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Bevezetés

A BME Alkalmazott Biotechnoldgia és Elelmiszer-tudomdnyi
Tanszékén, illetve jogelddjén mintegy 30 éve folynak olyan kuta-
tdsok, amelyek az eukaridta sejtek osztéddsi ciklusdnak jobb
megértésére fékuszdlnak, és amelyekben gyakran alkalmazott
modellorganizmus a Schizosaccharomyces pombe, mds néven a
hasadé élesztGgomba. Az 1980-as évek kozepén Ldszlé Elemér
Enzimoldgiai Kutatécsoportjdbdl Novak Béla alakitott ki igen
gytiimolesozd nemzetkozi egyiittmtikodést Murdoch Mitchison-
nal (University of Edinburgh, Nagy-Britannia), amelynek kereté-
ben hosszud idén keresztiil az élesztSk sejtciklusa alatti metaboli-
kus oszcilldcidkat tanulményoztuk [1, 2]. Az 1990-es évek elején
Novdk Béla 6ndll6 csoportot alapitott, amelyet jelent§s profilbs-
vités utdn, néhdny évvel késébb az MTA is tdmogatdsra mélténak
taldlt, és amely innentdl Molekuldris Hélézatok Dinamikdja Ku-
tatécsoport néven miikodostt. Ennek az 1990-es, illetve a 2000-es
évek sordn fontos képvisel§ivé vdltak Novdk Béla felcseperedett
tanitvdnyai: Csikdsz-Nagy Attila, Téth Attila, valamint jelen cikk
els§ szerzdje. A kovetkez§ nagy valtozds 2007-ben tortént, ami-
kor Novék Béla elnyert egy professzori élldst az Oxfordi Egyete-
men (Nagy-Britannia), és ez onnantdl fogva teljesen lekototte
szakmai kapacitdsait. Ugyanabban az id6ben a csoport mds tag-
jai is kiilfoldre vagy mds munkahelyekre tdvoztak, igy alapvetd-
en Sveiczer Akos lett a mifegyetemi sejtcikluskutatdsok folytato-
lagos fenntartdja. Azéta elért tudomdnyos eredményeink a cso-
portban dolgozé doktordnsok (idgbeli sorrendben Rdcz-Ménus
Anna és Horvdth Anna), valamint karunk néhany BSc és MSc
biomérnok hallgatéjénak munkdjdn alapulnak. Jelenlegi neviink
Sejtciklus és Genomika Kutatdcsoport, az itt folyé tudomdnyos
munkdt e sorok iréi ketten szervezik.

A hasado éleszt§ sejtnovekedésének
vizsgalata mikroszképos filmeken

Az Edinburgh-i Egyetemmel folytatott egyiittmiikodés keretében
az 1990-es évek elejétdl kezdtiik vizsgdlni a hasadé élesztgom-
basejtek ciklus alatti ngvekedését. Az egysejti gomba szaporodé
tenyészeteirdl (vad tipusu sejtekrdl, valamint kiilonboz§ sejtcik-
lus-mutdnsokrdl) Murdoch Mitchison mikroszkdpos filmeket ké-
szitett, amelyeken ut6lag nyomon tudtuk kovetni az egyedi sej-
tek novekedését sziiletéstdl osztdddsig. A lekerekedett végd hen-
ger alaku sejtek konstans dtmérdvel, kizdrdlag a sejtvégeken
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1. abra. A hasadé élesztégomba vad tipusu sejtjeinek mitozisos
sejtosztédasi ciklusa. Az abra jeldli a legfontosabb ellendrzési
pontokat ([14] alapjan)

hosszirdnyban nének (1. dbra), igy témegiik, térfogatuk és hosz-
szuk egymdssal ardnyosnak tekinthetd, ezért az egyszertség
kedvéért a sejthossz novekedését tanulmédnyoztuk az id§ fuggvé-
nyében, az egyes sejtek sziilletésétdl az osztéddsig. Filmanalizise-
ink sordn fedeztiik fel az egyik mutdnsban a ciklusid§ megfi-
gyelhetd kvantdltsdgdt [3, 4]. A sejtek novekedése kapcsén kez-
detben alkalmaztuk azt a tobbé-kevésbé dltaldnosan elfogadott
hipotézist, amely szerint a hossznovekedés linedris fiiggvényt ko-
vet, de a ciklus egy adott pontjén (az dn. sebességvdltdsi pont-
ban, angol mozaikszéval az RCP-nél) a novekedés felgyorsul, az-
az a teljes novekedés két linedris szegmensbdl 4ll6, un. bilinedris
fuggvénnyel irhaté le a legjobban. Ennek hdtterében az éllhat,
hogy osztédds utdn a fiatal sejtek csak az egyik végiikon (unipo-
lérisan) novekednek, majd a hosszu G2 fézis kézepe téjén az ad-
dig ,nyugvé” vég is bekapcsolddik a novekedésbe, igy az bipold-
risra vélik; ezt az eseményt pedig angol roviditésbdl szdrmazdan
NETO (new end take off) névvel illetjiik [5]. Fontos megemliteni
azt is, hogy a ciklus végén, azaz a mitézis és a sejtosztédds ko-
zGtt a sejtek hosszirdnyban médr nem nének, hanem sejtvdzuk az
osztddds folyamatdt késziti eld, illetve hajtja végre.

