SZAKMAI ZAROJELENTES
(OTKA K-76229)

A K-76229 sz. OTKA projekt (KM2 Z8i) teljes futamideje kétszeri hosszabbitas utan
2008. december it 2014. marcius 31-ig tartott. E hosszu periodutazamos (tobbszor
kényszeil) személyi valtozas tortént, ami a kutatasi projédtnakoreiben is jeleds
valtozasokat okozott. A szakmai zaréjelentéshészélr ezeket a folyamatokat ismertetjuk,
majd részletesen beszamolunk az egyes kutatottkt#tidben elért eredmeényékr végul
felsoroljuk a kutatds tamogatdsaval készitett vdéglyamatban le§ szakcikkeket és
konyvfejezeteket.

A projekt személyi allomanya és a kutatott téemakork

2008 decemberében a projekt indulasakor harom d&utktigozott a téman: a
témavezdt mellett Kapuy Orsolya és Toth Attila. 2009-ben dtatsoportunkbdl utdbbiak
mindketten eltavoztak: Kapuy Orsolya az Oxfordi Eigynen Novak Béla professzor mellett
lett posztdoktor, Toth Attila pedig szintén munkigleé valtoztatott. Ketijuk helyett a
korabban egyetemi hallgatéként is mar résztovBacz-Monus Annat sikerllt 2008zén
doktoransként is bevonni a palyazatba, azonbarllgati@&at nem szamitva ez azt jelentette,
hogy mindjart az els évben haromrol keite csokkent a kutatoi létszam. Ez igy is maradt
Racz-Monus Anna doktori 6sztondijanak lejartaigitpeabban Anna gyermekvalallasa miatt
2012 méajusig. Az azt kovet8 honapban kutatoként egyedil a témaviedelgozott ezen a
projekten. 2013 februarjatél Horvath Anna (korabbaallgatoi résztved) lett doktorans,
ezaltal a kutatéi léetszdm ismét Ketett, és annyi is maradt végig a zarasig. Az eddig
felsoroltakon kivll hallgatoként hosszabb-rovidetheig az alabbi BME biomérndk didkok
vettek még részt kutatasainkban: Arokszallasi IGadvészaros Csilla, Németh Marton, Vida
Nora, Voros Eszter.

A csoporton bellli tobbszori személyi atrentizsek mellett az indulaskor megbév
kuls6 (tobbnyire nemzetkdzi) kapcsolatok is jelmntvaltozasokon mentek keresztil.
Folyamatosan egyuttikodtiink Buchwald Péterrel (University of Miami, Flia, USA) a
tervek szerint, ezzel szemben sajnos Novak Bél@aiversity of Oxford, UK), és Csikasz-
Nagy Attilaval (University of Trento, Olaszorszagdpkozatosan megfimt a szakmai
kapcsolat. Murdoch Mitchison (University of Edinghr UK) pedig megbetegedett, majd
2011-ben elhunyt. Uj egyutiikddést sikeriilt viszont kialakitanunk Sipiczki Masgal és
Galné Miklos Idaval (Debreceni Egyetem, Genetika Alkalmazott Mikrobioldgiai
Tanszék). Ennek keretében a hasado délesejtosztédasaban résztéeegyes proteinek
bioinformatikai analizisével is foglalkozni kezdkjnrészben mar egy kovetkeZDTKA
palyazat élkészitése céljabal.

A fenti véltozasok kutatocsoportunk szerkezetében kéil$y kapcsolatainkban
jelentbsen modositottdk a kutatasi terileteket is. A hasél@szigomba sejtciklusanak



