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1 BEVEZETES

A kén az Osszes €l6lény szamara létfontossagl elem, elengedhetetlen része az é€letnek, a
novekedésnek. Az él6lények a kornyezetiikbdl a ként kiilonb6zé formaban vehetik fel, majd
metabolizmusuk soran atalakitjak, illetve beépitik szerves molekulaikba.

A természetben a kén elemi kénként vagy kiilonbozé ionok formajaban fordul eld,
amelyekben a kénatom lehet oxidalt vagy redukalt formaban. A foldkéregben leggyakrabban a
legredukaltabb (S*), vagy pedig a legoxidaltabb formdjaban (SO4>) fordul eld, de ritkabban
eléforduld kéntartalmi vegytiletek, mint pl. tioszulfatok, ditionatok, politionatok vagy az elemi kén
jelenléte sem elhanyagolhatd. Az 6ceanokban a kén féleg szulfatok formajaban talalhaté meg. A
vulkanikus mozgasok, a biologiai tetemek lebontasa és a mesterséges emberi beavatkozasok
kovetkeztében a foldbdl illékony kéntartalmu gazok (féleg SO, illetve H,S) keriilnek a levegdbe,
amelyek gyorsan szulfattd oxidalodnak, majd az esdvel visszakeriilnek a foldkéregbe (Kellog és
mtsi, 1972).

A mikroorganizmusok kénmetabolizmusa a kén biologiai korforgasanak az elejét képezi
(1. abra). Ez a biologiai folyamat a kén oxidalt formainak kdszonhetden egy egységet alkot. Egyes
mikroorganizmusok akén oxidalt formait 1égzésiik soran termindlis elektron-akceptorként
hasznaljak fel. Kiilonbséget kell tenni a szulfat asszimilacios uton torténd redukciodja, és a szulfat
disszimilacios redukcidja kozott. Az elsé esetben a szulfat ion a sejt szerves vegyiileteinek
bioszintézisére ‘“haszndlédik el”, a masodik esetben pedig a szulfait molekula szulfitta vagy
szulfidda redukalodik. A szulfitot vagy szulfidot a sejt leadja, vagyis a kén nem épiil be a sejt
szerves molekulaiba. A szulfat disszimilacios redukcidjat csak néhany baktériumnal sikeriilt eddig
kimutatni (Thomas és Surdin-Kerjan, 1997).

A gombak szaporoddsdhoz a hasznosithatd kénforrds nélkiilozhetetlen. Az
¢élesztdgombaknal, mint mas szulfat redukald mikroorganizmusoknal, a szulfat redukcidja a szerves
kéntartalmu vegyiiletek, mint pl. a cisztein, metionin vagy az S-adenozilmetionin, bioszintézisében
jatszik szerepet. Szinte az dsszes gombafaj képes a szulfatot szervetlen kénforrasként felhasznalni,
de a szulfat mellett a szulfit vagy a tioszulfat is szolgéalhat szervetlen kénforrasként. A szulfit
folyékony tapkdzegben harom formaban van jelen, amelyek aranya a kdzeg pH-jatol fiigg. Erésen
savas pH-nal (<1,77) az SO, forma, semleges feletti pH értéknél (>7,2) a szufit ion (SO5*") dominal,
mig koztes pH-nal e két ion kiilonb6z6 aranyban fordul el6 a biszulfit ionnal (HSO;") egyiitt. A
mikroorganizmusok szulfit hasznositdsa pH fiigg6. Ez a szulfitbol keletkezé kén-dioxid toxikus
jellegébol adodik, mely a sejtbe csak alacsony pH értéknél tud bejutni.

Az egyik legintenzivebben kutatott gombafaj, a Schizosaccharomyces pombe fizioldgiajarol
és genetikajarol mar sokat tudunk, azonban kénmetabolizmusa kevésbé ismert. Ennek a hasado
élesztdgombanak almasavbontd tulajdonsdga mar régoéta ismert, azonban az erjedésztés soran
termelt kén-hidrogén és egyéb kellemetlen szagli kéntartalmi aromaanyagok miatt bordszati
alkalmazasanak lehetdsége mar a kisérleti munkak soran akadalyba {itk6zott. Ennek a problémanak
a megoldasa érdekében laboratoriumunkban torzsnemesitési kisérleteket folytattunk, melynek
eredményeként szulfatot nem hasznositd, szelenat-rezisztens mutansokat allitottunk elé és
jellemeztink (Banszky és mtsi, 2003). Jelen doktori értekezés ehhez a kutatomunkahoz
kapcsolddik, a mutansok analizisét tovabb folytatva a Schiz. pombe kénmetabolizmusanak genetikai
¢s fizioldgiai tanulmanyozasat tiizi ki célul.
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1. dbra. A kén bioldgiai korforgasa (Thomas és Surdin-Kerjan, 1997).



2 IRODALMI ATTEKINTES

2.1 Kénmetabolizmus a mikroorganizmusoknal

A foszfat (PO,™) utan a szulfat (2. abra) a legnagyobb mennyiségben eléfordulé szervetlen
anion a sejtekben, amely a legtobb ¢l61ény szamara egyben a legfobb kénforrast is jelenti. Mint mas
szervetlen anion, a szulfat is egy nagyon specifikus membran transzport segitségével jut be a sejtbe.
A szulfat transzportja energia-igényes folyamat és altalaban tobb permeazt vesz igénybe. A szulfat
redukcié egy Osi, szinte valamennyi €l16lény esetében azonos enzimes folyamatok segitségével
végbemend katabolikus ut, az evollcid soran viszonylag kevesett valtozott. A szulfat redukcidja
szulfittd egy tobblépcsds enzimrendszeren keresztiil valosul meg (3. abra): el6szor a szulfat ion az
ATP-szulfurilaz enzimnek koszonhetéen egy ATP mokelulahoz kotodik, egy bisofoszfat levalasa
kozben. Az igy keletkezett 5’-adenilil-szulfat (masnéven 5’-adenozin-foszfo-szulfat=APS)
molekulahoz az APS-kinaz enzim egy foszfocsoportot kapcsol, majd a PAPS-reduktdz az Gjonnal
kelezkezett  3’-foszfo-5’-adenilil-szulfat  (masnéven  foszfo-adenozin-foszfo-szulfat=PAPS)
molekulat szulfittd redukalja. A szulfit a szulfit-reduktdz hatdsara egy 1épésben szulfidda
redukalodik. A szulfid a kiilonb6zé mikroorganizmusoknal kiilonboz6 iton épiil be a sejt szerves
molekulaiba, a feleslegbdl H,S keletkezik.

A S. cerevisiae-nél a szulfid az O-acetilhomoszerinen keresztiil épiil be a sejt szerves
molekulaiba, amelynek soran homocisztein keletkezik. A homociszteinb6l vagy metionin, vagy
pedig a cisztationon keresztiil cisztein keletkezik. Mivel a ciszteinb6l az S-adenozilmetioninen
keresztiil és a metioninbdl az S-adenozilhomociszteinen keresztiil képzodhet homocisztein, ezért
barmelyik aminosav elegendd egyediili kénforrasként (lasd 3. abra) (Thomas és Surdin-Kerjan,
1997).

A Schiz. pombe-nél a szulfid az O-acetilszerinnel reagal, majd cisztein keletkezik. A

V4

V4

adenozilmetioninen és S-adenozilhomociszteinen keresztiil (1asd 4. abra).

Az Aspergillus nidulans-ndl és Neurospora crassa-ndl a szulfid beépiilése az
aminosavakba nagyon hasonlit a Schiz. pombe-nél leirtakkal. Azonban a penészgombaknal a
homociszteinbdl a cisztationon keresztiil keletkezhet cisztein (lasd 5. abra), viszont az ehhez
sziikséges enzimek (cisztation-B-szintdz, cisztation-y-lidz) a hasadd élesztégombanal hianyoznak,
igy a metioninbdl homociszteinen és cisztationon keresztiil nem keletkezhet cisztein (lasd 4. abra;
Brzywczy és Paszewski, 1994).

2.1.1 A szervetlen kénvegyiiletek felvétele kiilonb6z6 mikroorganizmusoknal

A S. cerevisiae-nél a szulfat transzportja két egymastol fiiggetlen Gton valosul meg (Breton
és Surdin-Kerjan, 1977). El6szor Smith és mitsi (1995) izolaltak szulfat felvételben sériilt S.
cerevisiae mutanst, majd a fenotipusért felelds SULI gént is sikeriilt klonozniuk. A szulfat toxikus
analogjaira (szelenat, kromat) rezisztens mutansokat analizalva sikeriilt a SUL/ génen kiviil masik
két, egymastdl fliiggetlen szulfat transzporter gént is azonositani (SUL?2 illetve SUL3). A Sullp és a
Sul2p 62 %-ban azonosak, és nagy hasonlosagot mutatnak a Neurospora crassa-nal leirt, cys14p-
nek elnevezett micelialis szulfat transzporter fehérjével (Ketter és mtsi, 1991). A Sullp, illetve a
Sul2p a sejt membranjaba integralodott fehérjék, amelyek 11 illetve 10 transzmembran doménnal
rendelkeznek. A sull vagy sul2 delécidos mutansok szulfat transzport kinetikaja azt mutatta, hogy
mindkét gén egy magas affinitasu szulfat transzporter fehérjét kodol. A SUL3 gén feltehetéen a
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SUL2 gén atirasat szabalyozd transzkripcidos regulatort kodol. Ennek a regulacidnak a
mechanizmusa még ismeretlen (Cherest és mitsi, 1997). A S. cerevisiae-nél megfigyelték, hogy
a szulfat-permeédz és az ATP-szulfurilaz enzim kozott strukturalis kapcsolat van. Ezt a tényt
bizonyitja, hogy az ATP-szulfurilaz enzimben sériilt mutans torzseknél a szulfat transzport leall
(Logan és mtsi, 1996). Néhany, nem a szulfat transzportban sériilt S. cerevisiae mutansnal is leirtak
a szulfat transzport hianyat, amely arra vezethetd vissza, hogy a sejt feltehetdleg igy védekezik a
toxikus hatasu PAPS és mas szerves foszfoszulfatok ellen (Thomas és mtsi, 1992b).

A S. cerevisiae-hez hasonléan a Neurospora crassa is két szulfat transzporter génnel
rendelkezik. Ezek a permeaz gének genetikailag nagyon kiilonbdzdek, de foleg a K, értékiik nagyon
eltér6. A cysi3 gén altal kodolt permeaz I a konidiumokban talalhato, mig a cys/4 altal kodolt
permeaz I a micéliumokban felelés a szulfat transzportért (Marzluf, 1970). A cysi4 volt az els6
klonozott eukariota szulfat transzporter gén; 12 membranon athatold régiobol all (Ketter és mitsi,
1991). A S. cerevisiae-vel ellentétben, a Neurospora crassa-nal az ATP-szulfurilaz gén inaktivalasa
nincs hatéssal a szulfat felvételre (Marzluf, 1974).

A szulfit transzportjarél megjelent elsé kozlemények azt feltételezték, hogy csak SO,
forméaban Iéphet be a sejtbe egy aktiv transzport rendszeren keresztiil (Marcis és Markakis, 1974).
Egy maésik cikkben hasonld kovetkeztetésre jutottak azzal a kiilonbséggel, hogy az SO, molekula
egy egyszeri diffuzioval 1ép be a sejtbe (Stratford és Rose, 1986). A Candida utilis-nél
bebizonyitottak, hogy a szulfathoz hasonldéan a szulfit és a tioszulfat is hasonldé vagy ugyanazt
a transzport rendszert hasznalja. Ezt a tényt tamasztja ala, hogy a szulfat transzportban sériilt
Candida utilis mutansok nem voltak képesek felvenni a szulfitot és a tioszulfatot sem (Alonso és
mtsi, 1984).

2.1.2  Kéntartalmu szerves vegyiiletek transzportja

A S. cerevisiae az aminosavakat kétféle uton veheti fel: specifikus vagy nem specifikus
permeaz segitségével. A Gaplp nem specifikus permedz felelds a sejt kornyezetében taldlhaté L-
aminosavak és egyéb vegyiiletek (pl. ornitin, citrulin stb.) felvételéért (Wiame és mtsi, 1985).
Azonban bizonyos nitrogénforras jelenlétében (pl. ammonium ion) a Gaplp aktivitasa megszlnik.
Ebben az esetben az aminosavak specifikus permeazok segitségével jutnak at a membranon,
amelyek kozil néhanyat mar sikeriilt leirni. Ezek a specifikus permeazok 12, membranon athatolo
régioval rendelkezd, sejtmembranba integralodott fehérjék. Nagy hasonlosagukbol arra lehet
kovetkeztetni, hogy feltehetden egy géncsaladba tartoznak (André, 1995).

Az egyik kéntartalmi aminosav, a metionin esetében egy nagy affinitasa (MUPI) és két
alacsony affinitasa (MUP2 és MUP3) specifikus permeazt kodold gént sikeriilt eddig leirni. A mupl
mutans térzs metionin auxotréfiat mutat, viszont rezisztens a metionin toxikus analdgjaval,
a metionin-sulfoxiddal szemben. A VII. kromoszoéman talalhatd kis affinitdsi metionin permeazt
kédoldo MUP3 gén nagy hasonldsagot mutat a MUPI génnel (Isnard és mtsi, 1996).

A masik kéntartalmii aminosav, a cisztein transzportja mar szintén ismert. Egyenlére a
transzportert kodold gént még nem sikertilt izoldlni, csak annyi ismeretes, hogy az ¢lesztdgombanal
csak egy cisztein-permeaz létezik. A cisztein-permeazt a homocisztein és a metionin jelenléte
gatolja (Ono és Naito, 1991).

A S. cerevisiae egyike azon mikroorganizmusoknak, amely képes az S-adenozilmetionint
(AdoMet) kornyezébdl felvenni és egyediili kénforrasként hasznositani (Uria-Nickelsen és mitsi,
1993). Meglepetésre az AdoMet felvételét erdsen gatolja az AdoMet molekulatol szerkezetileg
kiilonb6z6 leucin aminosav jelenléte (Murphy és Spence, 1972).
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3. abra. Kénmetabolizmus a S. cerevisiae élesztégombanal. Feketével az egyes vegyiiletek,
pirossal pedig a reakciokat katalizaldo enzimek vannak jelolve. Zardjelben az eddig leirt gének
talalhatok.
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4. abra. Szulfid ion beépiilése a szerves kénvegyiiletekbe a Schiz. pombe gombanal.
Feketével az egyes vegyiiletek, pirossal pedig a reakcidkat katalizald enzimek vannak jeldlve. SAH-

S-adenozilhomocisztein, SAM-S-adenozilmetionin.

szerin-acetil-transzferaz S
Acetil-CoA P O-acetilszerin

cisztein-szintaz

szerin o
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A O-acetilhomoszerin
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5. abra. A szulfid (S°) beépiilése az aminosavakba az Aspergillus nidulans-nal és a
Neurospora crassa-nal. Feketével az egyes vegyiiletek, pirossal a reakciokat katalizalé enzimek

vannak jeldlve.
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2.1.3 A szulfat sejten beliili aktivaciéja

A szulfat ion a sejtben el6szor egy enzimrendszeren keresztiil aktivalodik, majd szulfidda
redukalodik. A szulfat redukcidjara azért van sziikség, mert az NADP/NADPH redukalo
mokelukaparnak az E’, értéke nagyobb (-320 mV), mint az SO,”/SO;” molekulaparé (-480mV), igy
a szulfat kozvetlen redukcidja szulfitta, NADPH oxidacidjat kovetden, egy endergonikus reakcid
lenne (+7,4 kcal/mol). Ezért a szulfatot kénforrasként hasznosité Osszes él6lénynek a szulfat
redukcidja elott sziikséges a szulfat adenildcidja. Az adenilaciét kovetden a szulfat
elektropotencialja olyan szintre csokken, hogy az NADPH kdozvetitésével mar végbemehet a szulfat
redukcidja szulfitta (De Meio, 1975; Siegel, 1975).

Az S. cerevisiae-nél a szulfat sejten beliili aktivalasa két 1épésben valosul meg (3. abra).
Els6 1épésben az ATP molekula adenozil-monofoszfat része megkoti a szulfat iont, és un. adenilil-
foszfo-szulfat (APS) keletkezik. A masodik 1épésben az adenilil-foszfo-szulfat ATP segitségével
tovabb foszforilalodik foszfo-adenilil-foszfo-szulfattd (PAPS). Az els6 1épést az ATP-szulfurilaz
enzim, a masodik Iépést pedig az APS-kinaz enzim katalizalja. Az aktivalt szulfat ezutan két
1épésben tovabb redukalddik: a PAPS-reduktaznak koszonhetden az elsé 1épésben szulfitta, majd
a szulfit-reduktaz enzimnek kdszonhetéen szulfidda. A metabolikus Gt végén a szulfid-ion beépiil a
sejt kéntartalmi szerves molekuldiba, tobbek kozott a kéntartalmi aminosavakba (cisztein,
metionin).

A szulfat aktivalasdban szerepet jatszo elsd0 enzimet, az ATP-szulfurilazt az
élesztégombanal elészor Robbinsnak és Lipmann-nak (1958) sikeriilt leirnia. Bebizonyitottak, hogy
a reakcid egyensulya nem kedvez az APS molekula képzédésének. Par évvel késobb az ATP-
szulfurilaz enzimet izolaltak és kinetikai tulajdonsagat is sikeriilt megvizsgalni (Hawes és Nicholas,
1973). Az enzimet a katalitikus aktivitasa alapjan az o/ foszfodieszterazok enzimcsaladba soroltak.
Az ATP-szulfurilazon kiviil ide tartoznak még a pirofoszfatazok és az ATP-difoszfatazok is. Ebbe a
csoportba tartoz6 enzimek képesek az o-f foszfatot kiilonb6zé nukleotid-trifoszfat (NTP)
molekulakrol lehasitani, majd a maradék nukleotid-monofoszfat (NMP) molekulat egy masik
szubsztrathoz kotni.

Az élesztégomba ATP-szulfurilaz enzimét a X. kromoszoman talalhaté MET3 gén kodolja
(Cherest és mtsi, 1985). A met3 auxotrof mutansok nem képesek a szulfatot egyediili kénforrasként
hasznositani, viszont mas szervetlen kénforrast, mint példaul a szulfitot, a szulfidot vagy a
tioszulfatot jol hasznositjdk. A S. cerevisiae met3 mutansanak segitségével nemcsak az
¢élesztdgombanal sikeriilt klonozni az ATP-szulfurilaz enzimet kodold gént, hanem a molekularis
szempontbol jol jellemzett Arabidopsis thaliana névénynél (Leustek és mtsi, 1994;) valamint a
burgonyanal (Solanum tuberosum; Klonus és mtsi, 1994) is. Mindkét esetben az adott ndvény
génbankjaval transzformaltak az élesztégomba mer3 mutansat, majd a transzformalas utan izolalt
pozitiv klénoknal azonositottak az adott névény ATP-szulfurildz génjét. Ez azt mutatja, hogy az
ATP-szulfurilaz enzim az evoltcio soran kevesett valtozott, konzervativ enzim.

A MET3 gén kodolta fehérjének a molekula tdmege 58.000 kDa, viszont az eldzetes
vizsgalatok szerint az aktiv ATP-szulfurilaz enzim molekulatémege 100.000 kDa koriili. Ebbdl arra
lehetett kovetkeztetni, hogy az aktiv enzimet feltehetéen egy homodimer molekula alkotja (Hawes
és Nicholas, 1973). A késobbi kisérletek viszont azt bizonyitottak, hogy az ATP-szulfurilaz egy hat
alegységbdl allo, 350-400 kDa méretii homohexamer.

Az ATP-szulfurilaz enzim monomerjei tovabbi négy doménra oszthatok. Az elsé (2-167
aminosav) ¢s a negyedik (394-511 aminosav) domén 6t-6t B struktirabol tevodik dssze. A molekula
aktiv régidja ¢és a szubsztrat kotd helye a masodik doménban (198-327 aminosav) talalhatd. A
harmadik révid domén (328-393 aminosav) kéti 6ssze a masodik és a negyedik domént (Ullrich és
mtsi, 2001).
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szekvenciajat Gsszehasonlitva tobb konzervativ szekvenciat talaltak. Ide tartozik a **’HxG/AH, a
OV XAFQXRNP vagy a szubsztrat kotésében szerepet jatszo “*VGRDHAG rovid szakaszban
talalhato “GRD-loop” (Ullrich és mtsi, 2001). Néhany ¢él6lény ATP-szulfurilaz és PAPS-szintdz
génjében elvégzett célzott mutagenézisek azt mutattak, hogy az utébb emlitett aminosav szakaszban
az (VGRDHAG) alanin (A) megvaltozasahoz vezetdé mutaci6 az enzim aktivitdsanak csdkkenésével
vagy elvesztésével jar (Deyrup és mtsi, 1999; Venkatachalam és mitsi, 1999). Ezzel sikeriilt
bebizonyitani, hogy ezen fehérje szakasz aminosavai fontos szerepet jatszanak a nukleozid
kotésben, igy az ATP-szulfurilaz enzim aktivitasaban. A negyedik, foleg az eukaridta élolényeknél
megtalalhato konzervativ szakasz (“°ISGTxxR) szerepe még nem ismert (Ullrich és mtsi, 2001).

Mao és mtsinak (2002) sikeriilt a S. cerevisiae MET3 génjének promoterét klonozni a -
galaktozidaz enzimet kodold gén (lacZ) promotereként. A [-galaktoziddz enzim aktivitasanak
mérésével megallapitottak, hogy a MET3 promoéter egy viszonylag gyenge promoter, amelyet a
metionin represszal.

A Penicillium chrysogenum ATP-szulfurildz enzimje is 6 azonos, 572 aminosavat
tartalmaz6 egységbdl tevodik ossze. Mindegyik egységben talalhatd egy szulfhidril csoport (Cys-
508) is (Martin és mtsi, 1989). Az N-terminalis végen elhelyezkedé 400 aminosavbdl allo szakasz
nagy homologiat mutat a S. cerevisiae (66 %), és kisebbet az Arabidopsis thaliana (28 %) ATP-
szulfurilaz enzimeivel. Akarcsak mas penészgombaknal, a C-terminalis végen talalhato, 172
aminosavat tartalmazo régié viszont nagyon eltér mind az élesztdgombanal, mind pedig az allat- és
novényvilagban leirt ATP-szulfurildz enzimek C-terminalis végeitél (Marzluf, 1997). Ez a C-
terminalis szakasz nagy homologiat mutat azonban néhany élélénynél leirt APS-kindz enzimmel,
ezért ugy tlnik, hogy a penészgombak ATP-szulfurilaz enzimének C-terminalis vége az APS-kinaz
enzimbdl “szarmazik” (Foster és mtsi, 1994). Ennek az un. APS-kinaz-szerii régionak kdszonhetden
a Penicillium chrysogenum és mas penészgombak ATP-szulfurildz enzimét az élesztégombak ATP-
szulfurilaz enzimével ellentétben a PAPS molekula allosztérikusan gatolja (Martin és mtsi, 1989;
Renosto és mtsi, 1990). Azonban sem ez az APS-kinaz-szerii régio, sem pedig a teljes ATP-
szulfurilaz enzim nem rendelkezik APS-kindz aktivitassal (Marzluf, 1997), ezt az enzimet egy
kiilonalld gén kodolja (5. abra).

Az E. coli ATP-szulfurilaz enzime 4 alegységbdl all6 heteromerikus enzim, az
alegységeket a cysN és a cysD gének kodoljak. Az aktiv ATP-szulfurilaz enzim két CysDp és két
CysNp monomerbdl tevédik dssze (Leyh és mtsi, 1992). Az enzim GTP hidrolaz aktivitdsa a CysNp
alegységben talalhato, és az APS szintézisét a GTP telitett koncentracidja stimulalja (Leyh és Suo,
1992). Liu és mitsi-nak (1994) sikeriilt bebizonyitani, hogy a CysNp altal katalizalt GTP
hidrolizisnél felszabadult kémiai energia az APS molekula szintéziséhez hasznalodik el. Az E. coli-
nal az APS-kinazt a cysC gén kddolja.

A nitrogéntkotd Rhizobium meliloti szimbionta baktérium nodP és nodQ génjei nagy
hasonlésagot mutatnak az E. coli cysD, cysN és cysC génjeivel (Dénarié és mtsi, 1992). Az aktivalt
szulfat keletkezését minden bizonnyal mindkét fehérje képes katalizalni. A mért adatok azt a
feltevést tamasztjak ala, hogy a NodQp APS-kinaz aktivitassal is bir, amely elengedhetetlen az
ATP-szulfurilaz enzim aktivitasahoz, vagyis a NodQp esetében a két enzim egy multifunkcionalis
komplexet alkot (Schwedock és mtsi, 1994).

Hasonlo komplex talalhaté az emldssejteknél is. A patkany illetve az egér sejtjeiben az
ATP-szulfurilaz és az APS-kindz aktivitasat egy egyszerli bifunkcios fehérje biztositja, igy a PAPS
molekula hatékonyabban tud képzddni szulfatbol (Lyle és mtsi, 1994). A bifunkciondlis enzimet
kodolo génbdl késziilt cDNS-t mar sikertilt klonozni. Az aminosav szekvencia analizise azt mutatja,
hogy a fehérje egy ATP-szulfurilaz és egy APS-kindz doménbdl tevodik Ossze, amelyet egy 37
aminosavbol allo szakasz valaszt el egymastol (Li és mtsi, 1995).

12



ATP-szulfurilaz APS-kinaz

E. coli [T [T B
cys D cys N cys C
_ (LEEEERRRRRRR RN NN e

R. meliloti [T
nod p nod q

S. cerevisiae T """ """

MET3 METI4
Asp. nidulans [T a"an"a"s"a"]
sC sD
egeér

PAPSS?2

6. dbra. ATP-szulfurildz és APS-kindz enzimek hasonlosaga kiillonbozé baktériumoknal,
gombaknal és magasabbrendli eukariotaknal. Pirossal az ATP-szulfurilaz, zolddel pedig az APS-
kinaz van jeldlve.

Az 6. abra szemlélteti az ATP-szulfurilaz és APS-kinaz enzimeket kodold gének szerkezeti
kiilonbségeit a baktériumoktdl egészen az eukaridta szervezetekig. Az E.coli-nal az ATP-szulfurilaz
enzimet két gén kodolja, mig egy kiilon enzim az APS-kindz enzimet. A Rhizobium-nal mar csak
két gén talalhatd: a masik ATP-szulfurilazt kodold gén egyben az APS-kinaz enzimet is kodolja. Az
élesztégombanal kiilon gének kodoljak mind az ATP-szulfurilazt, mind pedig az APS-kinazt. A
Asp. nidulans-nal az ATP-szulfurilaz C-terminalis végén egy APS-kindz domén talalhatd. Az
eml6soknél egy ATP-szulfurilaz és egy APS-kinaz aktivitassal is bird un. bifunkcionalis fehérjét
sikeriilt kimutatni.

Bar a S. cerevisiae-nél a szulfat aktivalasaban résztvevd két enzim az emldssejtekre
jellemz6é komplexet nem alakit ki, azonban fehérje-fehérje kolcsonhatas kimutathaté a szulfat
transzporterek, a szulfat aktivalo enzimek és a PAPS-reduktaz enzim kozott. Megfigyelték, hogy az
ATP-szulfurilazt (MET3), az APS-kindzt (METI4) vagy a PAPS-reduktazt (METI16) kodolo
génekben sériilt mutansok szulfat transzportja is hianyzik (Breton és Surdin-Kerjan, 1977; Thomas
és mtsi, 1990). Ez azt bizonyitja, hogy az elébb emlitett enzimek hatdssal vannak a szulfat
felvételére. Ezt a hatast tovabb erGsitette az a tény is, hogy az Arabidopsis thaliana
kloroplasztiszanak ATP-szulfurildz enzimét kodolo ASA! génnek az élesztégomba met3 mutans
torzsébe vald klonozasa utan az élesztdsejt visszanyerte ATP-szulfurilaz aktivitasat, de a szulfatot
utana sem volt képes kornyezetébdl felvenni. Ez azzal magyarazhato, hogy a novény aktiv ATP-
szulfurilaz enzime nem képes az ¢€lesztGgomba szulfat transzporterjével egy funkcionalis
multikomplex kialakitasara (Logan és mtsi, 1996).

