RESZLETES BESZAMOLO

Az F 034100 nyilvantartasi szamon elnyert Tematikus és Ifjusdgi OTKA Palyazat
keretéeben az OTKA 2001 és 2004 kozott Osszesen 2400 E Ft kutatdsi tdmogatasban
részesitett minket. A szerz6dés modositdsara egy alkalommal sor keriilt, ugyanis 2004.
decemberében a kutatas hataridejének egy évvel torténd meghosszabbitasat kértiikk a Miiszaki
¢s Természettudomanyi Kollégium Elnokétdl, és az OTKA Iroda Igazgatojatdl kapott
értesités szerint a Kollégium elfogadta eziranyu kérelmiinket. A kutatdsokat az OTKA mellett
az Oktatasi Minisztérium is tamogatta egy Felsdoktatasi Kutatasi Fejlesztési Palyazat
keretében (0014/FKFP, 2001-2004, témavezeté Sveiczer Akos), illetve az MTA is egy
szintén 2001-2004 kozotti Bolyai Janos Kutatoi Osztondijjal, melyet e projekt témavezetdje
nyert el.

Az elmult 5 évben az Eleszté sejtciklusanak modellezése c. palyazat keretében 4
kutatasi témakorrel foglalkoztunk, melyek az elkdvetkezOkben részletes ismertetésre
keriilnek. A kutatasok a BME Mezdégazdasagi Kémiai Technoldgia Tanszékén, kozelebbrol
Novak Béla professzor kutatdécsoportjaban folytak. A csoport allandd tagjai mellett a
munkaban részt vett a BME néhany biomérnok hallgatdja is, akik tudomanyos didkkori
dolgozatot és/vagy diplomamunkat készitettek. Fontos kiemelni, hogy kiilf6ldi partnerekkel
is egyiitt dolgoztunk, nevezetesen John Tyson professzorral (Virginia Tech, Blacksburg,
USA), Murdoch Mitchison professzorral (University of Edinburgh, UK) és Dr. Buchwald
Péterrel (Ivax Research, Inc., Miami, USA).

(1) A hasadd élesztd sejtciklusanak sztochasztikus molekularis modellezése.

Elkészitettiik a hasad6 élesztd sejtciklusanak egy olyan matematikai modelljét, amely a
biokémiai reakcidkinetika torvényszerliségei szerint targyalja a sejtciklus szabdlyozasaban
ugyanakkor a tenyészet sejtjei korében megfigyelhetd sejtméret és  ciklusidd
inhomogenitasokat is figyelembe veszi. Ez volt az elsé olyan modellje egy eukaridta sejt
szaporodasi ciklusanak, amely a kulcsfehérjék szabalyozasi halozatanak dinamikéjat
sztochasztikus modon kezelte. Az 6tlet alapja az volt, hogy az n. ciklin-dependens kindzok
nuklearis mennyisége helyett azok nuklearis koncentracigjat vettiik figyelembe, ¢és
feltételeztiik, hogy a sejtmagosztodas (mitdzis) soran keletkezd "leanysejtmagok" térfogata
nem feltétleniil azonos az "anyasejtmag" térfogataval. Illy médon magyarazni tudtuk azt, hogy
az azonos méretli (citoplazma térfogata) sejtek viselkedése kozott eltérések adodhatnak. E
hipotézist azért alkalmaztuk, mert régota ismert volt az az altalunk is bebizonyitott tény, hogy
a sejtosztodas (citokinézis) ismert mérvii aszimmetridja Onmagdban nem elegendd a
sztochasztikus jelenségek mértékének magyardzatdra. Azota masok publikaltak olyan

modelleket is, amelyek az egyes biokémiai reakcidlépéseket tekintik sztochasztikusnak.