matematikai modellezése lett volna a dominans derék eredeti elképzelések szerint, ez
azonban jeleisen visszaszorult. Helyette legfontosabb eredmakgetiaz eredeti tervekben
a masodik helyen szerépiéma vette at, azaz a hasado étesrkroszkopos filmjein a sejtek
novekedésének vizsgalata modell illesztések ésisAikti alapl modellszelekcio
segitségével, valamint a sejtekberikids méretkontroll mechanizmusok tanulmanyozasa
regresszios analizisek révén. Fontos eredményrkihkiiies, hogy felkérésre irhattunk két
konyvfejezetet a Springer kiadd altal megjelentekaicyclopedia of Systems Biology c.
kotetbe [1], [2]. Ezek a kozlemények az OTKA tamogatadsaval kédelde de nem
rendelhetk hozza egyérteliten valamelyik aldbb ismertetehdtémahoz. A pélyazat
futamideje alatt eredményeinket szamos hazai észetkiri konferencian prezentaltuk
elbadas vagy poszter formajaban, illetve azok rovidszabktjai folyGiratokban is
megjelentek. Az ilyen jelldg kdzleményeink szdma harminc, és a teljes publigici
jegyzekben valamennyi megtalalhato.

(1) A hasado élessigomba sejthosszanak ciklus alatti névekedése (motidlesztés)

Az egysejti haploid hasado6 élesifomba sejthossza monototi a mitdzisos ciklus
elss 70-80%-aban. A henger alaku sejtek atijegel kozelitésben konstansnak tekinthet
ezért a sejthossz egyenesen aranyos a térfoggitaime-lapse mikroszkopos filmeken jol
tanulmanyozhato a sejtméret alakulasa egy adatkéepgymast kovétosztodasa kdzott. A
mikrobapopulacié homeosztatikus allapota esetéréeinipikusan megduplazodik a ciklus
soran, bar azt fontos hangsulyozni, hogy ez cdakyeszet ,atlagos” sejtieének viselkedésére
jellemz, nem minden egyes egyedi sejtre. llyen filmekeszkétt az 1990-es években
Murdoch Mitchison (University of Edinburgh, UK) a$adé élesétvad tipusu tenyészetér
€s szamos sejtciklus muténsarol, és azok anabéisgiban az idben toébb kdzleményink is
szlletett. Mivel a sejtndvekedés madjara nincs enz@lis szabaly, de a hasado élkesaly
kival6 modellorganizmus ezekben a kutatasokbaripforak tartottuk a korabbi munkéinkat a
modszer fejlesztése mellett Gjra elvégezni. Egyréaz filmkockakat sokkal jobban
kinagyitottuk, ezaltal a mérési bizonytalansagdken®sen csokkentek, masrészt a kapott
novekedeési mintdzatokat a Minitab fieszoftver segitségével futdatlag képzéssel simkott
is. Ezek utan a sejthossz mintazatokra haromféleedtis, bilinearis, exponencialis)
fluggvényt illesztettiink, és az egyes flggvényekamatereit az Excel program Solver
funkci6ja hatarozta meg, az optimumot a négyzetbatkszeg (SSE) minimuma alapjan
megkeresve. A linearis és exponencialis flggvénggkarant kétparaméteresek, mig a
bilinearis fuggvény 6t paramétert alkalmaz. UtOblgiyanis két linearis szegmenst jelent,
amelyeket egy sebességvaltasi pont (RCP) valaszeggmastol, és az optimalando
paraméterek kozott megtalalhato az RCP pozicigjavadamint egy a torés élességeére
jellemz adat. Kvantitativ modellszelekcids kritériumok dsggével dontottik el minden
egyes sejt esetében, hogy melyik modell a legadekisd Ezek a kritériumok nemcsak az
illeszkedés joésagat vizsgaljak, mint az SSE, haaanodellek paraméterszamanak eltéréseit



is figyelembe veszik. A hasznalt haromféle kritérik6zil a legjobban alkalmazhatonak az
Akaike Informacios Kritérium (AIC) iint, ugyanis vizsgalataink szerint a Schwarz Bayes
Informacids Kritérium (SBIC) tulzottan szigord, magezidualis széras (s) pedig nem eléggé
szigoru a paraméterek szdméanak sulyozasanal. Aebiisnak adodott mintazatokra egy
kiegészié analizist végeztink: a Statistica szoftver Homeggnof slopes funkcidja
segitségeével igazolni tudtuk, hogy az esetek mint@§%-anal az RCP @&ti ill. utani
novekedeési sebességek kdzott szignifikans a kié&infisproba).