A S. cerevisiae-nél a szulfat aktivdlasa soran a sejten belill keletkezett adenilil-foszfo-
szulfat (APS) vegyiilethez hdtoleranciat is kapcsolodik. Jakubowski és Goldman (1993)
megfigyelték, hogy metionin jelenlétében az élesztdsejtek életképessége jelentdsen csokkent,
amikor a hdmérsékletet 30 °C-r6l 45 °C-ra emelték. Viszont metionin hidnyos kozegben tenyésztett
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ugyanazon €leszt6torzs a hdmérséklet emelkedést jol viselte. Ebbdl arra a kovetkeztetésre jutottak,
hogy a sejten beliili APS molekulanak magas homérsékleten egy bizonyos “sejtvédd” szerepe is
van.

A szulfat aktivalasanak masodik 1épésében az APS molekula magnézium ion (Mg®") és
ATP jelenlétében tovabb foszforilalodik PAPS molekulava. Ezt a 1épést az APS-kinaz enzim
katalizalja, amely aktiv allapotban egy homodimer (Schriek és Schwenn, 1986). A S. cerevisiae
APS-kinaz monomerjét a MET14 gén kodolja (Masselot és Surdin-Kerjan, 1977). Ezt a gént el6szor
Fitzgerald-Hayes ¢és mtsi-nak (1982) sikeriilt klonozni, Korch ¢és mtsi-nak (1991) pedig
megszekvendlni. Az élesztdgomba Metl4p aminosav szekvencidja nagy hasonlosagot mutat mas
mikroorganizmusoknal leirt APS-kinazok szekvenciajaval.

Az Aspergillus nidulans-nal az sD gén kodolja az APS foszforilalasat katalizalo APS-kinaz
enzimet. Ez a gén egy 59 bp hosszi intront tartalmaz, mely 8 bazisparral a kezdd ATG kodon utan
helyezkedik el. Az enzim 206 aminosavbol all és nagy homologiat mutat a P. chrysogenum-nal (82
%) és a S. cerevisiae-nél (75 %) leirt APS-kinaz enzimekkel (Marzluf, 1997).

2.1.4 Az aktivalt szulfat redukcidja

A szulfat ion aktivalasa utan az elsé redukcids Iépést, amely soran a PAPS molekula
foszfo-adenil-foszfatra és szulfitra bomlik, a PAPS-reduktaz enzim katalizalja. El6szor Wilson és
mtsi-nak (1961) sikeriilt frakcionalniuk a NADPH-PAPS reduktaz komplexet harom 6nall6 részre:
két fehérjerészre és egy komplexre. Megallapitottak, hogy a PAPS-reduktaz két egységbdl allo
homodimer, melyhez co-szubsztratként egy redukalt tioredoxin kapcsolddik. A PAPS-reduktaz
enzimet a S. cerevisiae-nél a METI6 gén kddolja (Berendt és mtsi, 1995; Masselot ¢s Surdin-
Kerjan, 1977; Thomas és mtsi, 1990). A Metl6p nagy hasonlésagot mutat az E. coli baktériumnal
(cysH) és mas gombanal leirt PAPS-reduktdz enzimekkel (Thomas és Surdin-Kerjan, 1997). Az
eddig leirt 6sszes PAPS-reduktaz enzim tartalmaz egy un. tioredoxin domént, amely feltehetéen az
megfigyelhetd (Gutierrez-Marcos és mtsi, 1996).

A novényeknél az APS molekula redukcidja szulfittd kozvetleniil is megvalosulhat, PAPS
keletkezése nélkiil. Azonban az a tényt, hogy a PAPS-on keresztiili szulfat asszimilacios 1t is
megtalalhat6é a novényeknél, azt a spendtnal leirt tioredoxin fiiggé PAPS-reduktaz enzim bizonyitja
(Schwenn, 1994).

A szulfit redukcidja szulfidda harom NADPH molekula oxidalasaval torténik. Ezt a 1épést
a szulfit-reduktdz enzim katalizalja, amelyet mind a baktériumoknal mind pedig az élesztégombanal
mar sikeriilt azonositani (Ostrowski és mtsi, 1989; Yoshimoto és Sato, 1968). A S. cerevisiae
szulfit-reduktdz enzime négy alegységbdl tevodik Ossze: két o és két B alegységbdl. Az 1035
aminosavbol allo o alegységet a MET10 gén kodolja (Kobayashi és Yoshimoto, 1982a). Ennek az
alegységnek a C-terminalis vége hasonldsagot mutat az E. coli szulfit-reduktaz enzim CysJp
alegységével. Az élesztégomba P alegységét a X. kromoszomara térképezett METS5 gén kodolja,
amely szintén nagy hasonlosdgot mutat az E. coli-nal leirt szulfit-reduktdz enzim 3 alegységével
(Kobayashi és Yoshimoto, 1982b). Az élesztdgomba METS5 génben sériilt mutinsa hasonlo
fenotipust mutat, mint a met/0 mutans (Thomas és Surdin-Kerjan, 1997).

2.1.5 A szulfid-ion (S¥) beépiilése a szerves vegyiiletekbe

A szulfid ion (S°) beépiilése a szénlancba az els6 1épés a kéntartalmi aminosavak (cisztein
ill. metionin) szintézisében.

A S. cerevisiae-nél e 1épés soran a szulfid ion egy O-acetilhomoszerin molekulaval 1ép
reakcidba (3. abra), és egy molekula viz kilépése mellett homocisztein keletkezik. Ez az egyediili
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reakcio, melynek soran a kénatom beépiilhet a szénlancba. Ezt a reakciot a MET25 gén altal kodol
homocisztein-szintdz enzim katalizalja. A MET25 megegyezik a METI5 génnel, melyet Singh ¢és
Sherman (1974) irtak le, mikoris metil-fém rezisztens mutansokat kerestek. A metil-fém rezisztens
met25 mutans torzsnél a homocisztein-szintdz hidnya miatt a sejten beliill hidrogén-szulfid
halmozddik fel, mely a metil-fém molekulaval reakcioba 1ép, ezaltal csokkenti toxikus hatasat
(Thomas és mtsi 1992b). A Met25p nagy hasonlosdgot mutat az E. coli baktériumnal talalt
cisztation-y-szintaz (metB), cisztation-B-liaz (metC) és a S. cerevisiae-nél, illetve a patkanynal leirt
cisztation-y-lidz enzimekkel. Ezért feltehetoleg az elobb emlitett 6sszes enzim egy fehérje csoportba
tartozik, melyek a piridoxal foszfat enzimekbdl szarmaznak (Cherest és mtsi, 1973).

2.1.6 A cisztein bioszintézise

Az enterobaktériumoknal az egyediili transzszurfurilacios Ut a cisztein homociszteinné valod
konverzidja. Ezzel ellentétben az emlésok a homociszteint ciszteinné tudjak alakitani, de ciszteinbdl
nem képesek homociszteint szintetizalni. Az élesztégombanal két kiillonb6z6 enzim rendszernek
koszonhetéen, mindkét elobb emlitett ut mikodik (lasd 3. bra).

A S. cerevisiae-nél a cisztein bioszintézise két ciszteinre auxotréf mutans torzs (strl és
strd) tesztelésénél kertilt a figyelem kozéppontjaba (Cherest és Surdin-Kerjan, 1992). Ezek a torzsek
sem metionin, sem pedig homocisztein jelentében nem mutattak ndvekedést. Az str/ mutansnal a
cisztation-y-lidz, mig az str4 mutans torzsnél a cisztation-f-szintadz enzim aktivitdsa hianyzott. Ez
azt bizonyitotta, hogy az élesztégombanal a homocisztein ciszteinné valo atalakulasa az egyediili
metabolikus ut, mely cisztein képzéséhez vezet (Barton és mtsi, 1993; Cherest és mtsi, 1993). A
cisztein képzésénél a cisztation-fB-szintdz enzim katalizalja az elsé 1épést, mely sordn egy P
addiciora keriil sor (Ono és mtsi, 1994), a cisztation-y-lidz pedig a masodik 1épést (Yamagata és
mtsi, 1993). A két mutans torzs (strl, str4) kénforrasként glutationt is képes hasznositani, ugyanis a
glutation ciszteinre hidrolizal, mely mint szerves kénforras all a sejt rendelkezésére (Cherest és
Surdin-Kerjan, 1992; Cherest és mtsi, 1993). Az emberi cisztation-f-szintazt kodold gén képes
komplementalni a str4 cisztein auxotrof mutanst (Kruger és Cox, 1994). A S. cerevisiae-nél késébb
izolalt CYS3 illetve CYS4 gének megegyeznek az STRI illetve az STR4 génekkel (Ono és mitsi,
1992; Ono és mtsi, 1988).

Az Asp. nidulans-nal a cisztein szintézisének f0 lépése a cisztein-szintdz enzim altal
katalizalt szulfid reakcioja O-acetilszerinnel (5. abra). Azonban az elébb bemutatott Gton is
keletkezhet cisztein: az O-acetilhomoszerin szulfurilacidja soran homocisztein keletkezik, amelybdl
cisztationon keresztiil cisztein keletkezhet. Ha ez az alternativ ut blokkolva van, a cisztein-szintaz
génben sériilt cysB mutansok csak cisztein jelenlétében képesek a ndvekedésre. A cysB mutansok
sejtkivonatanak cisztein-szintdz aktivitdsa megegyezett a vad tipuséval. Ez azzal magyarazhato,
hogy a mitokondriumban és a citoplazmaban cisztein-szintaz izoenzimek talalhatok (Marzluf,
1997). A cysB gén altal kodolt enzim N-terminalis végén egy Un. ,tranzit* szakasz talalhato, ami azt
bizonyitja, hogy ez az enzim a mitokondriumban fejti ki katalizalo hatasat (Sienko €s mtsi, 1998).

2.1.7 A metionin bioszintézise

A S. cerevisiae-nél a metionin egy un. “egyszerii-szén metabolizmus” Ut soran keletkezik
(7. abra). Kozvetleniil a metionin keletkezése eldtt egy metil gyok kotédik egy homocisztein
molekulahoz (Jones és Fink, 1982). Az egyszerii-szén metabolizmusban sériilt mutansok metionin
auxotrofok, de egyediili kénforrasként nem tudjak hasznositani sem a ciszteint, sem pedig a
homociszteint. Ezek a mutansok a MET7 vagy a MET13 génekben sériiltek .

Ebben a metabolikus utban csak egy 1épés specifikus a metionin szintézisre: az 5,10-
metilén-tetrahidrofolat redukcidja 5-metil-tetrahidrofolatta. Ezt a 1épést a metilén-tetrahidrofolat-
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reduktaz enzim katalizalja. A S. cerevisiae genomja két olyan ORF-et tartalmaz (YCLI25w,
YPL0O23c), mely nagy hasonldésdgot mutat az emldsoknél leirt metilén-tetrahidrofolat-reduktaz
enzimmel. Az élesztégombanal leirt METI3 gént a YCLI25w régidba térképezték. A YCLI25w
ORF mutansa, a metl/3 mutanshoz hasonléan metionin auxotréf (Thomas és Surdin-Kerjan, 1997),
mig az YPL023¢ ORF mutans torzs prototrof. Ebbol addéddéan a YCLI25w ORF nagy
valoszinliséggel megegyezik a METI3 génnel, mely a VII. kromoszéman talalhatdo (Mortimer és
mtsi, 1992).

A met7 mutdnst eldszor adenin és metionin auxotrofidval jellemezték, azonban a tovabbi
kisérletek bebizonyitottdk, hogy csak metionin auxotréfiat hordoz (Thomas és Surdin-Kerjan,
1997). Az élesztégomba MET7 génje nagy hasonlosagot mutat a XV. kromoszémara betérképezett
YOR241w ORF-el (Thomas ¢s Surdin-Kerjan, 1997) és feltehet6leg a tetrahidrofoil-glutamat-szintaz
enzimet kodolja. Kimutattak, hogy in vivo az 0sszes egyszerii-szén metabolizmus ttban részt vevo
enzim képes a tetrahidropteroil koenzim monoglutamat részét hasznositani. Ez az enzim katalizalja
a tetrahidropteroil-glutamat molekula glutamat lancanak novekedését. Emldssejteknél kimutattak,
hogy a poliglutamat molekuldt nem szintetizald sejt az egyszerii-szén metabolizmus ut
végtermékeire (metionin, timin, adenin) auxotrof (Schirch és Strong, 1989). Mivel a met7 mutans
csak metioninre mutatott auxotrofiat, ezért az élesztdgombanal a katalizalo szerep ellatasahoz csak
a metionin-szintaz enzimnek van sziiksége a tetrahidropteroil koenzim poliglutamat részére.

MET7
H4PteGlu,, + glutamat + ATP 4_’ H,PteGlu,,; + ADP + P;

Az “egyszerli-szén metabolizmus” soran keletkezett 5-metil-tetrahidrofolat és a
homocisztein reakcidjat, melynek soran metionin keletkezik, a homocisztein-metil-transzferaz
enzim katalizalja. Mas €él61ényeknél leirt homocisztein-metil-transzferdz enzimekkel ellentétben a S.
cerevisiae homocisztein-metil-transzferaz enzime Bj, vitamin jelenlététden fiiggetlen (Burton és
mtsi, 1969). Ez megmagyarazza azt a tényt, mely szerint az élesztogomba nem képes megfeleld
mennyiségli By, vitamin termelésére, valamint hogy az éleszt6 tenyésztésére hasznalhato tapoldatok
sem tartalmaznak B;, vitamint (Flavin, 1975). Az élesztégomba homocisztein-metil-transzferaz
enzimét a MET6 gén kddolja (Csaikl és Csaikl, 1986; Mountain és mtsi, 1991). A met6 mutans
egyediili kénforrasként AdoMet-et tartalmazd taptalajon is nd, ami azt bizonyitja, hogy az €lesztd az
AdoMetbdl homocisztein metilacioja nélkiil is képes metionint szintetizalni. Mivel az AdoMet-
szintaz enzim altal katalizalt reakcid irreverzibilis, ezért a met6 mutans AdoMet hasznositasa egy
masik uton torténik.

Az E. coli-nal két homocisztein-metil-transzferaz aktivitassal bir6 enzim talalhato. A
MetHp fehérje egy B, vitamin fiiggd, mig a MetEp fehérje By, vitamintdl fiiggetlen (Old és mtsi,
1991). Az emlésoknél a homocisztein-metil-transzferdz aktivitisa kobaltamin fiiggé (Chen és mtsi,
1995), viszont a Catharanthus roseus ndvény E. coli-ban klonozott homocisztein-metil-transzferaz
enzim aktivitdsdhoz nincs sziikség B, vitaminra (Eichel és mtsi, 1995).
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7. abra. A S. cerevisiae-nél leirt un. egyszerii-szén metabolizmus ut.

2.1.8 A kénmetabolizmus szabilyozasa

Régota ismert tény, hogy az élesztdgombaknal a szervetlen kénforrasok jelenlétében
torténd aminosav bioszintézisre kiillonb6z6 vegyiiletek negativan hatnak. Ilyen vegyiiletek pl. a
metionin vagy az AdoMet, melyek a szulfat asszimilacidhoz sziikséges enzimek szintézisét
represszaljak (Cherest és mtsi, 1969).

A S. cerevisiae-nél az “altalanos” aminosav bioszintézis utat a Gendp transzkripciods
regulator szabalyozza. A Gcndp fehérje azon gének expresszidjat szabalyozza, melyeknél a
promoter régioban az ATG(C/G)TCAT szekvencia megtalalhatdo (Hinnebush, 1992). Azonban a

crer

crer

rrrrr

MET25 gén teljes repressziojat idézte elo.

A TCACGTG szekvenciara kotddik a CBFI gén altal kodolt “helix-loop-helix” (bHLH)
domént tartalmazo fehérje is (Mellor és mtsi, 1990). A Cbflp fehérjével elvégzett tovabbi kisérletek
szabalyozza (Baker és Masison, 1990; Cai és Davis, 1990). A cbf] mutans térzsnél a METI6 gén
transzkripcidja erdsen lecsokkent, valamint a szulfat-permedz aktivitasa is hianyzott (Thomas és
mtsi, 1992a). A METI16 gén mellett a METI0 és a MET14 gének expresszidja is nagyban fiigg a
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Cbflp fehérje jelenlététol. Ezzel ellentétben a METS3 illetve a MET25 transzkripcidja a cbfl
mutansban a vad tipussal dsszehasonlitva csak a felére csokkent (Kuras és Thomas, 1995). Ebbdl
arra lehetett kovetkeztetni, hogy a CBFI gén mellett mas transzkripcids regulatorok is szerepet
jatszanak a MET gének expresszidjanak szabalyozasaban.

A kénmetabolizmusban résztvevé gének transzkripcidjat a CBFI gén mellett a MET4 gén
is jelentdsen befolyasolja. A met4 mutansban a szulfat transzporton kiviil a MET2, MET3, MET),
METI14, MET16, METI10 és a MET25 gének transzkripcidja is hianyzik (Thomas és mitsi, 1990,
Thomas és mtsi, 1992a). A MET4 locusban sériilt sejt metionin auxotrof és nem képes egyediili
kénforrasként a ciszteint illetve a szervetlen kénforrasokat hasznositani (Thomas és mtsi, 1992b). A
Metdp leucin-zipper doménnal kotédik a DNS molekuldhoz (Landschulz és mitsi, 1988). Azt a
feltevést, hogy a transzkripcios aktivatornak is lehet (van) transzkripcids szabalyozdja az a tény
tamasztja ala, hogy a MET4 gén transzkripcidjat negativan szabalyozza a Met30p fehérje. A Met30p
magas AdoMet koncentracional gatolja a Metdp transzkripcios aktivator hatasat. A met30 auxotrof
mutdns repressziv novekedési koriilmények kozott sarga telepeket képez (Thomas és mtsi, 1995),
amely feltehet6leg a sejten beliili kéntartalm vegyiiletek felhalmozodasaval magyarazhato.

A MET28 gén volt a harmadik leirt gén a S. cerevisiae-nél, amely a MET gének
auxotrof és a vad tipusu torzzsel 6sszehasonlitva szelenattal szemben rezisztens (Thomas és Surdin-
Kerjan, 1997). A masik két transzkripcids regulator fehérjéhez hasonléoan (Cbflp és Metdp) a
Met28p is leucin-zipper doménnal rendelkezik (Kuras és mtsi, 1996). Northern Blot analizissel
sikeriilt bebizonyitani, hogy a vad tipushoz képest a met28 mutans toérzsben a MET3, METI0,
METI14 és a METI6 gének transzkripcidja csokkent, azonban a MET25 gén transzkripcidjanak
mértéke nem valtozott (Kuras és mtsi, 1996). A Met28p alacsony sejten beliili AdoMet
koncentracional pozitiv regulatorként hat a MET gének transzkripciojara.

A fent emlitett adatokbdl kovetkezik, hogy a S. cerevisiae-nél legalabb harom, a MET
gének transzkripciodjat szabalyozoé pozitiv regulator fehérje 1étezik. Azonban a MET gének promdter
kovetkeztetni, hogy a harom fehérje egy komplexként kotddik az elébb emlitett szekvencidhoz. Ezt
a hipotézist két-hibrid kisérlettel sikeriilt is bebizonyitani. A Cbflp-Met4p-Met28p komplexen beliil
a Metdp és a Met28p sajat leucin-zipper doménjukkal kotddnek egymashoz, illetve hasonlod
kapcsolat van a Cbflp bHLH és a Metdp leucin-zipper doménja kozott is. A Met28p és a Cbflp
kozott semmilyen kolesdnhatas sem volt megfigyelhetd (Kuras és mtsi, 1996).

A Neurospora crassa-nal legalabb harom regulator gént ismeriink (SCONI, SCON2 és
CYS3), amelyek koziil a Sconlp és Scon2p fehérjék a CYS3 gén negativ regulatorai (Marzluf és
Metzenberg, 1968; Paietta, 1990). A Cys3p fehérje a S. cerevisiae-nal leirt Metdp és Met28p
fehérjékhez hasonldan leucin-zipper doménnal kotédik a DNS-hez. A cys3 mutans tdrzsben sem
a szulfat-permeazt, sem pedig az ATP-szulfurilazt kodold gének nem irédnak at. Mutagenézissel

s

szekvenciadhoz (ATGRYRYCAT) kotodik (Li és Marzluf, 1996).
2.1.9 A kénmetabolizmus azonositott génjei Schiz. pombe-nél

Bar a Schiz. pombe fiziologiailag és genetikailag a legismertebb élesztégombak egyike,
kénmetabolizmusa mégis kevessé felderitett. A tobbi él61énynél megismert gének koziil, minddssze
négyet sikeriilt eddig genetikailag és funkcionalisan is leirni. E téren bizonyos attorést jelentett a
Pombe Genom Project, amelynek soran sikeriilt a hasadd élesztégomba mindharom
kromoszémajanak a teljes szekvencidjat megismerni (Wood és mtsi, 2002). A megszekvenalt
kromoszémakon talalt ORF-ket 0sszehasonlitottak a DNS adatbankokban talalt mas él6lényeknél
leirt génekkel. gy sikeriilt homolégia alapjan megtalalni és feltételesen azonositani a hasadé
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élesztdgomba kénmetabolizmusaban szerepet jatszo gének nagyrészét. Az 1. kromoszomara tobbek
kozott a homocisztein-metil-transzferazt, a metiltetrahidrofolat-reduktazt, a PAPS-reduktazt; a II.
kromoszdmara a szulfat-transzportert, a homoszerin-O-acetiltranszferazt, a homocisztein-szintazt; a
III. kromoszémara pedig a szulfit-reduktazt kodolo géneket sikeriilt azonositani. Meg kell azonban
jegyezni, hogy csak szekvencia azonossag alapjan feltételezik az igy megtalalt gének funkciojat,
teljes korli szerepiikr6l, szabalyozottsagukrol és a mikodésiik kiesésével jard fenotipusos
valtozasrol azonban nincsenek ismeretek.

Elészor Kohli és mtsi (1977) izolalaltak Schiz. pombe torzsekbdl metionin hianyos
mutansokat, amelyeket metl-t6l met5-ig jelolt komplementacids csoportba soroltdk. Az egyes
mutansoknal a gének térképezését genetikai modszerekkel (tetrdd analis, indukalt haplodizacio)
sikeriilt megallapitaniuk: a metl, met2 és met5 mutansoknal a mutans allélokat az I. kromoszomara,
mig a met3 és a met4 mutansoknal a II. kromoszomara térképezték. A metl-met5 mutansok
(komplementacids csoportok) elnevezése azonban véletlenszerien tortént (Kohli és mtsi, 1977).

A Schiz. pombe-nél az els6 klonozott és egyben funkcionalisan leirt, a
kénmetabolizmusban szerepet jatszé gén az S-adenozilmetionin-szintdz (SAMS) enzimet kodold
saml gén volt (Hilti és mtsi, 2000). Stacioner fazisban a SAM1p aktivitasa csokken. Haploid sejtnél
a saml gén csokkent mértékli expresszidja az adott haploid sejtnek egy masik haploid sejttel valo
konjugalasdhoz vezet, ami azt mutatja, hogy a sam/ gén mikodése 1étfontossagu. A saml gén
szekvencidja nagy homologidt mutat mas él6lényeknél talalt S-adenozilmetionin-szintaz enzimet
kédolo génekkel (Hilti és mtsi, 2000).

Brzywczy és mtsi (2002) a S. cerevisiae met25 mutans torzsét transzformaltak Schiz.
pombe cDNS konyvtarral, majd az izolalt rekombinans plazmidon megtalaltdk a homocisztein-
szintaz enzimet kodold gént (GenBank No. AF012876). A fehérje tobb mint 60 %-o0s azonossagot
mutat mas mikroorganizmusoknal talalt homocisztein-szintaz enzimmel. E kutatocsoportnak mar
korabban sikeriilt bebizonyitania, hogy a hasado élesztégomba nem rendelkezik sem cisztation-f3-
szintaz, sem pedig cisztation-y-lidz enzimaktivitassal. E két enzim hianyabdl adéddan nem lennének
képesek metioninbol ciszteint szintetizalni, valamint a metionin jelenléte nem befolyasolhatna a
szulfat asszimilacidjat (Brzywczy és Paszewski, 1994). Tobb kutatocsoport eredményei szerint
azonban a metionin megfeleld kénforrdas mind a prototréf, mind pedig a metionin auxotrof
torzseknek (Kohli ¢és mitsi, 1977; Brzywczy ¢és mtsi, 2002). A kérdés megoldasdhoz
a munkacsoportunk altal eldallitott szelenat-rezisztens, ATP-szulfurilaz aktivitasukat vesztett
mutdnsok vizsgalata vezetett, amelyek nem voltak képesek a metionint, mint egyediili S-forrast
hasznositani (Banszky és mtsi, 2003). A szerzdk feltételezése szerint a metionin hasznositisa soran
a metionin teljes mértékben lebomlik, kéntartalma pedig a szulfat-asszimilacios uton keresztiil
hasznosul. Ez az Ut a jelzett szelenat-rezisztens mutansoknal azonban nem miikodik.

A legujabb irodalomi adatok szerint két metionin szintézisben szerepet jatszo gént sikeriilt
izolalni. Mindkét gén, met9 és a metl I, a metilén-tetrahidrofolat-reduktaz enzimet kodolja. Bar 38
%-0s homologiat mutatnak, meglepetésre, mégsem képesek egymast komplementalni (Naula és
mtsi, 2002).

Naula és mtsi (2002) megfigyelték, hogy a metionin fontos szerepet jatszik a hasado
¢élesztégomba szaporodasaban is. Az ammonium-ion represszalja mind az ivaros szaporodast mind
pedig a sporuléciot, azonban a metionin ezt a gatlast ellensulyozza az stel I transzkripcids aktivatort
kodold gén indukalasaval (Schweingruber és mtsi, 1998). A metionin metabolizmus és a szaporodas
kapcsolatanak vizsgélatara Schweingruber és mtsi tovabbi metionin auxotr6f mutansokat izolaltak.
A mutéciot szenvedett gének elnevezését a mar térképezett Kohli torzsekkel vald Osszetévesztés
elkeriilése végett met6-tol folytattak. Az altaluk izolalt metionin auxotr6f mutansokban a kdvetkezd
enzimeket kodold géneket inaktivaltak: homoszerin-acetiltranszferaz (met6), cisztation-y-szintaz
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(met7), metilén-tetrahidrofolat-reduktaz (met9, meti; Naula és mtsi, 2002). A metl0 pedig a met9
gén represszora (Schweingruber, személyes kozlés).

2.2 A szelenat-rezisztencia és a szulfat hasznositas kapcsolata kiilonb6z6
mikroorganizmusoknal

A szelenat (SeO,”), a molibdenat (MoQ,”) és a wolframat (WO,”) ion a szulfat ion (SO,”)
szerkezeti analogja. Mindharom szulfat analdg a szulfat-permeaz segitségével jut be a sejtbe, tehat
jelenlétiik a tapkozegben kompeticioval gatolhatja a szulfat felvételt. A molibdenat €s wolframat
iontdl eltéréen a szelenat ion a szulfat asszimilacios ton tovabb redukalddik szelenitté, amely
bizonyos koncentracidoban a sejt pusztulasahoz vezethet. A szelenat ion S. cerevisiae-re gyakorolt
toxikus hatdsanak mechanizmusa mar jol ismert. A szelenat ion a sejtben a szulfat asszimilacios
ton keresztiil a sejt szamara toxikus hatsu szelenitté (SeO;”) redukalodik. A szelenit toxikus
hatasa a redukcids Ut soran keletkezett nagy mennyiségli H,O, illetve O, ionnak tulajdonithato
(Pinson és mtsi, 2000). A szelenit ion tolerancia a sejt detoxikaciés mechanizmusatol fligg. E
folyamat soran a szelenit ion nem enzimatikus uton a redukalt glutationnal 1ép reakcidba, amelynek
soran elemi szelén (Se”) keletkezik (Gharieb és mitsi, 1995). A szelén altalanos toxicitasa abbol
adodik, hogy a kéntartalmi aminosavakba beépiil a kénatom helyére. A szelént tartalmazo
aminosavak megvaltoztathatjak a fehérjék harmadlagos szerkezetét, igy az adott fehérje (enzim)
inaktivalodhat (Lauchi, 1993).

