. Ezzel szemben additiv torzsfa esetén az aghosszak az evolicids

tavolsagokat tiikrozik (6. abra) (Baxevanis & Ouelette, 2005).
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Azonos adatsorokbol kiindulva eltéré filogenetikai fakat készithetiink attdl fiiggden,
hogy milyen moédszerrel probaljuk rekonstrudlni az evolicids folyamatokat. A tavolsagalapu
modszerek a szekvenciak kozotti tavolsagot paronként hasonlitjak Gssze, és abbol hoznak
létre egy tavolsagmatrixot, és ez alapjan szerkesztik meg a torzsfat. A karakteralapa
modszerek ezzel szemben nem tavolsagértékekkel operalnak, hanem kozvetlentil a tobbszoros

illesztések alapjan szerkesztik meg a torzsfat (Zvelebil & Baum, 2008).
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6. abra: Az ultrametrikus (A) és additiv (B) torzsfak
Az abran a narancssarga kor jeloli a legrégebbi kozos 6st, zold korok pedig a csomoépontokat (néduszok)
reprezentaljak. A lila szinnel kiemelt szakaszok az agak, mig a piros betiik a torzsfa leveleit , azaz a
taxonémiai egységeket szimbolizaljak.

2.4.5.1. A neighbor joining médszer

A neighbor joining a tavolsagalapti modszerek kozé tartozik. Az algoritmus alapjat az
a feltételezés adja, hogy minden taxondémiai egység egy csomdpontbol indul ki. T6bbszords
illesztés alapjan paronként egy tavolsagértéket szamol, €s amelyik két szekvencia kozott a
legkisebb a tavolsag, azt Osszeolvasztja egy j csomoponttd. Ezt kdvetden ismét korrigalt
tavolsagértékeket szamol, €s a legkozelebbi rokonokat megint egyesiti. Ez a két 1épés egészen
addig ismétlodik, amig egy aggal Osszekotott két ,,levél” nem marad. A modszer azt a fat
jeleniti meg eredményként, amely 4gainak Osszege a legrovidebb. A mddszer nagy eldnye,
hogy gyors és egyszerl. Hatranya viszont, hogy a szekvencidkban talalhato informaciot
tavolsagra konvertalja, ezért jelentés adatvesztéssel jar, valamint a karakteralapt

modszerekkel ellentétben csak egy fat készit (Saitou & Nei, 1987).
2.4.5.2. A maximum parsimony modszer

A maximum parsimony a karakteralapi modszerek egyik tipusa. Az algoritmus azt a
fat keresi, amely egy kozos Ost feltételezve a lehetd legkevesebb mutacioval johetett 1étre. A

modszer tehat nem egy modellt vesz alapul a szerkesztéshez, hanem egyszeriien megszamolja
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a végbement mutaciokat. A legjobb fa megtalalasahoz sziikség lenne az Gssze lehetséges fa
megszerkesztésére, azonban sok szekvencia esetén ez nagyon sok id6t venne igénybe, ezért az
algoritmus kiilonb6z6 heurisztikakat alkalmaz. Ez viszont az eredményezheti, hogy a globalis
maximum helyett csak egy lokalis maximumot talal meg a modszer (Langely & Fitch, 1974).
Az algoritmus eldnyei kozé tartozik, hogy az informacidkat nem cseréli le
tavolsagértékekre, igy nem jar jelent0s adatvesztéssel, valamint tobb fa szerkesztésébol
valasztja ki a legjobbat. Ugyancsak elonye, hogy nem csak a szekvencidkban tarolt
informaciok alapjan rekonstrual, hanem hozza lehet adni Gj informaciokat (pl. kiils6 jegyek)
is, amiket szintén figyelembe vesz (Felsenstein, 1981). Azonban nagy hatranya, hogy a
mutaciok kozott nem tesz kiilonbséget, azaz nem stlyoz a mutacio tipusaval, ami miatt
aminosav-szekvenciak vizsgalatara kevésbé alkalmas. A mddszer masik nagy hatranya, hogy
nem tudja kezelni az evolicio felgyorsulasat, igy gyakran nem rokon szekvenciakat is kozelit

egymashoz (Zvelebil & Baum, 2008).

2.4.5.3. Modellvalasztas

A neighbor joining és a maximum parsimony modszerek tobb hatrannyal is
rendelkeznek, igy az elmult iddszakban a modell alapu algoritmusok keriiltek eldtérbe, mint
példaul a maximum likelihood és a bayesi modszer. Ezekhez meg kell keresni azt az
evolucioés modellt, amely az adatokat a legjobban leirja. Az evoluciés modellek magukban
foglaljak az egyes nukleotidok vagy aminosavak kozotti cserék valdsziniiségét, valamint a
nukleotidok, ill. aminosavak gyakorisagat a szekvencian beliil. Ezeknek 1éteznek kiegészitd
paraméterei, amik a szekvencidn beliili mutacios rata variabilitasat leir6 gamma-eloszlast (G)
¢s a nem-variabilis poziciok aranyat (1), valamint a kiilonb6zé aminosavak gyakorisaganak
korrekciojat (F) veszik figyelembe (Zvelebil & Baum, 2008).

Altalaban igaz, hogy a tobb paraméteres modell jobban illeszkedik, pontosabban irja le
az adatokat. Azonban el6fordulhatnak olyan esetek, amikor til kevés az adatunk, ezért a
paraméterek értékét nem tudjuk meghatarozni. A filogenetikai fak szerkesztése soran egy
ilyen talillesztés torzithatja a topologiat, ami téves kovetkeztetések levonasahoz vezethet. A
tilparaméterezés elkeriilése érdekében fejlesztették ki a modellszelekcios —statisztikai
kritériumokat, amik azt vizsgaljak, hogy megéri-¢ hozzaadni egy uj paramétert a jobb
illeszkedés érdekében. Ilyen kritérium az AIC (Akaike Information Criterion) vagy a BIC
(Bayesian Information Criterion).

A legjobb modell kivalasztasahoz minden evolucids modellel késziil egy torzsfa, amit

egy maximalis valdsziniiség értékkel (L) jellemez a program. Ezt az értéket altalaban -InL
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formaban adja meg. A két kritérium kozotti kiilonbség, hogy eltéréen sulyoznak a
paraméterszammal: a BIC sokkal er6teljesebben veszi azt figyelembe, mint az AIC.
AIC = =2-InL; + 2 - p;, ahol i: modell sorszama
Li: az adott modellel késziilt fa valoszintisége

pi: az adott modell paraméterszama

BIC = —=2-InL; + p; -InN ,ahol N: az adott illesztésben a poziciok szama
A kritériumok a valdszinliségi maximumot a -InL; minimumaval keresik meg, igy az a legjobb
modell, aminek a legkisebb az AIC vagy a BIC értéke. Azonban minden esetben elére el kell
donteni, hogy melyik kritérium alapjan akarjuk a legjobb modellt meghatarozni, amelyet a
kiilonboz6 alkalmazasok szabnak meg (Zvelebil & Baum, 2008).

2.4.5.4. A maximum likelihood médszer

A maximum likelihood egy modell alapti mddszer, amely a kivalasztott evolicios
modell alapjan szerkesztett legvalosziniibb torzsfat (amelynek a legnagyobb az L értéke) adja
eredményiil. Az L érték adja meg az adatsorunk (t6bbszords illesztés) valdszinliségét az
alkalmazott evolicidos modell és kapott topologia mellett. A modszer egy heurisztikat
alkalmaz a legjobb fa megtaldlasahoz, vagyis nem szerkeszti meg az Osszes lehetséges
torzsfat. Igy eléfordulhat, hogy az eredményként kapott fa csak egy lokalis maximumot
abrazol a globalis maximum helyett (Felsenstein, 1981).

A modszer elonye, hogy a szekvencidkban tartalmazott informaciok jelentds részét
felhasznalja, valamint a legjobb fat statisztikai probakkal valasztja ki. Hatranya viszont, hogy
hatékonysaga nagyon fiigg a kivalasztott modelltdl, illetve idéigényes (Zvelebil & Baum,
2008).

2.4.5.5. Bootstrap analizis

A neighbor joining, maximum parsimony és maximum likelihood moddszerekkel
szerkesztett torzsfak reprodukélhatdsagat a bootstrap analizissel lehet vizsgalni. A modszer
visszatevéses ismételt €s random mintavételezéssel Uj adatsorokat, azaz tobbszords
illesztéseket hoz létre az eredetib6l. Ezaltal el6fordulhat, hogy egyes oszlopok teljesen
kimaradnak, masok pedig tobbszor szerepelnek. A modszert szemléltethetjiik tgy, hogy egy
pakli magyar kartya adatsorat a 32 lapja adja. Az 0j adatsor eldallitasahoz megkeverjiik a
paklit, majd egy lapot huzunk. A kartyat azonban nem tessziik félre, hanem csak felirjuk az
értékét, és visszahelyezziik a tobbi kozé. Ezt kovetden ismét megkeverjik a paklit, és egy

ujabb kartyat huzunk. Ennek is feljegyezziik az értékét, és visszatessziikk a pakliba. Ezt
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mindaddig folytatjuk, mig a feljegyzésiinkben 32 érték nem szerepel. Mivel a kartyakat
minden esetben visszaraktuk a pakliba, ezért eléfordulhat, hogy az 10 adatsorban tobbszor
szerepel példaul a tok VIll-as, de egyszer sem keriilt bele példaul a zold felso.

Altalaban szaz 0j adatsort allitunk el, amelyek alapjan torzsfakat készitiink. A szaz
filogenetikai fabol egy konszenzus fat szerkesztiink, amelynek elagazasaihoz hozzarendeljiik
a bootstrap értéket. Ez az érték szazas ismétlés esetén azt mutatja meg, hogy az adott elagazas
hanyszor fordult el6 pontosan ebben az elrendezésben. Nagyobb szamu ismétlés esetén a
bootstrap szazalékos értéknek tekintendé (Felsenstein, 1985). A szakirodalomban nincs
egyetértés arra vonatkozolag, hogy a bootstrap érték pontosan mit mér. Eredetileg a
reprodukalhatésag mérésére hasznaltdk, manapsdg azonban inkdbb a fak megbizhatosagat

jellemzik vele (Baxevanis & Ouelette, 2005).
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3. Célkitiizés

TDK dolgozatom célja a Schizosaccharomyces pombe Sepl5 (Med8) sejtszeparacios
proteinjének filogenetikai analizise volt. A fehérje a transzkripcidhoz elengedhetetlen
Mediator komplex egyik alegysége, amely igy a sejtszeparacioban is fontos szerepet tolt be.

Munkam soran célul tliztem ki, hogy kortilbeliil 70 gombafajban azonositsam a Sep15
fehérje ortologjait fajok kozotti BLAST keresés segitségével. Noha a gén minden
eukariotadban megtalalhatd, a keresést a gombak kirdlysagara korlatoztam, mivel a kutatas
elsdsorban a szeptacios gének vizsgalatira koncentrdl, ami hosszitavon a dimorfizmus
megértését is segitheti. A fajok kivalasztasanal kiilon figyelmet forditottam arra, hogy a
fontosabb rendszertani egységeket megfelelden reprezentaljam, amelynek alapjat Wang és
munkatarsai cikke (Wang et al.,, 2009) adta. A cikk megjelenése ota Ujabb fajokat
szekvenaltak meg, igy a listat ahhoz képest ki tudtam bdviteni. A kivalasztasnal fontos
szempont volt, hogy az adott faj teljes genomi szekvencidja elérhetd legyen az
adatbazisokban, mivel részlegesen megszekvenalt genom esetében nem lehetiink biztosak
benne, hogy valéban az adott fehérje ortologjat azonositottuk. Ettél a kritériumtol azonban
eltekintettem a munkam szempontjabdl fontos egy-két esetben. Ezen kiviil csak azokat a fajok
kozotti talalatokat fogadtam el ortolog jeloltnek, amelyek reciprok BLAST (visszakeresés a S.
pombe genomjaban a kapott szekvenciaval) soran a Sepl5 fehérjét adtak ki elsé talalatként.
Mivel a hasonlosagot jellemzd érték fligg az adatbdzis méretétdl, és a keresés sordn tobb
adatbazist (NCBI, BROAD, JGI) is hasznaltam, ezért standardizalni kellett az eredményeket.
Ennek érdekében paros BLAST keresést alkalmaztam, amellyel paronként hasonlitottam
Ossze a szekvenciakat.