(2) A hasad6 élesztd ciklus alatti ndvekedésének (morfogenezis) kisérletes

tanulmanyozasa. Az elmult években a hasadd élesztd sejtjeinek ciklus alatti ndvekedési

mintdzatdt vizsgaltuk, méghozzd “time-lapse” mikroszkoépos filmek analizisének
segitségével. A fo kérdésiink az volt, hogy a hengeres alakt sejtek atmérdje a ciklus alatt
valtozik-e, illetve az hogyan fiigg a sejt ploiditasatol, netan bizonyos gének miikddésétol.
Eredményeink szerint a vad tipusu tenyészetek (haploid €s diploid egyarant) esetén a sejtek
atmérdje a ciklus alatt jelentdsen nem valtozik, a kismérvii valtozasok pedig magyardzhatok
korabbi irodalombol ismert megfigyelésekkel, mint pl. az osztdodasi hegek szamanak
novekedésével. Lényeges megfigyelés, hogy bar a diploid sejtek atlagosan mintegy 20%-kal
vastagabbak a haploidoknal, de az egyes ciklusokon beliil az atméré éppugy konstansnak
tekinthetd. A weel-6 mutans tenyészet sejtjeinek zOmére hasonlé megéllapitasok tehetdk,
azaz a sejtek nem valtoztatjdk meg jelentdsen atmérdjiiket, de a diploidok vastagabbak a
haploidoknal. Mivel a weel-6 mutans sejtjei rovidebbek a vad tipusuaknal, és a cikluson
beliil az egyes fazisok ardnya mas (nevezetesen a Gl fazis megnyulik a G2 rovasara),
leszogezhetjiik, hogy a sejtek vastagsaga fliggetlen mind a hosszuktol, mind pedig a
sejtciklusbeli allapottol. Utdbbi azért 1ényeges dolog, mert legalabbis a nuklearis DNS
tartalom szempontjabol egy haploid G2 fazisu sejt "ugyanolyan", mint egy diploid G1 fazist
sejt, utobbi mégis vastagabb. Hipotézisiink szerint a G1 fazisban torténik a sejt formajanak
kialakulasa, amit a genom nagysaga a nukleusz méretén €s a sejtvazon keresztiil befolyasolni
tud. A ciklus késébbi fazisaiban pedig a sejtek csak hosszirdnyban nytlnak, vastagsdgukat
gyakorlatilag nem véltoztatjak meg.

Ugyanakkor szemben a fenti altalanosnak tlind szaballyal a weel/-6 mutdnsokban
talaltunk néhany kivételes viselkedésti sejtet, melyek a ciklus alatt jelentdsen (t6bb mint
10%-kal) megvastagodtak. Azt talaltuk, hogy ezek a vastagodasok vagy a ciklus végén egy
abnormalisan hosszi szeptacios szakaszban kovetkeznek be; vagy pedig a ciklus elsd
harmadéban, de utdbbi esetben a ciklusidé nem nyulik tulzottan meg. Feltételezziik, hogy
ezek a vastagodasok kapcsolatban lehetnek azzal a régota ismert ténnyel, hogy a weel-6
mutans sejtek spontan moédon gyakran diploidizalédnak, s emiatt tisztan haploid és diploid
tenyészeteik tulajdonképpen nincsenek is. Az értékelést ugyanakkor megneheziti, hogy éppen
a kis sejtméret miatt geometriai okok is eldidézhetnek latszolagos vastagodast.
Megvizsgaltuk a szintén wee fenotipusu weel-50 ¢és cdc2-3w mutansokat, melynek sejtjei
kozott nem taldltunk az eldbbihez hasonléan erdsen vastagodd mintdzatokat. Ez alighanem
Osszefliggésben van azzal, hogy ezekben a tenyészetekben a spontan diploidizacio jelensége
nem szamottevd, ami kozvetve azt bizonyithatja, hogy a vastagodds és a diploidizacio
Osszefliggd jelenségek. Sajnos time-lapse filmjeinken a sejtek ploiditasa értelemszertien nem
latszik, ezért azt eleve csak kozvetve, a sejtek mérete alapjan allapithatjuk meg, a
diploidizaciora tehat kozvetlen bizonyitékaink elvileg sem lehetnek. Foglalkoztunk még a
cdc2-33 mutans indukcios szinkron tenyészetével is, ahol a sejtek mérettartomanya jelentdsen