2005-t61 kezdddden, egy tjabb nemzetkozi egytittmiikodés ke-
retében Buchwald Péter (University of Miami, USA) segitségével
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2. abra. Egy vad tipusu hasadé élesztégomba sejthossz-
novekedése a ciklus alatt. Az dbra jel6li a mérési adatokat, az illesztett
fliggvényeket, a legadekvatabb (a konkrét esetben a bilinearis) modell
paramétereit, valamint a névekedési gorbe tartomanyait ([7] alapjan)

kidolgoztunk egy matematikai eljdrdst arra, hogy kiilonb6z8
fuggvényeket (exponencidlis, linedris, bilinedris) illessziink az
egyes sejthossz-adatsorokra, és koziiliik modellszelekciés krité-
riumok (pl. az tn. Akaike informdcids kritérium, AIC) alapjdn
vélasszuk ki minden esetben a legadekvétabb fiiggvényt [6]. Ut6b-
bira azért van sziikség, mert az alkalmazott fiiggvények para-
méterszdma eltérd: a linedrisé és az exponencidlisé 2-2, mig a bi-
linedrisé 5. A bilinedris modellt egy folytonosan differencidlhaté
fliggvény formdjdban irtuk fel, amely az RCP-nél nem éles torést
tételez fel, hanem annak kérnyezetében egy dtmeneti tarto-
mdnyt, ahol a sejt fokozatosan tér 4t a lassabb novekedésrdl a
gyorsabbra. Minderre bemutatunk egy konkrét sejt kapcsdn egy
példdt is (2. dbra). Bebizonyitottuk, hogy a sejtek novekedésiik
alapjdn heterogén tenyészetet alkotnak ugyan, de a bilinedris
fuggvény gyakorisdgban domindl a linedris és exponenciélis
tuggvények folott [7]. A tapasztalt heterogenitdst részben méré-
si hibdk is okozhatjdk [8]: a mikroszképos felvételeken az optikai
felbontéképesség hatdrdn taldlhat6 kiilonbségeket kéne tudni igen
nagy pontossaggal mérni ahhoz, hogy a kapott eredményben tel-
jesen biztosak lehesstink.

Mindezek a vizsgdlatok egyrészt abban vihetik el6re a sejtcik-
lus-élettani kutatdsokat, hogy a sebességvdltdsi pontot egyértel-
mii kapcsolatba hozzdk valamilyen sejtciklus-eseménnyel, mds-
részt az tin. méretkontroll mechanizmust igazoljék, értelmezik,
s6t a ciklusban poziciondljak is. A méretkontroll nem mds, mint
kompenzdciés mechanizmus: az oszt6ddsi ciklus egy adott pont-
jan csak akkor juthat &t egy sejt, ha elért egy kritikus méretet [9,
10]. Ennek megfelelGen a nagyobbnak sziiletett sejtek kevesebbet
nének, hogy ugyanazt a kritikus szintet elérjék, tehdt a ciklus
alatti novekedés negativ korreldciét mutat a sziiletéskori mérettel
[3]. Az RCP mint marker segitségével a novekedési szakasz két
részre bonthatd, és regresszids analizissel vizsgdlhatd, hogy me-
lyikben érvényesiil a negativ korreldcid, azaz hol hat a méret-
kontroll. A vad tipusu sejtek kapcsdn a méretkontroll 1étét iga-
zoltuk, valamint megdllapitottuk, hogy az az RCP el6tt hat, tehét
alighanem valahol a G2 fézis kozepén (3. dbra). Régéta ismert
tény az is, hogy a hasaddé éleszt6ben a Gl fézisban is létezik egy
un. rejtett méretkontroll (1 dbra), amely bizonyos kisméretd mu-
tdnsokban vdlik csak észlelhet§vé. Legtjabb eredményeink sze-
rint pedig feltehet§en a G2 fédzisban két olyan esemény is taldl-