Az ortolégok pontos azonositasa érdekében megvizsgaltam, hogy a BLAST talalatok
doménszerkezete megegyezik-e a Sepl5 fehérje doménszerkezetével. Csak azokat a
fehérjeszekvenciakat fogadtam el valodi ortolognak, amelyek egyben tartalmazzak a Med8
domént. Ehhez a Pfam-A internetes adatbazist hasznaltam.

A filogenetikai analiziseknél nincs konszenzus a legjobb modszert illeten, ezért célul
tliztem ki a kiilonb6z6 modszerek dsszehasonlitasat. A valodi ortolégnak elfogadott talalatok
tobbszords illesztését harom kiilonb6z6 algoritmussal (ClustalX, PRANK ¢és MAFFT)
végeztem el. A tobbszoros illesztés adja a torzsfaszerkesztés alapjat, ezért a tobb algoritmus
alkalmazasa pontosabb kovetkeztetések levondsat eredményezi. Ezt kovetden elvégeztem a
fehérjék torzsfajanak szerkesztését. Akarcsak a tobbszoros illesztés soran, itt is tobb modszert

alkalmaztam a megbizhatobb eredmények érdekében. A filogenetikai fdkat a MEGA
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programban neighbor joining, maximum parsimony €s maximum likelihood modszerekkel is
megszerkesztettem, és a fak megbizhatésagat bootstrap analizissel vizsgaltam. Annak
érdekében, hogy megtalaljam az adataimat legjobban leir6 tobbszoros illesztést és modszert, a
torzsfaszerkesztéshez is kiilonbozé programokat alkalmaztam. Igy a neighbor joining
modszerrel abrazolt fat PHYLIP szoftverrel, a maximum likelihood fat pedig PhyML

programmal is elkészitettem.
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4. Eszkozok és modszerek

4.1. Adatgyiijtés

A munkamat adatgytjtéssel kezdtem, annak érdekében, hogy a Sepl5 fehérje
tulajdonsagait jobban megismerjem. Ahhoz, hogy minél részletesebb képet kapjak a
proteinrél, négy adatbazist hasznaltam: a PomBase-t [1.], a Pfam-ot [2.], az UniProt [3.] és a
BROAD Institute [4.] adatbazisat. (A szogletes zardjelek a munkam soran alkalmazott
adatbazisokat és szoftvereket jelolik, amelyeknek elérhetdségeit a 8. fejezetben tiintetem fel.)

Tobbek kozott utanajartam a vizsgalt fehérje pontos méretének és funkciojanak, az
izoelektromos pontjanak, a tomegének és a toltésének. De kivancsi voltam arra is, hogy a
sejtciklus alatt hogyan fejezddik ki, van-e poszttranszlaciés modosulasa, illetve milyen mas

fehérjékkel 4ll kolesonhatasban.

4.2. Ortologok keresése

Munkam soran nukleotid szekvenciak helyett fehérjeszekvencidkkal dolgoztam, mivel
az altalam végzett kutatasra sokkal alkalmasabbak. A nukleotid szekvencidkban minden
mutacido nyomon kovethetd, de tartalmazzak a valtozasok szempontjabdl jelentéktelen nem
kodolo (intron) szakaszokat. Ezaltal kozeli fajok evollcids leszarmazasanak rekonstrudlasara
megfelelnek, de a tavolabbi fajok kozotti rokoni kapcsolatok felderitésére a
fehérjeszekvencidk alkalmasabbak. Emellett mivel hisz kiilonb6z6 elembdl épiilnek fel, az
ortologok keresésére €s a tobbszoros illesztésre jobban hasznéalhatok.

Az ortologok kereséséhez el6szor a keresOszekvenciat, azaz a S. pombe Sepl5
proteinjének aminosav-szekvenciajat kellett megkeresnem. Ezt a S. pombe PomBase
adatbazisabol toltdttem le. Az ortologok kereséséhez azonban hirom masik adatbazist
hasznaltam, a legelterjedtebben alkalmazott NCBI (National Center for Biotechnology
Information) [5.], a JGI (Joint Genome Institute) [6.], valamint a BROAD Institute
adatbazisat. Az utobbi kettére azért volt sziikség, mert a Taphrinomycotina altdrzsbe tartozo
néhany faj teljes genomja nem elérheté a NCBI-ban. A JGI a Saitoella complicata
szekvenciajat, a BROAD pedig a Schizosaccharomyces nemzetségbe tartozd négy fajét
tartalmazza. Az egységesség érdekében a S. octosporus, a S. cryophilus és a S. japonicus
szekvencidjat a BROAD adatbazisabol toltottem le.

Az ortologok kereséséhez a NCBI altal biztositott BLASTp algoritmust alkalmaztam,

amely lehetdséget ad kiillonboz6 paraméterek egyéni bedllitasara. Manudlisan allithat6 a ,,max
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target sequence”, ami a program altal megjelenitett talalatok szamat hatarozza meg; a ,,word
size” allitasaval szabalyozhatd, hogy mekkora egységekre darabolja a szekvenciat, ami
alapjan a hasonlosagokat keresi; az ,,expect threshold” pedig azt a felsé értéket hatarozza
meg, amelynél nagyobb E-értékii talalatot nem jelenit meg. Megvalaszthatd még ezen kiviil az
alkalmazott szubsztitlicios matrix, a sziinetekért jaré biintetépontok mértéke, valamint a

maszkok és filterek alkalmazéasa is. Munkdm soran az alapbeallitasokat alkalmaztam (1.

tablazat).
1. tablazat: A BLAST beallitasai
Max target sequences 100
. Automatically adjust parameters for short
Short queries ;
input sequences
Expect threshold 10
Word size 3
Max matches in a query range 0
Matrix BLOSUM62
Gap costs Existence:11, Extension:1
Filter No
Mask No

Az ortologok keresése soran az S. pombe Sepl5 fehérjeszekvencijaval fajok kozotti BLASTp
analiziseket végeztem. Eleinte a gombak kiralysagara, majd kiilonbozé gombatorzsekre, végiil
pedig az adott faj genomjara sziikitettem a teljes adatbazist. Ezt azért lattam sziikségesnek,
mert eléfordult, hogy egy-egy keresés alkalmaval nem jelent meg minden talalat.

Mivel a keresés soran tobb adatbazisbol dolgoztam, és a hasonldsagot jellemzd E-érték
fiigg az adatbazis méretétdl, ezért paros BLAST-ot végeztem el. Keresd szekvencianak
minden esetben a S. pombe szekvenciajat hasznaltam, a cél (target) szekvencia pedig az adott
fajban talalt aminosavszekvencia volt.

A keresés utolsd 1épéseként reciprok (reverz) BLAST-ot hajtottam végre, amelynek
soran az adott faj szekvencidjaval kerestem a S. pombe genomjaban. Mint ahogy azt a
célkitiizésben emlitettem, csak azt a talalatot fogadtam el valos ortolognak, amely az S. pombe
Sepl5 proteinjét hozta vissza elso talalatként.

A keresés eredményeképpen vizsgalt fajok listajat a 2. tdbldzat tartalmazza. A
tablazatbol kiolvashatd, hogy az adott faj szekvencigjat melyik adatbazisbol mentettem le,

illetve jeldltem az irodalomban fontos perfekt gombak teleomorf és anamorf neveit is.
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2. tablazat: A vizsgalt fajok listaja (taxondmiai egységenként, ABC sorrendben)

faj | adatbazis
Ascomycota — Taphrinomycotina (Archiascomycetes)
Pneumocystis jiroveci NCBI
Saitoella complicata JGI
Schizosaccharomyces pombe PomBase
Schizosaccharomyces japonicus BROAD
Schizosaccharomyces octosporus BROAD
Schizosaccharomyces cryophilus BROAD
Ascomycota — Saccharomycotina (Hemiascomycetes)
Ashbya gossypii NCBI
Candida albicans NCBI
Candida dubliniensis NCBI
Candida glabrata NCBI
Candida orthopsilosis NCBI
Candida tenuis NCBI
Candida tropicalis NCBI
Clavispora lusitaniae NCBI
Debaryomyces hansenii (Candida famata) NCBI
Eremothecium cymbalariae NCBI
Kluyveromyces lactis NCBI
Komagataella pastoris (Pichia pastoris) NCBI
Millerozyma farinosa (Pichia farinosa) NCBI
Saccharomyces cerevisiae NCBI
Scheffersomyces stipitis NCBI
Spathaspora passalidarum NCBI
Yarrowia lipolytica NCBI
Ascomycota — Pezizomycotina (Euascomycetes)
Arthrobotrys oligospora NCBI
Aspergillus flavus NCBI
Aspergillus fumigatus NCBI
Aspergillus kawachii NCBI
Aspergillus nidulans NCBI
Blastomyces dermatitidis (Ajellomyces dermatitidis) NCBI
Botrytis cinerea (Botryotinia fuckeliana) NCBI
Chaetomium thermophilum NCBI
Coccidioides immitis NCBI
Coccidioides posadasii NCBI
Cochliobolus heterostrophus NCBI
Exophiala dermatitidis (Wangiella dermatitidis) NCBI
Fusarium pseudograminearum NCBI
Glomerella graminicola (Colletotrichum graminicola) NCBI
Histoplasma capsulatum (Ajellomyces capsulatus) NCBI
Magnaporthe oryzae NCBI
Myceliophtora thermophila NCBI
Mycosphaerella fijiensis NCBI
Nectria haematococca (Fusarium solani) NCBI
Neosartorya fischeri NCBI
Neurospora crassa NCBI
Paracoccidioides brasiliensis NCBI
Parastagonospora nodorum NCBI

A tablazat a 33. oldalon folytatédik
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2. tablazat folytatasa: A vizsgilt fajok listaja (taxonémiai egységenként, ABC sorrendben)

Penicillium chrysogenum NCBI
Pyrenophora tritici-repentis NCBI
Thielavia terrestris NCBI
Trichoderma reesei NCBI
Tuber melanosporum NCBI
Verticillium albo-atrum NCBI
Verticillium dahliae NCBI
Basidiomycota
Coniophora puteana NCBI
Coprinopsis cinerea NCBI
Cryptococcus neoformans NCBI
Dichomitus squalens NCBI
Fibroporia radiculosa NCBI
Fomitiporia mediterrenaea NCBI
Laccaria bicolor NCBI
Melampsora larici-populina NCBI
Postia placenta NCBI
Puccinia graminis NCBI
Punctularia strigosozonata NCBI
Schizophyllum commune NCBI
Stereum hirsutum NCBI
Trametes versicolor NCBI
Ustilago maydis NCBI
Wallemia sebi NCBI
Zygomycota
Mucor circinelloides NCBI
Phycomyces blakesleeanus NCBI
Rhizopus delemar (Rhizopus oryzae) NCBI
Chytridiomycota
Batrachochytrium dendrobatidis NCBI
Oomycota
Phytophthora sojae NCBI

4.3. A doménszerkezet azonositasa

A doménszerkezetet a Pfam internetes adatbazis segitségével vizsgaltam. Munkdm
soran csak a Pfam-A adatbazist haszndltam, mert az tartalmazza a kisérletekkel igazolt
fehérjecsaladokat. Eredeti elképzelés szerint csak azokat a taldlatokat fogadtam volna el
ortolognak, amelyek szignifikdnsak, azonban munkdm soran ezen valtoztatni kellett. A
Basidiomycota tdrzsbe tartozd fajok jelentds részében ugyanis az adatbazis nem talalta
szignifikdnsnak a domént, igy esetiikben figyelmen kiviil hagytam ezt a kritériumot. Az
elfogadasnak azonban feltétele volt, hogy a fehérje megszakitas nélkiil tartalmazza a MedS8

domént.
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4.4. Tobbszoros illesztés

A t6bbszoros illesztést harom kiilonb6z6 programmal végeztem el. Az algoritmusok
masképp kezelik a sziinetek blintetését, illetve eltérd heurisztikakat alkalmaznak, ezért
alkalmasak az eredmények megerdsitésére.