Eredményeink szerint a vad tipusu sejtek (60 disshmovekedésének mintegy 2/3-a
irhatd le egyértelfren az Gtparaméteres bilineéaris figgvénnyel a ldgjob A tébbi sejt
novekedésére zommel a linearis figgvény adodagadekvatabbnak, mig az exponencialis
modell csak nagyon ritkaninik alkalmazhaténak. A bilineéris mintazatok mintefigle
élesnek volt tekinthét a masik fele viszont simdnak az RCP korlli atrtietstomany
hosszanak elemzése alapjf®]. A populacion bellil az egyes sejtek ndvekedéseinek
kulonbségét véletlen hibak is eredményezhetik, teaéfowbben tovabbi, még precizebb
technikdkat és vizsgalatokat igényel ennek eld@én{d$. A diploid vad tipusu sejtek
nagyobbak ugyan, de ndvekedési mintazatuk elosi@sanlé a haploid tenyészetéhez
képest, 8t ugyanez az altalanos kdvekeztetés vonhaté ldtalmrik vizsgalt kis mérét (an.
wee fenotipusu) sejtek populacioi kapcsan is, plindweeld és acdc2-3w mutansok. A vad
tipusu sejteknél nagyobb haploid mutansok eset@ued-3w cdc254 dupla mutans ésic2-
3w cdc254 pyp34 tripla mutans) viszont azt figyeltik meg, hogyreéris mintdzatok aranya
a tenyészetben megkozelitette a bilinearisd&§t Ugy ftinik tehat, hogy a méretnek
diszkriminal6é hatasa van: a nagyobb sejtek a lisgamtazatot kezdik preferalni, de ez még
tovabbi vizsgalatokat igényel a jdlven, ezért tervezzik széles mérettartomanyd indskci
szinkron populaciok elemzését is.

(2) A hasado éles#t sejtciklusaban mikddé méretkontroll mechanizmusok vizsgélata a
novekedési mintazatok segitségével

Egy steady-state sejtpopulacibban a méret honwnsat az biztositja, hogy a
ciklusban létezik minimum egy méretkontrollalt esgy, amely csak akkor mehet végbe, ha
a sejt a ciklusa soran elér egy kritikus meéretet. dgy kompenzaciés mechanizmust
eredményez, amely szerint a sziletéskor nagyobletingejtek ciklusideje révidebb lesz,
mint kisebb tarsaiké, és ezen rovidebb ciklus &leesebbet is ndvekedng. lly médon a
sejtek elvileg ugyanannal a méretnél osztodnanakyvaléjaban mar csak véletlendzer
hatasok miatt is az osztédaskori méretnek kialakgly jellegzetes eloszlasa, amely
generaciordl generaciora 6rékik. Az elbzé (1) pontban ismertetett hasado élégnimba
torzsek esetében abrazoltuk a 60-62 vizsgalt sajtiklusidt (CT), valamint a ciklus alatti
hossznévekedést (Ext) a szlletéskori sejthossz {Bggvenyében, és valamennyi esetben
igazolni tudtuk regressziés analizis révéen a nedaifrelaciot e paraméterek kozott, ami a
méretkontroll |étét igazoljgp].