Mint mar emlitettem, a vad tipusu S. cerevisiae torzsek a szulfatot egyediili kénforrasként
képesek hasznositani. A szelenat ion bizonyos koncentracioban a sejt szamara toxikus, vagyis a vad
tipusu sejtek szelenatra érzékenyek. Azonban, ha a szulfat felvételben vagy a redukcids ut elején
szerepet jatszo valamelyik gén megsériil, a sejt nem lesz képes tovabb a szulfatot kénforrasként
hasznositani, egyidejiileg viszont szelenatra rezisztenssé valik.

Kiilonb6z6 Aspergillus fajoknal leirt, az ATP-szulfurilaz enzimet kodold génekben sériilt
mutansok nem képesek a szulfatot egyediili kénforrasként hasznositani, és ezzel parhuzamosan
szelenatra is rezisztensekké valnak (Arst, 1968; Buxton és mtsi, 1989; De Lucas és mtsi, 2001). Az
Aspergillus nidulans szelenat-rezisztens mutansait kromatra vald érzékenységiik szerint két
komplementacids csoportba soroltak (sB™ és sC’). A kromat rezisztens mutansoknak (sB") a szulfat
permeaz génjik, mig a kromat érzékenyeknek (sC) a szulfat-reduktdz enzimkomplexet kodolo
génjik sériilt. Meglepetésre az Aspergillus nidulans-nal a APS-kindz hianyos torzs a vad tipusu
torzzsel Gsszehasonlitva szelenat tulérzékenységet mutatott (Arst, 1968).

Smith és mtsi (1995) a Saccharomyces cerevisiae-nél szelenatra és kromatra rezisztens
mutdnsokat izolaltak. A mutansok a szulfat és annak toxikus analogjainak (szelenat ion és kromat
ion) transzportjaért felelos SULI génben sériiltek. A S. cerevisiae-nél a transzporter gének
inaktivalasan kiviil az ATP-szulfurilaz enzimet kodoldé MET3 gén, az APS-kinazt kodolé METI4
gén, valamint a PAPS-reduktazt kddold MET16 gén mutacidja is szelenat rezisztenciahoz vezet. Az
esetén az enzimek génjei nem irodnak at, ezért a transzkripcids aktivatorokat kodold gének
inaktivalasa is szelenat rezisztencidhoz vezet. Ezzel ellentétben a MET30 génben mutans torzset
szelenat tilérzékenységgel jellemezték (Thomas és Surdin-Kerjan, 1997).

Shibagaki és mtsi (2002) az Arabidopsis thaliana névénynél irtdk le a szelenat-rezisztens/
szulfatot nem hasznositdé mutans fenotipusat. A szulfat transzportereket kodold gének (Sulftl és
Sulft?) inaktivalasa utan a ndvény nem tudta a gyokereken keresztiil felvenni a szulfatot, és a vad
tipusu torzshoz képest szelenatra rezisztens fenotipust mutatott.

Kutatécsoportunk Schiz. pombe-bol allitott eld szelenat-rezisztens mutansokat, amelyek
egyidejiileg a szulfatot nem tudtak egyediili S-forrasként hasznositani. (Banszky és mtsi, 2003). A
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mutansok egyetlen komplementacids csoportba tartoztak, metioninen nem mutattak névekedést és
nagyban lecsokkentett volt ATP-szulfurilaz aktivitasuk.

2.3 Schiz. pombe klonozo6 vektorok

A klonozasok alapfeltétele egy klonozo vektor és a szelekcios markerben sériilt gazdatorzs
izolaldsa. A komplementacion alapuld klonozd vektorok esetében a metabolizmusban sériilt
auxotrof gazda a szelekcidos markernek koszonhetden prototroffa valik. A szelekcids markerek
masik formédja a rezisztencian alapuld szelekcid, amely soran a szelektiv génnek koszonhetden az
érzékeny torzs a transzformalast kovetéen az adott anyagra rezisztenssé valik. Az klonozo
vektorként hasznalt integralodo plazmidok nem hordoznak autoném replikacios szekvenciat, igy az
adott plazmid a sejt genomjaba integralodik, igy az osztodast kovetden atjut az anyasejtbol
a leanysejtbe. A S. cerevisiae 2um plazmidjabdl szarmazd autondm replikacids szekvencia (ars)
plazmidba valé klonozasanak kdszonhetéen egy nagyobb hatékonysagl transzformacios eljarast
lehet elérni, illetve a plazmid sejtben 1évo kopidszama is nagyban ndvelhetd.

A Schiz. pombe-nél két plazmid szelekciés marker hasznalata terjedt el. Az elsénél a S.
cerevisiae LEU2 génje komplementalja a Schiz. pombe leul” mutansat. A komplementacids arany
elég jo, azonban egyes szelektiv taptalajokon gatolt a pozitiv telepek novekedése. A masik gyakran
hasznalatos szelekciés marker a Schiz. pombe ura4 génje, amely az wura4 mutanst képes
komplementalni. Az utébb emlitett mutans torzset a S. cerevisiae URA3 génje is képes
komplementalni, azonban a gyenge expresszionak koszonhetden csak abban az esetben, ha az URA3
gén multikopias plazmidon helyezkedik el.

A hasado élesztdgombanal hasznalatos Gn. shuttle klonozé plazmidok az ars szekvencia €s
a szelekcids marker mellett bakterialis replikacios kezdetet (ori) és bakterialis szelekcios markert is
tartalmaznak. Ilyen pl. az ura4 szelekcids markert tartalmaz6 pURI18N (lasd &bra.) vektor is, amely
még egy un. MCS-ot (multicloning site, tobb hasito helyet tartalmazé révid DNS szakasz), valamint
a klonozott inzertek szkrinelésére hasznalhat6 lacZ gént is hordozza (Barbet és mtsi, 1992). A lacZ
gén jelenléte lehetdvé teszi a vektort génbankok készitésére.

A S. cerevisiae arginin-permeazt kodold CANI génjét hasznaljak a Schiz. pombe canl
mutdnsdnak transzformélasa sordn. A canl’ sejt érzékeny az arginin toxikus analdgjaként ismert
kanavaninra, ezzel ellentétben a canl” mutans arginin auxotrof/kanavanin-rezisztens. A Schiz.
pombe gombanal hasznalt tovabbi szelekcios markerek: adel (vektor pNPT/ADEI1-3), ade6
(pNR210), arg3 (paR3), his3 (pSP3), his7 (pEAS500).

2.4 Borok almasavtartalom csokkentésének lehetésége Schiz. pombe
élesztogombaval

Az er6sen savas borban talalhaté nagy mennyiségli almasav az erjedés soran mikrobiologiai
uton csokkenhet. A S. cerevisiae és S. bayanus borélesztd torzsek a fermentacid alatt az almasav
mennyiségének kisrészét (kb. 10%-at) képesek csak lebontani. A borban talalhaté almasav nagy
hatasfoki mikrobiologiai lebontasa elvileg kétféleképpen lehetséges: 1., a tejsavbaktériumok
(elsésorban az Oenococcus oenos) a malolaktikus fermentacidja soran az almasavbol tejsav
keletkezik 2., a Schizosaccharomyces pombe élesztégomba maloetanolos fermentacidja soran az
almasavbol alkohol és CO, képzddik.

Az almasav etanolos erjesztése Schiz. pombe élesztogomba segitségével mar régdta ismert
konverzids folyamat. Dittrich (1963) valamint Mayer és Temperli (1963) irtak le eldszor e reakcio
stochiometriajat:

almasav — etanol +2CO, (a folyamat acetaldehiden keresztiil megy végbe, lasd 8. abra)
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Az altaluk mért adatok szerint 1 g almasavbol 0,343 g etanol keletkezik.

Az almasav anaerob korilmények kozott piroszOlésavva, majd acetaldehiddé
dekarboxilezodik, amelyet az alkohol-dehidrogendz enzim etanolla redukal. Az almasav
dekarboxilezését végzd, citoplazmaban talalhatd malat-enzim mangan fiiggé (Fuck és Radler,
1972). A 8. abrabol jo kivehetd, hogy az almasav anaerob lebontasa sem szén-, sem pedig
energiaforrasként nem szolgal a sejt szamara, ugyanis a malat-enzim altal 1étrehozott NADH,-t az
acetaldehid etanolla torténd redukalasa soran az alkohol-dehidrogenaz felhasznalja, az almasavnak
pedig egyik C-atomja sem épiil be az élesztdgomba szerves vegyiileteibe.

Manapsag a bordszatban a malolaktikus fermentaci6 terjedt el. Ennek az eljarasnak a
hatranya, hogy magas SO, koncentracional, alacsony pH-nél, alacsony homérsékleten és magas
alkohol tartalomnal nem megy végbe (Peynaud, 1984), mig a maloetanolos fermentacid alacsony
pH-nal (Yang, 1973) és magas SO, koncentracional is folyik (Yang, 1975).

A maloetanolos eljaras hatranya, hogy az almasav lebontasa soran a bor gylimdlcsds ize is
eltinik, valamint, hogy a fermenticié soran nemkivanatos kéntartalmii iz- és aromaanyagok
keletkeznek, tobbek kozott kén-hidrogén (Bidan és mtsi, 1974; Gallander 1977). A kén-hidrogén az
¢élesztogomba kénmetabolizmusanak terméke és a bornak zaptojasra emlékeztetd szagot okoz. A
kén-hidrogént és mas kéntartalmi aromaanyagokat az é¢lesztdgomba szerves (cisztein, metionin)
vagy szervetlen (szulfat, szulfit) kénforrasokbol allitja eld. E negativ hatasok elkeriilésére
maloetanolos almasavbontas soran kiilonboz6 eljarasokkal probalkoztak. Snow és Gallander (1979)
almasav mennyiség kivant szintre csokkenése utan a hasado élesztdgomba sejteket eltdvolitottak,
majd borélesztdvel oltottak be a mustot. Azonban ez az eljaras nehézkes, valamint a Schiz. pombe
sejtek teljes eltavolitasa technologiailag nehezen oldhatdé meg. A probléma megoldasara az un.
rogzitett sejtes eljarast kezdték alkalmazni. Ezzel a modszerrel kisérleti almasavbontast végeztek
mar mustban (Yokotsuka és mtsi, 1993), vorosborban (Magyar és Panyik, 1989) és fehérborban is
(Ciani, 1995).

A bor almasavtartalmanak csak részleges lebontasaval mar tobben probalkoztak. A
maloalkoholos almasavbontas boraszatban valé alkalmazasaval eldszor Yang (1973) foglalkozott. A
mustot Schiz. pombe tenyészettel oltotta be, majd masodik 1épésként S. cerevisiae tenyészetet
alkalmazott. Ethiraj és mtsi (1983) S. cerevisiae és Schiz. pombe élesztégombak kiilonbdzé aranyu
tenyészetével oltottak be a mustot. Ipari koriilmények kozott azonban ennek alkalmazésa nehezen
megoldhato, valamint a fermentacié soran nehéz lenne megjosolni a két élesztégomba aranyanak
alakulasat. Taillandier és mtsi (1995) a Schiz. pombe-val beoltott musthoz kiilonb6z6 id6kdzonként
S. cerevisiae tenyészetet adtak, remélve, hogy a S. cerevisiae killer toxinja révén gatolja a hasado
¢élesztégomba almasavbontasanak aktivitasat. Egy masik Gn. két-1épcsds beoltasi modszer szerint a
musthoz el6szor Schiz. pombe tenyészetet adnak, majd az almasavtartalom kivant csokkenése,
valamint a Schiz. pombe eltavolitasa utan a mustot S. cerevisiae tényészettel oltjak be (Yokotsuka és
mtsai, 1993; Snow és Gallander, 1979). Hatrdnya ennek a moddszernek a must sziirésének
sziikségessége. A Schiz. pombe sejtek egyszerii eltdvolitasara megoldast jelentene az immobilizalt
sejtek alkalmazasa (Y okotsuka és mtsi, 1993; Magyar és Panyik, 1989; Ciani, 1995).

Az élesztés fermentacié alatt képz6dé kén-hidrogén a boraszat mellett komoly problémat
okoz a sorgyartas teriiletén is. A sorélesztéknél a kén-hidrogén termelését a kén metabolizmusban
szerepet jatszo kiilonboz6 gének klonozasaval csokkentették. Tezuka és mtsi (1992) az NHSS gén
klénozasaval értek el eredményeket, mely a kén-hidrogén termelés szupresszorat kodolja, igy
sikeriilt csokkenteni a kén-hidrogén termelést. Omura és Shibano (1995) a MET25 gént kloénozta,
amely a homocisztein-szintaz enzimet kodolja. Ez az enzim katalizalja az O-acetil-homoszerin kén-
hidrogénnel vald reakcidjat (3. abra). Mivel a homocisztein-szintdz enzim az adott tdrzsben
nagyobb kopia szamban volt jelen, igy a homocisztein képzddése soran tobb szulfid hasznalodott el,
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ami a szulfid sejten beliili koncentracid csokkenéséhez vezetett. Mivel a kén-hidrogén termelés
egyenes aranyban van asejten beliil felgyiilemlett szulfid mennyiségével, igy az adott torzs
kevesebb kén-hidrogént termelt.

L-almasav etanol

r

NAD(P).

ﬁnalét £ alko%
\enzim (Mn™) dehidrog@
»NAD(P)H,

‘*
piruvat acetaldehid

piruvat
dekarboxilaz

8.dbra. L-almasav lebontasa anaerob koriilmények kozott Schiz. pombe élesztégombaval.
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3 ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1 Mikroorganizmusok

Torzsek Eredet Megjegyzés
S. pombe
L-972 b CBS' 7264 -
0-82 h™ade5” DE, GT? L-972 h™ adenin auxotr6f mutansa
B-579 b BCE, BT’ borbdl izolalt torzs
D 18 h™ura4” DE, GT uracil auxotrof
3-112 hmetl-1 UB* metionin auxotr6f
16-635 h" met2-2 UB metionin auxotrof
3-117 h" met3-1 UB metionin auxotrof
20-763 h' met4-6 UB metionin auxotrof
0-162 h™ met5-1 UB metionin auxotrof
0-82 h™ade5 Se®-2 BCE, MBT’  szelenat rezisztens
B-579 h Se®-2 BCE, MBT szelenat rezisztens
L-972 h™ Se®-2 BCE, MBT  szelenét rezisztens
0-121 h trpI"argl” Se®-2 BCE, MBT triptofan és arginin auxotr6f szelenat
rezisztens

S. cerevisiae
CC371-4B Mata CGM*® hisztidin, leucin, uracil és metionin
his3 leu2 ura3 met3 auxotrof

Escherichia coli

DHS5a BCE, MBT ampicillin érzékeny

1. tablazat. A munkam soran hasznalt torzsek.

! Centraalbureau voor Schimmelcultures, Utrecht & Delft, The Netherlands

? Debreceni Egyetem, Természettudomanyi Kar, Genetikai Tanszék, Debrecen
* Budapesti Corvinus Egyetem, Elelmiszertudomanyi Kar, Boraszati Tanszék
* University of Bern, Institute of Cellbiology, Bern, Schwitzerland

> Budapesti Corvinus Egyetem, Elelmiszertudomanyi Kar, Mikrobiologiai és
Biotechnolodgiai Tanszék

8 Centre de Génétique Moleculaire, C.N.R.S., Gif-Sur. Yvette, France
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3.2 Vektorok

— arsl
A/ AmpR "
pURI1SN
~ 5,5 kbp
ori
MCS ura4
lacZ

B/

MCS

Yeplac181 2pm ori

5,74 kbp

LEU2
MCS (multicloning site) mindkét esetben
Sacl Smal Xbal Pstl HindIll
...GTGAATTCGAGCTCGGTACCCGGGGATCCTCTAGAGTCGACCTGCAGGCATGCAAGCTTGG...
EcoRI Kpnl BamHI Sall Sphl

9. dabra. A/ Schiz. pombe pUR18N és B/ S. cerevisiae Yeplacl181 klonozoé vektorok térképei.
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3.3 Restrikcids enzimek, primerek

A kisérletekhez hasznalt restrikcios enzimek:

Notl (Promega), Sphl (Promega), BamHI (Promega), Ps¢l (Promega)

A PCR alapu szekvenalasnal hasznalt a primereket a 2. tablazat tartalmazza.

Primer elnevezése szekvencia GC tartalom (%-ban) T
P-40 5'- AGCGGATAACAATTTCACACAGGA-3’ 41,7 58,6
P-47 5'- CGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGAC-3’ 62,5 65,5
ST-1 5’-GTACTGCATCACATTTCG-3’ 44 53,2
ST-2 5’-TGTGAGCCTGACTGCTGT -3° 56 59,3
ST-3 5’-GCATTGGCATGTATTGCA -3’ 44 50,8
ST-4 5’-TGCGAATTCTGTCCTCAT -3’ 44 50,4
ST-5 5’-CAGATGCATCAGCATCAG -3’ 50 49,9
ST-6 5’-CTACGGTTGGATTCTATT -3’ 39 449
ST-7 5’-CTTCAAGCCGTTACTCCT -3’ 50 50,7

* . 4 r 4 4 1
- a “nearest neighbour” modszerrel szamolva, sokoncentracio 50 mM

2. tablazat. A szekvenalasnal hasznalt primerek

3.4 Taptalajok és tapoldatok

Komplett taptalaj (YEPD)

Gliikoz
Elesztkivonat
Pepton

Agar

Minimal taptalaj (MM)
Gliikoz

(NH,4),S04

KH,PO,

Agar

Wickerham-féle vitaminkeverék

Osszetétele:

0,2 mg folsav

0,2 mg biotin

40 mg Ca-pantoenat

200 mg inozitol

40 mg nikotinsav

20 mg p-aminobenzoesav

40 mg piridoxin.HCI

40 mg tiamin.HC1

20 mg riboflavin

100 cm’ desztildlt vizben oldva.
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5S¢/l
20 g/L

10 g/L
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1g/L
0,5 g/L
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1 mL/L



Sziikség esetén aminosavakkal, nukleotidokkal kiegészitve (leucin, hisztidin, uracil, metionin,
cisztein, arginin, triptofan 10 mg/100 mL; adenin 4 mg/100 mL).

Ozmotikusan stabilizalt minimal taptalaj (OMM)

MM taptalaj

KCl 0,6 M/L
vagy

szorbit 0,9 M/L

Minimal taptalaj kénforras nélkiill (MM-S")

Gliikoz 10 g/L
NH,CI 5S¢/l
MgCl,.6 H,O 0,5 g/L
Wickerham-féle vitaminkeverék 1 mL/L
Agar 20 g/L

Sziikség esetén aminosavakkal, nukleotidokkal kiegészitve.

MB tapleves

Gliikoz S5g/L
(NH4),S0O, S5g/L
KH,PO, 0,5 g/L
MgS0,.7H,0 0,5 g/L
NaCl 0,1 g/L
CaCl,.2H,0 0,1 g/L
Kalium-acetat 0,36 g/L
Wickerham-féle vitaminkeverék 1 ml/L

Sziikség esetén aminosavakkal, nukleotidokkal kiegészitve.

LB taptalaj

Tripton 10 g/L
NaCl 10 g/L
ElesztSkivonat 5¢g/L
Agar 20 g/L

s

YED tapleves
Glikoz 30 g/L
ElesztSkivonat 5¢/L

Ehezteté tapleves

Gliikoz 10 g/L
NH,CI 5g/L
KH2P04 1 g/L
MeCl, 0,5 g/L
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Almasavas tapleves

Glikoz 10 g/L
L-almasav 5¢/L
MgS0,.7H,0 0,75 g/L
KH,PO, 1g/L
Elesztékivonat 3g/L
Pepton 5g/L
Etanol (autoklavozas utan hozzaadva) 100 mL/L

Benomilos taptalaj (BEN)
3 mg benomilt 1 mL 96 %-os etanolban oldunk és 55 °C-ra hiitve a steril YEPD taptalajhoz adjuk
az adott koncentracidban.

3.5 Oldatok

Protoplasztalé enzimoldat
2 mg lysing enzim (Trichoderma harzianum, Sigma) 1 mL 0,9 M-os szorbitban oldva.

PEG-Ca™" oldat
polietilénglikol 4000 (Serva) 250 g/L

CaCl,

Litium-acetat oldat

0,1 M/L

Litium-acetat 100 mM/L
Tris-HCl 10 mM/L
EDTA (pH=8,0) 1 mM/L

Bidesztillalt vizben oldva és ecetsavval a pH 4,9 beéllitva.

50%-0s PEG-litium-acetat oldat

litium-acetatos oldat 500 g/L 4000-es polietilén-glikollal (Serva) kiegészitve.

STE oldat

szachardz 50 mM/L
Tris-HCI 25 mM/L
EDTA (pH=8,0) 10 mM/L
SDS oldat

SDS (Na-dodecil-szulfat) 10 g/L
NaOH 0,2 mM/L
Merkaptoetanol-EDTA oldat

merkaptoetanol 10 mL/L
Tris-HCI 100 mM/L
EDTA (pH=8.5) 5 mM/L

Ammonium-acetatos oldatok

a, 7,5 M-os oldat

7,5 M/L ammonium-acetat bidesztillalt vizben oldva és pH=7,6-ra beallitva.



b, 2 M-os oldat

2 M/L ammonium-acetat bidesztillalt vizben oldva és pH=7,4-re beallitva.

TE puffer
Tris-HC1
EDTA (pH=8,0)

Lizis puffer
Triton X-100
SDS

NaCl

Tris-HCI pH=8
EDTA

PCIA oldat

Fenol:kloroform:izoamilalkohol 25:24:1 aranyu oldata.

TAE puffer (50x)

Tris base

Jégecet

EDTA (0,5 M; pH=8,0)

TBE puffer (10x)

Tris base

Boérsav

EDTA (0,5 M; pH=8,0)

Kadmium-hidroxid oldat
3CdS0,.8H,0
NaOH

Amin oldat
Torzsoldat:

N,N-dietil-p-feniléndiamin-szulfat (Sigma)

Feloldva 11,3 M H,SO,-ban.
Reagens:

10 mM/L
1 mM/L

20 mL/L
10 mL/L
100 mM/L
10 mM/L
1 mM/L

242 g/L
57,1 mL/L
100 mL/L

108,0 g/L
55,0 g/L
40 mL/L

43 g/L
0,6 g/L

0,75 M/L

A torzsoldatot 20-szorosra higitottam 9 M-os H,SO4-ban, majd 1:12 aranyban hozzdadtam 60 %-os

(w/w) FeCl; oldatot.

Jod oldat

0,1 M I, torzsoldatot hasznalat el6tt 6,25 mM-ra higitottam desztillalt vizzel

Natrium-alginat oldat
Natrium-alginat

Vizflirdében 100 °C-on feloldva és hékezelve 30 percig.

30 g/L



ATP-szulfurilaz reagens oldat

Foszfat-mentes viz 8 mL

40 mM MgCl, 4 mL

0,4 M Tris (pH=8 HCl-vel beallitva) 3mL
Na,Mo00,4.2H,0 40 mg
Na,ATP 45 mg
Szervetlen pirofoszfataz 5 U (egység)

Leallito6 oldat
0,5 M natrium-acetat 18 mL
0,5 M ecetsav 100 mL

Sejtfeltaro oldat

Foszfat-mentes viz 10 mL
(NH;)§Mo0,04.4H,0 0,1g
Natrium-aszkorbat 02¢g
Koncentralt H,SO4 10-20 wl

3.6 Modszerek

3.6.1 Szelenat-rezisztens mutansok indukalasa

s

csészébe pipettaztam, majd 0, 30, 60, 90 és 105 masodpercig UV kezelést alkalmaztam. A
sejtszuszpenziobol 3 tagu, 10x-es higitdsi sort készitettem, és a higitasi sorokbol 100 pl-t YEPD
taptalajra szélesztettem. Telepképzés utan megallapitottam az élesztOsejtek talélési aranyat a
besugarzas nélkiili kontrollhoz viszonyitva. A szelenat-rezisztens mutansok eléallitasara a 10 %-os
tulélési idot alkalmaztam. Mutagén kezelése utan a sejteket 0,4 mM Na,SeO, tartalma YEPD
taptalajra szélesztettem ki. A szelenat-rezisztens mutansokat 4. napi névekedés utan izolaltam.

3.6.2  Protoplaszt fuzio

Az élesztésejteket YEPD taplevesben 30 °C-on a késbi exponencidlis fazis eléréséig
tenyésztettem. A lecentrifugalt sejteket eldszor steril vizzel, majd 0,9 M-os szorbittal mostam. 10
mL 2 %-os protoplasztaldo enzimoldatot adtam a sejtekhez, majd 37 °C-on 80 rpm-mel razattam,
amig protoplasztok nem képzddtek. A protoplasztokat Biirker kamraban leszamoltam és mindkét

crer

crer

sejteket ozmotikusan stabilizalt szelektiv taptalajra szélesztettem.
3.6.3  Mitotikus szegregansok indukalasa benomilos tiptalajon

A benomil koncentraciojat YEPD taptalajon 2, 4, 8, 10, 12, 16, 24, 50 pg/mL-re beallitottam,

sy

pg/ml) benomilos taptalajra szélesztettem ki. 3-4 napi névekedés utan a taptalaj feliiletérol telepeket
izolaltam.
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3.6.4  Schizosaccharomyces pombe transzformalasa litium-acetatos modszerrel

A tenyészetet MB minimal taplevesben az exponencialis fazis felsd hataraig tenyésztettem
(ODgpp<0,5). A sejteket kétszer mostam 4 °C-os litium-acetat oldatban, majd ugyanabban az
oldatban beallitottam a sejtkoncentraciot 1-5x10° sejt/mL-re. Az igy kapott sejtszuszpenziot
Eppendorf csovekbe 100 pL-ként szétpipettaztam, majd 30 °C-on 60-120 percig inkubéltam. Az
inkubaciot kovetden a sejtekhez hozzamértem a plazmid DNS-t (1-5 pl) és a 30 °C-on tartott 50 %-
os PEG-litium-acetatos oldatot. A sejteket 60 percig 30 °C-on inkubaltam, majd 15 percig 43 °C-os
vizfiirdében hékezeltem. Utdna a mintat 10 percig szobahémérsékleten tartottam, majd a sejteket
lecentrifugaltam. A centrifugalast kdvetden a sejteket 1 mL YED taplevesben felszuszpendaltam,
majd 30 °C-on 60-180 percig rdzattam. Az inkubéciot kovetden a sejteket szelektiv taptalajra
szélesztettem ki. A pozitiv transzformansokat az 5-7. napon izolaltam.

3.6.5  Schizosaccharomyces pombe sejtek transzformalasa elektroporacioval

Az élesztésejteket YEPD taplevesben 30 °C-on a késdi exponencidlis fazis eléréséig
tenyésztettem. Ezutan a sejteket kétszer mostam hideg vizzel, majd a kdvetkezd oldatok egyikével
kezeltem:

1/ 20 mM ditiotreitol, 100 mM Tris-HCI, 5 mM EDTA, 1 6ra, 30 °C;

2/ 10 mM ditiotreitol, 0,1 M litium-acetat, 100 mM Tris, 5 mM EDTA, 1 6ra, 30 °C;

3/ 100 pg/mL lysing enzyme (Sigma) oldat, 30 perc, 37 °C.

4/ 1 % merkaptoetanol, 100 mM Tris-HCI, 5 mM EDTA, 15 perc, 30 °C

A sejteket a kezelés utan kétszer mostam jéghideg 0,9 M-os szorbittal, majd 2-3x10° sejt/mL
sejtkoncentraciora felszuszpendaltam. 40 ul sejtszuszpenzidhoz 1 pl (kb. 250 ng) plazmid DNS-t
adtam. A sejtszuszpenzidt az elektroporacioig jégen tartottam. Az elektroporacidhoz a Gene Pulser
(BioRad) késziiléket hasznaltam a kovetkez6 paraméterekkel: 11,25 kV/cm, 25 uF, 200 Q, 0,2 cm-
es kiivetta. Az elektroporacio utan a transzformalt sejteket 0,5 ml jéghideg 0,9 M-os szorbit
oldatban felszuszpendaltam, majd szelektiv taptalajra szélesztettem ki. Egy heti novekedést
kovetden a 30 °C-on inkubalt taptalajok felszinérél a kinét telepeket izolaltam.