42

Ext=-0,89 - BL + 13,37

t
R
3 1 { l
el
Q
e, T 1
F = £ 11
ﬁ Ext,= -0,12 - BL + 4,95
a ]
2 =
L _
a1 '
2 ) \k\ﬂ\\“\i
, L By
| Ext;=-0,77-BL+8,43 f NT
0 | i |
7 8 9

Sziiletéskori méret (Lm)

3. abra. A hasado élesztégomba tenyészetében mért sejthossz-
névekedés a sziiletéskori méret fliggvényében. A teljes ciklus alatti
novekedés (Ext) alatt szerepel annak felbontasa is a két novekedési
szakaszra (Exty, Ext,). A regresszios egyenes meredekségének
szignifikanciajat félkovér szedés jelzi, 0,05-es szignifikanciaszinten ([3]
alapjan)

hatd, amelyeket a sejtméret szabdlyoz: az egyik a fent emlitett G2
kozepi mechanizmus, de kozvetlentil a mitézisba 1épés el6tt is
mikodik még egy méretkompenzacié [11].

A sejtciklus szabdlyozdsdnak leirdsa
matematikai modellek segitségével

Az 1990-es évek elején kutatesoportunk egy mdsik kozos témdn
is elkezdett dolgozni, méghozzd John Tysonnal (Virginia Tech,
USA), aki uttoréként igazolta, hogy a sejtciklus matematikai mo-
dellek segitségével is tanulmdnyozhaté [12]. A médszer 1ényege,
hogy a sejtciklus eseményeinek végrehajtdsdban és reguldcidjd-
ban kisérletesen igazolt (vagy feltételezett) biokémiai funkciéval
rendelkez§ fehérjéket hdlézatként fogjuk fel, és a koztiik lejdt-
sz6d¢6 kolcsonhatdsokat a biokémiai reakcidkinetika médszerével
(tomeghatds-torvény, enzimkinetika) rjuk le. Az egyes kompo-
nensek sejten beliili koncentréciéjdnak véltozdsi sebességére ko-
zonséges differencidlegyenleteket (angol mozaikszéval ODE)
frunk, ahol minden hatdst (szintézis, degraddcid, komplexképzs-
dés és -felbomlds, poszttranszldciés médositdsok: foszforildcid-
defoszforildci6 stb.) szisztematikusan figyelembe vesziink. Ehhez
el6bb elkészitjiik a matematikai modell egy kapcsoldsi rajzdt (4.
dbra).

A hasadd éleszt§ sejtciklusdnak legerdsebben szabdlyozott 1é-
pése a mitdzis inicidldsa, amiért leginkdbb az dn. mitdzis ser-
kentd faktor (angol mozaikszéval MPF) felelgs, ami fehérje-hete-
rodimer: a Cdc2 és a Cdc13 proteinek komplexe [13, 14]. Az MPF
un. ciklinfiiggd kindz: szubsztritjainak foszforilezését a komplex
katalitikus kindz alegysége (a Cdc2) végzi, mig a Cdc13 a reguld-
cids alegység, egy un. ciklin, aminek koncentrécidja a sejtben pe-
riodikus ingadozdst mutat, és ennek a kotddése sziikséges a
komplex aktivdléddsdhoz. Az ODE-rendszer megolddsa szdmité-
gépes szimuldcid segitségével kozelité mddszerekkel torténik,
amihez el§sz6r még a modell paramétereinek (pl. az egyenletek-
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4. abra. A hasadé éleszt6 sejtciklusat leir6 matematikai modell
kapcsolasi rajza. A szines szévegdobozokban a proteinhaldzat elemei
és komplexeik szerepelnek, a folytonos nyilak biokémiai reakciokat
jelolnek, a szaggatott vonalak pedig serkent6 (+) vagy gatlo (-) hataso-
kat ([13] alapjan)

ben szerepld reakcidsebességi dllandéknak) a becslését kell elvé-
gezni. Mivel kevés mérési adat dll csak rendelkezésre a reakcid-
sebességi dllanddk értékeit illetGen, becslésiik azon alapul, hogy
a szimuldcids eredmények mennyire hifen tiikrozik az élesztdsej-
tek fizioldgiai viselkedését. Az alapvet§en determinisztikus tipu-
st modellek szimuldciés megolddsai a steady-state tenyészetek
esetében mindig oszcilldcidk (5. dbra), ahol az egyes fehérjék
koncentrécidja jellegzetes profilt mutat egy cikluson beliil, majd
pedig az véltozatlan médon ismétlgdik a kovetkezd ciklusban
[15].

