Az élesztogombak, mint a sejtciklus modellorganizmusai;
szinkronizalasi eljarasok.

A kozonséges pékélesztd (Saccharomyces cerevisiae)

Az S. cerevisiae a legismertebb eukariota modellszervezet, ipari felhasznalasa is jelentds: az
¢lelmiszeriparban élesztoként hasznaljak kenyér- illetve szeszesitalgyartasban.

A pékélesztd a sarjadzé élesztok kozeé tartozik. Alakja ovalis, osztdédasakor egy az
anyasejtnél joval kisebb sarjsejt valik le (aszimmetrikus osztodas), aminek lényegesen
hosszabb Gi-fazisa van, mint az anyasejtnek, hiszen meg kell ndnie. Az anyasejten osztodasi
heg marad, a hegek szama a sejt korat jelzi, és ha sokat osztddott az anyasejt, elpusztul.

BUDDING YEAST (Saccharomyces cerevisiae)
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A sejt Gi-fazisban méretellendrzést tart (startpont).
S-fazis alatt szeptin fehérjek kijelolik a sarjsejt helyét, ahonnan elkezd kindni a sarj.

A S. cerevisiae, mint a gombak altaldban, zart mitozissal osztodik. Ez azt jelenti, hogy az M-
fazis alatt nem bomlik fel a sejtmag. hanem benne valik ketté a genom. Ehhez egy specialis
centroszémara van sziikség, ami bedgyazodik a sejtmagburokba, igy képes a magon beliil is
mikrotubulusokat noveszteni. Ezt a specidlis centroszomat magorsétestnek nevezziik.

Nincs Ga-fazis, st az S- és az M-fazis atlapolnak Kicsit. Ez azért lehetséges, mert a mitdzis
zart, a magorsorendszer kialakulhat mikézben az S- fazis még folyik, hiszen nem kell
lebontani a sejtmagot.

Eloszor a sejtmag osztodik, utana a sejt.
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Hartwell kisérlete:

Feltételes mutansokat hozott létre, melyek a kornyezettél fliggden tudnak osztodni.
Lederberg-féle replika modszerrel (steril barsonylappal) kétfelé valasztotta, majd kiilonb6zo
hoémérsékleten szaporitotta dket.

Bizonyos sejtekbdl mindkét esetben fejlodtek telepek, ezek hdmérséklettiirés szempontjabol
nem tekinthetdek mutdnsnak. A masik csoport csak (magyarazat lent) permissziv
homérsékleten voltak képesek telepet képezni.
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Figure 1-35 Essential Cell Biology (© Garland Science 2010)

Az egyik mintat ~ 23 C°-on tenyésztette, igy tudtak osztodni (permissziv homérséklet).

A masikat ~ 35 C°-on tenyésztette, ebben a kornyezetben a mutdns sejtek nem tudnak
osztddni, addig ndnek, mig ki nem hasadnak (restriktiv h6mérséklet).

A mutansokat ede-mutansoknak nevezte el, €¢s mivel hémérsékletérzékenyek igy jelolte
Oket pl.: cdc1®™ (temperature sensitive).

Tranzicios pont: az a pontja a sejtciklusnak, ahol a permissziv hdmérsékletet restriktivre
emelve megreked a sejtciklus. A pont egy 0 és 1 kozotti aranyszam, a ciklus azon hanyada,
ahol elakad.

Bizonyos fehérjéknek tobb tranziciés pontja van (tobbszor van rajuk sziikség a ciklus soran).

Aszinkron tenyészetnél (a fogalom magyardzata alabb) bizonyos sejtek a startpont elott
tartottak ciklusukban, masok mar elhagytdk azt, tehat két generacids id6 utan a sejtciklus
ugyanazon pontjaba érkeznek meg a sejtek, mert megall a sejtciklusuk.