3.6.6  Saccharomyces cerevisiae transzformalasa elektroporacioval

YEPD taplevesben elszaporitott egy éjszakas tenyészetbél 100 mL-t lecentrifugaltam. A
leiillepedett sejteket kétszer atmostam hideg, desztillalt vizzel, majd a sejteket 10 mL 1 %-os
merkaptoetanolos oldatban felszuszpendaltam. Az igy elkészitett mintat 30 °C-on 15 percig allni
hagytam, majd kétszer hideg, desztillalt vizzel &tmostam. A centrifugalas utan a leiillepedett sejteket
0,2 mL 0,9 M-os szorbit oldatban felszuszpendaltam.

A késobb felhasznalasra keriild elektrokompetens sejtekhez glicerin oldatot mértem, hogy a
glicerin végkoncentracidja 20 % legyen. Az igy kapott sejtszuszpenziot —20 °C-on taroltam
maximum egy honapig. Felhasznalas el6tt a sejtszuszpenziot lecentrifugaltam, majd 0,9 M-os
szorbitban jbol felszuszpendaltam.

A 40 pL sejtszuszpenzidhoz 1 pL pDNS-t (kb. 300 ng) pipettaztam. Ot percig allni hagytam,
majd a sejtszuszpenzidt elektroporacids kiivettaba atpipettaztam. Elektroporacional a kdvetkezo
paramétereket hasznaltam: 7,5 kV/cm, 25 uF, 200 Q. Az elektroporaciot kdvetden a mintdhoz 0,5
mL 0,9 M-os szorbitot mértem. Ezutdn a mintat szelektiv taptalajra kiszélesztettem. A pozitiv
transzformansok 5 napi ndvekedé€s utan jelentek meg a szelektiv taptalaj felszinén.
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3.6.7  Ossz-DNS izolalasa élesztégombakbol

Egy éjszakas élesztégomba tenyészetbdl egy kacsnyit 1,5 mL desztillalt vizet tartalmazo
Eppendorf csébe szuszpendaltam, vortexel dsszekevertem, majd lecentrifugaltam. A sejtekre 200
pL lizis puffert, 0,3 g tiveggyongyot és 200 uL PCIA oldatot mértem, majd 3 percen keresztiil
vortexeztem. A vortexezést kovetden a mintdhoz 200 pL TE puffert adtam, 4jbol vortexeztem, majd
5 percig maximalis fordulatszamon lecentrifugaltam. A fels6 fazishoz 1 mL hiitétt 96 %-os etanolt
mértem és 20-30 percre mélyhiitdbe tettem. A hiitést kovetden a mintat 15 percig maximalis
puffert mértem. Az igy felszuszpendalt mintat 30 percig 60 °C-on inkubaltam. Az inkubalas utan a
mintahoz 1 mL 96 % etanolt mértem és 10 percre —20 °C-ra tettem. Centrifugalés utan a peletet 70
%-os alkohollal mostam, vakuumszaritoban kiszaritottam, majd 50 uL TE pufferban feloldottam.

3.6.8  Escherichia coli sejtek transzformalasa elektroporacioval

Az Escherichia coli térzset LB taplevesben 1 éjszakan &t razattam 37 °C-on. Az é&jszakai
tenyészetb6l 1 mL-t 100 mL LB taplevesbe atoltottam és ODg=0,6 értékig szaporitottam.
Centrifugalast kovetden a sejtszuszpenziot kétszer hideg bidesztillalt vizzel, majd 10 %-os glicerin
oldattal mostam. A mosast kovetden a baktériumsejteket 0,3 mL 10 %-os glicerin oldatban
felszuszpendaltam. Amennyiben a sejteket késobb hasznaltam fel, akkor a sejtszuszpenziot kis
mennyiségekben (~100 puL) mélyhiitében taroltam.

40 pl sejtszuszpenzidohoz 1 pL plazmid DNS-t adtam. Az elektroporacidohoz a Gene Pulser
(BioRad) késziiléket hasznaltam a kovetkezé paraméterekkel: 12,5 kV/em, 25 pF, 200 Q. A
transzformacié utan a sejtszuszpenziohoz 1 mL LB taplevest mértem és 37 °C-on 1 Oran at
inkubaltam. Az inkubalas utan a sejteket ampicillin tartalmua szilard LB taptalajra szélesztettem. A
pozitiv telepek 24 oras tenyésztés utan jelentek meg a taptalaj felszinén.

3.6.9 Eleszt('igomba plazmid felszaporitasa Escherichia coli-ban

A rekombinans (amp®) plazmidot tartalmazé élesztégomba friss tenyészetébdl Gssz-DNS-t
izolaltam, majd ebbdl 1-2 pL-t hasznaltam fel Escherichia coli transzformalasara. A transzformalast
kovetden a sejteket ampicillint tartalmazo LB taptalajra szélesztettem, majd 37 °C-on inkubaltam. A
pozitiv transzformansok 24 o6ras tenyésztés utan jelentek meg a taptalaj felszinén.

3.6.10 Plazmid DNS izolalasa Escherichia coli-bol

24 6ras baktérium tenyészetb6l 3 mL-t lecentrifugaltam, majd a sejteket feloldottam 100 pulL
RNazt tartalmazé (100 pg/mL) STE oldatban. Ezutdn a felszuszpendalt sejtekhez 200 pL SDS
oldatot mértem €s jégre tettem. 5 perc utdn a mintdhoz 150 uL 7,5 M-os ammoénium-acetatot adtam
és tovabbi 5 percig jégen hagytam. A csapadékot ezutan 15 perces maximalis fordulatszami
centrifugalassal iilepitettem, majd a feliilisz6t Eppendorf csébe pipettdztam és 0,6 térfogatnyi
propilalkoholt mértem hozza. Ezutan a mintat 10 percig szobahdmérsékleten allni hagytam, majd 10
percig centrifugaltam. A centrifugalds utan az Eppendorf cs6 aljan 1év6 csapadékot 100 pL 2 M-os
ammonium-acetatban feloldottam, majd 5 percig jégen tartottam. 5 perc centrifugalds utan a
feliiluszohoz 100 uL propilalkoholt pipettaztam és 10 percig szobahdmérsékleten inkubaltam.
Centrifugalas utan a csapadékot 70 %-os etanollal mostam, majd a pelletet kiszaritottam és 50 pL
TE pufferben feloldottam.
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3.6.11 Szelenat-érzékenység vizsgalata

A 24 oras éleszttenyészeteket 0,4; 2; 4; 6; 8; 10 és 12 mM Na,SeO,-t tartalmazd minimal
taptalajra oltokaccsal szélesztettem. Kontrollként a transzformaldshoz hasznalt szelenat-rezisztens
torzset, valamint ennek vad tipusu szelenatra érzékeny torzsét hasznaltam. A novekedést 2 és 5 nap
utan értékeltem ki.

3.6.12 A klénozott DNS szakasz nagysiagianak meghatirozasa

Az E. coli-bdl izolalt plazmidokat kiilonb6z6 restrikcios enzimekkel megemésztettem. Az
emésztés utan kapott fragmentumokat 1 %-os agardz gélen TBE pufferben futtattam (120 V, 2 6ra).
Markerként az A lambda fag Hindlll restrikciés enzimmel emésztett DNS-t vagy 1 kbp DNS
markert (Biolabs) hasznaltam. A futtatas végén a gélt a “GelDoc” (BioRad) szoftver segitségével
értékeltem ki.

3.6.13 A DNS szakasz szekvenalasa és analizise

A klonozott DNS szakasz nukleotid sorrendjét Perkin-Elmer automatikus DNS szekvenator
(ABI373 model) segitségével, a dideoxi lancterminaciés modszerrel az Szegedi Bioldgiai
Ko6zpontban hataroztam meg. A szekvenalas soran hasznalt primereket mindig a mar megszekvenalt
DNS szakasz nukleotid sorrendje alapjan szintetizaltattam (2. tablazat). A szekvencidt a BLASTN,
BLASTX (http://www.ncbi.nlm.nih.gov), a FramePlot 2.3.2. (http://www.nih.go.jp/~jun/cgi-
bin/frameplot.pl; Ishikawa és Hotta, 1999), valamint a ClustralW
(http://decypher.stanford.edu/index by algo.htm, Thompson és mtsi, 1994) programok segitségével
értékeltem ki.

3.6.14 A klénozott gén szubklonozasa

Az Sphl restrikcids enzim segitségével egy kb. 2,3 kbp hosszusagti DNS szakaszt kivagtam
a mar klonozott kb. 4,5 kbp hosszii genomidlis DNS-b6l. A pURI8N plazmidot szintén Sphl
restrikciés enzimmel megemésztettem, majd T4 DNS Ligaz (Promega) enzim segitségével a
megemésztett pUR18N vektort a 2,3 kbp hosszii DNS szakasszal szobahdmérsékleten ligaltattam 3
oraig. Az igy kapott eleggyel Schiz. pombe S-18-82 ura4~ Se® élesztétorzset transzformaltam. A
transzformalas utdn a pozitiv transzformansokat minimal taptalajon szelektaltam, amely
kénforrasként csak szulfatot tartalmazott. A telepek 5 napi novekedés utan jelentek meg a taptalaj
felszinén. Vizsgaltam az izolalt torzsek szelenat érzékenységeét is.

3.6.15 A klonozott gén atvitele S. cerevisiae vektorba

A Schiz. pombe rekombinans vektorbol a szubklonozott ATP-szulfurildz gént Sphl
restrikcios enzim segitségével kivagtam és gélelektroforézissel elvalasztottam. A klénozott gént a
géldarabbol Wizard PCR Preps (Promega) nevii kit segitségével izolaltam. A klonozashoz hasznalt
YEplac181-es vektort szintén Sphl restrikcios enzimmel megemésztettem, majd alkalikus-foszfataz
enzimmel kezeltem (30 perc, 37 °C). A vektort a kivagott DNS szakasszal T4 DNS Ligaz (Promega)
enzim segitségével szobahdmérsékleten 3 oran keresztiil ligaltattam. Az igy keletkezett ligatummal
Saccharomyces cerevisiae torzset transzformaltam. A pozitiv transzformansokbo6l plazmidot
izolaltam.
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3.6.16 Kén-hidrogén termelés mérése

A kén-hidrogén termelés mennyiségének meghatarozasdhoz a Jiranek és mtsi (1995) altal
leirt modszert hasznaltam. A sejteket 2x10° sejt/ml koncentracioban 150 ml YEPD taplevesbe
oltottam, majd 24 6ran keresztiil szobahémérsékleten tenyésztettem (30-40 fordulat/perc). Mivel a
kéntartalmt anyagok fény hatdsara konnyen lebomlanak, a lombikot alufoliaval befedtem. 24 o6ra
utan a tenyészeten 10 percig nitrogéngazt vezettem keresztiil, amely a folyadékbol felszabaditotta a
gazokat, koztik a kén-hidrogént. A tenyészetb6l felszabaduld gazokat gumicsé segitségével
kadmium-hidroxid oldaton vezettem keresztiil. A felszabaduld kén-hidrogén a kadmium-
hidroxiddal reakcioba 1ép ¢és kadmium-szulfid keletkezik, amelyet tovabbi kémia reakcioval
mutattam ki.

A levegodztetés utan 325 pl un. amin-oldatot adtam a kadmium-hidroxid oldathoz, és a mintat
1 percig kézzel raztam. Ezutan fél 6raig allni hagytam, majd az oldat abszorbanciajat 670 nm-en
mértem. A kén-hidrogén mennyiségét az elére megszerkesztett kalibracios gorbe segitségével
hataroztam meg.

3.6.17 Sejtek rogzitése Na-alginattal

A sejteket egy éjszakan at YEPD taplevesben tenyésztettem. Centrifugalas utan a sejtekbdl
os natrium-alginat oldattal 1:3 aranyban Osszekevertem. Osszekeverés utdn az oldatot biiretta
segitségével lasst keverés mellett 0,2 M CaCl, oldatba csepegtettem. A csepegtetést kdvetden a
rogzitett sejteket még 2 oran keresztiil CaCl, oldatban allni hagytam. Az igy kapott, rogzitett
sejteket tartalmazo gyongyoket kétszer steril desztillalt vizzel atmostam, majd egy éjszakan
keresztiil 4 °C-on taroltam. Hasznalat el6tt a gyongyoket mégegyszer steril desztillalt vizzel
atmostam.

3.6.18 Almasavtartalom meghatiarozasa enzimes teszttel

A borbol illetve az almasav taplevesbdl kivettem 10 mL mintat, majd lecentrifugaltam. A
feliiliszo almasav tartalmat L-almasav teszttel (Boehringer Mannheim) a gyartd utasitasa szerint
hataroztam meg.

Az almasav teszt elve:
Az L-almasavat az L-malat-dehidrogenaz (LMDH) NAD koenzim segitségével
oxalacetatta oxidalja:
L-MDH
L-almasav + NAD' ~ @———® oxalacetat + NADH + H'

A reakcid egyensulya az L-almasav képzddés felé tolodik el, azonban az oxalecetsav
eltavolitasa a reakciobol az egyensulynak oxalecetsav felé valo eltolodasat okozza. Az oxalecetsav
L-aszpartatta alakul L-glutamat jelenlétében, amely reakciot a glutamat-oxalacetat-transzaminaz
(GOT) enzim katalizal.

GOT
Oxalecetsav + L-glutamat <:> L-aszpartat + 2-oxoglutarat

34



Az els6 reakcioban keletkezett NADH mennyisége stochiometrikus az L-almasav
mennyiségével.

Az NADH mennyiségét 334 vagy 365 nm-en mértem, és a kapott abszorbancia €s a gyartd
altal megadott 0sszefliggés segitségével kiszamoltam az L-almasav mennyiségét.

3.6.19 ATP-szulfurilaz enzim aktivitasanak mérése

A Schiz. pombe ¢€lesztégomba tdrzset minimal taptalajon az exponencialis fazisig
tenyésztettem, majd 10° sejtet lecentrifugiltam ¢és 0,5 mL 10 mM-os Tris oldatban
felszuszpendaltam. A  sejtszuszpenziét Eppendorf csébe atpipettdztam és a mintdhoz
iiveggyongyoket adva mechanikusan feltartam (20-szor 1 percig keverve). A fehérjék
inaktivalasanak elkeriilése végett az egyes feltarasok kdzott a mintat 1 percig jégen tartottam. A
feltaras végén a sejtszuszpenzidt maximalis fordulatszamon centrifugaltam, hogy a sejtmaradékokat
elvalasszam a felszabadult fehérjéktdl. A feliiluszo ATP-szulfurilaz enzimaktivitasat Segel €s mtsi
(1987) altal leirt modszer alapjan hataroztam meg: 0,1 mL higitott mintahoz 0,4 mL reagens oldatot
mértem és 60 percig 30 °C-on inkubaltam. Az inkubalast kdvetden a reakcidelegyhez 1 mL leallito,
majd 0,2 mL feltard oldatot pipettaztam. 20 perc eltelte utdn a szervetlen foszfat tartalomnak
kdszonhetden a minta szine kékre valtozott, amelynek abszorbancigjat 660 nm-en mértem. Az
enzimaktivitas egység (U) definicioja: egy milliliter reakcioelegy altal egy perc alatt felszabaditott
nmol foszforsav maradék (Pi).
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4 CELKITUZESEK

A munkéam soran két a munkacsoportunkban korabban izolalt és a kisérleti munkék alapjat
képezd Schiz. pombe szelenat-rezisztens/szulfatot nem hasznositd (késébb csak rezisztens)
mutansokat (0-82 ade5” Se®-2, B-579 Se®-2) szerettem volna megvizsgalni genetikai, molekularis-
bioldgiai illetve fizioldgiai szempontbol.

A kitlizott célok a kovetkezok voltak:

» A tanszéki munkacsoport altal korabban izolalt szelenat-rezisztens/szulfatot nem
hasznositd6 mutansoknal a sériilt gén azonositasa klonozassal. Ennek érdekében ki kellett
dolgozni egy nagyhatékonysagu transzformacios eljarast, amely a mutansnak Schiz. pombe
génbankkal vald transzformalasat szolgalta.

» A szulfat redukcios ut sériilt enzimét kodold gén izolalasa, szubklonozasa, azonositasa
majd jellemzése.

» A klonozott gén S. cerevisiae-ben valo kifejez6désének vizsgalata.

» A klonozott gén szelekcios markerként valo felhasznalhatosaganak vizsgalata klonozo
vektor kifejlesztéséhez.

» Annak vizsgalata, hogy a vad tipusi és a szelenat-rezisztens térzsek ATP-szulfurilaz
enzimaktivitasa és kén-hidrogén termelése valtozott-e.

» A szelenat-rezisztens mutansok inaktivalt génjének lokalizdlasa a Schiz. pombe
géntérképén, annak vizsgalata, hogy allélikus lehet-e a korabban Kohli és mtsi (1975) altal

térképezett Schiz. pombe metl-met5 gének valamelyikével.

» Rogzitett sejtes rendszerben megvizsgalni a szelenat-rezisztens mutansok boraszatban
bioldgiai almasavbontasra vald alkalmazhatosagat.
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5 EREDMENYEK
5.1 Uracil-hianyos, transzformalhato torzs eléallitasa hibridizacioval

A Saccharomyces cerevisiae-nél a szulfat redukcidos Gt 4 1épésében szereplé hét gén
inaktivaldsa okozhatja a szelenat-rezisztens fenotipus megjelenését: a szulfat permeazok génjei
(SULI, SUL2), az ATP-szulfurilaz gén (MET3), az APS-kinaz gén (MET14), a PAPS reduktaz gén
(METI6) és a transzkripcios aktivatorokat kodolé gének (CBF1, MET4, MET2S8; Thomas és Surdin-
Kerjan, 1997).

A tanszéken korabban izolalt Schiz. pombe szelenat-rezisztens/szulfatot nem hasznositd
mutans inaktivalt génjének azonositasat tiiztem ki célul. A Schiz. pombe szulfat-redukcios Gt mutans
génjének azonositdsdhoz a génbank szkrinelési modszert alkalmaztam. A génbank szkrineléshez
harom Schiz. pombe torzsbol készitett pURISN plazmid alapt (9. éabra) génbank allt
rendelkezésemre, amelyet dr. Benkd Zsigmond bocsatott rendelkezésemre (Benko és mtsi, 1998). A
vektor szelekcios markerként a Schiz. pombe ura4 gént tartalmazta. Mivel egyik altalunk izolalt
szelenat-rezisztens torzs sem hozdozta az ura4” auxotrofia mutaciot, ezért elsé 1épésként egy ura4,
szelenat-rezisztens torzs eldallitasa volt a cél hibridizacioval. A szelenat-rezisztens torzsek koziil az
egyik jellemzett torzs a 0-82 ade5  Se®-2-es mutans torzs volt, ezért a klonozd gazdatorzs
eloallitdsdhoz ezt a torzset valasztottam ki. Ezt a szelenat-rezisztens torzset Banszky Luca UV
mutagenézist kovetden 0,4 mM Na,SeOg4-ot tartalmazo komplex taptalajon izolalta. A 0-82 ade5
Se®-2-es torzs szulfatot illetve metionint egyediili kén forrasként nem képes hasznositani, viszont
szelenatra mért MIC-je 100-szor nagyobb vad tipust parjaval (0-82 ade5™ Se®) 6sszehasonlitva. Els6
1épésként a D-18 ura4 transzformalhato torzs és a 0-82 ade5™ Se®-2 torzs hibridizaciojaval diploid
sejteket szerettem volna eldallitani. Mivel mindkét torzs azonos parosodasi tipushoz (4") tartozott,
ezért a két torzs hibridizacidjahoz protoplaszt fiiziot alkalmaztam. A két auxotrof torzs fiizidja utan
a komplementalddott (diploid) prototrof sejteket minimal taptalajon izolaltam. A prototréf hidridek
kozil kivalasztottam egyet (D-18/0-82-1), amelyb6l benomilt tartalmazé YEPD taptalajon
haploditaciot indukaltam. A benomil antifungalis hatéanyag aneuploiditasokon keresztiil haploidok
kialakulasahoz vezet.

A protoplaszt fuzié utdn a D-18/0-82-1-es torzsnél elészor meghatiaroztam benomil
novekedést kovetden kindtt telepek koziil szelektaltam az uracil auxotrof, szelenat-rezisztens
telepeket, amelyek koziil az S 18-82 wura4 Se®-2 torzset hasznaltam a tovabbi klonozasi
kisérletekhez. A folyamatot a 10. abra mutatja.
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10. abra. Transzformalhato szelenat-rezisztens torzs eldallitasanak menete.

5.2 Nagyhatékonysagu transzformacios eljaras kidolgozasa az S 18-82 ura4
Se®-2 torzsre

Az Schiz. pombe S 18-82 ura4~ Se®-2 torzs génbankkal vald transzformélasa elStt egy
nagyhatékonysagu transzformacids eljaras adaptaldsa vagy kidolgozasa volt a célom. A Schiz.
pombe-nél a litium-acetatos transzformaciés modszer alkalmazasa az elterjedt (Okazaki és mitsi.,
1990). Ennél a modszernél a litium-acetat fellazitja a sejtfalat és dezorganizalja a membrant, igy az
idegen DNS bejut a sejtbe. Az elektroporaciés modszernél intakt sejtfalon keresztiil vagy a sejtfal
fellazitasa utan az idegen DNS elektromos impulzus segitségével jut be a sejtbe. Ezt az eljarast
foleg a Saccharomyces cerevisiae-re dolgoztak ki.

Célom az volt, hogy mindkét modszert kiprobalva az S 18-82 ura4™ Se®-2 torzsnél a lehetd
legnagyobb transzformacids gyakorisagot érjem el, mivel kb. 10°-10° transzformans/ug DNS
sziikséges a génbank sziiréséhez. Osszehasonlitds céljabol az Gjonnal 1étrehozott S 18-82 ura4™ Se®-
2 torzson kiviil az egyik jol transzformalhato sziilé torzset (D-18 ura4’) is alavetettem ezeknek a
kisérleteknek. A nagyhatékonysagu transzformacios eljaras kidolgozasahoz a genomialis génbank
készitésénél alapul szolgalé pUR18N plazmidot hasznaltam. A transzformacié utan a sejteket a D-
18 ura4 torzs esetében minimal taptalajra, mig az S 18-82 ura4™ Se®-2 torzs esetében ciszteinnel
kiegészitett minimal taptalajra szélesztettem ki.
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Fesziiltséggradiens Torzs Tulélési arany (%) | Transzformacios gyakorisag
(transzformans/pug pDNA)
3,75 kV/ecm D-18 ura4 53 % 0
S 18-82 ura4” Se®-2 46 % 0
7,5 kV/em D-18 ura4 17 % 2x10°
S 18-82 ura4” Se®-2 14 % 5,2x10°
10,0 kV/cm D-18 ura4’ 16 % 3,9x10°
S 18-82 ura4” Se®-2 12 % 1,3x10°
11,25 kV/em D-18 ura4” 6 % 2,2x10*
S 18-82 ura4” Se®-2 5% 1,5x10*

3. tdblazat. Schiz. pombe D-18 ura4 és S 18-82 ura4” Se®-2 torzsek transzformacios
gyakorisaga pURI18N vektorral torténd elektroporacio utan. Az elektroporacio soran az ellenallés
200 Q és a kapacitas 25 pF volt.

El6szor a litium-acetatos modszerrel transzformaltam a két torzset. A D-18 ura4™ torzsnél
10* transzforméns/ug pDNS gyakorisagot, mig az S 18-82 wra4 Se®-2 torzsnél 6.10°
transzformans/pg pDNS gyakorisagot sikeriilt elérnem. A Schiz. pombe-re elektroporacios eljarast
az irodalomban nem taldltam, ezért eldszor optimaltam a paramétereket. Négy kiilonbozo
fesziiltséggradienst probaltam ki: 3,75; 7,5; 10,0 valamint a 11,25 kV/cm, mikdzben a kapacitas 25
uF és az ellenallas 200 Q volt. A kisérletet ditiotreitollal kezelt sejteken végeztem el. A talélési
arany meghatarozasa végett az elektroporacié végen a sejtszuszpenziobdl higitasi sort készitettem,
majd a sejteket YEPD taptalajra kiszélesztettem. Az eredményeket a 3. tablazat tartalmazza.

Az eredményekbdl kitlinik, hogy a legnagyobb (11,25 kV/cm) fesziiltséggradiensnél
sikeriilt elérnem a legnagyobb transzformdacios gyakorisagot. A 3,75 kV/cm fesziiltséggradiens
alkalmazasanal nem kaptam transzformans, viszont kétszer nagyobb fesziiltségnél (7,5 kV/cm) a
transzformacios gyakorisag mindkét torzs esetében nétt, mikdzben a tulélési arany csokkent. A
tovabbi elektroporacios kisérleteknél a 11,25 kV/cm fesziiltséget hasznaltam.

Az elektroporacio paramétereinek beallitasa utan kiilonbdzoképpen kezelt sejteket vetettem
ala az elektroporacionak. A sejteket kiilon-kiilon négyféle oldattal kezeltem: merkaptoetanolos,
ditiotreitolos, lititum-acetat+ditiotreitolos valamint sejtfaloldé enzimet (lysing enzime) tartalmazo
oldatban. A felsorolt vegyiiletek koziil a merkaptoetanol illetve a ditiotreitol a sejtfalban 1évo
fehérjék diszulfid kotéseit redukalja, a litium-acetat pedig a sejtfalat és a sejtmembrant lazitja fel,
mig a sejtfeloldd enzim glilkandz, mannanaz és kinaz aktivitdsanak koszonhetéen a sejtfal
komponenseket emészti meg. A kiilonféle elokezelések utan kapott transzformacios gyakorisagokat
a 4. tablazat, illetve a 11. abra tartalmazza.

Mind a négy kezelés utdn a D-18 wura4  sziiléi torzsnél nagyobb transzformacios
gyakorisagot kaptam, mint a S 18-82- ura4” Se®-2 altalam izolalt szelenat-rezisztens torzs esetében.
Az eredményekbdl Kkitiinik, hogy a ditiotreitol+litium-acetat illetve a lysing enzyme oldatos
kezelésnél kaptam a legjobb eredményeket, igy a tovabbi, genomialis génbankkal valo
transzformalas soran ezeket a kezeléseket alkalmaztam.
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Kezelés Torzs Tulélési arany (%) | Transzformacios gyakorisag
(transzformans/pug pDNA)

Nem kezelt D-18 ura4” 14 % 2,3x10?

S 18-82 ura4” Set-2 13 % 2,3x10?
Ditiotreitol D-18 urad 6 % 2,2x10*

S 18-82 ura4” Se®-2 5% 1,5x10"
2-merkaptoetanol D-18 ura4’ 10 % 8x10°

S 18-82 ura4” Se®-2 6 % 4,5x10°
Ditiotreitol + D-18 ura4 14 % 2,5x10°
litium-acetat S 18-82 ura4” Set-2 9 % 4,2x10*
Lysing enzyme D-18 ura4 8 % 3,5x10°

S 18-82 ura4” Se-2 5% 6x10"

4. tablazat. A Schiz. pombe S 18-82 ura4” Se®-2 és a D-18 ura4 torzs transzformacios
gyakorisaga kiillonbozo kezelések utan. Az elektroporacié paraméterei: 11,25 kV/cm, 25 uF, 200 Q.