Munkam soran a ClustalX [7.] programot hasznaltam, ami a ClustalW algoritmust
alkalmazza. A W az angol weighted szot szimbolizdlja, mivel a program az illesztés
kiilonb6z6 részeit eltéréen sulyozza. A programban tobb paraméter is manudalisan allithato,
amiket igyekeztem Osszhangba hozni a BLAST soran alkalmazott értékekkel. Igy az uj
szlinetek megjelenéséért 11, mig a sziinetek boviiléséért 1 biintetdpontot, az alkalmazott
matrixnak pedig a BLOSUM csaladot allitottam be. Aminek a BLAST-ban nem volt
megfeleldje, azt meghagytam alapbeallitdsként.

A ClustalX mellett az interneten is elérhetd6 PRANK [8.] és MAFFT [9.] programokkal
dolgoztam. Bar az internetes feliileteken is lehet valtoztatni a paramétereken, én mindkét

esetben az alapbeallitasokat alkalmaztam.

4.5. Torzsfaszerkesztés

Munkam soran elsésorban a MEGA [10.] programot hasznaltam, amellyel a neighbor
joining, maximum parsimony ¢és maximum likelihood moddszerekkel szerkesztett fakat
készitettem el. A program lehetdséget ad a legjobb evolucios modell kivalasztasara és
beallitasara, valamint a bootstrap analizis alkalmazasara is. A torzsfak szerkesztése soran 100-
as bootstrap értékkel dolgoztam. A neighbor joining fak esetén az alapértelmezett JTT (Jones-
Taylor-Thornton) evoluciés modellt alkalmaztam, a maximum likelihood modszer esetén
pedig mindig megkerestem a BIC kritérium alapjan az adatokat legjobban leird evolucios
modellt.

A végso fajlistabol késziilt torzsfakat mas programokkal is megszerkesztettem annak
érdekében, hogy a MEGA programmal kapott eredményeket alatdmasszam. A neighbor
joining modszerrel készitett fahoz a PHYLIP [11.], a maximum likelihood modszerrel
készitett fahoz pedig a PhyML programot [12.] alkalmaztam. A PHYLIP hasznalata soran is a
JTT evoluciés modellt, mig a PhyML szoftver hasznédlata sordan a MEGA modellkeresése
soran kapott legjobb evoluciés modellt alkalmaztam. A MEGA programmal végrehajtott
szerkesztésekhez hasonldan ezekben az esetekben is 100-as bootstrap értékkel dolgoztam. A
torzsfak megjelenitéséhez és szerkesztéséhez pedig a TreeView [13.] és a FigTree [14.] nevii

programokat hasznaltam.
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5. Eredmények
5.1. A Sep1S5 fehérje tulajdonsagai

A munkamat a vizsgalt fehérje tulajdonsagainak megismerésével kezdtem. A protein
két néven ismert az irodalomban: Sepl5-ként, mivel szeptacids fehérjeként fedezték fel a
hasad6 élesztében; valamint Med8-ként, ami arra utal, hogy a Mediator komplex nyolcas
szamu alegysége. Az eredmények targyalasa sordn mind a ketté elnevezést hasznalni fogom.

A kiilonb6z6 adatbazisokbol 6sszegylijtott fontosabb jellemzoket a 3. tablazat tartalmazza.

3. tablazat: A S. pombe sepl5 génjének és a Sep15 proteinjének fébb tulajdonsagai

Gén lokalizaciéja 2. kromoszéma: 3219316-3222152 +
Gén hossza 2837 nukleotid
Fehérje hossza 200 aminosav
Fehérje tomege 23.3 kDa
Fehérje toltése -1.5
Fehérje izoelektromos pontja pH = 4.88

A fehérje kifejezddése nem mutat ciklikussagot a sejtciklus alatt, nem rendelkezik
szignalpeptiddel, valamint poszttranszlaciés modosulasa sem ismert. A protein konzervalt
régioja két a-hélixet tartalmaz, amiken keresztiil feltehetéen a Mediator komplex tobbi
alegységéhez kapcsolodik. A fehérje N-termindlisa a Mediator komplex feji doménjéhez

kotédik, mig a C-termindlisa a Med18 alegységgel all kapcsolatban.

5.2. Ortolagjeloltek keresése
5.2.1. Talalatok a Taphrinomycotina altérzsben

Kutatasom kozéppontjaban a Schizosaccharomyces pombe all, igy az ortologjeldltek
keresését a legkozelebbi rokonaiban kezdtem. A t6bbi hasado élesztében (S. japonicus, S.
octosporus, S. cryophilus) megtalaltam a Sepl5 fehérje ortologjat, amelyek viszonylag
nagymértékii hasonlésagot mutatnak. A talalatokat jellemzd E-értékek nagyon alacsonyak,
ezért feltételezhetd, hogy valodi ortologokrdl van sz6 (4. tablazat). A talalatokkal reciprok
BLAST-ot hajtottam végre, és minden esetben a Med8 proteint kaptam vissza els6 talalatként.

A Schizosaccharomyces nemzetség vizsgalata utin a Taphrinomycotina altdrzs tobbi
nemzetségében folytattam a keresést. A Sepl5 fehérje ortologjat a Pneumocystis jiroveci és a
Saitoella complicata fajokban is megtalaltam. Ahogy a 4. tablazatban lathato, mindkét ortolog
nagyjabol 50%-os egyezést mutat a S. pombe Sepl5 proteinjével, azonban a
Schizosaccharomyces fajoknal nagysagrendekkel nagyobb E-értékekkel rendelkeznek. A

reciprok BLAST elvégzése soran viszont itt is a Med8 fehérjét kaptam vissza elsé talalatként.
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Az altorzsbe tartozé Taphrina és Neolecta nemzetségeket dolgozatomban azért nem

targyalom, mert jelenleg még nincs olyan fajuk, amelynek elérhetd lenne a teljes genomi

szekvencidja.

4. tablazat: A S. pombe Sep15 proteinjének ortologjai a Taphrinomycotina altérzsben

S. S. S. P. S.
S. pombe | . . : . . i
japonicus | cryophilus | octosporus | jiroveci | complicata
Torzs | 972h | yrs27s | scva S06 SE6 | s
Fehérje SPBC | SIAG 0 | SPOG 0 | SocG 0 | ccCJ29 101136403
kodja 21.04 3622 0748 0147 994.1
Feherje 200 199 198 198 186 283
hossza (as)
BLAST 140/193 158/200 153/199 108/197 54/97
hasonlésag (73%) (79%) (77%) (54%) (55%)
BLAST 110/193 126/200 124/199 68/197 33/97
egyezés (57%) (63%) (62%) (35%) (34%)
BLAST 3/193 2/200 2/199 33/197 1/97
sziinetek (2%) (1%) (1%) (16%) (1%)
BLAST 222 bit 256 bit 236 bit 111 bit 60.1 bit
pontszam (566) (653) (602) (278) (144)
E-érték 107 8-10™" 4-10°% 7-10°% 10"

A narancssarga hatteri fajokban talalt ortologok kiilonb6z6 okok miatt nem szerepelnek a végso
torzsfakon.
A Taphrinomycotina altorzs minden vizsgalt fajaban csak egy ortologot talaltam, igy

feltételezhetd, hogy génduplikécié soran nem jottek 1étre paralogok.
5.2.2. Talalatok a Saccharomycotina altérzsben

Az ortologok keresését a Saccharomycotina altérzsben folytattam, ahovd az
élesztdszerli novekedést mutatd aszkuszos gombdk tartoznak. Munkdm soran 17 fajban
talaltam ortologot, amelyeknek részletes eredményeit a Fiiggelék F1. tablazata tartalmazza.
Egyes fajok esetében tobb torzsben is végeztem keresést. A Saccharomyces cerevisiae dsszes
megszekvenalt torzsében jelen van a fehérje, azonban csak hdrom torzs szekvencidjat
hasznaltam fel a filogenetikai fak megszerkesztéséhez. A kivalasztott torzsek kozott szerepel
a faj tipustorzse (S288c), egy boraszatban jelentds torzs (VL3), valamint egy anyagcsere-
mérndki és rendszerbiologiai kutatdsokban jelentés torzs (CEN.PK113-7D). A Candida
albicans esetén is mindkét szekvenalt torzsben (SC5314 és WO-1) megtalaltam az ortologot.
Az SC5314 torzsben két kopiaban is jelen van a protein, azonban ezek nem paralégok. A
szekvenalas soran egy diploid torzset hasznaltak, ezért a torzs egész genomja duplan szerepel

az adatbazisban.
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A taldlatokra altalanossagban igaz, hogy az E-értékiik 107 koriil ingadozik. A
viszonylag magas érték oka az, hogy egy nagyon révid - minddssze 200 aminosavbol all6 -
fehérjérdl van sz6. A talalatokkal reciprok BLAST-ot hajtottam végre annak érdekében, hogy
megbizonyosodjak rdla, valoban ortoldg szekvenciakrol van-e sz6. Mivel minden alkalommal
a Med8 proteint kaptam vissza elsO taldlatként, feltételezhetd, hogy valdéban evolucids

kapcsolat van a fehérjék kozott.
5.2.3. Talalatok a Pezizomycotina altorzsben

A Pezizomycotina altorzset alkotd fonalas gombak kozott 27 fajban taldltam meg a
Sepl5 fehérje ortologjat (Fliggelék, F2. tablazat). Azoknal a fajoknal (pl. A. dermatitidis, A.
fumigatus, P. brasiliensis), amelyeknek tobb ismert torzsiik van, a torzseken belil is
elvégeztem az ortologok keresését. Az A. capsulatus esetén az 6t ismert és megszekvenalt
torzsébdl csak harmat (NAml, GI186AR ¢és H143) tiintettem fel a filogenetikai fakon.
Egyrészt a G217B torzse nincs még annotalva, masrészt akarcsak a S. cerevisiae esetében, el
akartam keriilni a fajok talreprezentalasat. A vizsgalt fajok koziil P. tritici-repentis, a C.
heterostrophus és a P. nodorum esetében nem adodott ortologjeldlt, aminek hatterében a nem
megfeleld vagy részleges annotacié allhat. A genom annotalasa alatt a gének és a kodold
régiok elhelyezkedésének, valamint a gének funkcidjanak azonositasat értjiik. A fehérjék
szekvenalasa még nem szamit rutin technikdnak, ezért a szekvenciaikat csak a gének
leforditasaval kaphatjuk meg.

A taldlatok E-értékei ismét tobb nagysagrenddel nagyobbak, azonban a reciprok
BLAST minden faj esetében a Med8 fehérjét hozta vissza elsd talalatnak. Az A. oligospora
viszonylag jo értékekkel rendelkezett, azonban a benne taldlhatd ortolog hossza tobb mint

crer

Ezért a faj a végsd fan nem szerepel.
5.2.4. Talalatok a Basidiomycota torzsben

A bazidiumos gombak kozotti keresés eredményeként 11 fajban talaltam ortoldgot,
amit a Fuggelék F3. tablazata foglal 6ssze. Tobb fajnal (Postia placenta, Cryptococcus
neoformans, Melamspora larici-populina, Puccinia graminis és Ustilago maydis) a keresés
nem vezetett eredményre. Eléfordulhat, hogy a megszekvenalt genom nem megfelelden lett
annotalva, vagy olyan mértékli valtozas kovetkezett be a fehérje szekvencidjadban, hogy a
BLAST mar nem talalja hasonlénak a két szekvenciat.

