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Osszefoglalas

Az egyedi sejtek osztédasanak preciz szabdlyozasa kulcsfontossagu az élSlények
fejlédéséhez és ndvekedési egyensulyanak fenntartasahoz. A sejtek tulszaporodasa rakhoz,
mig az osztdédasok hianya fejl6dési rendellenességekhez vezet. Az eukaridéta sejtek
osztdédasat egy komplex molekularis regulaciés halézat szabalyozza. A f6 szabalyozé
molekuldk és azok kolcsonhatasai nagymértékben konzervaltak. A sejtciklus periodicitdsaért
az ugyancsak evoluciésan konzervalt Ciklin-Fliggé Kindzok aktivitasanak oszcillaciéja felel.
Ezeket a kozponti sejtciklus regulatorokat szabalyzd jeldtviteli utak és az Galtaluk
szabdlyozott molekuldk azonban mar nagyobb diverzitast mutatnak. Munkam folyaman a
kdzponti konzervalt rendszer, valamint az alsébb és felsébb jelatviteli utvonalak dinamikus

viselkedését vizsgaltam matematikai modellekkel.

Tér- és id6beli szimulacidkkal, valamint a nemlinearis dinamika maoddszereivel
vizsgadltam a sejtosztddasi ciklust szabalyozdé hdldzatot és annak kapcsolatat a
sejtnovekedést, valamint a napi ritmust szabalyozé halézatokkal. A munka legnagyobb része
élesztékon megfigyelt kisérleti eredményekre tamaszkodik és modelljeink joslasait is
éleszt6kon teszteltliik, azonban modelljeink szerint a legtébb megadllapitdas magasabb

szervezettségli eukaridtakra is érvényes.

Saccharomyces cerevisiae, sarjadzo éleszté6 modelliinkbél kiindulva megallapitottuk,
hogy a sejtciklus kozponti regulaciés moduljdnak molekuldris kapcsoltsagdban
megfigyelhet6 pozitiv visszacsatolasok felelések a sejtciklusatmenetek pontos sorrendjéért.
Hasadd éleszt6, Schizosaccharomyces pombe sejtekre kidolgoztuk a sejtndvekedés és a
sejtosztddasi ciklus kapcsolatdnak matematikai és hdalézati modelljeit, és azok predikcioit
kisérletesen igazoltuk. A napi ritmus és a sejtciklus kapcsolatanak matematikai modelljei
segitettek minket megérteni és kés6bb kisérletesen vizsgalni ezt a kapcsolatot Neurospora
crassa modell organizmusban. Ezeken kivil szdmos megfigyelést tettiink a molekularis
szabalyozé haldzatok altaldnos dinamikai viselkedésére, és mddszereket fejlesztettiink ki a
modellek rendszerszintl vizsgdlatdra is. Eredményeink hozzajarulnak a sejtosztddas
szabalyozasanak alaposabb megismeréséhez, és ezdltal megteremtik a rak kialakuldsanak és

megfékezésének rendszerszintl vizsgalatanak lehet&ségét.
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Roviditések jegyzéke
CDK: Ciklin-Fligg6 (Dependens) Kinaz
TF: Transzkripcids Faktor
FFL: El6recsatoldsi hurok (Feed Forward Loop)
SIN: Szeptaciét Indukalé Halézat (Network)
OV: Oreg Vég
UV: Uj vég
Glu: Gliikoz
Gal: Galaktoz
Raf: Raffindz

Eth: Etanol
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1. Bevezetés

A sejtek egészséges fejlédéséhez és szaporodasdahoz elengedhetetlen, hogy az
osztédasi ciklusuk pontos ellen6rzés alatt alljon, és a sejtciklus egyes fazisai kotott
sorrendben kovessék egymast. Egy komplex regulacids halozat felelds a sejtciklus pontos
szabdlyozasaért. A sejtciklust szabdlyozd molekuldak kolcsonhatasai bonyolult el6re- és
visszacsatolasi hurkokat hoznak létre a szabalyozdé haldzatban, és ezek altal szabdlyozzdk a
sejtciklus fazisainak atmeneteit. A sejtciklust szabalyozé molekuldk nagy részét ismerjik, és
a kapcsoltsagukrol is rendelkeziink informacidkkal, de sokkal kevésbé értjiik, hogy a komplex
kdlcsonhatasaik hogyan vezetnek a megfigyelt fenotipusos vdlaszokhoz. A szamitdsos
rendszerbiolégia mddszereinek alkalmazasaval vizsgalni tudjuk, hogy a kisérletes alapon
feltételezett reguldcids halézatok milyen dinamikai viselkedéshez vezethetnek, és ezek
mennyire egyeznek mas, flggetlen kisérletes eredményekkel. Matematikai modellekkel
osszefoglalhatjuk eddigi tudasunk, és vizsgalhatjuk, hogy azok mennyire képesek a valésagot
leirni (1. dbra). A modell egyezése a kisérlettel a rendszer megértését segitheti, mig ha a
modell csak részben egyezik a kisérletekkel, akkor predikciok megalkotasaban és a tovabbi