-

-

acios

Transzform
gyakorisag (log10)
@

S 18-82 ura4 SeR-2

D 18 ura4

11. dbra. Kiilonb6z6 oldatokkal kezelt sejtek transzformacios gyakorisdga. Az elektroporacid
paraméterei: 11,25 kV/ecm, 25 pF, 200 Q. A-nem kezelt, B-ditiotreitol, C-merkaptoetanol, D-

ditiotreitol+litium-acetat, E-lysing enzyme.
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53 AzS 18-82 ura4 Se®-2 torzs transzformalasa Schiz. pombe genomislis
génbankokkal

Nagyhatékonysagii transzforméacios eljaras (10°-10° transzformans/pug pDNS) az egyik
alapfeltétele annak, hogy a génbankban a keresett gént megtalaljuk. Bar a fesziiltség beallitasa utan
a ditiotreitol+litium-acetat illetve a sejtfaloldé enzimet tartalmazo oldatokkal kezelt sejtek esetében
ennek also hatarat, 10*-10° transzforméans/ug pDNS sikeriilt csak elérnem, a génbank sziirésére
ezeket a sejteket hasznaltam fel. A génbankok sziirésénél az altalam kidolgozott elektroporacios
modszert alkalmaztam (11,25 kV/cm, 25 pF, 200 Q2).A szliréshez harom génbankot hasznaltam (5.
tablazat; Benkd és mtsi, 1998).

Genomialis génbank Jelzés Inzertek nagysaga (kbp)
pURCI1 Cl1/2 1.8-8.0
pURC2L C2L 4.6-8.0
pURC2S C2S 3.1-4.6

5. tabldzat. Az S 18-82 ura4 Se®-2 torzs génbankkal val szkrinelésnél hasznalt genomialis
génbankok adatai.

Az elektroporacio soran a C1/2 génbank esetében 10 (S 18-82/C1-10), mig a C2L esetében
3 (S 18-82/L1-3) pozitiv transzformanst, melyek egyediili kén forrasként szulfatot tartalmazo
minimal taptalajon ndttek, sikeriilt izoldlnom. Kezelésre vonatkozoan a ditiotreitol+litium-acetatos
kezelésnél a Cl1/2-es génbankkal valo transzformalds utan 6, mig a C2L genomidlis génbankot
hasznalva 1 pozitiv transzformanst kaptam. A tobbi pozitiv telepet a sejtfaloldd enzimes kezelés
utan izolaltam. A kontroll mintaknal, amelyekhez nem adtam pDNS-t, az elvarasoknak megfelelen
nem kaptam pozitiv telepeket. A C2S génbank esetében tobbszori probalkozas utan sem sikeriilt
pozitiv telepet izolalni. Ez feltehetden a klonozott DNS inzertek rovidségének (max. 4.6 kbp)
tulajdonithato.

5.4 A pozitiv telepek szelenat érzékenységének vizsgalata

A génbankokkal vald elektroporacié utan a pozitiv transzformansokat minimal taptalajon
izolaltam, amelyek a transzformacié alapjaul szolgalé S 18-82 ura4  Se® torzzsel ellentétben a
szulfatot egyediili kénforrast képesek voltak hasznositani. Egyidejileg az wra4 gén is
komplementalta az ura4” mutans allélt. Az izolalas utan megvizsgaltam a pozitiv transzformansok
szelenatra valo érzékenységét. A kisérletet harom torzzsel végeztem el: 0-82 ade5”, S 18-82 ura4
SeR-2 és az S 18-82/C7 pozitiv transzforménssal. A 0-82 ade5 torzs szelenat-érzékeny, mig a S 18-
82 ura4 Se®-2 torzs szelenat-rezisztens kontrollként szolgalt.

A szelenat érzékenységet kétféle, ciszteinnel kiegészitett taptalajon vizsgaltam: szulfatot
tartalmaz6 minimal taptalajon (MM>°%), illetve kénforras nélkiili taptalajon (MM®'). Az eredmények
a 6. tablazatban vannak feltiintetve.
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Téptalaj Torzs Natrium-szelenat koncentracioja (mM/L)

0 0,4 2 4 6 8 10

MM cisztein | S 18-82 ura4” Se®-2 + + + + + + +
S 18-82/C7 + - - - - -
0-82 ade5” + - - - - -

MM%*+cisztein | S 18-82 ura4” Se®-2 + + + + + + +
S 18-82/C7 + + + + (+) -
0-82 ade5 + + + + (+) -

6. tablizat. Az S 18-82 ura4” Se®-2, a 0-82 ade5 kontroll és az S 18-82/C7 transzformans
torzsek szelenat érzékenységének vizsgdlata ciszteinnel kiegészitett kénforrds nélkiili taptalajon
(MM, illetve szulfatos minimal taptalajon (MM®?*). Az eredményeket az 5. napi novekedés utin
értékeltem ki.

+ jo novekedés
(+) gyenge novekedés
- nincs ndvekedés

Az eredményekbdl Kkitlinik, hogy a S 18-82/C7 pozitiv transzformans szelenat
érzékenysége megegyezik a 0-82 ade5™ torzsével. A szulfatot tartalmazo taptalaj esetében (MM>%)
a tesztelt torzsek szelenatra vonatkozo MIC értéke sokkal nagyobb volt (kb. 20x), mint a
kénforrasként csak ciszteint tartalmazé taptalaj (MM®') esetében. A két taptalaj kozotti kiilonbség
azzal magyarazhato, hogy a szulfat (S04), illetve a szelenat ion (SeO04>) is a szulfat-permeazo(ko)n
keresztiil jut be a sejtbe. Ez azt eredményezi, hogy a szulfatot tartalmazé taptalajon a két ion kozott
tartalmazo taptalajon a szulfat ion hidnyanak koszonhetden a szulfat-permedz csak a szelenat ion
transzportjat végzi, vagyis a szulfatot nem tartalmazé taptalajon tobb szelenat ion jut be a sejtbe,
mint szulfatot tartalmazé taptalajon. A harmadik, pozitiv kontrollként hasznélt S 18-82 ura4 Se®-2

s

szulfat-mentes, mind pedig a szulfat-tartalmi minimal taptalajon.
5.5 A klonozott DNS szakasz nagysaganak meghatarozasa

A 13 pozitiv transzformansbol megprobaltam plazmidokat izolalni. A plazmid izolalési
moddszer gyenge hatasfokanak koszonhetden tobbszori probalkozas utan is csak 7 (C3, C4, C5, C7,
C9, C10, L2) torzsbol sikeriilt plazmidot izolalni. E 7 torzs esetében is az ampicillin rezisztens
Escherichia coli DH5a telepek szama nagyon alacsony volt (1-20). A tovabbi kisérletekhez az S18-
82/C7 (tovabbiakban C7) pozitiv transzformansbdl izolalt pDNS-t hasznaltam. Eldszor a C7-es
plazmidban klonozott genomialis DNS szakasz nagysagat allapitottam meg. A pURI8N vektorban
csak egy hasit6 hellyel rendelkezd restrikcids enzimekkel (Notfl, Sphl, Pstl, BamHI) hasitottam a
C7-es plazmidot. Az elektroforézis utan a BamHI illetve a Nofl restrikcios enzimek esetében csak
egy DNS savot kaptam (lasd 18/A é&bra). Ebbdl az kovetkezik, hogy ezeknek a restrikcios
enzimeknek nincs hasitohelyiik a klonozott genomialis fragmentben. Az elektroforézis soran
hasznalt A fag Hindlll restrikcios enzimmel hasitott marker segitségével megallapitottam, hogy a
C7-es plazmid nagysaga kb. 10 kbp. Mivel a pUR18N vektor nagysaga kb. 5,5 kbp (lasd 19. abra),

42




ebbdl kovetkezik, hogy a C7-es plazmidban taldlhatdo genomialis DNS szakasz kb. 4,5 kbp
nagysagu.

5.6 A klénozott genomialis DNS szakasz szekvenalasa

A C7-es plazmidban klonozott DNS szakasz nagysaganak meghatarozasa utan az adott
fragmentet megszekvenaltattam. Az elsé szekvenalast a pURISN plazmidnal hasznalhato
primerekkel végeztem el: az egyik oldalrdl a P-40, a masik oldalrol pedig a P-47-es primerekkel.
Minden egyes szekvenalasnal 600-650 bp hosszu szakaszt fogadtam el. Az Gijjonnal megszekvenalt
DNS szakasz alapjan 0j primereket szintetizaltattam (ST1-ST7, lasd 12.4bra). A szekvenalast addig
folytattam, amig az 0jonnal szintetizalt primerekkel megszekvenalt DNS szakaszok &ssze nem
értek. A szekvenalast kovetéen megallapitottam, hogy a C7 klonbol szarmazd genomialis inzert
hossza 4477 bp.

5.7 A klénozott inzert szekvenciajanak dsszehasonlitasa adatbazisokban
talalhato DNS szekvenciakkal

Homolog szekvenciakat keresve a klonozott DNS szakasz szekvenciajat Osszevetettem a
BLASTN, BLASTX adatbazisokban talalhatd Schiz. pombe szekvenciakkal. Az emlitett
adatbazisokban harom homolog DNS szekvencidt talaltam, amelyek 1000 bp-nal hosszabb
szakaszon mutattak homologiat a megszekvenalt DNS szakasszal:

a., Schiz. pombe chromosome II cosmid c27 (elérhetdségi szdma az adatbankban No.

AL353866.1).

b., Schiz. pombe chromosome I cosmid c28F2 (No. AL121795.1).

c., Schiz. pombe chromosome II cosmid 1228 (No. D83992.1).

Mindharom az altalam megszekvenalt genomidlis DNS szakasszal homolog kozmid a
Schiz. pombe “GENOM PROJECT” részeként lett megszekvenaltatva (Wood és mtsi, 2002). Az
els6 illetve a masodik talalt DNS szakasz csak 2267 bp illetve 2323 bp hosszu szakaszon mutatott
kozel 100 %-os homologiat az altalam megszekvenalt DNS-sel. Ez annak tulajdonithato, hogy a két
elébb emlitett, adatbazisban talalt DNS szakasz csak az adott hosszlisagi szakaszon fedte a
klonozott DNS fragmentet (lasd 12. abra). A kozmid c27 a klonozott DNS szakasz P-47-es
primerrel megszekvenalt végével, mig a cosmid c28F2 a P-40-es primerrel megszekvenalt végével
mutatott atfedést. A harmadik, 24.752 bp hosszli kozmid 1228 viszont teljes hosszisagban (4477
bp) tartalmazta a C7-es plazmidban klonozott genomialis DNS szakaszt (lasd 12. abra). A
homolodgia alapjan talalt kozmidok kromoszoman valod elhelyezkedéseibdl megallapithato, hogy a
C7 klénban klonozott DNS szakasz kozel a centromérahoz a II. kromoszoéma bal “karjan” talalhato.
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Sphl (-497bp) Sphl (+1850bp)

pURISN ATP-szulfurilaz gén (sual) LPG10?7? pURISN
e e R e
1473 bp (490 AS) 324 bp (107AS)
| |
) 4477 bp
<—
P-40 e <4— P47
ST-2 E— 4+— ST-1
ST-4 —» 44— ST3
ST-6 T ST-5
cosmid c27
cosmid c28F2 (2267 bp)

(2323 bp)

cosmid 1228
(4477 bp)

12. abra. A pURI8N vektorban klénozott és megszekvenalt genomialis DNS. A DNS szakaszon beliil két ORF-et sikeriilt talalni: sual gén-kékkel
jelolve, 324 bp hosszit DNS szakasz-pirossal jeldlve. Az sual gént az Sphl restrikcios enzimmel szubklonoztam, amelynek az ORF el6tt (-497 bp) és utan (+377
bp) is van hasitd helye. Az abra alatt a szekvenalasnal hasznalt primerek (P illetve ST) sorrendje lathatd. A nyilak a szekvenalas iranyat jelolik. A primerek alatt
a génbankban talalt, az altalam megszekvenalt DNS szakasszal atfed6 kozmidok vannak feltiintetve. Alattuk zardjelben az atfedés hossza talalhato.
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5.8 A klonozott DNS szakasz analizise

A FramePlot 2.3.2. program segitségével a klonozott genomialis fragmenten beliil (Open
Reading Frame-eket=ORF, “Nyitott leolvasasi keretek”) kerestem. 300 bp-nal hosszabb ORF-et
vettem figyelembe, amelyekbdl kett6t sikeriilt talalni:

i, 324 bp (107 as) hosszusagu ORF (3.826-4.137 bp), amely aminosav szinten 57 %-0s
azonossagot mutatott a Saccharomyces cerevisiae XVI1. kromoszémajan talalhaté Lpgl0p fehérjét
kédolo génnel (elérhetdségi szama az adatbankban U43281, lokusz YPL098C). A 113 aminosavbol
allo LpglOp fehérje pontos funkcidja egyenlére nem ismert. Feltehetfleg a két transzmembran

ii., 1473 bp (490 as) hosszusaghi ORF (1.627-3.099 bp). Ez az ORF nukleotid szinten 60
%-0s azonossagot mutatott a Saccharomyces cerevisiae-nél leirt MET3 (YJRO10W) génnel. A
MET3 gén kédolja az ATP-szulfurilaz enzimet, amely a sejtbe juté SO,> aniont aktivalja adenozin-
foszfoszulfattd. A S. cerevisiae MET3 génjén kiviil nukleotid szinten a Candida albicans, a
Penicillium  chrysogenum ¢és az Aspergillus terreus gombaknal, illetve az eukaridta
mikroorganizmusokon kiviil a baktérialis és a human ATP-szulfurilaz génnel is nagy homologiat
mutatott (lasd 7. tablazat, 13. abra, 14. abra).

A kapott eredményekbdl nagy valdszinliséggel megallapithatd, hogy a 1473 bp hossza
ORF a Schiz. pombe-nél az ATP-szulfurilaz enzimet kodolja. Az igy klonozott gént sual-nek
neveztik el.

Faj ATP-szulfurildz gén homolégia % | ATP-szulfurilaz enzim homoldgia %
Saccharomyces cerevisiae 60 % 56 %
Candida albicans 59 % 53%
Penicillium chrysogenum 61 % 52 %
Aspergillus terreus 61 % 51 %

7. tablazat. Schiz. pombe ATP-szulfurildaz génjének, illetve enzimének %-ban kifejezett
homolodgiaja mas mikroorganizmusokkal.
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Schiz. pombe (183) RNNWNRVVAFQTRNP HRELTVRAAKQHGAR---—-—-- VLIHPVVGMTKPGDIDHFTRVRVYEAIL
S. cerevisiae (185) SROQWDRVVAFQTRNP HRELTVRAAREANAK-—-—-—-—-- VLIHPVVGLTKPGDIDHHTRVRVYQETT
Can. albicans (194) GWAQENIVAFQTRNP HRELTIRAAQDI----GDKAHILIHPVVGLTKPGDIDHHTRVKVYKQIL
Pen. chrysogenum (187) KLGWSRVVAFEFQTRNP HRELTVRAARSRQAN--—-—-—--— VLIHPVVGLTKPGDIDHFTRVRAYQALL
Asp. terreus (180) KLGWTRVVAFQTRNP HRELTVRAARARQAN--—-—--- VLIHPVVGLTKPGDIDHFTRVRAYQALL
Bacillus sub. (175) EKGWETIVGEFQTIRNP H-EYIQKTALETVDG---—--- LLLHPLVGETKSDDIPADVRMESYQVLL
Mus musculus (173) DMNADAVEFAFQIRNP JHALLMODTHKQLLERGYRRPVLLLHPLGGWTKDDDVPLMWRMKQHAAVL
Schiz. pombe (254) QRY--PKGSAKLSLLPLAMRMAGPREALWHAITIRKNYGASHEF I JGRDHAGPGKNSQGEDFYGPYDAQY
S. cerevisiae (256) KRY--PNGIAFLSLLPLAMRMSGDREAVWHAITIRKNYGASHEFIVGRDHAGPGKNSKGVDEYGPYDAQE
C. albicans (269) TKF--PDGLATLSLLPLAMRMGGDREALWHALIRTNYGVDHEIVGRDHAGPGKNSQGVDFYGPYDAQE
Pen. chrysogenum (258) PRY--PNGMAVLGLLGLAMRMGGPREATIWHAIIRKNHGATHFIVGRDHAGPGSNSKGEDEFYGPYDAQH
Asp. terreus (251) PRY--PNGMAVLGLLPLAMRMGGPREAIWHAITIRKNHGATHF IVGRDHAGPGKNSKGEEFYGPYDAQH
Bacillus sub. (236) DHYY-PKDRVFLGVFLAAMRYAGPREATIFHALVRKNYGCTHEFIVGRDHAGVG-—-———- DYYGTYEAQE
Mus musculus (241) EEGILDPETTVVAIFPSPMMYAGPTEVQWHCRARMVAGANEYIVGRDPAGMPHPETGKDLYEPTHGAK

13. dbra. Schizosaccharomyces pombe (AF421374), Saccharomyces cerevisiae (X60157), Candida albicans (AF164103), Penicillium chrysogenum
(U07353), Aspergillus terreus (AF123267), Bacillus subtilis (AJ000974) és Mus musculus (U34883) él6lényeknél leirt ATP-szulfurilaz enzim konzervativ

V4

kerettel vannak kijelolve.
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Schiz. pombe

S. cerevisiae

C. albicans

Pen. chrysogenum

Asp. terreus

14. dbra. A Schiz. pombe, S. cerevisiae, C. albicans, Pen. chrysogenum és Asp. terreus ATP-
szulfurilaz enzimjeinek aminosav szekvenciaja szerint alkotott dendrogram
(http://decypher.stanford.edu/index_by_algo.htm). Amint az abran lathatd, a két penészgomba (Pen.
chrysogenum, Asp. terreus) illetve két élesztégomba (S. cerevisiae, C. albicans) kiilon-kiilon
csoportot alkotnak, mig a Schiz. pombe egy kiilon agat képvisel.

5.9 Azsual gén analizise

Az sual gén ORF szekvencidja egy 490 aminosavbol allé fehérje kodolasara képes (lasd
16. abra). A gén kezdd kodonja a metionint koddolo ATG, STOP kodonja pedig a TAA. A gén
intront nem tartalmaz. Az enzimben talalhato kodonok gyakorisaga a 15. abraban talalhatd. A 61,
aminosavat kodolo kodonok koziil 6 kodon nem talalhaté meg az sual génben.

TTT Phe : 8 TCT Ser : 11 TTA Tyr : 8 TGT Cys 0
TTC Phe : 10 TCC Ser : 3 TAC Tyr : 12 TGC Cys 1
TTA Leu : 8 TCA Ser : 4 TAA Stop: 1 TGA Stop: O
TTG Leu : 14 TCG Ser : 2 TAG Stop: O TGG Trp 4
CTT Leu : 15 CCT Pro : 19 CAT His : © CGT Arg : 20
CTC Leu : 7 CCC Pro : 8 CAU His : 5 CGC Arg : 12
CTA Leu : 2 CCA Pro : 4 CAA Gln : 16 CGA Arg : O
CTG Leu : 3 CCG Pro : O CAG Gln : 6 CGG Arg : O
ATT Ile : 12 ACT Thr : 12 AAT Asn : 7 AGT Ser 3
ATC 1Ile : 11 ACC Thr : 10 AAC Asn : 12 AGC Ser 3
ATA Ile : O ACA Thr : O AAA Lys : 9 AGA Arg 2
ATG Met : 8 ACG Thr : O AAG Lys : 13 AGG Arg 1

GTT Val : 20 GCT Ala : 27 GAT Asp : 22 GGT Gly : 22

GTC Val : 13 GCC Ala : 17 GAC Asp : 9 GGC Gly : 3
GTA Val : 5 GCA Ala : 2 GAA Glu : 14 GGA Gly :
GTG Val : 5 GCG Ala : 1 GAG Glu : 14 GGG Gly : 1

15. abra. Az sual génben talalhaté kodonok gyakorisaga.
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Az sual génben a kezdd ATG kodon utan tovabbi hét ATG kodon talalhato: 162, 591,
672, 780, 786, 981 ¢s 984 bazisparra az elso start kodontdl. Az elsé kivételével a tobbi ATG triplet
a konzervativ régidkban vagy azon tul talalhatok a génben, ezért feltehetdleg nem a start, hanem a
metionin kodon szerepét toltik be. Kozak (1981) illetve Stiles és mtsai (1981) leirtdk, hogy a
transzkripcid inicidlasa utan, amivel jelen esetben az els6 ATG kodon el6tti régiod jellemezhetd,
nagy valdsziniiséggel az elsé ATG triplet tolti be a start kodon szerepét. Ezenkiviil Ammerer és mtsi
(1981) szintén publikaltak, hogy az élesztd gének tobbségénél az ATG kodont megel6z6 harmadik
két kritériumnak csak az 1. pozicidban 1évé start kodon felel meg, igy nagy valdszintséggel
megallapithato, hogy ezzel az ATG kodonnal kezdddik az sual gén transzlacidja. Az sual génben a
masik kéntartalmu aminosavat (cisztein) kodolo triplet mindossze egyszer fordul el6.
Cherest és mtsi (1987) a S. cerevisiae MET3, MET2 és MET25 génjeinek “upstream”

srer

crer

megallapitottak, hogy mindharom metionin szintézisben szerepet jatszo gén eldtt (a —100 és —300 bp
kozott) taldlhatd egy vagy két, 9 nukleotidbol allo szekvencia (AAS/GT"/,AS/cT /). Az sual gén
el6tt —239 tavolsagra szintén talalhatdé egy ugyanilyen 9 nukleotidbol 4all6 szekvencia
(AACTTACTT), amely feltehetdleg a regulacidban jatszik szerepet. A struktur gén el6tt, a promoter
régidban 3 potencialis ATA szekvenciat tartalmaz6 TATA boxot talaltam (lasd 16. abra): -42
ATATA, -60 TATTA, -198 TAAT. Az élesztogombaknal a gének atirdsdban szereppel bird
szekvencidk elrendezddése az promdter részében a kovetkezd: szabalyzé szekvenciak-TATA box-
START kodon. Ezt figyelembe véve az sual gén el6tt talalt harom potencialis TATA boxok koziil
csak a —42 és —60 tavolsagra talalhatok tolthetik be a TATA box szerepét.

Az sual gén 3’ végén egy adeninben (A) és timinben (T) gazdag szakasz talalhatd: a gént
kovetd 210 nukleotid hosszu szakasz A+T tartalma 73 %. A gén STOP kodonja (TAA) utan 17 bp-
ra egy ll-szer ismétlod6 AT szakasz taldlhatd. Hasonld ismétlédést irtak le a Saccharomyces
cerevisiae ATP-szulfurilaz enzimét kodoldé MET3 gén eldtt is. A S. cerevisiae-nél azonban az AT
gazdag szakasz a struktir gén el6tt talalhato és az AT bazispar 17-szer ismétlodik (Cherest és mtsi,
1987). Az sual gént kdvetd szakaszban kétszer talalhatdé meg az AATAAA szekvencia (+1558,
+1638)(lasd 16. abra), amely az eukariotaknal a poliadenilacids szignalért felelés. A génhez valo
kozelsége miatt feltehetSleg az els6 AATAAA szakasz (+1558) tolti be a poliadenilacios szignal
szerepét. Zaret és Sherman (1982) publikaltdk, hogy az élesztdgombaknal feltehetdleg a gént
kovetéen a STOP kodon utdni ,,...1-40(T gazdag)...TAC...TA(T)GT...AT gazdag TTT”
szekvencia a transzkripcié terminaciojaban jatszik szerepet, melyet a S. cerevisiae MET3 génjénél is
mar leirtak (Cherest és mtsi, 1987). Hasonloé szekvencia talalhatoé az sual génben is: TAA(STOP
kodon)...1-37 bp (89 %AT, 45 % T)...TAC...22 bp...TATGT...11bp...AT...1 bp...AAA.

A Schiz. pombe genom szekvenciaja alapjan (Wood és mtsi, 2002) sikeriilt az 1473 bp
hossz. ORF-et megtaldlni a II. kromoszémén a 1.491.184-1.492.656 bazisparok kozott.
Szekvencidja alapjan az ATP-szulfuriliz génnek tételezték fel, azonban miikddésérol,
szabalyozottsagarol eddig még nem jelent meg kozlemény. A funkcionalisan is ismert gének kozil
az sual-et egyik oldalrol a meiotikus osztodast szabalyozo fehérjét kodold meu25 gén, mig masik
oldalrél a peptidil-prolil cisz-transz izomerazt kodolo cdc2 gén fogja kdzre.

Az sual gén kodolta fehérjének a nagysaga 54,7 kDa, toltése 3,5 és az izoelektromos
pontja pedig pH=7.1.
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316 CGAAGAGTTTTCTCAGTAGAATGGATGCAAGTTGTATGTGTTTTGGAGTGGACGAATGAAACATGCTGAAAAAAATARA
~237 P TACTTAAGATTATCATTAAGCGAGCGAGTAAAATTGCTAATTTCGGCAAGTTATGTTGTCACAAGTTTGTGACTACT
18 CAGTAAAATTTTGGGGAAAAATTCATTCTCCGCTAAATGGAAATTGCGCGAGAAATTGCCAATTGCCGACGTCTATTGT
“T°CCCGCCTACGGTTGGATTCTATTAGTCAGTACGTAGATATAAATAAACAAGCAGGTCCTTTACGATTTGGGGTGTCAAA
'ATG ACT AARA GCT TTG TTG AAA GAT CTT AAC GCC AGA GAT GCT CCT CTG AGA GAA CAA CTG
M T K A L L K D L N A R D A P L R E Q L
“'GAA CAG GAG GCT ACT AGC CTT CCC ARA ATT GTA CTA TCG GAA CGT CAG TTT TGC GAT GTG
E Q E A T S L P K I VvV L S E R @ F C D V
12lGAA CTC ATT TTG AAC GGA GGT TTC AGT CCA TTA GAC GGA TTC ATG AAC CAA AAG GAT TAT
E L I L N G G F S P L D G F M N Q K D Y
!8lppG AAT GTC GTC GAG AAT TTG CGT CTC AGC ACT GGC GAG GTC TTT CCC ATC CCT ATC ACC
L N V V E N L R L S T G E VvV F P I P I T
241pPG GAC CTC AAT GAA TCG CAG GCC GAT TCT TTG AAG GCC GGT GAT CGT GTT GCA TTA TTA
L D L N E S Q A D S L K A 6 D R V A L L
30lGAT CCT AGG GAT GGG CAA ACT GTT ATT GCC ATT TTG ACT GTT GAG GAC AAG TAT ACC CCA
p P R D G @ T Vv I A I L T VvV E D K Y T P
31GAT AAG GCG AAC GAA GCT GAA AAG GTA TTT GGT GCT AAT GAT CGC GCC CAC CCT GCC GTC
D K A N E A E K V F G A N D R A H P A V
“2lGAC TAC TTG TTT GGT CGT GCT GGA AAT GTG TAT GTT GGT GGT AAA CTT CAA GCC GTT ACT
P ¥ L F G R A G N V Y V 6 6 K L Q A V T
“81cCT ATT CGC CAT TTC GAT TTC GTA GAG TAC CGC TAC TCA CCT GCT CAA CTT CGC TCT GAC
P I R H F D F V E Y R Y S P A Q@ L R S D
SlppCc CAG CGT AAC AAC TGG AAT CGC GTC GTT GCT TTC CAA ACC CGT AAT CCC ATG CAT CGC
F 9 R N N W N R V V A F Q@ T R N P M H R
$%lGCC CAT CGT GAG CTT ACC GTC CGT GCT GCT AAG CAA CAC GGT GCC CGT GTG CTC ATT CAC
A H R E L T VvV R A A K Q@ H G A R V L I H
$61CCT GTC GTC GGT ATG ACC AAG CCT GGT GAT ATC GAT CAC TTC ACC CGT GTG CGT GTT TAC
P V V 6 M T K P G D I D H F T R V R V ¥
"21GAG GCT ATT CTC CAA CGC TAT CCT AAG GGT TCC GCC AAG CTC TCT CTT CTT CCC TTA GCC
E A I L Q@ R Y P K G S A K L S L L P L A
"8IATG CGT ATG GCT GGT CCT CGT GAA GCT TTA TGG CAC GCC ATC ATT CGT AAG AAC TAC GGT
M R M A G P R E A L W H A I I R K N Y G
841GCT TCT CAT TTC ATC ATT GGT CGT GAT CAT GCT GGT CCT GGT AAG AAC AGT CAA GGC GAG
A S H F I I G R D H A G P G K N S Q@ G E
9lGAT TTT TAT GGT CCT TAC GAT GCT CAG TAC CTT GTT GAA CAA TAC GCT CAG GAA ATC GGT
p F Y 6 P Y D A Q@ Y L V E Q Y A Q E I @G
9¢IATC ACC ATT GTT CCT TTC CAA ATG ATG ACT TAC CTT CCT GAT GAG GAC ATC TAC AAG CCA
I T I VvV P F Q M M T Y L P D E D I Y K P
10%lgrT GAC AAA GTC GAA CCC GGT ACC CGT ACT TTG AAC ATC AGT GGT ACT GAA CTT CGT CGC
v D K VvV E P G T R T L N I S8 G T E L R R
10810GT CTT CGC GTC GGT GCC AAC ATC CCT GAG TGG TTC TCT TAT CCA GAG GTT GTC GCT ATT
R L R V G A N I P E W F S Y P E V V A 1I
114lppA CGT CAA TCC TAT CCT CCC AAA TAC TCT CAA GGA TTT GTT TTG GCT GTT CCT GCC ACC
L R Q@ S Y P P K Y S @ G F V L A V P A T
120lpcc GAT AAA CTT CTC CCC AGC GCT CTA GTT TCA GCC TTG AAC GAG GAT GGT CGC CGC CAT
s p K L L P S A L V S A L N E D G R R H
126lgpC ACT CTT TTA CCT CGC TTA GAT GCT ATT TCA GTG TTT TAC GCC CAA GAA TTG CAA CGT
Vv T L L P R L D A I S8 V F Y A Q@ E L Q R
1321GCT GGT GCT GCC GTT GTT GTT TCT CTG GCT GAT GCT GAT GCA TCT GTT AAA GTA CCT GCT
A G A A V V V 8§ L A D A D A S V K V P A
1381GAG TGG ACT ACC GTA AAC ATC AAG CCC AAA GAC TCT GTT TCT GAG GTT ACT TTT GCT GTC
E W T T VvV N I K P K D S VvV 8 E V T F A V
HM4lcpr TCA CAA TTG TCT GAC GAA GGC TAT CTT TAA
L 8 ¢ L S8 D E G Y L -
T A ATAATGTTTTGTGACATATATATATATATATATATATACATATATCCATTTTTGTTCTTTTATGTTCTACTTGTCTATT
16340 CTCAATTAAATTTCGCTAAGGACATGTTAGTAATTAATTAGCGATAGGCTTCTTAATAACAAAAGGTAGGAAATTCAAT
1714 CCGAAGCCGAGGGGAATTAATTTATTATATATGTCAGATATACATAGCAGACTTTAGCAATTGCAATACATGCCAATGCA
1794 AT GTTTTATTTTAATTCAGAAGTCATTATAACGTTAAGCCTATGCTCTCACTTAACGCATGCCTGGATGTAATACATTGT

16. dabra. A klonozott ATP-szulfurilaz gén (sual) nukleotid szekvencidja. Szaggatott
vonallal a 11-szer ismétldd6é AT szekvencia van alahtizva. A kodonok alatt az adott aminosav kodja
talalhato.
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5.10 Az sual gén szubklonozasa

A sikeres transzformacio, szekvenalas és analizis eredményeibdl arra kovetkeztettem, hogy
a két klonozott gén koziill az 1473 bp hosszl, ATP-szulfurilaz enzimet kodold sual gén felelos a
szulfatot nem hasznositd/szelenat-rezisztens fenotipusért. Ennek bizonyitasara restrikcidos enzim
segitségével a C7-es plazmidbol kivagtam az ATP-szulfurilaz enzimet kodolo gén, visszaklonoztam
a pUR18N vektorba és ismét szelenat-rezisztens sejteket transzformaltam. Megvizsgaltam, hogy az
adott gén képes-e komplementalni a szulfatot nem hasznosité mutanst.