kiszélesedik a steady-state tenyészetekhez képest. Megallapitottuk, hogy a sejtek hossza és



atmérdje kozott ilyen koriilmények kozott sincs korrelacio. Ezzel a (2) témakorrel
kapcsolatos eredményeinket eddig még csak konferencidkon mutattuk be, szemben a tobbi,

cikkek formdjaban is publikalt témakorrel.

(3) A hasadé élesztd sejtciklusdnak determinisztikus molekularis modellezése. Az

elmult években elkészitettiik a hasadd élesztd sejtciklusanak egy olyan determinisztikus
molekularis modelljét, amely a kordbbiakndl sokkal részletesebb, figyelembe veszi a
nemrégiben felfedezett, altalunk fontosnak itélt proteineket ¢és a kozottik fellépd
kolesonhatasokat is. A modellel képesek vagyunk leirni a hasadd ¢lesztd bizonyos
mutansaiban (cdcl3A, ste9°F, rumi°F, cdell® cutl®) megfigyelhetd Gn. endoreplikacios
ciklusokat, amikor a sejtek képtelenek a mitdzis és citokinézis folyamatainak végrehajtasara,
de meghatarozott idonként mégis egy ujabb DNS-replikaciot hajtanak végre, s ezzel
poliploidda valnak. Megallapitottuk, hogy a korabbi modellekkel szemben a sejtciklus "reset"
eseményét nem a sejtmag vagy a sejt osztodasdhoz, hanem a DNS replikacidjahoz kell kotni
a modellben, csak igy tudjuk ugyanis a modellel helyesen szimulalni a fenti endoreplikécids
sejtmagban nem egyszerlien a sejttomeggel, hanem a tomeg/DNS hanyadossal vessziik
aranyosnak. Modelliink pontosan leirja azt is, hogy a cdc13A4 mutans endoreplikacios ciklusai
a Cig2 nevi ciklintdl fiiggenek, de a Cigl-tdl nem; azaz a cdci3A ciglA dupla mutans is
periodikusan duplazza 6rokité anyagat, ezzel szemben cdcl3A cig2A dupla mutans a Gl1-
fazisban blokkolddik, tehat a replikaciot sem tudja végrehajtani.

A hasad¢ ¢€leszt6 sejtciklusanak genetikai szabalyozottsdga annyira egyszert (haploid
sejtek, egyféle ciklin-dependens kindz, stb.), hogy az elézdvel ellentétes folyamat, amikor S-
fazisok nélkiil egymds utdn M-fazisok kovetik egymast, is konnyen eldidézhetd bizonyos
mutansokban. Természetesen mar két egymast kovetd mitozis is letdlis hatast a haploid sejtre
(Gn. "cut" fenotipus), és erre példa a cdcl84 mutans. Modelliink szerint ezekben a sejtekben
az torténik, hogy a replikacid iniciacidja ugy gatlodik, hogy a mitdzisos apparatus felé nincs
visszacsatolds, azaz a Gl-fazisu sejtek gy keriilnek "G2"-be, majd M-be, hogy az S-t
atugrottdk, ami a sejt halalat eredményezi. Tovabbi fontos eredményiink a modellel a cdcl0”
mutans Start-blokkjanak vizsgalata. Sikeriilt megérteniink, hogy e sejtek a Start-blokk alatt
miért nem kezdenek el egy letalis mitozisos eseményt; illetve miért kezdik azt el mégis, ha
akar a Ste9, akar a Rum1 protein hianyzik a sejtbdl. Végezetiil készitettiink egy olyan modellt
is, amely nemcsak hianymutansok, hanem bizonyos géneket tulzottan kifejezd sejtek
fenotipusat is képes az irodalomban fellelhetd kisérleti adatokkal 6sszhangban leirni. A cdc25
illetve a weel gének tultermelésének (illetve a taltermelés szintjének) pontos fiziologiai
hatasa az élesztd sejtekre régodta ismeretes, €s a megfeleld mutdnsok viselkedését modelliink

megfeleld pontossaggal kozeliti.