A bazidiumos taldlatokra jellemzd, hogy az E-értékiik csak 107 koriili. Ahogy a tobbi

esetben is, itt is mindig a MedS8 proteint kaptam vissza els6 talalatként a reciprok BLAST
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soran. A C. cinerea és a D. squalens szekvenciai tal hosszunak bizonyultak, ezért a végsé fan

ezek a fajok sem szerepelnek.
5.2.5. Talalatok a Zygomycota torzsben

A jaromsporas gombak torzsében minddssze két fajban talaltam ortoldgot, adataikat a
Fiiggelék F3. tablazata tartalmazza. A Zygomycota torzsbe tartozé fajok koziil alig néhanynak
érhetd el a teljes genomi szekvencidja, illetve egyes megszekvenalt fajok esetében (pl. P.
blakesleeanus) nem teljes az annotacid. A talalatok E-értéke alacsonyabb, mint a legtobb
bazidiumos gombaban talalt ortologé, valamint reciprok BLAST soran mindkét esetben a
Med8 fehérjét kaptam vissza els6 helyen. Ezek alapjan valosziniisithetd, hogy a talalt fehérjék
a Sepls fehérje ortologjai.

5.2.6. A kiilso csoport meghatarozasa

Kiilsé csoportnak érdemes azt az ortologot valasztani, amelynek E-értéke nagyobb,
mint a legtobb belcsoportban 1évdé ortologé, de még elég kicsi ahhoz, hogy rokonnak
tekinthessiik. El6szor a petesporas (Oomycota) gombak kozott kerestem ortologokat, de az
osztalyt képviseld P. sojae-ban nem volt taldlatom. Ezutan a Chytridiomycota tdrzsre
szlikitettem a keresést, ahol talaltam egy fajt (B. dendrobatidis), amiben jelen van a Sep15
protein ortologja. A taldlat E-értéke ugyan egy-két nagysagrenddel alacsonyabb néhany
bazidiumos talalatnal, azonban ez a torzsfak szerkesztése sordn nem torzitotta a topoldgiat.
Reciprok BLAST soran pedig a Med8 jott vissza elsd taldlatként, ami alatdmasztja, hogy

valddi ortoldgrdl van szo.

5.3. Az ortologjeloltek vizsgalata
5.3.1. Doménszerkezet azonositasa

Fontosnak tartottam, hogy a BLAST keresés soran azonositott ortologjelolteknél
ellenérizzem, hogy tartalmazzak-e a S. pombe-ban jelen 1év6 Med8 domént (F4. tablazat). A
S. pombe-ban talalhaté domén vége azért cikk-cakkos a 7. abran, mert a program nem tudta

pontosan azonositani, hogy hol ér véget a domén.

_J.'[E_dﬁd

Significant Pfam-A Matches
Show or hide all alignments.

1 191 1 189

Med8 Mediator of RNA polymerase 11 transcrij pt ... Family 1 176 226 215.3 7.4e-64

7. abra: A S. pombe Sep15 fehréjeszekvenciajanak azonositasa a Pfam-A adatbazisban [2.]
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Egy taldlatot csak akkor tekintettem volna valédi ortolognak, ha a domén
szignifikansan és megszakitas nélkiil van jelen benne. Azonban a Pfam nem mindsitette
szignifikansnak a domént a legtobb bazidiumos gomba proteinjében. Ennek hatterében az
allhat, hogy a Pfam adatbazisaban a Med8 domént leird rejtett Markov modellben a
bazidiumos gombak alulreprezentaltak: a gombafajokbdl szarmazoé 117 szekvencia koziil
minddssze kettd tartozik a Basidiomycota torzsbe. A modell felépitésében az aszkuszos
gombak mellett az allatok kirdlysaga, azon beliil is a gerincesek fehérjéi jatszanak fontos
szerepet. Az emlitett két csoport szekvencidja jobban hasonlit egyméshoz, mint a bazidiumos
gombdkéhoz, igy tobb Basidiomycota torzsbe tartozod faj bevonasa valdsziniileg torzitana a
kisérleti szempontbol fontos fehérjék adatainak értékét. Ugyan a bazidiumos gombak
fehérjéiben nem szignifikansan, de jelen van a Med8 domén, azonban a domén hossza a
legtobb esetben szdz aminosavnal is rovidebb (F4. tablazat). Mindezt figyelembe véve
feliilbiraltam a Pfam eredményét, és a végsd torzsfdk megszerkesztésekor a legtobb
bazidiumos gomba szekvencidjat felhasznaltam.

A filogenetikai fdk  megszerkesztés¢hez a Pfam  4altal meghatarozott

doménszekvenciakat lementettem ugy, hogy a beillesztett sziineteket toroltem.
5.3.2. Tobbszoros illesztés

Az elfogadott ortologok tobbszorods illesztését harom, a ClustalX, a PRANK ¢és a
MAFFT algoritmussal végeztem el. Az elsé két programot az Osszes torzsfa szerkesztése
soran alkalmaztam, a MAFFT algoritmust pedig a végsé fak elkészitésénél hasznaltam. A
tobbszoros illesztésekhez az ortologok teljes fehérjeszekvenciai mellett a doménszekvenciakat
1s felhasznaltam. A domének szekvenciai altalaban konzervaltabbak, aminek kovetkeztében
az evolucids valtozasok lassabban mennek végbe benniik. Emellett altalaban kisebb eltérések
mutatkoznak a szekvencidk hosszéban, igy kevesebb sziinet beillesztésére van sziikség.
Ezeknek az elénydknek koszonhetden pontosabb kovetkeztetéseket lehet levonni, ami
megbizhatobb eredményekhez vezet.

A WebLogo [15.] egy internetes feliilet, amely a tobbszorods illesztések szemléltetésére
alkalmas. A 8. abran a négy hasado élesztd, a P. jiroveci, a sarjadzo élesztd S. cerevisiae,
valamint a fonalas A. flavus Sep15 aminosav-szekvenciainak illesztésének részlete lathato.
leolvashat6, hogy az adott poziciokban milyen gyakorisdggal fordulnak el6. Az aminosavakat
jelolo betiik magassaga az adott aminosav gyakorisagéaval, mig a vastagsaguk a beillesztett

szlinetekkel aranyos. A 8. dbran a Sepl5 protein egyik legkonzervaltabb régidja lathato,
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amely a 98. aminosavtol a 127. aminosavig tart. Egyes poziciokban mind a hét faj azonos
aminosavat tartalmaz, mint példaul az 103. pozicidban 1évé prolin (P). Azonban még a
legkonzervaltabb régidkban is eléfordulnak olyan pozicidk, ahol majdnem mindegyik faj mas

aminosavat tartalmaz (pl. 101. pozicio).

I

A LSSYlL TTTHAS

100 105 110 115

probability

WebLogo 3.3

srer

algoritmussal késziilt tobbszoros illesztéséraol

5.4. Torzsfaszerkesztés

Annak érdekében, hogy a protein evolucidjardl a legpontosabb képet kapjuk, a
torzstakat kezdetben a tobbszordsen illesztett teljes fehérje- és doménszekvencidkkal is
elkészitettem. Mint ahogy azt az 5.3.1. fejezetben emlitettem, a doménszekvencia sokkal
konzervaltabb, igy altalaban megbizhatobb eredményeket ad. A torzsfak szerkesztése soran
azonban azt tapasztaltam, hogy a teljes fehérje szekvencia alkalmazéisaval jobb topologiat
kapok. Ez nem csak a nagyobb bootstrap értékekben tiikr6z6dott, hanem az agak
elhelyezkedésében is, amelynek eredményeként tobbszor eléfordult, hogy a kiilonb6zd
torzsekbe tartoz6 gombafajok ortologjai keveredtek. Ennek az lehet az oka, hogy a Sepl5
fehérje esetében a doménszekvencia hosszaban sokkal nagyobb szoras mutatkozik, mint a
fehérjék hosszaban. Ezaltal pont a sok sziinet beillesztését nem sikertil elkeriilni, raadasul a
rovid doménszekvencidk nem is tartalmaznak elegendd informaciot a torzsfaszerkesztéshez.

A torzsfak szerkesztését ezutan csak a teljes fehérjeszekvenciakkal hajtottam végre,
azonban a tobbszords illesztéseket a munkdm soran végig a ClustalX és PRANK
algoritmusokkal végeztem el. A végso torzsfak elkészitése soran pedig a MAFFT algoritmust
is hasznaltam. Alapvetden azt tapasztaltam, hogy a ClustalX programmal késziilt fak jobb
bootstrap értékkel rendelkeztek, mint a masik két algoritmussal szerkesztett torzsfak; valamint
az elagazasok elhelyezkedése nagyjabol megfelelt a Wang ¢és munkatarsai altal leirt
evolucionak (4. ébra). A PRANK programmal készitett illesztések leggyakoribb hibaja a
fehérjéje gyakran hamarabb valt el, mint a tobbi Schlzosaccharomyces fajban talalt ortologok.
Ez ellentmond annak az elképzelésnek, miszerint a S. japonicus - szemben a tobbi hasado

¢lesztével - azért képes valtani az €lesztdszert és a fonalas novekedési forma kozott, mivel
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hamarabb valt el, mint ahogy a nemzetségre jellemzd egysejti morfoldégia dominanssa
valhatott volna (Sipiczki, 2004). Egy olyan kutatasnal, amelynek kozéppontjaban a
Taphrinomycotina altérzs all, ez nem elhanyagolhatd eltérés, azonban ezt leszamitva, a
PRANK algoritmussal késziilt illesztések alatamasztjdk a ClustalX algoritmus tobbszoros
illesztésén alapuld torzsfak eredményeit. A MAFFT programmal készitett illesztések szinte
azonos topologiaju torzsfakat adtak eredményiil, mint a ClustalX algoritmus illesztésein
alapulok, azonban Kisebb bootstrap értékek szerepeltek az elagazasoknal.

A filogenetikai fak szerkesztése soran tobb faj fehérjéje kikerilt a végsd listabol,
altorzsbe tartozo S. complicata proteinje. A kutatas szempontjabol fontos lett volna, hogy ez a
fehérje szerepeljen a torzsfakon, hiszen a Schizosaccharomyces nemzetség egyik legkozelebbi
rokona. Azonban a protein altalaban rossz helyen helyezkedett el (pl. a jaromsporas R.
delemar proteinjével keriilt egy agra, vagy a fonalas aszkuszos gombakban talalt ortologok
kozé €kelodott be), amivel torzitotta az eredményeket. Ezt okozhatta részben az, hogy a faj
teljes genomi szekvencidja még nem elérhetd, és az is elképzelhetd, hogy a mar meglévo
részek nem megfelelden lettek annotalva, ezért nem valodi ortologot taldltam. Egy maésik
problémas fehérje a T. melanosporum-ban talalt ortolog volt, ami minden alkalommal mas
agon helyezkedett el. Ez a protein rendelkezett az egyik legrovidebb doménszekvenciaval,
aminek az E-értéke az aszkuszos gombak talalatai kozott a legalacsonyabb volt. Ez utalhat
arra, hogy az ortologként azonositott fehérje nem hasonlit eléggé a S. pombe Sepl5
proteinjére. A végs6é fakon a W. sebi proteinje sem szerepel. Bar a faj azon kevés bazidiumos
gombak kozé tartozik, amelyeknek fehérjéi szignifikdns Med8 doménnel rendelkeznek,
jelenlétében a bazidiumos és a jaromsporas fajok talalatai gyakran keveredtek.