Els6 1épésként Sphl-es restrikcios enzimmel kivagtam a C7-es plazmidbol az sual gént
ugy, hogy a kivagott szakasz nem tartalmazta a rdvidebb, 303 bp hosszit ORF-et. A Sphl-es
restrikcios enzim az sual gén eldtt 497 bp-ral, a gén utan pedig 1850 bp-ral vagta el a klonozott
genomialis DNS szakaszt (lasd 16. abra), igy a kivagasra keriild DNS szakasz hossza kb. 2,3 kbp
volt. A pURI8N plazmidban talalhaté “Multi Cloning Site” régidban az Sphl restrikcidos enzimnek
van hasitd helye, igy ugyanazzal a restrikcids enzimmel megemésztettem a vektort is. Mivel
mindkét megemésztett DNS kohézios végei azonosak voltak, igy konnyen tudtam ligaltatni az adott
DNS szakaszokat. A ligalast kovetéen az S 18-82 wra4 Se®-2 torzset transzformaltam a
rekombinans plazmiddal (lasd 17. abra), és a transzformalt sejteket szulfat tartalmi minimal
taptalajra szélesztettem ki. Par napi inkubalast kovetden a szelektiv taptalaj felszinérdl pozitiv
klonokat izolaltam (10° transzformans/ug DNS), majd a plazmidot E. coli-val visszaizolalva
megallapitottam a plazmid nagysagat (lasd 18. abra). A 2,3 bp hosszil fragmentet tartalmazo
plazmidot ugyanazzal az 5 restrikcios enzimmel emésztettem meg (Nofl, Sphl, Pstl, BamHI), mint a
C7-es plazmidot. A varakozasnak megfeleléen a Sphl és a Pstl esetében a 2,3 bp hosszll fragmentet
tartalmaz6 plazmidnal egy DNS savval kevesebbet kaptam, mint a C7-nél. Amint az 20. abran is
lathatd, a visszaizolalt plazmid nagysaga kb. 8 kbp (Notl, Pstl, BamHI esetében), ami megegyezik a
pURI8N vektor (kb. 5,5 kbp) és a 2,3 kbp klénozott DNS szakasz méretének dsszegével.
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arsl
arsl
Amp

ura4

pURI8N
+4477 bp

pURI8N

) ori Sphl-el emésztve
ori

Sphl }
lacZ

alkalikus foszfatiz

Sphl-el emésztve (30 perc, 37 °C)
(2 6ra, 37 °C)

arsl

ori

C GTACG

liglas (3 6ra, 20 °C)

arsl

ura4

S 18-82 ura4™ Se®-2 torzs
transzformalasa

—>

ori

lacZ
2,3 kbp inzert

17. abra. Az sual gén szubklonozasanak menete pUR18N vektorba.
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23.130 bp 23.130 bp

9.416 bp 9.416 bp

6.557 bp 6.557 bp

4.361 bp 4.361 bp

2.322 bp 2.322 bp

2.027 bp 2.027 bp
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

18. abra. A Notl, Sphl, Pstl és BamHI restrikcios enzimekkel megemésztett C7-es (A) és a
szubklonozas utan kapott plazmid (B) elektroforézis képe. A: C7-es plazmid Notl(1), Sphl(2),
PsfI(3) és BamHI(4) restrikcios enzimekkel megemésztve. B: szubklonozott plazmid Nofl(6),
Sphl(7), Pstl(8) és BamHI(9) restrikcids enzimekkel megemésztve. 5, 10 oszlop: A DNS HindlIIl
restrikcios enzimmel megemésztve.
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5.11 Az sual gén klonozasa S. cerevisiae élesztégombaba

Amint az 14. abran is lathato, a kiilonbozd él6lényeknél talalhatd ATP-szulfurilaz
enzimet kddold gének nagy hasonlosagot mutatnak. Ezt a tényt tamasztja ala, hogy a burgonya és az
Arabidopsis thaliana ndvények ATP-szulfurilaz génjeit Ggy sikeriilt izolalni, hogy a S. cerevisiae
met3 mutans torzsét transzformaltdk az adott ndvény génbankjaval, majd a pozitiv telepekbdl
izolaltadk a novényi ATP-szulfurilaz gént (Leustek és mtsi, 1994; Klonus és mtsi, 1994).

Egy franciaorszagi laboratoriumbol sikeriilt beszerezni egy S. cerevisiae met3 mutans
torzset (CC371-4B Matow his3, leu2, ura3, met3; Cherest és mtsi, 1987), melyben megprobaltam
klénozni az altalam izolalt sual gént. Kivancsi voltam, hogy az sual gén képes-e komplementalni a
met3 mutans allélt. A klonozashoz egy S. cerevisiae-nél hasznalatos, LEU2 gént hordozo,
multikopias plazmidot hasznaltam (YEplac181, lasd 9/B. abra). A vektor a MCS (Multi Cloning
Site) klonozo részében hordozott egy Sphl restrikcios helyet, igy az sual Sphl restrikcidés enzimmel
torténd kivagasa, illetve a YEplacl81 vektor Sphl enzimmel vald emésztése és alkalikus
foszfatazzal torténd kezelése utan a vektort a kivagott sual génnel ligaltattam.

A ligalas utan a ligaitummal transzformaltam a S. cerevisiae CC371-4B mutans torzsét. A
transzformansok a szelektiv taptalaj felszinén 5-7. napi inkubalds utan jelentek meg kis
gyakorisaggal. A pozitiv telepekbdl E. coli-ban feldusitottam a visszaizolalt plazmidot, majd Gjra
transzformaltam a met3 mutans torzset. Ebben az esetben lényegesen nagyobb gyakorisaggal. Ez azt
mutatja, hogy a Schiz. pombe ATP-szulfurilaz enzimét kodold sual génje képes komplementalni a
képesek ellatni szerepiiket S. cerevisiae-ben is. A transzformansokbol visszaizolalt plazmid Sphl
restrikcios enzimmel megemésztve 2 fragmentumot adott (20. abra), amelyek megfeleltek a vektor
és az inzert méretének.
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arsl Amp
Amp LEU2

ura4

pUR18N YEplac181

+4,5 kbp ori

Sphl-el emésztve

ori 2um ori
Sphl }
lacZ
lacZ Cp
4,5 kbp inzert

alkalikus foszfataz
(30 perc, 37 °C)

Sphl emésztés

(2 6ra, 37 °C)

M Amp"®
LEU?2

ori

lacZ
C
gCATG GTACG

ligalas (3 6ra, 20 °C)

CC371-4B his3, leu2, ura3,

YEplacl81 met3 torzs transzformalasa
2um ori +2,3 kbp

2,3 kbp inzert

19. abra. Az sual gén S. cerevisiae élesztdgombaban valé klonozasanak menete
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10 kbp
8 kbp
6 kbp
5 kbp
4 kbp
2,3 kbp

3 kbp

2 kbp

1 kbp

0,5 kbp

20. dabra. A pURI8N plazmid, a pUR18N+2,3 kbp fragment és a pYEplac181+2,3 kbp
fragment Sphl restrikcidos enzimmel emésztett képe. 1. oszlop: 1 kbp DNS marker (BioLabs); 2.
oszlop: pUR18N+2,3 kbp fragment Sphl restrikcids enzimmel emésztve; 3. oszlop: pURISN
plazmid Sphl restrikciés enzimmel emésztve; 4. oszlop pYEplacl181+2,3 kbp fragment Sphl
restrikcios enzimmel emésztve.
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5.12 Az sual gén egyediili szelekciés markerként valo alkalmazasa

A 2,3 kbp hossziu DNS szakaszt tartalmazé pUR18N plazmidot kiilonb6z6, nem izogenikus
(B-579 Se®-2) és izogenikus szelenat-rezisztens Schiz. pombe torzsekbe (0-82 ade5 Se®-2, 0-121
trplargl” Se®-2) transzformaltam. A torzsek csak az sual muticiét hordoztdk (pl. nem
tartalmaztak wura4 mutaciot, mint az S 18-82 ura4™ Se®-2 torzs esetében). Transzformacid utan a
pozitiv transzformansok a B-579 Se®-2 esetében a minimal, illetve a 0-82 ade5™ Se®-2 és 0-121 trpl”
argl” Se®-2 torzsek esetében kiegészitett minimal tiptalajokon 3-4 napi inkubalas utan jelentek
meg. Az eredmények azt bizonyitjak, hogy az sual™ mutacidt hordozo transzformalt torzs sual
génnel valdé komplementacioja biztositja a transzformansok novekedését (lasd 8. tablazat). Az sual
génben sériilt szelenat rezisztens mutansok izolalasa viszonylag egyszer( és hatékony eljaras, ezért
az sual gént, mint szelekcios markert tartalmazo vektorok gyakorlatilag barmely klonozd gazdanal
alkalmazhatok, ugyanis mind a klonozo gazdaként hasznalt (Se®) mutans, mind pedig a
transzformans (szulfatra prototrof) pozitivan szelektalhato.

Klénozo6 gazda Transzformacios gyakorisag
(transzformans/ug pDNS)
B-579 Se®-2 6.10°
0-82 ade5™ Se®-2 7.10°
0-121 trplargl” Se®-2 1,3.10°

8. tablazat. Kiilonbozo szelenat-rezisztens Schiz. pombe torzsek transzformaldsa utan kapott
transzformacios gyakorisagok.

5.13 Térképezett metionin auxotrof torzsek kénforras hasznositasanak
vizsgalata

Néhany mikroorganizmusnal az ATP-szulfurilaz gén pontos funkcidja és szekvenciaja mar
ismert. A S. cerevisiae-nél, csakagy mint a Candida albicans-nal a MET3 gén koédolja az ATP-
szulfurildaz enzimet. Kohli és mtsi (1977) Schiz. pombe metionin auxotrof torzseket izolaltak,
amelyek koziil az egyiket met3-nak nevezték el. Bar az igy izolalt metionin auxotrof torzsek
elnevezése a komplementacios csoportoknak megfelelden tortént, szerettem volna megbizonyosodni
arrol, hogy a met3, illetve a tobbi altaluk izolalt metionin auxotrof torzseknél (metl, met2, metd és
met5) nem az ATP-szulfurilaz enzim sériilt.

A Berni Egyetemr6l Kohli professzort6l sikeriilt beszerezni az eldbb emlitett 6t mef
torzset. E16szor az 6t metionin auxotrdf torzseknél 0,4 mM natrium-szelenatot tartalmazoé taptalajon
teszteltem szelenat érzékenységiiket. A szelenatos taptalajon egyik mutdns torzs sem mutatott
novekedést, ami arra utalt, hogy sem az ATP-szulfurilaz enzimben, sem pedig mas, a szulfat
redukcios Ut elején szerepet jatszd génben nem sériiltek. Utana az 6sszes mer torzset UV mutagén
kezelésnek vetettem ald, és szelenatos taptalajon (0,4 mM) szelenat-rezisztens telepeket izolaltam,
majd leteszteltem a metionin auxotrof torzsek és az Ujonnal izolalt szelenat-rezisztens torzsek
novekedését kiilonbozo kénforrason. A kénforrasok koziil, a varakozdsnak megfelelden, a szulfatot
egyik mef mutans sem volt képes hasznositani, mig metioninen az dsszes torzs jol nott. A cisztein
és a szulfit hasznositaban volt eltérés a torzsek kozott: ciszteinen és szulfiton a met2 és a metS
gyenge novekedést mutatott (1asd 9. tablazat).
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Térzs YEPD MM
+ SO,* SO5” metionin cisztein metionin, cisztein

0,4 mM

Na,SeO,
met] - - - +++ - -+
metl Se* +++ - - - R Tt
met2 - - + +++ + -+
met2 Se 4+ - + - + 4+
met3 - - - +++ - +++
met3 Se” +++ - - - - T+
met4 - - - +++ - +++
metd Se* +++ - - - - T+
met5 - - + +++ + +++
met5 Se® +++ - + - + +++

9. tablazat. A metl-met5 metionin auxotrof torzsek és azok szelenat-rezisztens telepeinek
szelenat érzékenysége és kénforrds hasznositdsa. A ndvekedés a 3. napi inkubélas utan volt
kiértékelve. A kénforrasok koncentracidi: (NH4),S04:0,025 %; NaS05:0,025 %; metionin,
cisztein:0,1 pg/ml. Roviditések: +++-nagyon jo ndvekedés, ++-jo ndvekedés, +-gyenge novekedés,
--nincs novekedés.

Kohli és mtsi a mutansoknal sériilt géneket nem azonositottak, viszont az egyes
kromoszomakra betérképezték, s6t a met4 torzs kivételével a tobbi metionin auxotr6f mutansnal a
sériilt gén pontos helyét is meghataroztak. Azdta ismertté valt a hasadd élesztégomba teljes
szekvenciaja is (Wood és mtsi, 2002). A térképezés és a teljes genom szekvencia, illetve a kén
hasznositasi kisérleteim eredményeit felhaszndlva az egyes mef torzseknél megprobaltam
meghatarozni az inaktivalt géneket. Génbankkal vald transzformalassal is megprobaltam
meghatarozni az egyes inaktivalt géneket, de sajnos a transzformacié utan egyik mutins torzs
esetében sem kaptam metionin prototrof telepeket. A Kohli és mtsi altal elvégzett térképezés
eredményeibdl ismert volt, hogy az adott kromoszoman mely gének talalhatok az adott metionin
auxtrofiat okozo gén kozelében. A mer génekhez jobb illetve bal oldalrdl legkdzelebb allo gének
pontos helyét megkerestem a Schiz. pombe genom szekvencidjan. E két eredménybdl, a térképezés
¢és a met géneket kozre fogd gének pontos elhelyezkedésébdl kovetkezett, hogy a két szomszédos
gén kozotti genomialis DNS szakaszon talalhatd a metionin auxotrofiaért felelés gén. A keresett
gént jobb illetve bal oldalrdl kozrefogd gének kozotti DNS szakaszon leellendriztem az Gsszes
ORF-et, és a mar mas ¢é161énynél leirt metionin hasznositasban résztvevd génnel nagy homologiat
mutatd6 ORF-ket kerestem.

A genetikai térképezés és a publikalt genom szekvencia helyzetét Osszevetve az egyes
mutdnsoknal a kdvetkezd géneket sikeriilt azonositanom (lasd 10. tablazat, 21. abra):
metl: ennél a mutansnal feltehetéleg a homocisztein-metiltranszferaz gén sériilt. A gén az 1.
kromoszéman helyezkedik el a 1.500.426-1.501.352 bazisparok kozott (a genom adatbankban az
elérhetéségi szama: SPAC57A7.07¢), és egy 308 aminosav hosszisagu fehérjét kodol.
met2: ez a mutans kénforrasként gyengén hasznositotta a ciszteint és a szulfitot. A met2 metionin
auxotrof esetében két lehetséges gént taldltam: az egyik az I. kromoszoman a 1.422.194-1.423.381
bazis parok kozott helyezkedd cisztein-szintdz enzimet kodold gén (SPAC3A12.17¢), masik pedig a
met] mutanstol eltérd homocisztein-metiltranszferaz (1.448.864-1.451.158, SPAC9.09) enzimet
kodol. Az utobbi nagy homoldgiat mutat a S. cerevisiae homocisztein-metiltranszferaz enzimét
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kodolo MET6 génnel (V. kromoszoma, YERO091C). A kénhasznositasi kisérletek alapjan
megallapitottam, hogy a met2 mutans a homocisztein-metiltranszferaz génben sériilt.

met3: ezért a fenotipusért felelds gén a II. kromoszoman helyezkedik el és a cisztation-y-szintaz
enzimet kddolja. A gén a 1.409.771-1.411.603 bazisparok kozott helyezkedik el (SPBC15D4.09¢c)
és 610 aminosavbol allo fehérjét kodol. Nagy homologiat mutat a S. cerevisiae-nél leirt STR2
génnel (X. kromoszoma, SPBC15D4.09¢), amely a cisztation-y-szintaz enzimet kodolja.

metd: ezt a gént nem térképezték be pontosan a II. kromoszomara, igy a gén keresésénél a genom
szekvencia eredményeit nem tudtam felhasznalni. A kénhasznositds eredményeibdl az volt ismert,
hogy a met4 mutans a ciszteint kénforrasként nem tudja hasznositani, vagyis az inaktivalt gén a
cisztein és metionin kozotti metabolikus Gton szerepet jatszo enzimet kodol. A potencialis gének
koziil kettd talalhato a II. kromoszéman: a cisztation-y-szintaz és a homoszerin-O-acetiltranszferaz
(SPBC56F2.11) enzimeket kodolo gének. Mivel a met3 nem allelikus a met4 mutanssal (a met3 gén
a cisztation-y-szintaz gént kodolja), igy nagy valdszinliséggel a mer4 esetében a homoszerin-O-
acetiltranszferaz gént inaktivaltdk. A gén a II. kromoszéman a 2.472.687-2.474.156 bp kozott
helyezkedik el és nagy homologidt mutat a S. cerevisiae homoszerin-O-acetiltranszferdz enzimét
koédoldo MET?2 génjével.

met5: ennél a mutansnal nagy valdszinliséggel a mar leirt (Naula és mtsi, 2002) metil-
tetrahidrofolat-reduktaz enzimet kodold met9 gént inaktivaltak A S. cerevisiae-nél ezt az enzimet a
METI13 gén kddolja.
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Torzs Valészinii gén Kromoszéma Pontos hely (bp) a Elérhetoségi szama az Gén nagysaga
elnevezése kromoszéman adatbankban (bp)

metl homocisztein-metiltranszferaz “1” L 1.500.426-1.501.352 SPAC57A7.07c 927

met2 homocisztein-metiltranszferaz “2” L. 1.448.864-1.451.158 SPAC9.09 2.295

met3 cisztation-y-szintaz IL. 1.409.771-1.411.603 SPBC15D4.09¢ 1.833

metd homoszerin-O-acetiltranszferaz 1L 2.472.687-2.474.156 SPBC56F2.11 1.470

met5 metil-tetrahidrofolat-reduktaz (met9) L 1.113.352-1.115.163 SPAC56F8.10 1.812

10. tablazat. Kohli és mtsi (1975) altal leirt metionin auxotrof térzsek (metl-met5) inaktivalt génjeinek jellemzése.

I. kromoszoma

21. abra. A metl-met5 gének illetve az sual gén elhelyezkedése az I. illetve a II. kromoszéman.

metS
.~—

met2

™ metl

g cen

II. kromoszéma
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5.14 Szelenat-érzékeny illetve -rezisztens torzsek ATP-szulfurilaz
aktivitasanak mérése

Az ATP-szulfurilaz hianyanak bizonyitasara megmértem a vizsgalt torzsek (0-82 ade5”, B-
579) vad, illetve szelenat-rezisztens mutans telepeinek ATP-szulfurildz aktivitdsdt. A mérési
modszer alapja, hogy a szulfat aktivalasa kozben felszabaditott foszforsav maradékok kénsav illetve
L-aszkorbinsav jelenlétében az oldatot kékre szinezik. Az kék elszinezddés 660 nm-en jol mérheto.

Megmértem az S 18-82 ura4™ Se®-2, a sziildi 0-82 ade5™ torzsek és az S 18-82/C7 pozitiv
klon ATP-szulfurilaz aktivitasat is. Az eredményekbdl kitlinik (14sd 11. tablazat), hogy a vad tipusa
szelenat-érzékeny/szulfatot hasznositd torzsek kb. 10x nagyobb ATP-szulfurilaz aktivitast mutattak
mint a szelenat-rezisztens/szulfatot nem hasznositd torzsek. A transzforméns enzimaktivitasa
hasonl6 volt, mint az izogenikus torzseé.

Torzs Specifikus enzimaktivitas
(U/mg fehérje)
0-82 ade5” 52,07+5,95
0-82 ade5™ Se*-2 5,03+4,53
S 18-82/C7 65,25+11,2
S 18-82 ura4” Se®-2 6,3+4,1

11. tablazat. ATP-szulfurilaz enzimaktivitis a 0-82 ade5™ és az S 18-82 ura4™ vad tipust
(szelenat-érzékeny) és szelenat-rezisztens torzsek esetében. Az enzimaktivitas egység (U)
definicioja: egy milliliter reakcidelegy altal egy perc alatt felszabaditott nmol foszforsav maradék

(Pi).
5.15 Szelenat-rezisztens és szelenat-érzékeny torzsek kén-hidrogén termelése

A szulfatot a hasado élesztdgomba a szulfat redukciods Ut soran szulfidda (S°) redukalja.
Szulfid taltermelés esetén a szulfid kén-hidrogén formajaban tavozik a sejtbdl, vagy beépiil
kiilonbdz6, esetenként aromavegyiiletként szereplé masodlagos anyagcseretermékekbe. Ha azonban
a szulfat redukcios ut valamely enzimét inaktivaljuk, a kén-hidrogén termelés mértéke csdkkenhet
vagy megsziinik. Ebbdl kovetkezik, hogy az ATP-szulfurilazt kodold gén inaktivalasanak a kén-
hidrogén termelés csokkentéséhez vagy elvesztéséhez vezethet.

Jiranek és mtsi (1995) altal leirt modszerrel megmértem két Schiz. pombe torzs (0-82
ade5’, B-579) szelenat-érzékeny, illetve -rezisztens torzseinek kén-hidrogén termelését. A mérési
modszer also érzékenységi hatara 6 ng H,S/szarazanyag volt. Eldszor YEPD taplevesbe oltottam be
a torzseket, majd 24 dra utan a Moddszereknél leirtak szerint megmértem a torzsek kén-hidrogén
termelését. Kontrollként be nem oltott YEPD tapleves szolgalt. A 12. tablazatbdl kitlinik, hogy
a szelenat-rezisztens torzsek nem termeltek kimutathatd mennyiségben kén-hidrogént, mig
a szelenat-érzékeny torzsek erds kén-hidrogén termeldknek bizonyultak. A két vizsgalt torzs koziil a
0-82 ade5” nagyobb mennyiségben termelt kén-hidrogént, mint a B-579 torzs. Ennek valoszint
magyarazata, hogy az utdbbi torzs egy erdsen kénezett mustbdl lett izolalva, ami &sszefiiggésben
lehetett egy csokkent S-metabolizmussal is.

A tapkdzegben 1évo kiilonbozé szerves kénvegyiiletek represszalhatjak a sejt szulfat
metabolikus utjaban szerepet jatszé enzimek expresszidjat, jelenlétiik a tapkozegben a vad tipust,
szelenat-érzékeny torzs kén-hidrogén termelésének a csokkenését eredményezhetik. Ez alol kivétel
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a metionin, amely jelenléte nem represszalja a szulfat asszimilacios tban szerepet jatszo gének
expresszidjat (Brzywczy és Paszewski, 1994).

Ebbdl kifolydlag megmértem a 0-82 ade5™ torzs szelenat-rezisztens és érzékeny torzseinek
kén-hidrogén termelését cisztein tartalmu taplevesben. A YEPD taplevesbe kiilonbdzé mennyiségii
ciszteint (100 illetve 50 pg/ml) adtam. Ahogy az 13. tablazatbol is kitlinik 50 pg/ml cisztein
hozzadasa utan a szelenat-érzékeny torzs kén-hidrogén termelése a felére csokkent, s6t 100 pg/ml
cisztein hozzaadasa utdn a szelenat-érzékeny torzs a szelenat-rezisztens torzshdz hasonléoan nem
termelt kimutathatdé mennyiségli kén-hidrogént. A szelenat-rezisztens tdrzs kén-hidrogén termelése
mindkét esetben az also6 mérési hatar ala esett.

Torzs Kén-hidrogén mennyisége
ng H,S/mg szarazanyag ng H,S/ml tapleves
0-82 ade5 513,3+£50,3 547,42453,65
0-82 ade5™ Se®-2 <6 <6,4
B-579 335,7+44,1 358,08+47,04
B-579 Se®-2 <6 <64
Kontroll (YEPD) <6 <6,4

12. tablazat. Szelenat-érzékeny illetve -rezisztens Schiz. pombe élesztégomba torzsek kén-
hidrogén termelése.