(4) A hasado éleszté novekedése €s sejtciklusa kdzotti kapesolatok elméleti bioldgiai

ill. matematikai statisztikai megko6zelitése. Méretkontrollnak nevezziik azt a mechanizmust,

amely az egymast kdvetd generaciok sejtjei méretének allandosagat biztositja a tenyészetben.
Hasado ¢lesztd esetében ez az un. méretkontrollalt esemény a G2 fazisban taldlhato, amely a
sejtek mitozisba 1épését egy kritikus méret eléréséhez koti. Ivan Rupes és munkatarsai (Mol.
Biol. Cell 12, 3892-3903, (2001)) vizsgaltak, hogy ha egy latrankulin nevii vegyszerrel (ami a
sejtvaz aktin komponensének depolimerizacidjat valtja ki) kezelik az élesztd sejteket, arra
azok hogyan reagdlnak. Eredményeik szerint egy bizonyos koncentracié felett a sejtek G2
fazisu blokkba keriilnek, amit a szerz6k azzal magyardztak, hogy a depolimerizal6dé aktin
hatasara a sejtek nem tudnak néni, emiatt sosem érik el a mitdzisba 1épéshez sziikséges
méretet. Az altaluk adott mechanizmus szerint tehat az aktin depolimerizaci6 csak kdzvetve,
a méreten keresztiil hat a sejtciklus progresszidjara. Ezzel szemben a szerzok altal kozolt
adatokat Ujra elemezve mi megallapitottuk, hogy a méret kdzvetitd hatasa kizarhato, azaz az
aktin depolimerizacidja kozvetleniil gatolja a mitdzisba 1épést. Mas megfogalmazassal: a
latrankulin nem a méretkontrollra hat, hanem a hasad6 ¢éleszté ciklusaban miikddnie kell egy
un. morfogenezises ellendrzési pontnak is.

A méretkontroll feltétlen sziikségszerliségének kérdése régota foglalkoztatja a
sejtciklussal foglalkozokat. Nemrégiben Ian Conlon és Martin Raff (J. Biol. 2, 7, (2003)) azt
allapitottdk meg, hogy egy bizonyos altaluk vizsgalt emlds sejttenyészetben a méret
homeosztazisa fenntarthatd szigoruan vett méretkontroll mechanizmus nélkiil is. Adataikat
analizalva arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy bar a szerzdk feltételezését kizdrni nem
lehet, de az meglehetésen valosziniitlen. Sokkal nagyobb annak az esélye, hogy
tenyészetilkkben miikddik a méretkontroll, csak eléggé gyenge formaban, amit populacios
szintli méréseik kimutatni nem tudnak. Javaslatot tettiink arra, hogy a tenyészet viselkedése
mellett egyedi sejteket is tanulményozniuk kellene, hogy ez a kérdés eldonthetd legyen.

A sejtek novekedése kapcesan az is régota képezi vita targyat, hogy a sejtméret ciklus
alatti valtozasa milyen tipusi matematikai fliggvénnyel irhatdo le. Az exponencialis
novekedési modell elméletileg teljesen logikus ugyan, de sok esetben a kisérletek mégis mast
latszanak mutatni. A hasad6 élesztd esetében példaul az utobbi 20 évben az valt altalanosan
elfogadotta, hogy a sejthossz ciklus alatti novekedése linearis, de egy un. sebességvaltasi pont
miatt valojaban bilinearis modellel jellemezhetd. Kidolgoztunk egy statisztikai kritériumokon
alapuld6 modell szelekcios eljarast, amely alkalmas a bilinedris és exponencialis modellek
kozott szelektalni. Korabban publikalt sajat sejtndvekedési mintdzataink tanulméanyozéasa
alapjan egyeldre ugy tlinik, hogy a bilinearis modell adekvatabb, mint az exponencidlis, de

természetesen egy ilyen kérdés eldontéséhez sok egyedi sejt vizsgalatara lenne még sziikség.