Ezutan a vadtipus genomjat egyes géneket tartalmazo plazmidokra bontotta fel, majd ezeket
egyesével beadta mutansoknak. Ez a fajon beliilli komplementaciés kisérlet (a faj mas
egyedébdl visz be gént a megmentéséhez). Kb. 30 olyan gént azonositott, amik valamelyik
mutans sejtciklusat ujrainditotta a restriktiv hdmérsékleten is, ezeket cde-knek nevezte el.
Ezekbdl, a pékélesztd sejtciklusszabalyozo génjeibdl egy plazmidkonyvtarat allitott Ossze,
hogy mindig legyen kéznél cdc a kutatasokhoz.

© Szentirmai Daniel


cell division cycle

A nem mutáns egyed.


A hasado éleszto (Schizosaccharomyces pombe)

A gombdkra nem jellemzé modon ez az élesztd hasadassal, szimmetrikus osztédassal
szaporodik. Legombolyitett végli palca alaka sejtjei vannak, a bacillusokhoz hasonlo
sejtalakkal. A sejt az egyik végén megnyulik (csak a végein tud néni), majd elosztodik. A két
utodd ezutan azonos ciklusban lesz (tehat jol szinkronizalhato).

FISSION YEAST (Schizosaccharomyces pombe)
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Gi-fazisa rovid, a végén nincs méretellendrzés.

A Gz-fazis hosszu, a méretellenérzés ennck a végén van.
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altalaban. Tehat univerzalisan
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DNS kodfejtéses kutatdsok alapjan kiilonboz6 fajok Cdkl-ei kozott legalabb 60% azonossag
van.

human “*FGLARAFGIPIRVYTHEVVITLWYRSPEVLLGSARYSTPVDIWSIGTIFAELATKLPLFHGDSEIDQLFRIPRALGTPNNEVWPEVESLQDYKNTFP -
S.pombe -+ FGLARSFGVPLRNYTHEIVTLWYRAPEVLLGSRHYSTGVDIWSVGCIFAENIRRSPLFPGDSEIDEIFKIPQVLGTPNEEVWPGVTLLODYKSTFP .-
S, CereViSiae-~~FGLARAPGVPLRA!TIIBIVTL"YRAPEVLLGGKQYSTGVDT“SIGCIFAEHCNRLPIPSGDSEIDQIFKIPRVLGTPHEAIWPDIVYLPDPKPSPP

Figure 1-36 Essential Cell Biology, 4th ed. (© Garland Science 2014)
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Későbbi kísérletek alapján
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Atmeneti pont meghatdrozasa

Egy exponencidlis fazist aszinkron tenyészetben:
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Szinkronizalasi technikak

Szinkrontenyészet: a sejtek sejtciklusuk ugyanazon pontjan tartanak (vo.: korai
embriok). Ha alapvetden nem szinkron sejteket akarunk szinkronizalni, a szinkronizalt sejtek
néhany cikluson keresztiil nagyjabol egyszerre fognak osztédni, majd ujra aszinkronizalodnak
a ciklusidék kozotti kis eltérések miatt.
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Aszinkron tenyészet: a sejtek sejtciklusuk barmely pontjan lehetnek.

Indukcios:

A ciklust meghatarozott ideig (kb. 1,5-2 generacios idén keresztiil) blokkoljuk egy ponton,
majd engedjilk a tovabbi szaporodast (tal hosszu Tg-jii sejtek belepusztulnak). Ezt
megtehetjiik pl.: hdmérsékletmutansokkal, S-fazis gatlassal (hidroxikarbamid), a sejtciklus
valamely pontjan sziikséges tdpanyag megvonasaval vagy inhibitorral.

A modszer hatranya, hogy nincs aszinkron kontroll, nem tudjuk ugyanannak a csoportnak a
masik felét aszinkron mddon ellendrizni. Ezenkiviil nagy a sejtekre gyakorolt élettani hatasa.

Szelekcios:

Ilyenkor kivalogatjuk az azonos koru sejteket. Mivel ez legegyszeriibben méret alapjan
torténik, a szinkrontenyészetbe jellemzden a legfiatalabb sejtek kertilnek, a maradék alkalmas
aszinkron kontrollnak. A miivelet végezhetd szliréssel, centrifugéldssal vagy elutriaciéval.
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Pontosítás az ábrához: idővel a vízszintes szakaszok is egyre ferdébbek lesznek.