Taptalaj Kén-hidrogén mennyisége (ng H,S/mg szarazanyag)
0-82 ade5 0-82 ade5 Se®-2 Kontroll (beoltas nélkiil)
YEPD 513,3£50,3 <6 <6
YEPD+0,005% cisztein 253,3£26,5 <6 <6
YEPD+0,01% cisztein <6 <6 <6

13. tabldzat. Schiz. pombe 0-82 ade5 és 0-82 ade5™ Se®-2 torzsek kén-hidrogén termelése
YEPD illetve ciszteinnel kiegészitett (100 illetve 50 pg/ml) YEPD taplevesekben.
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5.16 Rogzitett ATP-szulfurilaz hianyos Schiz. pombe torzsek alkalmazasa
malo-etanolos fermentaciohoz

A Schiz. pombe a Saccharomyces cerevisiae-vel ellentétben jol erjeszti az almasavat,
amelynek soran etanol és CO, keletkezik (maloalkoholos erjesztés). A Schiz. pombe almasavbonto
tulajdonsagat régota tervezik a magas almasavtartalmi borok almasav tartalmanak csokkentésére. A
kozelmultban tobb kutatocsoport is foglalkozott a maloalkoholos fermentacid alkalmazasanak
lehetéségével (Snow és Gallander, 1979; Magyar és Panyik, 1989). A hasadd élesztégomba
alkalmazasanak egyik akadalya, hogy lassan erjeszt, ezért a S. cerevisiae borélesztok gyorsan
tulnovik, a masik pedig, hogy sok kéntartalmi vegyiiletet, tobbek kozott kén-hidrogént termel, igy
rontja a bor mindségét, emiatt utéfermentaciora sem hasznalhato.

Kisérletekkel szerettem volna megvizsgalni, hogy az ATP-szulfurilaz gén inaktivalasa nem
befolyasolja-e a hasadd élesztogomba tdrzs almasavbontd képességét. A kisérleteket a korabbi
kisérletekben hasznalt két torzzsel (B-579 ill. 0-82 ade5’) és azok szelenat-rezisztens mutansaival
végeztem el. Mind a négy torzsbdl logaritmikus szaporodasi fazisban 1évé (24 oras) razatott
tenyészetet készitettem, majd a sejteket natrium-alginat segitségével rogzitettem. Az almasavas
taplevest 5 % rogzitett sejttel oltottam be.

Az almasavbont6 kisérletek soran elszor 0,5 % L-almasavat tartalmazé mesterséges
taplevest hasznaltam. A taptalajbol 2. illetve 5. nap utdn vettem mintat, majd a mintdknak
meghataroztam az L-almasav tartalmat (14. tablazat). Az eredményekbdl kitlinik, hogy jelentds
(>70 %) almasav tartalom csokkenést az 5. napon lehetett mérni (22. abra, 15. tablazat). Hasonld
mértékil volt az L-almasavtartalom csdkkenés mind a szelenat-érzékeny, mind a szelenat-rezisztens
torzseknél is, tehat megallapithatd, hogy az ATP-szulfurildiz enzim génjének inaktivalasa nem
befolyasolta az élesztdgomba torzsek L-almasavbontd képességét.

Az L-almasavat tartalmazé tapleves utan magas almasavtartalmi borral megismételtem a
kisérletet. Mivel a B-579 torzset borbol izolaltak, valamint a 0-82 ade5™ tOrzzsel 6sszehasonlitva
kevesebb kén-hidrogént termel (12. tablazat) és nagyobb mértékben bontotta az L-almasavat, ezt a
kisérletet marcsak a B-579 prototrof torzzsel €s annak szelenat-rezisztens mutansaval végeztem el.

Az almasavas taplevessel dsszehasonlitva a borban a sejtek mar kisebb mértékben, de még
mindig jol bontottdk az L-almasavat. Ez a kiilonbség valosziniileg a borban talalhatod szélsséges
koriilményeknek volt kdszonhetd (pl. alacsony pH, alacsony cukortartalom, alacsony N-forras stb.).
Az el6z6 kisérlethez hasonldéan a borban is az 5. nap utan volt megfigyelhetd jelentds L-almasav
tartalom csokkenés.

Torzsek Lebontott L-almasav (g/l)
2. nap 5. nap
0-82 ade5” 2,1+0,34 3,9+0,33
0-82 ade5” Se®-2 2,35+0,26 4,1£0,16
B-579 2,49+0,16 4,5+0,34
B-579 Se*-2 2,4+0,31 4,2+0,24

14. tablazat. Schiz. pombe B-579 illetve 0-82 ade5™ torzseivel 5 g/l L-almasavat tartalmazo
tapleves L-almasav tartalma 2 és 5 napos inkubalas utan.
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22. abra. Schiz. pombe B-579 illetve 0-82 ade5” vad (S) és szelenat-rezisztens (R) torzseivel
L-almasavat tartalmazo taplevesben lebontott L-almasavtartalom %-ban kifejezve 2 és 5 napos

inkubalas utan.

Mintak Lebontott L-almasav %-ban kifejezve
2. nap S. nap
B-579 26+8,3 61+9,1
B-579 Se®-2 28+3.6 65+4,2

15. tabldzat. Magas almasavtartalmi borban (6,67 g/1) az B-579 és B-579 Se®-2 torzsek altal
lebontott L-almasavtartalom. A mintak L-almasav tartalmat 2. és 5. napi ndvekedés utan hataroztam

meg.
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5.17 ATP-szulfurilaz hianyos torzsek kén-hidrogén termelésének vizsgalata

Az almasavas taplevesben Schiz. pombe szelenat-érzékeny és rezisztens torzsek altal
termelt kén-hidrogén mérése azt mutatta, hogy az érzékeny, jo kén-hidrogén termeld tdorzsekkel
ellentétben a rezisztens torzsek nem, vagy csak nagyon kis mértékben (méréshatar alatt) termelnek
kén-hidrogént. Osszehasonlitas céljabol megmértem szelenat-érzékeny és -rezisztens torzsek kén-
hidrogén termelését borban val6 5 napi inkubalas utan.

Steril bort beoltottam Schiz. pombe szelenat-érzékeny illetve -rezisztens térzsek rogzitett
sejtjeivel. Mivel a bor szélsGséges tapkozeg, beoltas elétt a borhoz 1% gliikézt és 0,025%
tioszulfatot adtam, elésegitve ezzel a sejtek életképességének fenntartdsat illetve a kén-hidrogén
termelését. A beoltott bort 25°C-on 5 napig inkubaltam, majd megmértem a borban talalhato kén-
hidrogén mennyiségét (lasd 16. tablazat).

Ahogy az eredményekbdl is kitlinik, hogy a szelenat-érzékeny sejtek termeltek kis
mennyiségli kén-hidrogént, mig a szelenat-rezisztens torzseknél nem volt mérheté kén-hidrogén
termelést. A két vizsgalt torzs kozil az L-972 tdrzs, hasonléan a YEPD taplevesben elvégzett
kisérletek esetében, nagyobb kén-hidrogén termelének bizonyult, mint a B-579 torzs.

Torzsek Kén-hidrogén mennyisége
ng H,S/mg sziraz anyag ng H,S/ml bor
L-972 30,4+5,65 24,32+4.52
L-972 SeR-2 <4 <32
B-579 10,3+1,414 8,24+1,131
B-579 SeR-2 <4 <32

16. tabldazat. Schiz. pombe szelenat- érzékeny (L-972, B-579) és -rezisztens (L-972 Se®-2, B-
579 Se®-2) torzsei altal borban termelt kén-hidrogén mennyisége. Paraméterek: 25°C, 5 nap
inkubalas, 10 percig inert nitrogén gazzal vald atlevegdztetés.
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5.18 Bor aromaspektrumanak valtozasa maloetanolos fermentaci6 utan

Schizosaccharomyces pombe-t az almasavtartalom csokkentés céljabol tobbek kozott a
magas kén-hidrogén termelése miatt nem alkalmazzak. Az irodalomban nem talalhaté kozolt adat a
Schiz. pombe élesztégombaval erjesztett bor aroma spektrumardl. Gazkromatografia segitségével az
5. nap utan vett mintaknak megnéztem az aroma spektrumat, hogy mindségileg és mennyiségileg is
Osszehasonlitsam a Schiz. pombe B-579 szelenat-érzékeny ¢€s szelenat-rezisztens torzseivel kezelt
bor, valamint a kezeletlen (kontrol) bor aromaspektrumat.

A borban gazkromatografia segitségével 16 aroma vegyiiletet tudtunk azonositani, amelyek
koziil 8 vegyiiletnél (a tablazatban pirossal jelolve) szignifikans eltérés figyelheté meg a bor és a
mintak kozott. A szelenat-érzékeny illetve -rezisztens sejtes mintak kozott Iényeges eltérés nem volt
kimutathaté (lasd 17. tablazat).

Vegyiilet kezeletlen bor B579S BS579R
3-metil-butanol 242 228 213
etil-butirat 15.6 10 6.7
2-pentanol 2.3 4 29
3-metil-butil-acetat 345.6 112 83
kapronsav 8.7 6.4 6.5
etil-hexanoat 518.9 134 105.7
hexil-acetat 41 6 4.5
oktansav 123 76 83.8
etil-oktanoat 2763 720 560
dekanal 37.6 5.8 4.4
2-feniletil-acetat 12.3 7.1 6.1
etil-nonanoat 8.8 4.2 4.1
etil-9-decenoat 44 9.3 6.5
etil-decanoat 72 177 133
izoamil-oktanoat 28.5 4.7 33
etil-laurat 93 27.9 27.5

17. tablazat. A kezelt, illetve az alapbor gazkromatografiaval mért aroma vegyiiletei. A
pirossal jelolt vegyiileteknél szignifikans eltérés figyelhetd meg a bor és a mintak kozott.
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6 EREDMENYEK ERTEKELESE
6.1 A Schiz. pombe ATP-szulfurilaz génjének klonozasa

A munkam elsédleges célja az volt, hogy molekularis biologiai modszerekkel
meghatarozzam a tanszéki csoport altal izolalt szelenat-rezisztens/szulfatot nem hasznosito
mutdnsoknal inaktivalt gént. Ezek a mutinsok a szelenat-rezisztencia mellett nem képesek a
szulfatot és a metionint egyediili kénforrasként felhasznalni. A vad tipust, szelenat-érzékeny sziil6i
torzsek mindkét elobb emlitett kénforrast jol hasznositottdk. A szelenat-rezisztens/szulfatot nem
hasznositd mutans térzseknél kimutattak, hogy a szulfat felvételiik er6sen csokkent, cisztein vagy
szulfit kénforrason azonban jol névekedtek (Banszky és mtsi, 2003).

A S. cerevisiae metionin auxotroéf mutansainal hét gén inaktivalasa okozhatja a szelenat-
rezisztens/szulfatot nem hasznosité fenotipust: szulfat-permeaz, ATP-szulfurilaz, APS-kinaz,
PAPS-reduktaz és a metionin hasznositast szabalyzo transzkripcids aktivatorokat kodold gének
(Thomas és Surdin-Kerjan, 1997).

A cisztein auxotrof/szelenat-rezisztens mutansoknal az inaktivalt gén megkeresésére a
génbank szkrinelési modszert alkalmaztam: a szelenat-rezisztens torzset genomialis génbankokkal
transzformaltam, majd az izolalt pozitiv transzformansokbol izolaltam a komplementald DNS
szakaszt tartalmazo plazmidot. A génbankkal vald szkrinelés alapfeltétele egy nagyhatékonysagu
transzformacios eljaras (10°-10° transzformans/ul pDNS) kidolgozésa, ezért el6szor a 0-82 ade5
Se®-2 mutéans torzs és a D-18 ura4” jol transzformalhaté torzs fuzidja utan izolalt S-18-82 ura4
Se®-2 torzsre az iires pURISN vektor segitségével kidolgoztam egy hatékony transzforméacios
moddszert. A nagyhatékonyt transzformacios gyakorisag kidolgozasanal kétféle modszert probaltam
ki: litium-acetatos moddszert és az elektroporaciot. Az irodalomban nagy hatékonysaga
elektroporaciods eljarast a S. cerevisiae (Hill, 1989; Delorme, 1989), Hansenula polymorpha (Faber
és mtsi, 1993), Candida maltosa (Kasuske és mtsi, 1992) és a Candida utilis (Kondo és mtsi, 1995)
¢lesztogombaknal irtak le. A Schiz. pombe-nél a litium-acetatos modszerrel értek el nagy
transzformacios hatékonysagot (Okazaki és mtsi, 1990). A harmadik transzformaciés modszer, a
szferoplasztos transzformacio tobbek kozott a Candida albicans-nal hasznalatos, ugyanis ennél a
gombanal mind a litium-acetatos, mind pedig az elektroporacios eljaras alacsony transzformacios
hatékonysaggal miikodik (Backer és mtsi, 1999).

A litium-acetatos modszernél 10°-10* sejt/ug pDNS transzformaciés gyakorisagot sikeriilt
elérnem, ami az irodalomban kozolteknél (10°-10° sejt/ug pDNS; Okazaki és mitsi, 1990)
nagysagrenddel kisebb. Ez a kiilonbség feltehetdleg annak tulajdonithatd, hogy az irodalomban
kozolt eljaras kidolgozasanal mas vektort hasznaltak. Az elektroporacié alkalmazasaval sikeriilt egy
nagysagrendnyivel nagyobb transzformacidés gyakorisigot elérnem, mint a litium-acetatos
mobdszerrel. A legnagyobb transzformacids gyakorisagot a sejtfaloldd enzimmel ill. a
ditiotreitol+litium-acetat oldattal kezelt sejtek esetében értem el. Bar az irodalomban a S. cerevisiae-
nél a merkaptoetanolos kezelést alkalmazzak (Hill, 1989; Delorme, 1989), meglepden az altalam
hasznalt Schiz. pombe torzsek esetében a merkaptoetanolos kezelés utdn kaptam a legkisebb
transzformacios gyakorisagot.

A génbank szkrinelés sordn harom génbankkal transzformaltam az S 18-82 ura4™ Se"-2
torzset. A transzformalas utan csak a két hosszabb genomialis DNS szakaszokat tartalmazoé
génbankok esetében kaptam pozitiv telepeket, mig a kisebb mérettartomanyi genomidlis DNS
szakaszokat tartalmazo pURC2S génbank esetében tobbszori probalkozas utan sem sikertilt pozitiv
telepeket izolalnom. Ez feltételezhetéen annak tudhatd be, hogy kisebb mérettartomanyi génbank
készitésénél a genomialis DNS-t a Sal/l restrikcios enzimmel tovabb emésztették, igy a keresett gén
teljes egészében nem maradt meg ennél a génbanknal. A kivalasztott pozitiv klonbol (S-18-82/C7)
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izolalt, majd kiilonb6zd restrikcios enzimekkel megemésztett plazmid nagysagabol arra lehetett
kovetkeztetni, hogy a plazmid kb. 4,5 kbp hosszu szakaszt tartalmaz. A pozitiv kloénok, a
varakozasnak megfelelden a vad tipusu torzs fenotipusdt hordoztak (szelenat-érzékeny, szulfat
hasznosito).

Ujonnan szintetizalt primerekkel sikeriilt megszekvenalni a DNS szakasz teljes hosszat.
Szekvencia analizist kovetden megallapitottam, hogy az adott DNS szakasz két 300 bp-nal nagyobb
potencialis ORF-et tartalmaz. A hosszabb ORF 100 %-os homologiat mutatott a Schiz. pombe
genom projekt sordn talalt SPBC27.08c-nek elnevezett ORF-el (Wood és mtsi, 2002), amely nagy
homologiat mutatott a S. cerevisiae ATP-szulfurilaz enzimet kédold6 MET3 génnel. A SPBC27.08c
gén szekvenalasat Yanagida, M. és mtsai (Kyoto Egyetem) végezték el. A SPBC27.08c gén a
hasado élesztégomba genomjaban a II. kromoszoéman helyezkedik el (Wood és mtsi, 2002).

A két ORF kozill nagy valosziniiséggel az ATP-szulfurilaz enzimet kodold gén inaktivalasa
felel6s a szelenat-rezisztens/szulfatot nem hasznosito fenotipusért. Ennek bizonyitasara az sual gént
Sphl restrikcios enzim segitségével kivagtam a klonozott DNS szakaszbol, €s visszaklonoztam egy
iires pUR18N vektor Sphl restrikcios enzim hasito helyére.

Az ATP-szulfurilaz gén nagysaga fajon belill is valtozo. Mig az Asp. fumigatus ATP-
szulfurilaz enzimét kodold gén 2.257 nukleotidbol all (De Lucas és mtsi, 2001), addig az Asp.
nidulans-¢é 32 nukleotiddal (Borges-Walmsles és mtsi, 1995) mig az Asp. terreus-é 126 nukleotiddal
rovidebb (Schierova és mtsi, 2000). A Schiz. pombe-nél talalt ATP-szulfurildz génje a maga 1473
nukleotidjaval a gombaknal eddig leirt ATP-szulfurilaz gének koziil a legkisebb. A S. cerevisiae-vel
ellentétben, amely 5 intront is tartalmaz (Cherest és mtsi, 1987), a Schiz. pombe-nél talalt ATP-
szulfurilaz génben intron nem talalhatd. Az eddig leirt élesztégombak (S. cerevisiae, C. albicans)
ATP-szulfurilaz génjeihez hasonldan az sual gén sem tartalmaz a penészgombak ATP-szulfurildz
C-terminalis végére jellemzd APS-kinaz-szerii régiot (Ullrich és mtsi, 2001). Az APS régié
hianyabol arra lehet kovetkeztetni, hogy az ATP-szulfurilaz enzimet a PAPS molekula jelenléte
alloszterikusan nem gatolhatja. Ez a gatlas a penészgombaknal megfigyelheté (Martin és mtsi,
1989; Renosto és mtsi, 1990), de APS-kindz aktivitassal nem parosul (Marzluf, 1997). Az ATP-
szulfurilaz gén szekvenciaja szerint felallitott dendrogram alapjan a S. cerevisiae a C. albicans-val,
az A. terreus pedig a P. chrysogenum-mal mutat nagy hasonldsagot, mig a Schiz. pombe egy kiilon
agat képvisel.

Az evolucid kiilonb6z6 fokan allo él6lényeknél eddig leirt ATP-szulfurildz génekre
jellemzé doménok ("YVXAFQxRNP, *“HxG/AH, ***VGRDHAG, **ISGTxxR) a hasadd
élesztdgombanal is megtalalhatok. A VGRDHAG motiv GRD szakasza egy erdsen konzervativ
szakasz, amelyr6l ismert, hogy fontos szerepe van a szubsztrat megkdtésében (Ullrich és mitsi,
2001). Az sual génnél viszont a GRD szakaszt megel6z6 aminosavban (V-valin) eltérés figyelhet
meg: a tobbi eukariota éllényeknél leirt ATP-szulfurilaz enzimekhez képest az sual génben a 286-
os pozicioban valin helyett izoleucin (I) talalhatd. Hasonld valin-izoleucin csere talalhaté a Riffia
pachyptilia, Chromatium vinosum, Entamoeba hystolitica és a Chlamydomonas reinhardtii
mikroorganizmusoknal is. Az Archeobolus archea ATP-szulfurildz enzimében valin-fenilalanin
aminosavcsere figyelheté meg. A S. cerevisiae-nél leirtak, hogy a ***VGRDHAG régioban a 291-es
pozicidban talalhaté alanin cseréje mas aminosavval az ATP-szulfurildiz enzim aktivitasanak
csokkenését vagy elvesztését vonja maga utan (Deyrup és mtsi, 1999; Venkatachalam és mitsi,
1999).

Cherest ¢és mtsi (1987) részletbemenden analizaltdk a S. cerevisiae MET3 génjét.
Osszehasonlitva az sual génnel sok hasonlosagot talalunk. Ezek kozé tartozik az sual gén 5° végén
talalhato 9 nukleotid hosszll szekvencia, amely feltehetdleg a gén szabalyozasaért felelés. Hasonlod
szekvencia talalhatd a S. cerevisiae tobb mas a metionin metabolizmusaban részt vevo gének el6tt is
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szerepld gének elbtt allo TGACTC szekvencia jatszik szerepet. Azonban sem a S. cerevisiae MET3
génje (Cherest és mtsi, 1987), sem pedig az sual gén 5° végén nem volt megtalalhatdo ez a
szekvencia. Ebb6l adéddan sem a S. cerevisiae, sem pedig a Schiz. pombe ATP-szulfurilaz génje
nem tartozik az altalanos aminosavak szintézisének regulacidja ala.

A szelenat-rezisztens mutans torzsek ATP-szulfurilaz hidnyat az adott enzim aktivitasanak
mérésével is sikeriilt bizonyitanom. Az vad tipust és szelenat-rezisztens torzsek ATP-szulfurilaz
aktivitdsa nagymértékben kiilonbozott: a szelenat-rezisztens mutans gyakorlatilag nem mutatott
enzimaktivitast, mig a vad tipusu sejteknél kdzepes enzimaktivitast kaptunk. Hasonlé kiilonbséget
mértem az S 18-82 ura4” Se® és az S 18-82/C7 szelenat-érzékeny pozitiv transzformans esetében is.
A mért alacsony enzimaktivitds azzal magyarazhatd, hogy a szelenat-rezisztens torzsek ATP-
szulfurilazt kodolo génje sériilt. Csokkent ATP-szulfurilaz aktivitds mellett nem épiil be a sejt
novekedéséhez elegendé kén a szerves kéntartalmu vegyiiletekbe, amely a sejt anyagcsere
folyamatainak leallasahoz vezet.

A S. cerevisiae ATP-szulfurilazt kddold6 MET3 génben sériilt mutansa szintén nem képes a
szulfatot egyediili kénforrasként hasznositani. Az irodalomban mar leirtdk, hogy az Arabidopsis
thaliana és a burgonya képes a S. cerevisiae met3 mutansat komplementalni (Klonus és mtsi, 1994;
Leustek és mtsi, 1994). A S. cerevisiae CC371-4B met3 mutans torzsének sual génnel vald
transzformaldsaval sikeriilt bizonyitani, hogy a Schiz. pombe ATP-szulfurilaz génje is képes hasonld
komplementalasra, ezzel is bizonyitva, hogy az ATP-szulfurilaz gén a konzervativ gének kozé
tartozik.

6.2 Az sual gén szelekcios markerként valo alkalmazhatésaga

Mivel az ATP-szulfurilaz génben sériilt mutansok izolalasa egyszerli, €s a mutansok
izolalasanal, valamit a pozitiv transzformansok szelektalasanal pozitiv szelekcid alkalmazhatd, ezért
az sual gént a Schiz. pombe transzformalasanal mint szelekcids marker lehetne hasznalni. A
transzformaciot kovetden a pozitiv klonok izolalasanal negativ (szelenat-érzékeny), illetve pozitiv
szelekcio (szulfat illetve metionin hasznosito) is alkalmazhato.

Az ATP-szulfurilaz gén szelekcios markerként vald alkalmazhatosagat el6szor Buxton és
mtsi (1989) irtak le. Az Asp. nidulans-bol izolalt ATP-szulfurilaz enzimet kodolo sC gént
hasznaltak szelekcids markerként. Az sC gént tartalmazé pFB75 vektorral transzformaltak szelenat-
rezisztens/kromat-érzé¢keny, ATP-szulfurilaz hidnyos Asp. nidulans és Asp. niger torzseket és
minimal taptalajon sC* transzformansokat izolaltak. Egy mésik Aspergillus fajnl, az Aspergillus
fumigatus patogén penészgombanal is mar 1étrehoztak egy plazmidot (pSCFUM), amely szelekcios
markerként az ATP-szulfurilaz enzimet kodol6 sC gént tartalmazza (De Lucas és mtsi, 2001). Egy
3,8 kbp hosszi, sC gént tartalmazé DNS inzertet klonoztak a pUC19 vektor BamHI restrikcids
helyére. Az igy kapott 6,5 kbp hosszii vektorral, egy viszonylag gyenge transzformacios
hatékonysaggal (39-53 sC" transzformans/ug DNS) transzforméltak ATP-szulfurilaz génben sériilt
torzseket. A pozitiv transzformansokat MgSO,-t egyediili kénforrast tartalmazo taptalajon izolaltak.
De Lucas és mtsi (2001) ramutatnak arra is, hogy a vektor elvesztése konnyen kivitelezhetd, hiszen
az sC markert nem hordozo sejtek szelenat-rezisztensekké valnak.

Az sual gén klonozasaval a Schiz. pombe-nél is megvaldsithatd egy szelenat-
rezisztens/szelenat-érzékeny fenotipus valtozast okozo vektor létrehozasa. Hasonlo6 elven miikodik a
kanavanin-rezisztens/kanavanin-érzékeny fenotipus valtozast el6idéz6 S. cerevisiae CANI génjének
szelekcios markerként vald alkalmazéasa. A S. cerevisiae arginin-permeazt kodold CANI génjét
hasznéljak a Schiz. pombe canl” mutansanak transzformalasa soran. A canl’ arginin prototrof sejt
érzékeny az arginin toxikus analdgjaként ismert kanavaninra, ezzel ellentétben acanl™ mutans
arginin auxotrof/kanavanin-rezisztens.
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A pURI18N+2,3 kbp plazmiddal transzformalt mindharom szelenat-rezisztens térzs (0-82
ade5 SeR-2, B-579 Se®-2, 0-121 trpl'argl” Se®-2) esetében kaptam pozitiv transzformansokat. A
transzformacios gyakorisdg nem volt magas (10°-10° koriili), ami azzal magyarazhato, hogy egy
viszonylag nagy méretli plazmidot hasznaltam a transzformacional (kb. 7,8 kbp), amely két
szelekcios markert is tartalmazott (sual, ura4). A plazmid méretének csokkentésével esetleg
novelhetd lehetne a transzformacié hatékonysag. Ezt legkdonnyebben az ura4 gén sual génre valod
cseréjével lehetne elérni, igy a MCS génbankok készitésénél is felhasznalhato lehetne.

6.3 Schiz. pombe szelenat-rezisztens/szulfatot nem hasznositoé torzsek
boraszatban valo6 felhasznalasanak lehetosége

Az ¢lesztégombak altal termelt kén-hidrogén gondot okoz mind a sorgyartas soran, mind
pedig a boraszatban. A sorgyartdsban e probléma megoldasara kiilonbozé gének klonozasaval
probalkoztak. Asszimilalhatoé nitrogénforras hianyaban a S. cerevisiae-nél kén-hidrogén termelés
figyelheté meg. Nitrogén hidny esetén a kén-hidogén termelés az exponencialis fazisban a
legnagyobb (Jiranek és mtsi, 1995). El6szor Stratford és Rose (1986) mutatott ra, hogy a
boraszatban hasznalt élesztdgombak kén-hidrogén termelése fOleg a szervetlen kénforrasok
asszimilaciojatol fligg. A bor erjedése soran a szervetlen kénforrasok redukcios ttja sziikségszert,
ugyanis a must az élesztdgombak szamara nem tartalmaz kell6 mennyiségben szerves
kénforrasokat. Az élesztésejt szerves kénforras hianyakor szulfatot és szulfitot hasznosit, amelyek
redukcidja soran kén-hidrogén keletkezik. A szulfitbol keletkezett kén-hidrogén mennyisége a
sejten beliili szulfit mennyiségétdl fliigg, vagyis a szulfit-reduktaz enzimet a végtermék mennyisége
nem szabalyozza (Jiranek és mtsi, 1995).

Mivel a Schiz. pombe nagyobb kén-hidrogén termeld, mint a S. cerevisiae (Rankine, 1964),
ezért amig az elobbi kén-hidrogén termelésének jelentds mértékben vald csokkentése nem
megoldott, boraszatban nem alkalmazhat6. A szelenat-rezisztens mutans toérzsek szulfatot, mint
egyediili kénforrast nem képesek hasznositani, ezért feltételeztem, hogy kevesebb kén-hidrogént
termelnek, mint a vad tipusu torzsek, amit kisérletekkel bizonyitottam is. Cisztein hozzaadasa utan a
vad tipusu torzs kén-hidrogén termelése is megszlint. Jirdnek ¢és mtsi (1995) kiilonb6zd
aminosavakkal kiegészitett nitrogén szegény taptalajban mérték a kén-hidrogén termelését két S.
cerevisiae borélesztd torzsnek, és arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy a cisztein ill. a metionin
jelenléte nagyban (10-20 szorosara) megnovelte a sejtek kén-hidrogén termelését. Ebben az esetben
az egyes aminosavak képzésénél a kéntartalmi aminosavak szolgaltak nitrogénforrasként, tehat a
cisztein ill. metionin molekulakban talalhatd kén kén-hidrogén formajaban valasztodott ki a sejtbol.
Az éltalam elvégzett kisérletekben az élesztokivonatot és peptont tartalmazéd komplex tapoldat
elegendé nitrogénforrasként szolgalt az élesztdsejtek szamara. Ebbdl adoddan a cisztein csak
kénforrasként szolgalt, vagyis a cisztein fedezte a sejtek kénforras sziikségletét, és egyben
represszalta is a szulfat redukcios tGtban résztvevd gének expressziodjat.