kisérletes munka tervezésében segithet.

Molekularis kolcsonhatasok
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1. dbra: Bioldgiai rendszerek matematikai modellezéses vizsgalatanak Iépései.
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A bioldgiai rendszerek vizsgalatdahoz az ismert molekularis kélcsonhatasok haldzata
alapjan egy egyenletrendszert allitunk fel. Az egyenleteket szimulacidkkal és a dinamikai
rendszerek vizsgdlati modszereivel elemezziik, és ezaltal megprobaljuk megérteni a sejtek
fizioldgiai viselkedését. Az 1. abran bemutatott példaban a hasadé éleszt6 sejtciklus
szabdlyozd haldézata alapjan egy differencidlegyenlet-rendszert Aallitottunk fel, és az
egyenletek megoldasanak id6beni lefutdsat, valamint az egyensulyi dllapotok kozotti
atmeneteket vizsgdltuk. A szimuldciés gorbék alakja és az egyensulyi dllapotok
megfeleltethet6k a sejtek fizioldgiai viselkedésének, igy a mddszer alkalmas arra, hogy
megvizsgdljuk, hogy az ismert tudasanyag alapjan képesek vagyunk-e megfelel6en leirni a

sejtek viselkedését.

Kutatdsaim soran a sejtciklust szabdlyozd kézponti reguldcios hdldzat és az ahhoz
kapcsolt fizioldgiai viselkedésért felel6s jelatviteli Utvonalakat vizsgaltam a fent bemutatott

moddszerekkel. Munkdm soran a kovetkez6 kérdésekre kerestem a valaszt:

- Milyen molekularis interakcidk felel6sek a sejtciklus fazisok kozotti atmenetek
pontos sorrendjéért?

- A sejtciklusszabdlyzds kozponti rendszerének dinamikai viselkedése mennyire
konzervalt eukariotakban?

- A sejtosztodasi és sejtnovekedési ciklus hogyan kapcsolédik egymashoz?

- A napi ritmus hogyan hat a sejtciklus periodicitasara?

Doktori tézisem harom részbdl all: a masodik fejezetben 6sszefoglalom a sejtciklus
kozponti szabalyozé haldzatanak vizsgalatara iranyuld munkankat, a harmadik fejezetben e
kozponti hdlozat és a lokalizalt sejtnovekedés, valamint sejtméret-szabdlyozas kapcsolatat
ismertetem, mig a negyedik fejezetben a sejtciklus és a napi ritmus kapcsoltsagat vizsgald
munkainkat mutatom be. A fejezetek logikai felépitése azonos: irodalmi adatok alapjan
feldllitunk egy, az 1. dbranak megfelel6 modellt, azt kiilonb6z6 matematikai mddszerekkel
vizsgaljuk, majd az eredmények alapjan javaslatokat tesziink a rendszer viselkedésének
kordbban ismeretlen pontjara, és sok esetben ujabb kisérleteket javasolunk a rendszer

pontosabb megértéséhez.
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2. A sejtciklus-szabalyozas matematikai modelljei

A sejtciklus kdzponti szabdlyozé molekulai a Ciklin-Fligg6 Kindzok (CDK). A szubsztrat
felismer6 ciklin molekulak a sejtciklus alatt periodikusan szintetizalédnak, és a CDK-val
komplexet képezve tdbb szaz fehérjét foszforilalnak a sejtciklus kilénb6z6 fazisaiban. A
ciklin  molekuldk specificitdsa és a CDK sajat foszforilaciés allapota, valamint
sztochiometrikus inhibitorok felel6sek a CDK aktivitasanak periodikus szabalyozasaért.
Ugyanakkor a CDK-szabdlyozé molekuldk nagy része a CDK-nak direkt szubsztratja is, igy a
CDK szabalyozza sajat regulatorait is. Mind a ciklinek, a CDK és a visszacsatolasi hurkok
jelenléte is konzervalt eukaridta sejtekben, ezdltal feltételezhetjik, hogy a
visszacsatolasoknak is jelent6s szerepik van a pontos sejtciklus-szabdlyozasban.
Kutatdsainkban azt vizsgdltuk, hogy milyen dinamikai viselkedéshez vezetnek a kisérletesen
megfigyelt kolcsonhatdsok, és hogy a modellek szamitégépes szimulaciéi mennyire
egyeztethet6ek Ossze az egyes mutdns sejtek fenotipusos viselkedésével. Az aldbb
ismertetett eredményeket két 6sszefoglald cikkben is targyaltam korabban (Tyson és mtsai.