Azon sejtek esetében, amelyek ndvekedésére aednig fliggvény adddott a
legadekvatabbnak (Id1) pont), tovabbi analizisekre nyilt leiség. A sebességvaltasi pont
(RCP) mint marker segitségével a sejtciklus ketiéetd egy Un. pre-RCP (8)ss egy post-
RCP (mésodik) szakaszra. Ezek utan mindkét szakadallon-kilon meg tudtuk vizsgalni,
hogy az ottani idtartam (T, ill. T,) és a hossznévekedés (Exll. Exty) negativan korrelal-e
a szuletéskori sejthosszal (BL). Ahol a negativr&ddciok fennallnak, ott a sejtméretnek
hatasa van (sizer szakasz), ahol viszont nincstivekarrelacio, ott a méret nem befolyasolja
az esemenyek lejatszodasat (timer szakasz). Teh&nherjuk az egyes sejtciklus fazisok
helyzetét is, akkor a méretkontroll ilyen modon ipamalhaté. A vad tipusa (haploid és
diploid) sejtek esetében azt tapasztaltuk, hogyéaetkontroll az RCP éit hat, ami a G2
fazis kozepének felel meg, mig a G2 masodik felazdsl fazisok latszolag timerek. weeld
mutansban is az RCP6#i szakaszra volt teh&ta méretkontroll, de ezekben a kis sejtekben
ez a G1 fazis véget jelenti, mert tellesen maklasifazisok szerinti felbontaga]. A cdc25
gén hianyaban kialakulé nagy méretejteknél ¢dc2-3w cdc254 dupla mutans ésdc2-3w
cdc254 pyp34 tripla mutans) viszont a méretkontroll az RCP itak adédott, ami kés G2
fazist jelent. Mindezek az eredményék megeésitik és pontositjak a korabbiakat.

Figyelemre mélté Ujdonsagot fedeztiink fel ugyaoakézaltal, hogy a post-RCP
szakaszban az dd és ndvekedés adatokat regresszidos analizisnekiletala az RCP-kori
sejthossz (kcp flilggvényében is. Ez az Ujs#enegkozelités azt igazolta, hogy a post-RCP
szakasz egyik torzsben sem timer (mint eddig gdoklah tenyészetek jeldgist részénél),
hanem ott is rikddik a sejtméretre nézve kompenzacidos mechaniffjuMas szavakkal ez
azt jelenti, hogy az eddig ismert kétféle méretkaltdal szemben a hasadd élésmitdzisos
ciklusaban haromféle ilyen mechanizmus igkidik, méghozza sorrendben a G1 fazis végeén,
a G2 fazis kbzepén, és végil a G2 fazis végén. jikksenéretail és genetikai hatterét
flggéen egyes mechanizmusok dominalhatnak a tébbi fatidsok pedig rejtetté valhatnak.
Az altalunk vizsgalt sejtciklus mutansok segits@jéagy egységes képbe tudtuk foglalni
mindezeket a jelenségeket.

(3) A hasado éles#t sejtciklusdaban mikddé méretkontroll mechanizmusok
tanulmanyozasa szamitdgépes szimulaciéval

A hasad6 élesét sejtciklusaban 1ikodd méretkontroll mechanizmusokat
szamitégépes szimuléciokkal is vizsgaltuk, egy lkbah altalunk készitett és publikalt
matematikai modelll kiindulva. A modell a sejtciklus regulaciéjabas eégrehajtasaban
legfontosabbnak itélt komponenseket biokémiai riéékicaldzataként fogja fel, ahol az egyes
proteinek szintetizalédnak, egymassal kolcsonhatdsipnek (ezaltal aktivalodnak vagy
inaktivalodnak), illetve degradalodnak. Minden egkemponensre felirtunk egy k6zénséges
differencialegyenletet, és a paraméterek becslésa az alapon tértént, hogy a kapott
numerikus szimulaciok minél jobban 6sszhangbandegl a leirt kisérletes adatokkal. A
sejtek novekedése ebben a modellben az edisEpr kedvéért exponencialis, és a
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méretkontrollt az Un. ciklinfliggkinazok, mint az MPF (M fazis serkénflaktor) és az SPF
(S fazis serkeiit faktor) sejtmagi akkumulacioja biztositotta. Népdvvel ezedtt azonban
kiderult, hogy a hasado éleslaen a sejtmag a ciklus soran tagul, méghozzéa asanya sejt
térfogataval, ami a méretkontrollra adott fentiegkelést eléggé valdsittenné tette. Arra is
fény derilt azonban, hogy a hengeres sejtek vedértaxhez kapcsolédva akkumulalédik
egy mitozisos inhibitor, a Pom1 fehérje, amely @érgradienst mutat a sejtben, azaz lokalis
koncentracidja csokken a sejt kozepe fele. Mivetdat mitdzis a sejt kozepén talalhato
nukleuszban jatszodik le, adodik egy kézenfekwagyarazat a sejtméret é€s a ciklus
eseményeinek 6sszehangolasardl. Nevezetesen @ a@ldji kis mérdt sejtekben a sejt
kbzepén is van még annyi Pom1, ami az MPF-et ikttiregatolva akadalyozza a mitdzis
elkezdését. Ellenben ahogy novekszik a sejt a @2 &bran, elér egy olyan kritikus méretet,
amelynél a Pom1 mar annyira felhigul a nukleusn¥é&zetében, hogy az MPF aktivva valik,
majd pedig a mitozis is elke&dhet.