Az OTKA 4altal tamogatott kutatds eredményeit 6sszesen 25 tudoményos kozlemény
formajaban tettiik kozzé. Ezek kozott talalhato 7 folyodiratban megjelent (pontosabban

koziilik 2 még csak elfogadott) cikk, 1 konyvfejezet, 4 folydiratban megjelent absztrakt, 3



tudomanyos konferencia eléadas, 8 konferencian prezentalt poszter és 2 egyéb eldadas. A
tablazatos formaban mellékelt lista ezek kozil 14-et tartalmaz azért, mert a
konferenciakiadvanyok és absztraktok koziil csak azokat szerepeltetjiik, amelyek cikk
formajaban nem keriiltek kozlésre vagy pedig 2005-6s keltezéstieck (a korabbi évek
részbeszamoloiban természetesen a tobbi 11 kozlemény is megtalalhatd volt). A két impakt
faktorral rendelkez6 folyoiratban megjelent cikk impakt faktoranak 6sszege 4,8. A tobbi cikk
olyan folydiratokban keriilt kozlésre, amelyek impakt faktorral nem rendelkeznek, bar ezek
lektoralt, angol nyelvii lapok, melyeket pl. a PubMed indexal. Két folyoirat még kifejezetten
friss, és esetilkben varhatd is, hogy néhany év mulva lesz impakt faktoruk; ezek a
BioMedCentral 4ltal kiadott, kizarélag interneten terjesztett Theoretical Biology and Medical
Modelling és az Oxford Journals altal megjelentetett Briefings in Functional Genomics and
Proteomics. Fenti publikaciokra (koztiikk néhany impakt faktorral nem rendelkezore is) az ISI
adatbazisa alapjan eddig 6sszesen 16 fiiggetlen hivatkozést kaptunk, ami ilyen rovid periddus
alatt kifejezetten jonak tekinthetd.

A konyvfejezet felkérésre késziilt: az Alapitvany a Magyar FelsOoktatasért ¢és
Kutatasért 2003-ban elkészitette a Magyary Zoltdn Posztdoktori Osztdndijasokat és
kutatdsaikat ismertetd kotetét, melyben néhdny akkori és régebbi Osztondijast (koztik e
projekt témavezetdjét) felkértek egy-egy konyvfejezet megirdsara. Az absztratok koziil 2 is a
rangos Yeast c. lapban jelent meg, melynek (legalébbis cikkei vonatkozasaban) 1,9-es impakt
faktora van jelenleg. A tudomanyos konferencidkon torténd szereplések koziil az aldbbiak
emelenddk ki: felkért eléadds a Magyary Osztondijasok konferenciajan (Sopron, 2001);
felkért eléadas a II. Magyar Mikologiai Konferencidn (Szeged, 2002); a Yeast 2003
konferencian a poszter anyaga felkérésre workshop prezentaciora is keriilt (Goteborg,
Svédorszag, 2003). Végezetiil az egyéb kategoriaba sorolt eléadasok koziil az egyik az MTA
Mikolégiai Munkabizottsagdban hangzott el, szintén felkérésre (Budapest, 2003). A
kutatdsokba bevont biomérndk hallgatok munkdjanak eredményeként a Milegyetemen a
palyazat futamideje alatt 3 diplomamunka és 2 TDK dolgozat sziiletett, melyeket valamennyi

esetben e projekt témavezetdje irdnyitotta.
Budapest, 2006. marcius 20.

Sveiczer Akos
sk.