A matematikai modellezés révén lehet§ségiink nyilik a sejt-
ciklus szabdlyozdsdnak rendszerszintd megértésére. Ennek kere-

5. abra. A matematikai modellel kapott szimulacios eredmények
vad tipusu hasadé éleszt6 esetén. Az abra mutatja a sejttdmeg

és néhany protein (komplex) koncentraciéjanak valtozasat a ciklus alatt
az idé (illetve a fazisok) figgvényében ([15] alapjan)
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tében nemcsak a vad tipusu sejtek vizsgdlhatdk, hanem kiilon-
b6z (akdr tobbszords) sejtciklus-mutdnsok esetében is elvégez-
hetdk a szimuldcidk. Tovébbi elénye a modellnek, hogy jésldsok
is tehetGk vele: olyan mutdnsok fenotipusa is megadhaté elméle-
ti stkon, amelyeket a genetikusok még el sem dllitottak. Ezdltal
a kisérletes (biokémiai-genetikai) és az elméleti (szimuldcids)
megkozelitésii kutatdsok kolcsonosen segithetik egymds fejl6dé-
sét. A determinisztikus modelleket sztochasztikus véltozék be-
épitésével dtalakithatjuk sztochasztikus modellekké. Az utébbi-
akkal végzett szimuldciok mdr nem dllandésult oszcilldciét ad-
nak megolddsként, hanem az egymds utdni ciklusok szimuldcii
kissé eltérdek lesznek, ami a sztochasztikus paraméterek megfe-
lel6 bedllitdsa esetén a valds sejttenyészetek variabilitdsdt tiik-
rozheti [13]. Az ilyen modell alkalmas lehet a méretkontroll vizs-
gdlatdra is [16]: a vad tipusu sejtek esetében a szimuldlt sejtpo-
puldcié adataibdl nagy pontossdggal megkaptuk azt a negativ
korreldciot a hossznovekedés és a sziiletési méret kozott (6. ab-
ra), amit sajdt kisérleti eredményeink mutattak (3. dbra). Jelen-
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6. abra. A hasado élesztégomba sztochasztikus matematikai
modell segitségével szimulalt tenyészetében tapasztalhaté sejt-
hossznovekedés a sziiletéskori méret fliggvényében.

A regresszios egyenes meredekségének szignifikanciajat félkdvér
szedés jelzi, 0,05-es szignifikanciaszinten ([16] alapjan)

leg olyan matematikai modellen dolgozunk, amely a G2 kozepi
méretkontroll mikédésében nemcesak az idébeli vdltozdsokat ve-
szi figyelembe, hanem egyes fehérjék térbeli megoszldsdt is a
sejtben. Néhdny éve kideriilt ugyanis, hogy az MPF szabdlyozd-
sdnak egy kozvetett negativ reguldtora, az tin. Pom1kindz a sejt-
végeken koncentrdlddik, és a sejt kozépvonala felé haladva egy
jellegzetes gradiens mentén fokozatosan csokken a mennyisége.
Ily médon a sejt novekedése sordn ez az inhibitor egyre jobban
felhigul a sejt kozepe tdjdn, ahol a sejtmag is taldlhatd, és végiil
egy kritikus méret felett mdr nem tudja betdlteni a mit6zist gét-
16 szerepét (17, 18].

A hasado éleszt§ sejtosztodasaban
szerepet jatszo fehérjék filogenetikdja

2011-ben Sipiczki Mdtydssal (Debreceni Egyetem) egytittmiko-
désben a kutatdcsoport profilja bgviilt bioinformatikai vizsgéla-
tokkal is. Munkdnk sordn kiillonb6z§ fehérjék evolucidjét prébél-
juk leirni. Ehhez keressiik a vizsgdlt fajokban (a gombavildgban,
illetve a teljes élgvildgban egyardnt) az adott fehérje rokonait (ho-
moldgjait). A kereséseket aminosavszekvencidkkal végezziik, és
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7. abra. A hasadoé éleszté Agn1 fehérjéjének és homolégjainak filogenetikai faja a gombavilagban. Az abra mutatja az egyes fajokban
eléforduld leghasonlobb fehérjetalalatok rokonsagat. Az egyes elagazasoknal kiilonb6zé modszerekhez tartozo olyan numerikus értékek lathatok,