A torzsfakat mindig hirom kiilonb6z6é modszerrel (neighbor joining, maximum
likelihood, maximum parsimony) készitettem el annak érdekében, hogy minél atfogdbb képet
kapjak a vizsgalt fehérje evolucios leszarmazasar6l. A dolgozatomban a korabbi torz
eredményeket (doménszekvencia alkalmazédsa, problémas fajok jelenléte), valamint a
kiilonbozo illesztésekkel késziilt torzsfakat elegendd hely hianyaban nem 0sztom meg, csak a

végso eredményeket teszem kozzé.
5.4.1. Neighbor joining modszer

A téavolsagalapt modszerek kozé tartozd neighbor joining mddszerrel késziilt torzstat
két kiilonb6zo programmal is megszerkesztettem. A munkam soran végig alkalmazott MEGA

program (9. abra) mellett a PHYLIP szoftverrel (10. abra) is elkészitettem a filogenetikai fat.
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80 Ajellomyces capsulatus H143
Ajellomyces capsulatus G186AR
-Ajellomyces capsulatus NAM1
Ajellomyces dermatitidis ER-3
Ajellomyces dermatitidis SLH14081
Paracoccidioides brasiliensis Pb18
Paracoccidioides brasiliensis Pb03
95 ECoccidioida immitis
100 Coccidioides posadasii
Aspergillusnidulans
Aspergillus kawachii
Penicillium chrysogenum
Aspergillus flavus
2 Neosartorya fischeri
99 Aspergillus fumigatus Af293
92 94 Aspergillusfumigatus A1163
Exophiala dermatitidis
Mycosphaerellafijiensis
Botryotinia fuckeliana
Myceliophthora thermophila
Thielavia terrestris
Chaetomiumthermophilum
Neurospora crassa
Magnaporthe oryzae
Fusarium pseudograminearum
Nectria haematococca
Trichoderma reesei
Glomerella graminicola
Verticilliumalbo-atrum
100 Verticillium dahliae
Yarrowia lipolytica
Saccharomyces cerevisiae S288c
Saccharomyces cerevisiae CEN.PK113-7D
Saccharomyces cerevisiae VL3
Candida glabrata
Kluyveromyces lactis
Ashbya gossypii
Eremothecium cymbalariae
Komagataellapastoris
Clavispora lusitaniae
Candida albicans SC5314 2
Candida albicans SC5314
Candida albicans WO-1
Candida dubliniensis
Candida tropicalis
64 Spathaspora passalidarum
£|_£Scheffersomyoes stipitis
Candida orthopsilosis
36 Millerozyma farinosa
Tgl_EDebaryomyces hansenii
28 Candida tenuis
Pneumocystis jiroveci
Schizosaccharomyces japonicus
00| Schizosaccharomyces pombe
?'_ESchizosaccharonwcescryophilus
100 Schizosaccharomyces octosporus
— Punctularia strigosozonata
100 Fomitiporia mediterrenaea
g‘; Stereum hirsutum
n Schizophyllum commune
» Coniophora puteana
66 Laccaria bicolor
81 Trametes versicolor
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9. abra: A Sepl5 fehérje filogenetikai faja (teljes fehérjeszekvencia, ClustalX illesztés, neighbor joining
modszer, MEGA program)
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10. abra: A Sepl5 protein filogenetikai faja (teljes fehérjeszekvencia, ClustalX illesztés, neighbor joining
modszer, PHYLIP program)
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Mindkét esetben latvanyosan elkiiloniilnek a taldlatok, mind a torzsek, mind pedig az
altorzsek szintjén. A 9. abrar6l leolvashatd, hogy a kozds 6stdl eldszor a Zygomycota
torzsben talalt ortologok valtak el, utdna a Basidiomycota torzs fehérjéi, végil pedig az
Ascomycota torzs proteinjei. Az aszkuszos gombakban taldlt ortologok koziil a hasado
¢lesztok €s kozeli rokonaik altal alkotott Taphrinomycotina altérzs fehérjéi valtak el eldszor.
A torzsfa egyik érdekessége, hogy az A. dermatitidis két torzsében azonositott Sepl5
ortologok nem egy agon helyezkednek el. Ezt valosziniileg egy tobbszords illesztésbeli hiba
(pl. egy rossz helyre illesztett szlinet) okozta. A masik kiilonlegessége, hogy a P.
chrysogenum-ban talalt homoldg az Aspergillus nemzetség fehérjéivel egy agon helyezkedik
el. Egy 2011-es kutatas alapjan a két nemzetség egy k6zos Ossel rendelkezhetett, azonban a
Penicillium nemzetségbe tartozo faj nem ékelédhetne az Aspergillus nemzetség tagjai kozé
(Houbraken & Samson, 2011). Elképzelhetd, hogy a fajok annyira kozeli rokonok, hogy nincs
elég informacio a vizsgalt szekvencidkban az elvalasok pontos abrazolasahoz, vagy itt is egy
tobbszoros illesztésbeli hiba allhat a hattérben.

A PHYLIP szoftverrel szerkesztett fa (10. abra) alapvetéen azonos topoldgiaval
rendelkezik, mint a MEGA-val készitett torzsfa, elsdsorban a belsé agak elhelyezkedésében
tapasztalhatd némi eltérés. A 10. abran példaul a M. oryzae fehérjéje a Verticillium
nemzetségben talalt ortologokkal helyezkedik el egy agon, vagy a C. puteana proteinje valt el
elséként a bazidiumos gombak talalatai kozott; ezzel szemben a 9. abran a M. oryzae-ban
azonositott homolog a N. crassa proteinjével keriilt egy agra, a Basidiomycota torzs talalatai
koziil pedig el6szor a P. strigosozonata fehérjéje valt el. Mig a MEGA szoftvert alkalmazva a
foelagazasoknal jobb bootstrap értékeket kaptam, addig a PHYLIP programmal készitett
torzsfa a belsé elagazasoknal rendelkezik magasabb bootstrap értékekkel. A bootstrap
értekeknél az 50-et tekintjilk kritikusnak, vagyis az ennél kisebb értékkel rendelkezd
elagazasokat altalaban nem fogadjuk el. A két torzsfat dsszevetve az lathato, hogy a MEGA
szoftvert alkalmazva majdnem kétszer annyi alacsony értéket kaptam, mint a PHYLIP
programmal. Osszehasonlitva Wang és munkatarsai altal készitetett torzsfaval (Wang et al.,
2009) (4. abra) elmondhatd, hogy a fo elagazasok mindkét programot alkalmazva
megegyeznek. A belsé agak elrendezése is nagyjabdl azonos, azonban ezek Osszehasonlitasa
mar nehezebb, hiszen a vizsgalt fajok eltérnek. A Basidiomycota torzsbe tartozd fajok
proteinjeinek egymastol valo elvalasdhoz egyaltaldn nem szolgalhat referencidul a
publikaciojuk, mert csak egy olyan faj van (L. bicolor), ami mindkét kutatasban jelen van. A

cikkben azok a fajok, amelyeknek fehérjéi a két programmal szerkesztve mashol
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helyezkednek el (pl. M. oryzae, Y. lipolytica) a MEGA abrazolasaval azonosan talalhatoak

meg.
5.4.2. Maximum likelihood modszer

A modell alapu maximum likelihood mddszerrel késziilt torzsfat is két kiillonb6zo
szoftverrel (MEGA, PHYLIP) szerkesztettem meg. Elsé 1épésként a legjobb evolucios
modellt kellett meghataroznom, ami a MEGA programban a BIC kritérium alapjan az
NREV+G lett. Az rtREV modellt els6sorban a reverz transzkriptazt (RT) tartalmazo
szekvenciakra fejlesztették ki 2001-ben. A retrovirus elemek az altalanostol eltéré evolacios
nyomasnak vannak kitéve, ezért alkalmasak egy specifikus modell 1étrehozésara. A modellt
33 retrovirus pol gén szekvencidjaval optimalizaltak, amely a proteazt, a reverz transzkriptazt
¢és az integrazt kodolja (Dimmic et al., 2001). A Sepl5 fehérje azonban nem egy reverz
transzkriptaz, igy a BIC kritérium szerinti méasodik (WAG+G) és harmadik (JTT+G) legjobb
evoltcios modellel is megszerkesztettem a torzsfat. A +G paraméter minden esetben a mar
emlitett szekvencidn beliili mutdciés rata variabilitdsat veszi figyelembe. Az elkésziilt
filogenetikai fak kozott szignifikans kiillonbséget nem tapasztaltam, a feltételezett evoluciot az
rtREV+G modell alapjan késziilt fa kdvette a legmagasabb bootstrap értékekkel, ezért csak ezt
mutatom be a dolgozatomban. Az rtREV modell feltételezhetéen azért alkalmas az altalam
vizsgalt fehérje leirdsdra, mert a reverz transzkriptazhoz hasonléan a Sepl5 is allando
komponense a legtobb eukariota genomnak.

A négy torzs, valamint az Ascomycota torzs harom altérzse mind a MEGA
programmal (11. abra), mind a PHYLIP szoftvert alkalmazva (12. 4bra) latvanyosan
elkiiloniil. A neighbor joining modszerhez hasonl6an kiilon agat alkotnak a Taphrinomycotina
altorzset képviseld fajok fehérjéi, amelyek az Ascomycota torzsbe tartoz6 gombak taldlatai
koziil elséként valnak el. Osszevetve a MEGA programmal késziilt, két kiilonbdzd modszeren
alapuld (neighbor joining és maximum likelihood) torzsfakat, a legnagyobb kiilonbség a
Saccharomycotina altorzs taldlatai kozott tapasztalhato, ahol a belsé elagazasok topologidja
eltér. Azonban az el6z6 modszerhez hasonloan itt sem keriiltek egy agra az A. dermatitidis
torzseinek fehérjéi, valamint a P. chrysogenum-ban azonositott ortolog is ugyanott, az
Aspergillus nemzetség talalatai kozott helyezkedik el. Akarcsak a neihbor joining modszer
A féelagazasok teljesen megegyeznek, és a belsd agak esetén is csak kisebb kiilonbségek

adodtak (pl. a MEGA szoftverrel szerkesztett fan a C. tenuis fehérjéje és a C. lusitaniae
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11. abra: A Sepl5 fehérje filogenetikai faja (teljes fehérjeszekvencia, ClustalX illesztés, maximum
likelihood médszer, MEGA program)
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12. abra: A Sepl5 protein filogenetikai faja (teljes fehérje szekvencia, ClustalX algoritmus, maximum
likelihood mo6dszer, PhyML program)
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proteinje egy agra keriilt, vagy a PhyML programmal készitett torzsfan a M. oryzae fehérjéje
ismét a Verticillium nemzetségben azonositott orotlogokkal szerepel egyiitt). Egy pontban, az
A. dermatitidis torzseiben talalt homologok abrazolasaban azonban a PhyML egyértelmiien
jobb eredményt ad, mint a MEGA.

Az elagazasokban lathaté bootstrapek hasonldéan alakultak, mint a neighbor joining
modszer esetén. A MEGA program a féeldgazdsokhoz, mig a PhyML altalaban a belsé agak
elvalasahoz rendelt nagyobb értékeket. Az el6z6 modszerrel ellentétben kdzel ugyanannyi 50
alatti értékkel rendelkeznek, viszont a PhyML szoftverrel szerkesztett torzsfa esetében az
egyik egy féelagazashoz tartozik. A kozel azonos topoldgia ellenére megjelend kiilonbségek a
boostrap értékekben valdsziniileg a szoftverek altal hasznalt heurisztikakkal magyarazhatok.