2002, Csikasz-Nagy 2009).
2.1.  Célkitlizések
- Az éleszt6 sejtciklusok dinamikajanak a vizsgalata

A legtobb sejtciklus-szabalyozé hdaldzattal foglalkozo kisérletes eredmény sarjadzé és hasadd
élesztén végzett kisérletekbdl szarmazik. ElGszor ezeket az eredményeket hasznaltuk fel

matematikai modelljeink megalkotasara, és a modell paramétereinek beallitasara.
- A sejtciklus konzervalt dinamikai funkcidinak vizsgalata

A szabdlyozdé molekuldk és azok kapcsoltsaganak konzervacidjat felhaszndlva megnéztiik,

hogy az éleszt6n megfigyeltek mennyire terjeszthet6k ki fejlettebb eukaridtakra is.
- Egyedi sejtek viselkedésének szimulacidja

A legujabb kisérletes technoldgidk mar az egyedi sejtek sejtciklusardl is képesek adatot

szolgdltatni. Fenti, atlag sejtet leir6 modelljeinket kiterjesztjik egyedi sejtek vizsgalatara is.
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2.2. Eredmények

Az éleszt6 sejtciklusok dinamikdjanak a vizsgalata

Az eukariéta szervezetek kozil a Saccharomyces cerevisiae sarjadzd éleszt6
sejtciklusat ismerjiuk a legrészletesebben. Ez volt az elsé eukaridta, amelynek genomjat
leszekvenaltdk, és az els6, amelyben teljes genomot atfogd vizsgalatokat végeztek. A
kdzponti sejtciklus-szabalyozé rendszer kapcsoltsagi halojat megalkottuk, és egy atfogd
matematikai modellt készitettiink, amely szimulalja a sejtciklus kezdd (G1-S) és befejezd (M-
G1) atmeneteinek dinamikdjat (Chen és mtsai. 2004). A modell paraméterei ugy lettek
bedllitva, hogy az képes szimuldlni 131 mutans viselkedését (életképesség, sejtméret,
sejtciklus fazisok hosszai). A modell részletes dinamikai elemzése megmutatta, hogy a
sejtciklus két kilonbozd id6skalan mozog, egy lassu, a sejtek ndvekedésétdl fliggd periddust
egy megfutd periddus kdvet. A lassu fazisok megfeleltethet6ek G1 és G2 fazisoknak, mig a
gyors, autokatalitikus fazisok a sejtciklus atmeneteknél figyelhet6ek meg (Lovrics és mtsai.
2006). A modell paramétereinek érzékenységanalizise megmutatta, hogy az egyes
paraméterek elhangolasa altal okozott dinamikai valtozdsok mely mas paraméterek

valtoztatasaval kompenzalhatdak (Lovrics és mtsai. 2008).

A sejtcikluskutatas masodik legismertebb  éleszt6  tesztorganizmusa a
Schizosaccharomyces pombe hasadd éleszté. Kisérletes partnerekkel egytttmiikodve
vizsgaltuk, hogy a sejtek hogyan reagdlnak arra, ha az egyes sejtciklus-szabdlyozé génekbdl
tobb koépiat tartalmaznak. Matematikai modelliink képes volt szimuldlni a korabban leirt
sejtciklus génhidanyos mutdnsok, valamint az Ujonnan megalkotott gén tulkifejezéses

mutansok viselkedését is (Moriya és mtsai. 2011).