A G2 fazisu méretkontroll dkdodésére adott fenti Uj eredményeket atlltettik a
matematikai modell nyelvére. Megszuntettik a kordhiklearis MPF akkumulaciés hatast,
helyette pedig beépitettik a Poml fehérjét, valarmirPoml és az MPF kozotti ismert
biokémiai kolcsbnhatdsokat. A Poml higulasat a &épepén forditottan aranyosnak
tételeztilk fel a sejtmérettel. A vad tipusu segekirtént szimuldcidink a kisérletekkel
kvantitativ. médon egyéen mutattak, hogy a nagyobbnak sziletett sejtekvilitik
ciklusidejuket, de ez a negativ korrelacio egyikug sziletéskori méret (sejthosszra vetitve
kb. 11 um) felett megsitnik. A modell egyes paramétereinek megvaltoztat@isakerult a
vad tipusu sejtekib indukcids szinkronizalassal készithetagy mérdt sejtek viselkedését is
leirni. A modell a kisérletekkel dsszhangban széhgsettartomanyban nagy pontossaggal
leirja, hogy a sejtek szlletéskori mérete hogyah daciklusidire és a ciklus alatti
méretnovekedésre.

A szimulacidkat a hasado éleszteeld mutansanak modellezésére is kiterjesztettik,
ahol a méretkontroll a G2 helyett a G1 fazisban hhta (2) pont alatt. A vad tipushoz
hasonléan e mutansnal is érvényes, hogy a nagyklsaidetett sejtek ciklusideje rovidebb,
€s ez a negativ korrelacio egy kritikus szlletédskuogret felett éppugy megazik, ami
indukcids szinkron kisérletek tantsaga szerinbllim-es sejthosszt jelent. Mivel a G1 fazisu
meéretkontroll pontos molekularis mechanizmusavabckalatban a megfetel kisérletes
adatok nem &llnak még rendelkezésre, a modellssggivel megprobaltunk joslasokat tenni
ennek niikddésére. Feltételezéseink szerint a G1 fazisb&@P#&zet is egy térbeli gradienssel
rendelked protein gatolja, amig a sejt el nem ér egy melfeteéretet, majd pedig ha ez
bekovetkezik, az ismeretlen inhibitor felhigul, SRF igy aktivva valik, és a sejt az S fazisba
lép. Az SPF-nek ismeretes egy sztochiometrikusbitdria, a Ruml protein, ezért ennek
tulajdonitottuk a modellben ezt a szerepet. Szioid eredményeink a kisérleteknek
megfeleben megefsitik, hogy a hasado éleézG1 fazisu meéretkontrollja akar az altalunk
feltételezett mechanizmus szerint iskiddhet. A kovetked Iépés a kisérletes biologusoke,
hogy mérések révén megsitsék vagy elvessék ezt a hipotézist.
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Elkészitettik a modell egyparaméteres bifurkacidgrdmjat is, mind a vad tipusu
sejtekre, mind pedig aveeld mutansra. A fixalt sziuletéskori sejtméret fliggwdmn az
allandosulé MPF aktivitasok varakozasainknak megfeh mutatjak, hogy a sejtek méretik
szerint melyik fazisban stabilak. A G2/M atmenepetdig egy SNIC tipusu bifurkacio
jellemzi: ennek bifurkaciés pontjaban a stabil Glapbtot egy végtelen periédusu, véges
amplitiddju oszcillacio valtja fel, ami a mitozigtienti. A modell tudomanyos szakcikkben
tortérd publikalasa jelenleg ékésziletben vafé].