Osszevetve a Wang és munkatdrsai altal készitett torzsfaval (Wang et al., 2009) (4.
abra) azt tapasztaltam, hogy a foeldgazasokat tekintve mindkét program azonos eredményeket
adott. A kutatas szempontjabol jelentds Taphrinomycotina altdrzsbe tartozé fajok fehérjéi
ugyanabban a sorrendben valtak el egymastol, mint a fajok: elészor a P. jiroveci proteinje,
aztan a S. japonicus fehérjéje, majd a S. pombe Sep15 proteinje, végiil pedig a S. octosporus-

ban és S. cryophilus-ban azonositott ortologok.
5.4.3. Maximum parsimony modszer

Munkam soran a legrosszabb eredményt mindig a karakter alapti maximum parsimony
modszerrel kaptam (13. é&bra). Mivel a maximum likelihood és a neighbor joining
modszereknél nem tapasztaltam jelentds eltérést az eredményekben a kiilonb6zd programok
alkalmazasa soran, és ezzel a modszerrel nem volt igazan j6 eredményem, amit érdemes lett
volna egy masik szoftverrel is reprodukalni, ezt a torzsfat csak a MEGA szoftverrel
szerkesztettem meg (13. dbra). Az 4dbran jol lathatd, hogy sem a torzsek, sem az altérzsek nem
kiiloniilnek el egymastol ugy, mint az el6z6 két modszer esetében. A Taphrinomycotina
altorzsben talalt ortologok a Saccharomycotina altdrzs fehérjéivel, a Zygomycota torzs
talalatai pedig a Basidiomycota torzs proteinjeivel keriilt egy agra. A modszerrel készitett
filogenetikai fa masik hatranya, hogy nagyon alacsony bootstrap értékekkel rendelkezik. Az
Osszes érték tobb mint egyharmada a kritikus 50-nél kisebb, és nem csak a feltételezhetéen
rossz elagazasoknal. A legalacsonyabb érték (16) egy olyan elagazasndl lathatd, ami
megegyezik a neighbor joining ¢és maximum likelihood modszerekkel készitett fak
elagazasaval.

A rossz eredmények hatterében az algoritmus mikodési elve allhat. Ahogy azt a 2.4.

fejezetben emlitettem, a mddszer azt az evoluciot keresi, ami a lehetd legkevesebb mutacioval
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13. abra: A Sep15 fehérje filogenetikai faja (teljes fehérjeszekvencia, ClustalX illesztés, maximum
parsimony moédszer, MEGA program)
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ment végbe. Ehhez azonban nem egy modellt alkalmaz, hanem csak leszamolja a végbement
mutaciok szamat anélkiil, hogy stlyozna azok tipusaval. Ez a nukleotidok esetében, ahol csak
négy épitdelemet kiillonboztetiink meg, nem jelent nagy problémat. A tobbszordsen illesztett
aminosav-szekvenciak abrazolasat azonban erdsen torzitja, mivel figyelmen kiviil hagyja az
aminosavak fizikokémiai tulajdonsagait, a genetikai kod degeneraltsagat, és azt, hogy az
aminosav cserék hatterében gyakran tobb mutacié all. A teljes genomszekvencidbol
szerkesztett torzsfaval (Wang et al., 2009) (4. abra) Gsszehasonlitva elmondhatd, hogy a
foelagazdsokban nem mindeniitt egyeznek meg, de a torzsfak egyes részei (pl. fonalas

gombak) nagy hasonldsdgot mutatnak.
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6. Osszefoglalas

Munkam soran a Schizosaccharomyces pombe Sepl5 sejtszeparacios proteinjének
filogenetikai fajat szerkesztettem meg. A Sepl5 fehérje a Mediator komplex nyolcas szamu
alegységét alkotja, amely az RNS polimeraz II-dependens gének transzkripciojahoz
Ace2 fehérjével is kapcsolatban all, igy hidnyadban a sejtosztodas nem megy végbe
megfeleléen, ami hifas novekedést eredményez. A sejtosztddasi fehérjék tanulmanyozéasa a
dimorfizmus jelenségének pontosabb megértéséhez vezethet.

A vizsgalt 74 gombafajbol fajok kozotti BLASTp analizis segitségével 64 esetben
sikeriilt a Sepl5 protein ortoldgjait azonositani. A fennmarad6 eseteket alkotd fajok
rendelkeznek ugyan megszekvenalt genommal, azonban annak annotacidja csak részleges. A
64 fehérjeszekvenciabol tovabbi hatot nem abrazoltam a végsé torzsfakon, mivel kiilonbozo
okok miatt torzitottak a topologiat.

Az ortologjeldltekkel reciprok BLASTp keresést is végeztem, amelynek soran a talalat
szekvenciajaval kerestem a S. pombe genomjaban, hogy meggy6zddjek arrdl, valoban a
Sepl5 fehérje ortologjat taldltam meg. Minden esetben a Sepl5 fehérjét kaptam vissza elsd
talalatként. Ezt kovetdéen paros BLAST-ot végeztem, hogy a kiilonboz6 adatbazisokbol
szarmaz6 adatok Osszehasonlithatéak legyenek.

A potencialis ortoldgok doménszerkezetét is vizsgaltam a Pfam adatbazis segitségével.
Eredeti elképzelés szerint csak azokat tekintettem volna valdodi ortolognak, amelyek
szignifikansan és megszakitas nélkiil tartalmazzdk a Med8 domént. A Pfam-A adatai alapjan
azonban a bazidiumos gombak jelentés részében a Med8 domén jelenléte nem volt
szignifikans. Ez feltételezheten abbol adodik, hogy a Basidiomycota torzs proteinjei
alulreprezentaltak, a rejtett Markov modellt elsdsorban az Ascomycota torzsbe tartozod fajok
¢és a gerinces allatok szekvenciai épitik fel. Ezért a Basidiomycota torzs fehérjéinek esetében
figyelmen kiviil hagytam ezt a feltételt.

Az ortologok teljes fehérjeszekvenciai mellett a doménszekvencidkat is felhasznaltam
a torzsfak szerkesztéséhez. Munkam soran azt tapasztaltam, hogy a teljes
fehérjeszekvencidkkal késziilt fak jobb eredményeket adnak. Ezt az okozhatja, hogy a Sepl5
fehérje doménszekvenciainak hossza nagy szorast mutat, valamint a nagyon rovid domének
nem tartalmaznak elegend6 informaciot a torzsfaszerkesztéshez.

A valodi ortolog szekvencidk tobbszords illesztését harom kiilonbdzo algoritmussal

végeztem el, amelyek koziil a ClustalX modszerrel kaptam a legjobb eredményeket. A
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PRANK ¢és MAFFT algoritmusokkal késziilt illesztések alatamasztjdk a ClustalX
eredményeit, azonban az azok alapjan szerkesztett fdk gyengébb bootstrap értékekkel
rendelkeznek és a belsd elagazasoknal is tapasztalhatok kisebb eltérések. A torzsfakat minden
esetben harom moddszerrel (neighbor joining, maximum likelihood, maximum parsimony)
készitettem el. Az els6 két modszer esetében az alapvetéen alkalmazott szoftver (MEGA)
mellett mas programokkal (PHYLIP, PhyML) is megszerkesztettem a torzsfakat. A neighbor
joining és maximum likelihood modszerekkel, az alkalmazott szoftvertdl fiiggetleniil, a
Taphrinomycotina altorzs fehérjéi egy kiilon agat alkotnak, az aszkuszos gombak talalatai
koziil ezek valtak el eldszor. A torzsfak a fOelagazasokban minden esetben megegyeznek,
nagyfoku hasonlosagot mutatnak a teljes genomi szekvencidk alapjan késziilt torzsfaval, amit
Wang és munkatarsai készitettek (Wang et al., 2009). A maximum parsimony moédszerrel
kaptam a legrosszabb eredményeket az egész munkdm sordn, aminek hatterében az algoritmus
mikodési elve allhat. A modszer alkalmazasa soran a torzsek és altdrzsek nem valtak el
egymastol, ezért az eredmény nem megbizhato. Vizsgalataim alapjan ugy gondolom, hogy a
Sepl5 fehérje evolucidjat a legjobban a ClustalX algoritmussal illesztett teljes
fehérjeszekvencidk alapjan, neighbor joining mddszerrel és MEGA szoftverrel szerkesztett
torzsfa irja le.

Ezek alapjan feltételezhetd, hogy a Sepl5 protein evolucidja nagyon hasonldéan ment
végbe, mint a fajok leszarmazasa. Valdsziniisithetd, hogy a kozos 6stdl eldszor a Zygomycota
torzs fehérjéi, majd pedig a Basidiomycota torzsben azonositott ortologok valtak el, amiket a
Taphrinomycotina altorzs proteinjei kovettek. A fonalas €s élesztOszerli gombak fehérjéinek
elvalasa egy feltételezhetd kozos Ost kovetden mehetett végbe.

A kozeljovOben tervezem a torzsfak elkészitését a modell alapt bayesi modszerrel is.
Ezen kiviil céljaim kozott szerepel, hogy a kutatdsomat kiterjesszem az egész ¢éldvilagra,
mivel a Sep15 protein feltehetéen az Gsszes eukaridta él6lényben esszencialis. Tervben van,
hogy a filogenetikai analizisem eredményei alapjan a Debreceni Egyetemen tovabbi
komplementacios teszteket végeznének, ami megerdsitené a bioinformatikai modszerekkel
kapott eredményeimet. A laboratoriumi kisérletek soran delécios mutansokat (amelyek hifas
novekedésli fenotipussal rendelkeznek) hoznak létre, amit mas fajokban taldlt ortologokkal
komplementalnak. A kisérlettel azt vizsgalnak, hogy a gén kiilonb6z6 fajokban megtalalhato

homologjai azonos feladatot latnak-e el.
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9. Fuggelék

F1. tablazat: A S. pombe Sep15 fehérjéinek ortologjai a Saccharomycotina altérzsben

S. pombe C. glabrata | C. orthopsilosis C. albicans C. tenuis
Torzs 972h" CBS 138 Co 90-125 SC5314 SC5314 (2) WO-1 ATCC 10573
Fehérje kodja SPBC21.04 | XP_449574.1 | CCG22217.1 | XP_712891.1 | XP_712923.1 | EEQ45871.1 | EGV62121.1
Fehérje hossza (as) 200 233 227 239 239 239 201
BLAST hasonlosag 59/95 (62%) 83/155 (54%) | 58/102 (57%) | 58/102 (56%) | 58/102 (56%) | 84/156 (54%)
BLAST egyezés 38/95 (40%) 51/155 (33%) | 38/102 (37%) | 37/102 (36%) | 38/102 (37%) | 47/156 (30%)
BLAST sziinetek 1/95 (1%) 11/155 (7%) 6/102 (6%) 6/102 (5%) 6/102 (5%) 17/156 (11%)
BLAST pontszam 75.5 bit (184) | 70.5bit (171) | 68.9 bit (167) | 67.4 bit (163) | 68.9 bit (167) | 65.5 bit (158)
E-érték 3-10°% 10 510 2:1078 510 4-107°
F1. tablazat folytatasa: A S. pombe Sep15 fehérjéinek ortolégjai a Saccharomycotina altorzsben
S. pombe C. dubliniensis C. tropicalis Y. lipolytica K. pastoris E. cymbalariae
Torzs 972h CD36 MY A-3404 CLIB122 GS115 DBVPG#7215
Fehérje kédja SPBC21.04 | XP_002418393.1 [XP_002547295.1| XP_500410.1 |XP_002491169.1| XP_003647717.1
Fehérje hossza (as) 200 243 224 194 193 222
BLAST hasonlosag 58/102 (57%) 59/106 (56%) 91/192 (47%) 68/122 (56%) 92/191 (48%)
BLAST egyezés 38/102 (37%) 37/106 (35%) 64/192 (33%) 48/122 (39%) 52/191 (27%)
BLAST sziinetek 6/102 (6%) 6/106 (6%) 20/192 (10%) 6/122 (5%) 4/191 (2%)
BLAST pontszam 68.2 bit (165) 64.7 bit (156) 91.3 bit (225) 84.7 bhit (208) 67.8 bit (164)
E-érték 810" 9-108 3-107 81072 107