A Schiz. pombe, a S. cerevisiae-vel ellentétben jol bontja az almasavat, ezért a boraszatban
mint potencialis almasavbonté mikroorganizmus johet szoba. Organoleptikus szempontbdl azonban
a bor almasavtartalmanak lebontasa, csak részlegesen ajanlott (Magyar és Panyik, 1989). A Schiz.
pombe boraszatban valo alkalmazasa csak két tényezo kikiiszobolése utan lehetséges: a kéntartalmua
vegyiiletek (féleg kén-hidrogén) termelésének visszaszoritdsa, illetve az almasavtartalom
lebontasanak szabalyozhatdsaga.

Az els6 probléma a szelenat-rezisztens Schiz. pombe torzsek alkalmazasaval lehetne
kikilisz6bolni. Taillandier és Strehaiano (1991) megallapitottak, hogy a tapkdzeg gliikoztartalma
nem befolydsolja a hasad6 élesztésejtek almasavbontd képességét, de a sejtek életképessége
nagyban csokken. Az altalam vizsgalt szelenat-rezisztens €s szelenat-érzékeny torzsek mesterséges
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taplevesben jo bontottak az almasavat. Az 5. nap utan a kiinduldé almasavtartalom kb. 90 %-at
voltak képesek lebontani. A borbdl izolalt B-579 torzs valamivel jobban bontotta az L-almasavat,
mint a 0-82 ade5 torzs. Borban rdgzitett sejtekkel elvégzett kisérleteknél a lebontott
almasavtartalom mennyisége mar kevesebb volt (60 % koriili). A kiillonbség azzal magyarazhato,
hogy a gliikézt tartalmazo mesterséges taplevesben az élesztdsejtek életképessége megmarad, mig
az alacsony pH-ju, glikozmentes bor inkabb szélsdséges tapkozegnek tekinthetd a sejtek szamara.
Ilyen kdzegben a sejtek bar szaporodni nem képesek, azonban almasavbonto képességiik megmarad.
Mivel az almasavbontas energiaigényes folyamat, a gliikdztartalmi tapkdzegben a gliikozzal
fedezik energiaigénytiiket, mig gliikdzmentes tapoldatban a sejtek felemésztik energiaforrasukat, igy
¢letképességiik csokken (Taillandier és Strehaiano, 1991).

A szelenat-érzékeny torzsek borban is nagy mennyiségii kén-hidrogént termeltek,
ellentétben szelenat-rezisztens parjukkal, amely akarcsak a mesterséges taplevesben, borban sem
termelt kimutathatdé mennyiségli kén-hidrogént. A borban az altalam mért aromaanyagok egyes
Osszetevoinek mennyiségét a Schiz. pombe jelentésen megvaltoztatta. A szelenat-érzékeny ill. -
rezisztens torzsekkel kezelt borok aromaspektruma kozotti szignifikans eltérés nem volt
megfigyelhetd.

6.4 Schiz. pombe kénmetabolizmusban szerepet jatszé fenotipusilag
jellemzett génjei

Az irodalomban ezidaig minddssze 4, a kénmetabolizmusban szerepet jatszo Schiz. pombe
gént sikertiilt klonozni €s egyben fiziologiailag jellemezni (met9, metl 1, met25, saml, lasd 23. abra).
Az sual gén az 6todik, a szulfat aktivacios utjanak pedig az elsé klonozott és jellemzett génje. A
szulfat hasznositason keresztiil a metionin hasznositasban is jelentds szerepet jatszik, amennyiben a
metionin mint egyediili kénforras van jelen, ugyanis a S. cerevisiae élesztdgombaval ellentétben a
hasad6 élesztégombanak nincs sem cisztation-f-szintdz, sem pedig -cisztation-y-lidz génje
(Brzywczy és mtsi, 2002), igy a metionint ugy tudja ciszteinné atalakitani, hogy a metionint elészor
teljesen lebontja (szulfat anion SO,* keletkezik), majd a szulfat anionbél a szulfat metabolikus tton
keresztiil cisztein képzddik (Banszky és mtsi, 2003).

A jellemzett géneken kiviil tobb metionin hianyos auxotrof torzset irtak le. Bizonyos
metionin hidnyos torzseknél meghataroztak a sériilt gént (met6, met7, metl0), néhanynak viszont
csak a kromoszoéman vald helyét hataroztak meg (metl-met5; Kohli és mtsi, 1977). Azbta ismertté
valt a Schiz. pombe genom szekvenciaja, aminek erdeményeit kihasznalva meghataroztam a met!-
met5 mutansok sériilt génjeit. Naula és mtsi-nak (2002) véleményével ellentétben a Schiz. pombe-
nek, a S. cerevisiae-hez hasonléan (MET6, SAM4), két homocisztein-metil-transzferdz génje van
(met1-SPACS57A7.07¢c, met2-SPAC9.09). Mivel a met! mutans ciszteinen nem mutatott novekedést,
ezért feltehetéen a két homocisztein-metil-transzferaz enzim koziil az elébb emlitett enzimnek
nagyobb az aktivitasa. Ezzel magyarazhato, hogy ciszteinen a kisebb aktivitassal bird met2 gén
inaktivalasa esetén az aktiv metl gén kodolta enzim még képes “életben tartani” a sejtet. A Schiz.
pombe-nek a mar emlitett két metiltetrahidrofolat-reduktaz enzime mellett (met9, metl1; Naula és
mtsi, 2002) két homocisztein-metiltranszferaz enzimmel is rendelkezik.
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'
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S-adenozilmetionin @ metionin

—  homocisztein-szintaz (met25)
— metiléntetrahidrofolat-reduktaz (met9=met5, metl 1)
— adenozilmetionin-szintaz (sam1l)

—  ATP-szulfurilaz (sual)
—— homocisztein-metiltranszferaz (met1, met2)
homoszerin-O-acetiltranszferaz (met4=met6)
cisztation-y-szintaz (met3=met7)
— amet9 gén szupresszora (metl0)

23.abra. A Schiz. pombe szulfat-metabolizmusa a cisztein és metionin bioszintézishez
kapcsolodva. Szinessel a mar leirt gének vagy az egyes mutansoknal inaktivalt gének vannak
feltiintetve. Gének: met25-homocisztein szintdz (Brzywczy és mtsi, 2002), met9 (= met5) és metl I-
metiléntetrahidrofolat reduktaz (Naula és mtsi, 2002), sam - adenosilmetionin szintaz (Hilti és mtsi,

2000), sual-ATP-szulfurildz (Simonics és mtsi, 2002). Mutansok: metl-met5-Kohli és mtsai
(1977); met6, met7 és metl0- Schweingruber és mtsi (személyes kozlés).
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7 OSSZEFOGLALO

A kéntartalmu aminosavak bioszintéziséhez minden mikroorganizmusnal sziikségszerii a
megfeleld mennyiségli kénatom felvétele, majd a felvett kénforras redukcidjara szulfidda. Az
¢élesztdgombak tobb transzport és biokémiai enzimrendszerrel rendelkeznek, melyek biztositjak a
kiilonb6z6 szervetlen és szerves kéntartalmu vegyliletek kénforrasként valod felhasznalhatosagat. Az
élesztdgombak szamara a kdrnyezetben legnagyobb mennyiségben eléforduld egyik anion, a szulfat
jelenti a legfébb szervetlen kénforrast.

Az egyik legintenzivebben kutatott gombafaj, a Schizosaccharomyces pombe fizioldgiajarol
és genetikajar6l mar sokat tudunk, azonban kénmetabolizmusa kevésbé ismert. Kutatdsaim
kezdetéig egyetlen, a szulfat asszimilacioban szerepet jatszod gént sem irtak le. Kutatasaimmal
parhuzamossan egy berni kutatdcsoport (Schweingruber és mtsi) a kén szerves molekulakba vald
beépiilését katalizald enzimek kozil négyet (samli, met25, met9,metll) publikalt. Kohli és mtsi
(1975) 5 metionin auxotrof torzset izolaltak, amelyeket véletlenszeriien neveztek el (metl-met5) és
klasszikus modszerrel a kromoszémakra térképezték.

Kutatocsoportunknak szelenat-rezisztens/szulfatot nem hasznositd toérzsek vizsgalataval
sikeriilt bizonyitani, hogy a Schiz. pombe a metionint ugy tudja ciszteinné alakitani, hogy a
metionint elészor teljesen lebontja, igy SO, keletkezik, majd a szulfat anionbél a szulfat redukcios
uton keresztiil képzoédik cisztein. Ennek tulajdonithatd, hogy a szulfat asszimilacids ttban sériilt
szelenat-rezisztens/szulfatot nem hasznositdé torzsek a metionint egyediili kénforrasként nem
képesek hasznositani (Banszky és mtsi, 2003).

Ertekezésem 6 célja ezeknek a szelenat-rezisztens/szulfitot nem hasznositd torzseknek
fiziologiai és molekularis bioldgiai jellemzése volt, majd pedig annak vizsgalata, hogy ezek a
mutansok rogzitett sejtes rendszerben kevesebb kén-hidrogént termelnek-e, mint a vad tipusu
torzsek.

Munkam elején egy szelenét-rezisztens/szulfatot nem hasznosité muténs (0-82 h ade5™ Se®-2)
taptalajon szelenat-rezisztens, uracil hianyos rekombinans torzset (S 18-82 ura4™ Se®-2) izolaltam,
amely alkalmas volt ura4 szelekcios markert hordozo vektorral valo transzformaciora. A Schiz.
pombe élesztégombanal leggyakrabban hasznalatos és legnagyobb hatékonysaggal mikodd
transzformacios eljaras a litium-acetatos transzformacio. Mivel az ujonnal izolalt térzs esetében
nem sikeriilt elég nagy transzformacidés gyakorisagot elérnem, ezért elektroporacioval
probalkoztam. A kloénozo gazdaként alkalmazni kivant S 18-82 ura4™ Se®-2 torzsre kidolgoztam egy
nagyhatékonysagt transzformacios eljarast. Elektroporacio eldtt a sejtfal szerkezetének fellazitasa
érdekében a sejteket detergens, sejtfalolddo enzim és litium-acetat kiilonbozé kombinacidival
kezeltem. A litium-acetatos transzformacidhoz képest valamennyi kezelés esetében nagyobb
hatékonysag ndvekedést értem el. A legjobb eredményt add kezelés a transzformacios gyakorisagot
6.10* transzforméans/ug DNS értékre novelte, amely mar elegendének tekinthetd a génbankkal valo
transzformaciohoz.

A két legnagyobb transzformacios gyakorisagot biztositdé elektrokompetens sejteket harom
kiilonbdz6 inzert méretli Schiz. pombe génbankkal transzformaltam, majd egyediili kénforrasként
szulfatot tartalmaz6 minimal taptalajon pozitiv transzformansokat izolaltam. A transzformansoknal
a komplementalodott szulfat hasznositasért felelds gén expresszidja biztositotta a jo szaporodast. A
transzformansok szelenat-érzékenysége megegyezett vad tipus szelenat-érzékenységével. Az egyik
pozitiv transzformansbol (C7 klén) plazmidot izolaltam, majd megszekvenaltattam a klonozott
genomialis DNS szakaszt. Homolog szekvenciakat keresve a klonozott DNS szakasz szekvenciajat
Osszevetettem a BLASTN, BLASTX adatbazisokban talalhatdo Schiz. pombe szekvencidkkal. Az
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emlitett adatbazisokban egy homoldég DNS szekvenciat talaltam (kozmid 1228), amely teljes
hosszusagban (4477 bp) tartalmazta a C7-es plazmidban klonozott genomidlis DNS szakaszt. A
kozmid 1228 a Schiz. pombe “GENOM PROJECT” részeként lett megszekvenaltatva (Woods és
mtsi, 2002). A homoldgia alapjan talalt kozmidok kromoszéman valo -elhelyezkedéseibol
megallapithatd, hogy a C7 klonban klonozott DNS szakasz kdzel a centromérahoz a II. kromoszéma
bal “karjan” talalhato.

A C7-es plazmidban klonozott, kdzel 4,5 kbp hosszii DNS szakaszon két ORF-et talaltam.
Szubklonozassal bebizonyitottam, hogy a két ORF koziil a mas él6lények ATP-szulfurilazaival
nagyfokt homologiat mutatd gén felelds a szulfatot nem hasznositd/szelenat-rezisztens fenotipusért.
A Schiz. pombe ATP-szulfurilaz génjét sual génnek neveztem el.

Az 1473 bp hosszt sual gén ORF szekvenciaja egy 490 aminosavbdl allé fehérje kodolasara
képes. A gén kezdd kodonja a metionint kodold ATG, STOP kodonja pedig a TAA. A gén intront
nem tartalmaz. Az sual gén 3’ végén egy adeninben (A) és timinben (T) gazdag szakasz talalhato: a
gént kovetd 210 nukleotid hosszu szakasz A+T tartalma 73 %. A gén STOP kodonja (TAA) utan 17
bp-ra egy 11-szer ismétlédd AT szakasz talalhato.

Az Sualp-ben megtalalhatok azok a szubsztrat kotésében szerepet jatszo konzervativ
szekvencidk ('"VXAFQxRNP, “GRD-loop”), amelyeket mas él6lényeknél jellemzett ATP-
szulfurilaz enzimek is tartalmaznak. Az sual génnél viszont a GRD szakaszt megel6z6
aminosavban (V-valin) eltérés figyelhet6 meg: a legtobb eukariota él6lényeknél leirt ATP-
szulfurilaz enzimekhez képest az sual génben a 286-0s pozicidban valin helyett izoleucin (I)
talalhatod. Az sual gén altal kodolt fehérjének nagysaga 54,7 kDa.

A szelenat-rezisztens torzsek gyakorlatilag nem mutattak ATP-szulfurilaz enzimaktivitast,
mig a transzformansoknal az enzimaktivitas a vad tipusra jellemz6 értékre nott.

Az sual” mutacidt hordozd Schiz. pombe torzseket az sual gént tartalmazo vektorral
transzformaltam. A transzformacio sikeres volt, ami azt bizonyitja, hogy az sual gén mint egyediili
szelekcios marker hasznalhatdé klonozd vektorokban. Ennek elénye, hogy a klonozéd cisztein
auxotr6f gazdak tetszéleges torzsekbdl pozitiv szelekcidval —szelenat-rezisztencia alapjan
izolalhatok, a komplementacioval kapott transzformansok pedig ugyancsak pozitiv szelekcioval
szulfatot, mint egyediili kénforrast tartalmazé minimal taptalajon izolalhatok. A transzformansok
nem szelektiv kiirdlmények kozott torténd szaporitdsa soran a plazmidvesztés a szelenat-
rezisztencia megjelenésével kimutathato, illetve kvantitativan is meghatarozhato.

A kloénozott sual gént S. cerevisiae bifunkcionalis vektorba vittem at, amellyel az ATP-
szulfurilaz génben sériilt S. cerevisiae met3 mutans torzset transzformaltam. A heterolog
transzformacio sikeres volt, a Schiz. pombe ATP-szulfurildz génje képes volt komplementalni a S.
cerevisiae ATP-szulfurilaz génben sériillt mutanst, termindcidés szignaljai biztositottak a
szaporodashoz sziikséges génexpressziot.

Az els6 kénmetabolizmusban sériilt mutansokat Kohli és mtsi izolaltak 1975-ben, akik 5
l6kuszhoz térképezték a mutansokat. Az 5 kiillonb6z0 metionin hidnyos térzsnél megvizsgaltam,
mely kénforrasokat képesek egyediili kénforrasként hasznositani. Ezek, valamint a kromoszémakon
elfoglalt helyiik, a Schiz. pombe publikalt genom szekvencia adatok alapjan megallapitottam, hogy
egyik sem allélikus az sual génnel.

Az eredmények alapjan valdszinli, hogy a met! és met2 mutansoknal a két kiilonbozo
homocisztein-metiltranszferaz, a met3-nal a cisztation-y-szintaz, a met4 mutansnal a homoszerin-O-
acetiltranszferaz a met5-nél pedig a metil-tetrahidrofolat-reduktdz gént inaktivaltak. Valdszinii,
hogy az utdbbi a Naula és mtsi (2002) altal met9-ként leirt génnel allélikus.

Doktorandusz tarsam, Banszky Luca doktori munkdja soran szabad sejtes kisérletekkel
vizsgalta a szelenat-rezisztens és szelenat-érzékeny torzsek almasavbontod képességét illetve kén-
hidrogén termelését. A szabad sejtes eljaras hatranya, hogy az almasavtartalom kivant szintre
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csokkentése utan a Schiz. pombe sejteket a borbol nehéz eltavolitani, igy a borban nem kivanatos
mindségi elvaltozdsokat okozhatnak. Ezen akadaly kikiiszobolésére rogzitett sejtes rendszerben
vizsgaltam egy sual mutans almasavbontasat, illetve kén-hidrogén termelését. Szerves ¢€s
szervetlen kénforrast tartalmazo tapkodzegben kimutattam, hogy a mutdnsok a vad tdrzsekkel
ellentétben nem termeltek mérhetdé mennyiségii kén-hidrogént. Az almasavbontd képességben és a
bor aromaspektrumanak valtozasaban nem volt kimutathatd kiilonbség a mutans és a vad tipusu
torzsek kozott.

Az eredmények tovabbfejlesztési és hasznositasi lehetoségei
. Olyan Schiz. pombe klonozo6 vektorok készitése, amelyek szelekcios markerként csak az sual

gént tartalmazzak. Ezek a vektorok hasznalhatok lehetnének Schiz. pombe génbankok
készitésénél is.

. Az sual gén promoter részének €s az enzim szubsztratkdtésben szerepet jatszoé motivumainak
tovabbi jellemzése.
. Az sual mutans torzsek jol bontottak az almasavat és nem termeltek mérheté mennyiségii

kén-hidrogént, ezért ezeket a torzseket a bordszatban magas almasavtartalmi borok L-
almasavtartalmanak a csokkentésére lehetne alkalmazni.

. A boraszatban rogzitett sejtes sual™ mutansok alkalmazasa javasolando, ugyanis a rogzitett
sejtek a szabad sejtekkel ellentétben jobban bontottdk az L-almasavat és a borbdl vald
eltavolitasuk is konnyeben megoldhat6. Mivel a sejtek rogzitése koltséges, ezért flokulald
sual” mutansok izolalasaval ez a I1épés is leegyszerisithetd. A boraszati alkalmazhatosagot
laboratoriumi, féliizemi, majd lizemi 1éptékben sziikséges vizsgalni.
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8§ SUMMARY

For all microorganism, the biosynthesis of sulphur amino acids first requires the capacity
to accumulate sulphur atoms and then the transformation of the transported ligands into the
sulphide. Yeasts has evolved a large number of both tranpost and biochemical enzyme systems that
permit to use a wide variety of inorganis as well as organic sulphur sources. For yeasts sulphate is
the main inorganic sulphur source, it is one of the most frequently occuring anion in the
environment.

One of the most intensively studied yeast is Schizosaccharomyces pombe. Although much
is known about its physiology and genetics, its sulphur metabolism is unclear. Until the beginning
of my research work not any genes playing a role in sulphate metabolism has been described.
During my work a research group from Bern (Schweingruber et al.) published 4 genes (SAM]I,
MET25, MET9, METI11) catalising the incorporation of sulphur into organic molecules. Kohli et al.
(1975) isolated 5 methionine auxotrophic strains (metl-met5) and mapped by classical way into the
chromosomes.

Using selenate-resistant/sulphate non-utilizing strains our group managed to prove that
Schiz. pombe is able to transform methionine into cysteine by degradation of methionine to sulphate
and then it forms cysteine from the sulphate through the sulphate reduction pathway. Therefore the
selenate resistant/sulphate non-utilizing mutants having defects in any steps of the sulphate
assimilation cannot utilize methionine as sole sulphur source.

The main goal of my PhD thesis was to characterize selenate-resistant/sulphate non-
utilizating strains and then to investigate the hydrogen-sulphide production of the wild type and
selenate-resistant mutant strains in an immobilized cells system.

In the beginning of my work I fused a selenate-resistant/sulphate non-utilizing mutant and
a transformable ura4” mutation-containing strain. Selenate-resistant, uracil auxotroph recombinant
strain was isolated on benomyl-containing medium, which was suitable for transformation by a
vector containing the ura4 prototrophic gene as a selection marker. In Schiz. pombe the most
frequently used high-efficiency transformation method is the lithium-acetate method. Because this
method did not resulted sufficient transformation efficiency in the case of the newly isolated strain,
I tried the electroporation transformation technique. I developed a high-efficiency electro-
transformation method for S 18-82 ura4 Se"-2 strain. Before electroporation I disintegrated the
cellural and membrane structure by using different detergents, enzymes or lithium-acetate solution.
The best results, which proved to be enough for screening the gene libraries, was 6.10*
transformants/pug DNA.

The two electro-transformation methods of highest-efficiency were used for screening the
three genomic libraries containing DNA inserts of different sizes. Positive transformants were
isolated on minimal medium containing sulphate as the sole sulphur source. The complemented
gene responsible for sulphate utilization provided suffiecient growth of the transformans. Selenate
sensitivities of the transformants were equal to that of the wild type strain. I isolated plasmid from
the transformants and then sequenced one of the cloned fragment. By searching for homologous
sequences I compared sequence of the cloned DNA with sequences found in BLASTN data base. In
the mentioned data base one sequence was found (cosmid 1228) which contained the whole cloned
genomic DNA fragment. This cosmid had been sequenced as the part of Schiz. pombe “GENOM
PROJECT”. It is close to the centromere on the left arm of chromosome II.

On the 4.5 kbp long DNA fragment two ORFs were found. It was proved by subcloning
that the gene encoding ATP-sulphurylase enzyme is responsible for the selenate-resistant
phenotype. This gene was named as sual.
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The 1473 bp long sual gene codes for a 440 amino acid containing protein. The start
codon is the ATG, encoding for methionine and TAA is the STOP codon. The gene does not contain
any introns. In the downstream region gene there is an adenine and thimine rich fragment, the A+T
content of the 200 bp long downstream region of the gene is 73 %.

As in other living organisms conservative regions responsible for substrate binding
("*VxAFQxRNP, “GRD-loop™) can be found in the Sualp. Before the GRD region one amino acid
change can be found, in the position 286 isoleucine is found instead of valin typical to other
organisms. The molecular weight of the Sualp is 54.7 kDa.

The selenate-resistant strain practically had no ATP-sulphurylase activity, but the enzyme
activity of positive transformants and the wild type strain were the same.

The sual” mutant were transformed with vector containing sua/ gene as a selection marker.
The advantage of using sual gene as a selection marker is that both the host strain and the
complemented transformant can be isolated using positive selection, according to selenate-
resistance and sulphate-utilization, respectively. By culturing the transformants on non-selective
medium plasmid-loss can be quantitatively determined.

The cloned sual gene was transferred to a bifunctional vector and used to transform a S.
cerevisiae met3 mutant. The ATP-sulphurylase gene of Schiz. pombe could complement the S.
cerevisiae met3 mutant gene and its termination signal could ensure gene expression.

The first methionine auxotrophic mutants were isolated in 1975 by Kohli et al. I
investigated which sulphur sources can be utilized by these methionine mutants. Using these results,
map positions of the mutant allels on the chromosomes as determined by Kohli and the published
Schiz. pombe genom sequences I concluded that not any is allelic with sual gene. The results
showed that in metl and met2 two different homocysteine-methyltransferases, in met3 the
cystathionine-y-synthase, in met4 mutant the homoserine-O-acetyltransferase and in met5 the
metyl-tetrahydrofolate-reductase gene was inactivated. It is likely that the last one is allelic with the
met9 gene described by Naula et al (2002).

Luca Banszky in her PhD work investigated the malic acid degradation and H,S production
ability of selenate-sensitive (wild type) and selenate-resistant strains in free cells system. The
disadvantage of the free cells system is that after decreasing the malic acid concentration to the
desired level the cells cannot easily be removed from the wine and can cause undesirable quality
changes in wine. To avoid this problem I investigated the malic acid degradation and H,S
production of selenate-sensitive and selenate-resistant strains in immobilized cells system. In
organic and inorganic sulphur-containing medium it was proved that mutants did not produce
measurable H,S in contrast to the wild type strains. The malic acid degradation and the changes in
wine aroma spectrum were the same in both cases.

Futher development and utilization of the results

. Construction of Schiz. pombe cloning vectors containing sual gene as the only selection
vector. It would be used in preparation of Schiz. pombe gene libraries.

. Characterization of the promoter region of the sua/ gene and the substrate binding region of
the encoded protein .

° The sual mutant could degradate malic acid and did not produce detectable H,S, therefore it
is recommended to use them in wine-making for decreasing the malic acid content of wines.

. In wine-making using of the immobilized cell system is recommended more than free cell

system because immobilized cells degraded malic acid better and their removing from wine
is easier. As the preparation of immobilized cells is expensive, this step can be simplified by
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using flocculent sual mutants. It is necessary to investigate the applicability in wine
deacidification in laboratory and semi-pilote, then pilote scale.
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9 UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

Sikeriilt a Schiz. pombe gombara kidolgoznom egy nagyhatékonysagu transzformacios
eljarast, amely génbank szkrinelésére is hasznalhato.

Elséként sikertiilt klonozni és jellemezni a Schiz. pombe ATP-szulfurilaz enzimét kodolo
gént, amelyet sual-nek neveztem el.

Az sual génnek szelekcios markerként valo alkalmazasaval egy olyan vektort sikeriilt
létrehozni, amely kettds pozitiv szelekciot tesz lehetdvé: mind a szelenat-rezisztens
klénozo6 gazdatorzsek, mind pedig a prototrof transzformansok pozitivan szelektalhatok,
valamint a transzformansok plazmidvesztése is egyszerlien és mennyiségileg
meghatarozhato.

Az sual gén S. cerevisiae-ben vald klonozasaval bizonyitottam, hogy a Schiz. pombe
sual génje képes komplementalni a S. cerevisiae met3 mutanst. Ez az ATP-szulfurilaz
gének konzervativ 1étét mutatja.

Sikeriilt megéllapitanom, hogy a Kohli és mtsi altal leirt metionin auxotréf toérzsek
egyikében sem az ATP-szulfurilaz gént inaktivaltak.

Kén-hidrogén termelés mérésével bizonyitottam, hogy a szelenat-rezisztens torzsek a
vad tipust parjukkal ellentétben sem szerves vagy szervetlen kénforrast tartalmazo
taptalajban, sem pedig borban nem termelnek kimutathaté mennyiségben kén-hidrogént.

Rogzitett sejtekkel elvégzett kisérletekkel bizonyitottam, hogy a rogzitett sejtek mind

szerves vagy szervetlen kénforrast tartalmazo taptalajban, mind pedig borban jobban
bontjak az L-almasavat mint a szabad sejtek.
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11 MELLEKLET

Aminosavak roviditései

Aminosav Harombetiis rovidités Egybetls rovidités
Alanin Ala A
Arginin Arg R
Aszparagin Asn N
Aszparaginsav Asp D
Cisztein Cys C
Glutaminsav Glu E
Glutamin GIn Q
Glicin Gly G
Hisztidin His H
Isoleucin Ile I
Leucin Leu L
Lizin Lys K
Metionin Met M
Fenilalanin Phe F
Prolin Pro P
Szerin Ser S
Treonin Thr T
Triptofan Trp W
Tirozin Tyr Y
Valin Val A%

Fajnevek roviditései:

Rovidtés Fajnév

S. cerevisiae Saccharomyces cerevisiae
Schiz. pombe Schizosaccharomyces pombe
N. crassa Neurospora crassa

Asp. nidulans Aspergillus nidulans

Pen. chrysogenum Penicillium chrysogenum

E. coli Escherichia coli
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