amelyek az adott elagazas ,,megbizhatosagat” jellemzik ([21] alapjan)

a rokon fehérjeszekvencidk tovébbi vizsgdlata utdn filogenetikai
tékat (torzsfdkat) készitiink, melyek az adott fehérje evolucidjit
szemléltetik. Mivel a fehérjéket az evolici sordn eltérd hatdsok
érik, ezért a fajok ma elfogadott evolticiéjéhoz képest nagyon el-
térd képet is mutathatnak (pl. génduplikdcidk, génvesztések mi-
att), ami hozzdjdrul ahhoz, hogy ezen fehérjék miikodését, kiala-
kuldsét jobban megértsiik. Kezdetben kizdrdlag a gombdk koré-
ben folytattuk vizsgdlatainkat, sejtszepardcids fehérjéket vizsgdl-
tunk, melyeknek a sejtosztdds utolsé szakaszaban a lednysejtek
szétvéldsdban van szerepe [19]. A gombék korében tobb noveke-
dési forma is el6fordul [fonalas (hifds), pszeudohifds, egysejti
(élesztBszerti)], melyek kozt egyes fajok véltani is tudnak; ezt a
jelenséget nevezziik di- vagy dltaldnosabban polimorfizmusnak.
A sejtszepardcidban részt vevl fehérjék jelentGsége abban rejlik,
hogy egyes gombdk esetében a novekedési formdk kozti véltds
Osszefiigg a patogenitds (fert§z6képesség) kialakuldsdval (pl.
Candida albicans) [20]. A hasadé éleszt§ sejtfaldban jelenlevd o-
gliikdn-hidrolizalé Agnl és Agn2 (o.-gliikandz) fehérjék vizsgala-
ta sordn arra a meglepd megdllapitdsra jutottunk, hogy a hasa-
dé éleszt§ fehérjéi a bazidiumos gombdkban taldlhaté homold-
gok kozelebbi rokonai lehetnek, mig az aszkuszos gombdk (aho-
va rendszertanilag a hasadé élesztd is tartozik) proteinjei tdvo-
labbinak ttinnek [21] (7. dbra).

A gombdk sejtszepardcids fehérjéinek vizsgdlatdn feliil az el-
mult években egyre t6bb sejtciklus protein evoldcidjdt is vizsgdl-
juk, tobbek kozott a fentebb mér emlitett MPF Cdc2 alegységét
és az Gt szabdlyoz6 kindzokat és foszfatdzokat. Az evolicié sordn
t6bb sejtciklus-szabdlyozé fehérjének alakult ki héttérképidja, a
kialakulds megértéséhez pedig hozzdjdrulnak a filogenetikai vizs-
gdlatok. A torzsfdk aminosavszekvencidk alapjdn késziilnek, kii-
lonboz6 mddszerekkel, melyek eltérd kozelitést alkalmaznak az
evoluciora. Erre azért van sziikség, mert ha ezek a mddszerek
egyez§ vagy nagyon hasonld eredményt adnak, akkor valészind-
leg j6l irjuk le a folyamatokat, mig ha nagyon eltér§ eredménye-
ket kapunk, akkor rossz kozelitést alkalmazunk. Mivel a mai na-
pig nincs dltaldnosan elfogadott médszer az evoldcié kozelité-
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sére, ezért a kapott eredményeket célszer( kisérletekkel is meg-
er@siteni. Ehhez a Debreceni Egyetemen fajok kozti komplemen-
tdcids teszteket végeznek, azaz kiilonbozg fajokbdl viszik 4t a fe-
hérjét kédolé génszakaszt egy hidnymutdnsba, hogy meggyd-
z8djenek arrdl, hogy az adott fehérje képes-e tényleg az eredeti
fehérje funkcidjdnak elldtdsdra, azaz a hidnymutdns fenotipusa
megsziinik vagy enyhiil [20, 21]. A kozeljovGben szeretnénk ana-
liziseinket fehérjekrisztallogréfiai vizsgdlatokkal is megerdsiteni,
ugyanis a fehérjeszerkezet informdciéi segithetnek a helyes ko-
zelitést megtaldlni. Ehhez tanszékiinkon Vértessy Bedta kutatd-
csoportjdval terveziink egyiittmiksdni.

Koszonetnyilvanitds.
Kutatdsainkat az OTKA (projekt azonosité: K-76229) tdimogatta.
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