Az F1. tablazat az 59. oldalon folytatodik
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F1. tiblazat folytatdsa: A S. pombe Sepl15 fehérjéinek ortolégjai a Saccharomycotina altorzsben

S. pombe S. stipitis S. cerevisiae M. farinosa
Torzs 972h CBS 6054 S288c CEN.PK113-7D VL3 CBS 7064
Fehérje kodja SPBC21.04 XP_001384574.1 NP_009752.3 EIW12127.1 EGA87936.1 CCE84454.1
Fehérje hossza (as) 200 208 223 223 223 221
BLAST hasonlésag 87/154 (56%) 100/191 (52%) 100/191 (52%) 79/144 (55%) | 61/102 (60%)
BLAST egyezés 54/154 (35%) 58/191 (30%) 58/191 (30%) 47/144 (33%) | 40/102 (39%)
BLAST sziinetek 14/154 (9%) 12/191 (6%) 12/191 (6%) 3/144 (2%) 5/102 (5%)
BLAST pontszam 80.5 bit (197) 77.0 bit (188) 77.0 bit (188) 74.7 bit (182) | 75.9 bit (185)
E-érték 4-10% 7-10°% 7-10°% 4102 10
F1. tablazat folytatasa: A S. pombe Sep15 fehérjéinek ortolégjai a Saccharomycotina altorzsben
S. pombe D. hansenii C. lusitaniae A. gossypii K. lactis S. passalidarum
Torzs 972h CBS767 ATCC 42720 ATCC 10895 | NRRL Y-1140 NRRL Y-27907
Fehérje kodja SPBC21.04 XP_002770775.1 XP_002615074.1] NP_984609.1 | XP_455017.1 EGW33037.1
Fehérje hossza (as) 200 225 211 223 236 237
BLAST hasonlésag 84/153 (55%) 105/204 (51%) | 94/193 (49%) 56/97 (58%) 92/183 (50%)
BLAST egyezés 52/153 (34%) 53/204 (26%) 57/193 (30%) 36/97 (37%) 54/183 (30%)
BLAST sziinetek 17/153 (11%) 22/204 (11%) 8/193 (4%) 1/97 (1%) 16/183 (9%)
BLAST pontszam 75.1 bit (183) 74.7 bit (182) 70.5 bit (171) | 70.5bit (171) 70.1 bit (170)
E-érték 3-107% 4-10% 10" 10™ 2:10"
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F2. A S. pombe Sep15 fehérjéinek ortologjai a Pezizomycotina altorzsben

S. pombe A. dermatitidis T. melanosporum A. flavus N. fischeri
Torzs 972h ER-3 SLH14081 Mel28 NRRL3357 NRRL 181
Fehérje kodja SPBC21.041 EEQ87974.1 | XP_002627781.1 | XP_002840444.1 | XP_002376999.1| XP_001267185.1
Fehérje hossza (as) 200 255 255 282 244 252
BLAST hasonlésag 81/165 (49%) 81/165 (49%) 91/201 (45%) 79/153 (51%) 73/149 (49%)
BLAST egyezés 471165 (28%) 47/165 (28%) 62/201 (31%) 43/153 (28%) 41/149 (28%)
BLAST sziinetek 4/165 (2%) 4/165 (2%) 24/201 (12%) 4/153 (2%) 4/149 (3%)
BLAST pontszam 72.0 bit (175) 71.6 bit (174) 72.0 bit (175) 69.3 bit (168) 69.7 bit (169)
E-érték 5-10%° 6107 7-10% 3-107"° 3107
A narancssarga hatteri fajokban talalt ortologok kiilonb6z6 okok miatt nem szerepelnek a végsé torzsfakon.
F2. tablazat folytatasa: A S. pombe Sep15 fehérjéinek ortolégjai a Pezizomycotina altorzsben
S. pombe A. fumigatus P. chrysogenum | E. dermatitidis A. oligospora
Térzs 972h’ Af293 A1163 V‘éf_iozr;sé” NIH/UT8656 | ATCC 24927
Fehérje kodja SPBC21.04| XP_751989.1 EDP50215.1 |XP_002559238.1] EHY52313.1 EGX45958.1
Fehérje hossza (as) 200 249 252 245 245 721

BLAST hasonlésag

72/149 (48%)

72/149 (48%)

78/167 (47%)

82/159 (52%)

56/97 (57%)

BLAST egyezés 42/149 (28%) | 42/149 (28%) | 48/167 (29%) | 48/159 (30%) 36/97 (37%)
BLAST sziinetek 4/149 (3%) 41149 (2%) 9/167 (5%) 9/159 (6%) 0/97 (0%)
BLAST pontszim 68.9 bit (167) | 69.3bit (168) | 68.9 bit (167) | 67.0 bit (162) 65.5 bit (158)

E-érték 5101 4-101° 5:-10%° 2-10718 106

A narancssarga hatteri fajokban talalt ortologok kiilonb6z6 okok miatt nem szerepelnek a végsé torzsfakon.

Az F2. tablazat a 61. oldalon folytatodik
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F2. tablazat folytatasa: A S. pombe Sep15 fehérjéinek ortolégjai a Pezizomycotina altorzsben

S. pombe A. capsulatus P. brasiliensis M. fijiensis
Torzs 972h H143 NAm1 G186AR Pb18 Pb03 CIRADS86
Fehérje kédja SPBC21.04 | EER45218.1 | XP_001538616.1 | EEH07092.1 EEH46986.1 EEH18086.1 | EME89241.1
Fehérje hossza (as) 200 256 256 256 247 247 204
BLAST hasonlosag 61/111 (55%) 61/111 (54%) 61/111 (54%) | 74/153 (48%) 74/153 (48%) | 49/103 (47%)
BLAST egyezés 36/111 (32%) 36/111 (32%) 36/111 (32%) | 43/153 (28%) 43/153 (28%) | 33/103 (32%)
BLAST sziinetek 1/111 (1%) 1/111 (0%) 1/111 (0%) 4/153 (3%) 4/153 (3%) 0/103 (0%)
BLAST pontszim 66.6 bit (161) 65.5 bit (158) 65.1 bit (157) | 65.1 bit (157) 65.1 bit (157) | 62.8 bit (151)
E-érték 3-10° 10" 10" 10" 10" 410"
F2. tablazat folytatasa: A S. pombe Sep15 fehérjéinek ortologjai a Pezizomycotina altorzsben
S. pombe V. dahliae V. albo-atrum | A. nidulans C. immitis A. kawachii | C. thermophilum
Torzs 972h VdLs.17 VaMs.102 FGSC A4 RS IFO 4308 DSM 1495
Fehérje kodja SPBC21.04 | EGY17269.1 | XP_003005765.1 | XP_659324.1 | XP_001241689.1| GAA82781.1 EGS19264.1
Fehérje hossza (as) 200 268 229 260 262 268 290
BLAST hasonlosag 55/95 (58%) 55/96 (57%) 55/97 (57%) 51/96 (53%) 70/158 (44%) 54/97 (56%)
BLAST egyezés 33/95 (35%) 33/96 (34%) 33/97 (34%) 33/96 (34%) 42/158 (27%) 33/97 (34%)
BLAST sziinetek 0/95 (0%) 0/96 (0%) 0/97 (0%) 0/96 (0%) 15/158 (9%) 0/97 (0%)
BLAST pontszam 62.4 bit (150) | 61.6 bit (148) | 60.5 bit (145) | 60.5 bit (145) | 58.2 bit (139) | 58.5 bit (140)
E-érték 107 107 6-10°° 7-10°° 5.0 4-10°

Az F2. tablazat a 62. oldalon folytatédik
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F2. tablazat folytatasa: A S. pombe Sep15 fehérjéinek ortolégjai a Pezizomycotina altorzsben

S. pombe | G. graminicola | M. thermophila M. oryzae T. terrestris C. posadasii
Torzs 972h" M1.001 ATCC 42464 70-15 NRRL 8126 | C735 delta SOWgp
Fehérje kédja SPBC21.04| EFQ27846.1 |XP_003658536.1| XP_003716133.1 | XP_003656497.1 | XP_003070639.1
Fehérje hossza (as) 200 265 310 315 273 265
BLAST hasonlosag 49/96 (51%) 50/97 (52%) 50/95 (53%) 50/97 (52%) 73/177 (41%)
BLAST egyezés 30/96 (31%) 33/97 (34%) 30/95 (32%) 31/97 (32%) 48/177 (27%)
BLAST sziinetek 0/96 (0%) 0/97 (0%) 0/95 (0%) 0/97 (0%) 25/177 (14%)
BLAST pontszam 55.5 bit (132) 54.7 bit (130) 52.8 hit (125) 52.4 bit (124) 51.2 hit (121)
E-érték 510 107 510 6107 107"
F2. tablazat folytatasa: A S. pombe Sep15 fehérjéinek ortolégjai a Pezizomycotina altorzsben
S. pombe | N. haematococca T. reesei B. fuckeliana | F. pseudograminearum N. crassa
Torzs 972h° mpV| 77-13-4 QM6a BcDW1 CS3096 OR74A
Fehérje kédja SPBC21.04| XP_003049872.1 | EGR48217.1 | CCD56888.1 EKJ74825.1 XP_965268.1
Fehérje hossza (as) 200 248 258 228 261 278
BLAST hasonlosag 50/93 (53%) 69/134 (51%) | 70/149 (47%) 68/142 (47%) 62/148 (42%)
BLAST egyezés 30/93 (32%) 38/134 (28%) | 42/149 (28%) 37/142 (26%) 38/148 (26%)
BLAST sziinetek 0/93 (0%) 4/134 (3%) 10/149 (7%) 4/142 (2%) 4/148 (3%)
BLAST pontszam 49.7 bit (117) 49.7 bit (117) | 47.8 bit (112) 43.9 bit (102) 40.0 bit (92)
E-érték 41012 510" 210 51010 10°®
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=1290391&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock

F3. tablazat: A S. pombe Sep15 fehérjéinek ortolégjai a kiilsé csoportként hasznalt Chytridiomycota térzsben, valamint a
Zygomycota és a Basidiomycota torzsekben

S. pombe | B. dendrobatidis R. delemar | M. circinelloides |P. strigosozonata| S.commune
Torzs 972h JAMS1 RA 99-880 B8987 HHB-11173 SS5 H4-8
Fehérje kodja SPBC21.04 EGF83033.1 EIE88536.1 EPB85356.1 EINO05470.1 | XP_003026806.1
Fehérje hossza (as) 200 215 245 255 298 317

BLAST hasonlosag

88/182 (48%)

57/107 (53%)

58/107 (54%)

66/132 (50%)

34/56 (61%)

BLAST egyezés 44/182 (24%) | 28/107 (26%) | 29/107 (27%) 39/132 (30%) 22/56 (39%)

BLAST sziinetek 24182 (13%) 5/107 (5%) 5/107 (4%) 20/132 (15%) 2/56 (4%)

BLAST pontszdm 42 4 bit (98) 48.9 bit (115) | 50.8 bit (120) 57.8 bit (138) | 46.6 bit (109)
E-érték 10° 9-10%2 2:107* 1074 810!