(4) A hasado élesiit sejtatméréjének valtozasai a ciklus soran

A hasado élesétsejtméretének ciklus alatti névekedését és a kol jelenségét
kisérletesen és szimulaciokkal vizsgalva, eddignészetesnek vettik, hogy a sejtek atijeer
konstansnak tekinth&tazaz a hengeres sejtek mérete egiierea hosszukkal jellemezhiet
Ezt a szakirodalomban is mindenki evidensnek sztaimteni, pedig olyan atfogd elemzés
tudtunkkal nem készilt még, amely ezt minden kéts&gardan bizonyitotta volna. Ezért
ugyanazokon a mikroszkopos filmeken, amelgelaz (1) és(2) pontokban sz6 esett, erre
irAnyuld vizsgalatokat végeztink. Problémat okqzéibgy a sejtek atmé&e még az
alkalmazott legnagyobb nagyitas mellett is tulzokesi, ezért nagy a mérés relativ hib4ja és
az esetleges valtozasok észlelése sem Kormynenként 100-150 sejt esetén meghataroztuk
a szlletéskori és osztdédaskori hossz és atréekeket, és azt vizsgaltuk, hogy van-e
vastagodas a ciklus alatt, azaz az osztédaskoéréamagyobb-e a szlletéskorinal. A méreési
hibakat is figyelembe véve azokat az eseteket tetkirk vastagodasnak, ahol a két attnér
kozti kaldonbség min. 10%, azaz mintegy Qs volt. Filmenként 10-10 véletlens#en
kivalasztott sejt esetében meghataroztuk a telfpekedési mintazatot a sejthossz és az
atme viszonylataban, valamint célzottan azoknal a kegk is elvégeztik mindezt,
amelyeknél a ciklus soran vastagodast figyeltiing.me

Tapasztalataink szerint a vad tipusu tenyészetékra legtobb sejtciklus mutansra
(kivétel: weel-6) is az volt érvényes, hogy a ciklus alatt vastégedjtek szama minimalis
volt, filmenként 1-2 db, vagy annyi sem. A felvéteként végigmért sejtek igazoltadk, hogy a
sejtatméd gyakorlatilag semmilyen irAnyban és mértékben m@fitozik, azaz fliggetlen a
ciklusbeli allapottél. A haploid sejtpopulaciékbarm atlagos osztédaskori sejtatthé4-3,8
pum tartomanyban mozgott, és fiiggetlen volt a geaehittérdl. A diploid sejtek esetében ez
a tartomany 4,0-4,Am, tehat mérhéen vastagabbak ugyan a diploid sejtek, de a szi&rast
tekintve a kulonbség ahhoz nem elég nagy, hogyadgyt sejt ploiditasa eldontléeegyen az
atmebjének megmérésével. Aveel-6 mutans tenyészetében viszont kivételesen jédent
meértékben (10% felett) talaltunk vastagodd sejteke€gdta ismert jelenség ebben a
mutansban a spontan diploidizacio, ezért a ,hapl@dyészete eleve vegyes, akar 30%-nyi
diploidot is tartalmazhat, és a haploidokat a ddgm&tol a geometriai paraméterek alapjan
nem is lehet egyértelien elvélasztani. Feltételezzik, hogy a jeélenszamu ciklus alatti

......
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egyértelnti bizonyitasa vizsgalati modszeriinkkel sajnos ndmtsgges. Vastagodd sejteket
kerestiink nagy méretk kozott, azaz indukcidés szinkron tenyészetbdatvéd egy olyan
mutansban isweel-50 cdc254), amelyikben egyes sejtek ciklusideje a normatinegacios
id6 masfélszeresét is eléri (kb. 230 min, szemben@neh, de ilyen korilmények kozott
sem talaltunk jeleds szamban sejtvastagodast. Mindez valdstiina fenti hipotézist, és
terveink kozott szerepel, hogy tudomanyos szakakkis kozoljik az ezzel a kérdéskorrel
kapcsolatos eredményeinket.
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