F3. tablazat folytatasa: A S. pombe Sep15 fehérjéinek ortologjai a kiilsoé csoportként hasznalt Chytridiomycota torzsben, valamint a
Zygomycota és a Basidiomycota torzsekben

S. pombe W. sebi F. mediterranea | D. squalens S. hirsutum L. bicolor
Torzs 972h CBS 633.66 MF3/22 LYAD-421 SS1| FP-91666 SS1 S238N-H82
Fehérje kodja SPBC21.04] EIM21155.1 EJD07728.1 EJF61606.1 EIM84004.1 XP_001879574.1
Fehérje hossza (as) 200 180 199 414 265 330
BLAST hasonlosag 93/196 (47%) 75/175 (43%) | 81/186 (44%) 55/112 (49%) 54/119 (45%)
BLAST egyezés 49/196 (25%) 45/175 (26%) | 50/186 (27%) 30/112 (27%) 31/119 (26%)
BLAST sziinetek 31/196 (16%) 31/175 (18%) | 33/186 (18%) 0/112 (0%) 16/119 (13%)
BLAST pontszam 43.1 bit (100) 42.0 bit (97) 42.4 bit (98) 41.2 bit (95) 39.3 hit (90)
E-érték 4-10° 10° 3-10° 4-10°° 2:10°®

A narancssarga hatteri fajokban talalt ortolégok kiilonb6z6 okok miatt nem szerepelnek a végsé torzsfakon.

Az F3. tablazat a 64. oldalon folytatodik
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=246409&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=1274786&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=741275&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=578458&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock

F3. tablazat folytatasa: A S. pombe Sep15 fehérjéinek ortologjai a kiilsé csoportként hasznalt Chytridiomycota torzsben, valamint a
Zygomycota és a Basidiomycota térzsekben

S. pombe F. radiculosa T. versicolor C. puteana C. cinerea

Torzs 972h TFFH 294 FP-101664 SS1 RWD-64-598 SS2 okayama7#130

Fehérje kodja SPBC21.04 CCM05291.1 EIW56174.1 EIW75942.1 XP_001834921.2
Fehérje hossza (as) 200 283 288 184 401
BLAST hasonlosag 41/76 (54%) 37/61 (61%) 56/120 (47%) 39/75 (52%)
BLAST egyezés 25/76 (33%) 23/61 (38%) 32/120 (27%) 24/75 (32%)
BLAST sziinetek 5/76 (7%) 3/61 (5%) 19/120 (16%) 11/75 (15%)
BLAST pontszdm 38.5 hit (88) 36.2 bit (82) 35.8 bit (81) 35.0 bit (79)
E-érték 4-10° 2107 107 7107

A narancssarga hatteri fajokban talalt ortologok kiilonb6z6 okok miatt nem szerepelnek a végso torzsfakon.
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=1078123&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock

F4. tablazat: A Pfam-A programmal végzett doménazonositis eredményei

. e e Illesztés Domén s

Faj Fehérje kodja kezdet | vég hossza E-érték
P. jiroveci CCJ29994.1 7 149 142 3,410
S. complicata Ic1|36403 71 176 105 8,2:10%
S. pombe SPBC21.04 1 189 188 6,8:10°
S. japonicus SJIAG_03622 10 184 174 4,6:10%
S. octosporus SOCG_00147 1 186 185 2,5:10%°
S. cryophilus SPOG_00748 1 186 185 2,1-10%
A. gossypii NP_984609.1 19 195 176 8,2:10%
C. albicans SC5314 XP_712891.1 25 237 212 1,2:10%
C. albicans SC5314 2 XP_712923.1 25 237 212 2,4-107°
C. albicans WO-1 EEQ45871.1 25 237 212 1,3-10%
C. dubliniensis XP_002418393.1| 27 241 214 2,510
C. glabrata XP_449574.1 23 164 141 2,4-10%
C. orthopsilosis CCG22217.1 22 225 203 3,4-10™
C. tenuis EGV62121.1 2 199 197 2,2:10

C. tropicalis XP_002547295.1| 23 222 199 2:10°

C. lusitaniae XP_002615074.1| 10 209 199 9-107
D. hansenii XP_002770775.1| 17 222 205 4,8:10™°
E. cymbalariae XP_003647717.1| 25 176 151 7,3:10%
K. lactis XP_455017.1 46 201 155 1,6:10%
K. pastoris XP_002491169.1| 10 150 140 1,9-10%
M. farinosa CCE84454.1 15 218 203 2,2:10%
S. cerevisiae S288c NP_009752.3 21 199 178 2,5:10%
S. cerevisiae CEN.PK113-7D | EIW12127.1 21 199 178 2,7-10%
S. cerevisiae VL3 EGA87936.1 21 200 179 1,2:10%
S. stipitis XP_001384574.1| 8 208 200 8,1:10°
S. passalidarum EGW33037.1 29 235 206 4,210
Y. lypolytica XP_500410.1 15 150 135 1,6:10°
A. capsulatus NAm1 XP_001538616.1| 1 252 251 2,6:10%
A. capsulatus H143 EER45218.1 1 252 251 5210
A. capsulatus G186AR EEH07092.1 1 252 251 8,1-107
A. dermatitidis ER-3 EEQ87974.1 1 251 251 2,6:10
A. dermatitidis SLH14081 | XP_002627781.1| 1 251 251 1,1-10
A. oligospora EGX45958.1 8 249 241 3,3-10%
A. flavus XP_002376999.1| 1 242 241 1,4:102
A. fumigatus Af293 XP_751989.1 1 249 248 2,5:10%
A. fumigatus A1163 EDP50215.1 1 252 251 3,7-107
A. kawachii GAA82781.1 1 265 264 2,9-10%
A. nidulans XP_659324.1 4 117 113 1,110

Az F4. tablazat a 66. oldalon folytatédik
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/430812588?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=3&RID=J4JKK95E01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/19113130?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=53KZP34E01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/45190355?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=30&RID=5P8515PU01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/68486441?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=42&RID=5P8515PU01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/68486376?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=2&RID=YD46X11901R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/238882233?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=YD52N60B01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/241951342?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=45&RID=5P8515PU01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/50294325?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=15&RID=5P8515PU01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/380351993?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=34&RID=5P8515PU01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/344230236?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=52&RID=5P8515PU01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/255724732?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=54&RID=5P8515PU01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/260941816?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=19&RID=5P8515PU01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/294658388?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=17&RID=5P8515PU01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/363755004?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=46&RID=5P8515PU01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/50310007?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=33&RID=5P8515PU01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/254568118?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=4&RID=53VA56XU01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/359378195?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=11&RID=53VA56XU01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/398365395?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=8&RID=53VA56XU01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/392301038?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=YD2FWXRZ014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/323356131?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=YD33SKSN01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/126136100?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=5&RID=53VA56XU01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/344302763?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=37&RID=5P8515PU01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/50545743?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=3&RID=53S71YBV01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/154275530?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=2&RID=JBSTX7M101R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/240281715?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=51&RID=5P8515PU01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/225558809?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=3&RID=JBSTX7M101R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/239610987?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=26&RID=5P8515PU01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/261206088?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=28&RID=5P8515PU01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/345562951?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=ST6PDAYW01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/238491524?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=J4H3ZACZ01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/70994360?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=41&RID=5P8515PU01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/159125098?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=YD3NAJ8601R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/358366160?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=70&RID=5P8515PU01R

F4. tablazat folytatis: A Pfam-A programmal végzett doménazonositas eredményei

. Illesztés 6

Faj Fehérje kédja [ — vea ﬂg;‘g;g E-érték

B. fuckeliana CCD56888.1 5 205 200 5-10%
C. thermophilum EGS19264.1 11 218 207 1,5:10%
C. immitis XP_001241689.1 259 258 5,7-10%
C. posadasii XP_003070639.1 262 261 7,7-10%8

E. dermatitidis EHY52313.1 244 243 6:10%
F. pseudograminearum EKJ74825.1 192 186 1,1-10%
G. graminicola EFQ27846.1 11 225 214 2:10%
M. oryzae XP_003716133.1| 1 119 118 6,9-10
M. thermophila XP_003658536.1 221 212 1,2:10%
M. fijiensis EMES89241.1 9 168 159 2,1:10%
N. haematococca XP_003049872.11 11 189 178 1,510
N. fischeri XP_001267185.1| 1 252 251 8,7-107"
N. crassa XP_965268.1 16 152 136 3,4:102%
P. brasiliensis Ph03 EEH18086.1 242 241 2,7-10%
P. brasiliensis Pb18 EEH46986.1 242 241 2,7-10%
P. chrysogenum XP_002559238.1 244 243 3,9-10°°
T. terrestris XP_003656497.1| 11 214 203 1,4-10%
T. reesei EGR48217.1 9 189 180 4,2:10%
T. melanosporum XP_002840444.1| 79 243 164 2,7-10%
V. albo-atrum XP_003005765.1| 15 146 131 53107
V. dahliae EGY17269.1 15 219 204 8,7-10%

C. puteana EIW75942.1 11 70 59 8,6:107

C. cinerea XP_001834921.2| 31 88 57 2-10™

D. squalens EJF61606.1 165 222 57 5,1 10

F. radiculosa CCMO05291.1 20 124 104 2,810
F. mediterrenaea EJDO07728.1 13 196 183 1,1-10°3
L. bicolor XP_001879574.1| 23 81 58 4,2-10™

P. strigosozonata EIN05470.1 34 244 210 7-10°

S. commune XP_003026806.1| 16 73 57 7-10°

S. hirsutum EIM84004.1 25 208 183 1.5:107

T. versicolor EIW56174.1 32 214 182 53-10"
W. sebi EIM21155.1 11 167 156 1,6:107
M. circinelloides EPB85356.1 9 181 172 4,410

R. delemar EIE88536.1 11 166 155 101°
B. dendrobatidis EGF83033.1 10 178 168 5-10

A piros szinnel kiemelt fajok fehérjéiben a Med8 domén nem volt szignifikans
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/347842316?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=89&RID=5P8515PU01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/340924361?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=69&RID=5P8515PU01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/119180442?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=JPD1ARZM014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/303321289?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=64&RID=5P8515PU01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/378725854?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=49&RID=5P8515PU01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/408395648?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=JBRAUNFR01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/310792319?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=79&RID=5P8515PU01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/389636982?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=82&RID=5P8515PU01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/367018502?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=81&RID=5P8515PU01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/452989486?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=ST7YD0AU01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/302908454?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=ST8WJN1K01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/119500856?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=38&RID=5P8515PU01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/85117480?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=88&RID=5P8515PU01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/225679802?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=57&RID=5P8515PU01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/226291558?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=56&RID=5P8515PU01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/255936423?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=43&RID=5P8515PU01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/367052237?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=83&RID=5P8515PU01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/340517975?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=86&RID=5P8515PU01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/296421784?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=29&RID=5P8515PU01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/302415867?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=JPCFS8YC014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/346973817?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=61&RID=5P8515PU01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/392586606?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=14&RID=6UHXUVJX016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/299738952?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=15&RID=6UHXUVJX016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/395329218?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=7&RID=6UHXUVJX016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/403418591?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=11&RID=6UHXUVJX016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/393222244?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=6&RID=6UHXUVJX016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/170096708?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=10&RID=6UHXUVJX016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/390596067?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=6UHDUY7401N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/302674242?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=2&RID=6UHDUY7401N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/389742818?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=9&RID=6UHXUVJX016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/392562994?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=13&RID=6UHXUVJX016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/511003973?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=YD1Z353G014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/384498045?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=6UMEZUHC016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/328772996?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=J4J2J17701R

10. Koszonetnyilvanitas

Elsdsorban témavezetdimnek szeretnék koszontet mondani, akik lehetéséget adtak
munkam sikeres elvégzéséhez.

Haélaval tartozom Horvath Annanak, aki végtelen tiirelemmel, segitokész
tamogatassal, i1d6t €s energiat nem sajnalva foglalkozott velem, és elmagyardzta a
bioinformatika alapjait.

Koszonetet szeretnék mondani Dr. Sveiczer Akosnak a belém vetett bizalméért,
folyamatos tamogatasaért €s biztatasaért, valamint szakmai tanacsaiért.

Koszonettel tartozom Dr. Sipiczki Matyasnak is, aki nem csak a szakmai
gyakorlatom keretében, hanem kiilon konzultacids idépontok alkalmaval bévitette szakmai

ismereteimet.
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