A sejtciklus konzervalt dinamikai funkcidinak vizsgalata

A két éleszt6 sejtciklusanak vizsgdlata ravilagitott arra, hogy szdmos hasonlé
szabalyozasbeli, molekularis és dinamikai funkcié konzervalt a két organizmus kozott. Ebbdl
kiindulva egy Osszehasonlitd elemzést végeztliink a két éleszt6, az afrikai karmos béka
Xenopus laevis és egy altaldnos eml6s sejtciklus modell kdzott. Megdllapitottuk, hogy a

kiilonb6z6 élSlények sejtciklus-szabdlyozd rendszere hasonldan kapcsolt, és egy daltaldnos
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modellt is megalkottunk, amely egyedi paraméter készletekkel képes szimuldlni az 6sszes
vizsgdlt organizmus sejtciklusat (Csikdsz-Nagy és mtsai. 2006). Az altaldnos eukaridta
sejtciklus vizsgalataval megallapitottuk, hogy a sejtciklus kdzponti regulaciés moduljanak
molekularis  kapcsoltsagaban megfigyelhet6 pozitiv visszacsatolasok felel6sek a
sejtciklusatmenetek egyiranyusagaért (Novak és mtsai. 2007) (2. abra). Szinén megmutattuk,
hogy a CDK a&ltal szabalyozott transzkripciés — poszttranszlacidés el6recsatolasi hurkok
felelGsek a sejtciklus fazisok pontos sorrendjéért (Csikasz-Nagy és mtsai. 2009). Ezekben az
el6recsatolasi hurkokban a CDK foszforilezéssel szabdlyozza a sejtciklusatmenetek legfGbb
transzkripcids faktorait (TF) és az azok altal indukalt sejtciklusatmenet-indité fehérjéket is (2.
abra). A CDK indukalt foszforilacid és a transzkripicds faktorok is lehetnek pozitiv és negativ
hatdssal is a fehérjék képz6désére és aktivalddasara. Ez a két hatas kiilonbozé idéskalan hat
a fehérjékre, a foszforilacid sokkal gyorsabban valtoztatja meg a fehérjék aktivitdsat, mint
ahogy a transzkripcié valtozasai hatnak a fehérjeszintre. A CDK igy egy lassu és egy gyors
hatdst is kifejthet ugyanarra a fehérjére. Modelljeink azt josoltdk, hogy a kiloénbozd
sejtciklusatmeneteknél ezeknek a hatasoknak az elGjele valtozik. A kilonb6z6 sejtciklus
fazisoknal és azok atmeneteinél a gyors és lassu hatasok elGjelet valthatnak (CDK
foszforilacioval egyes fehérjéket aktival, masokat gatol), és ezaltal a CDK képes egyedil
kontrollalni a sejtciklus Osszes fazisdnak kulcsfehérjéit. Protein-protein interakcids és

transzkripcids regulaciot tartalmazd adatbazisok (http://string.embl.de/ és

http://www.yeastract.com/) segitségével elemeztiik az éleszt6ben el6forduléd CDK regulalt

el6recsatolasi hurkokat. Az eredmények egyértelmlen afelé mutatnak, hogy a sejtciklus
kiilonb6z6 fazisaiban valéban masfajta topoldgiaju elGrecsatoldsi hurkok makoédnek, a G1
fazisban a CDK mindkét agon gatolja a fehérjéket, a G1-S dtmenetnél a CDK transzkripciésan
gatol, mig foszforilacidésan aktival, G2 és korai M fazisban mindkét mdédon aktival, a mitézis
meta-anafazis atmeneténél pedig transzkripcidsan aktival, kdzvetlenil pedig gatol (Csikasz-
Nagy és mtsai. 2009). Bioinformatikai és modellezéses mddszerekkel szintén megmutattuk,
hogy a CDK-aktivitdst, és ezdltal a sejtciklusatmeneteket szabalyozé fehérjék periodikus
transzkripcidja egyedi mintat mutat. Kiilonboz6 élSlényekben az dtmenetek mas és mas
szabdlyozdja irodik at periodikusan, annak fliggvényében, hogy az adott él6lény melyik

sejtciklusatmenetet szabalyozza a legkoriltekint6bben (Romanel és mtsai. 2012). (2. dbra)
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Az 3ltalanos modellekbdl kiindulva kidolgoztunk egy modellt az emlds sejtek
restrikcids pontjanak szabdlyozdsara is, és a modell metabolikus kontroll analizise altal
megallapitottuk, hogy a p27 gatld hatasa a Cdk2-CycE komplexekre a restrikcids pont egyik

f6 kulcsreakcidja (Conradie és mtsai. 2010).

(Novak 2007)
e D
I \ —r
@ | '
(Cardelli 2012)‘\ | @ ,
S o > _ )
TF\ ¢-=----- /(CikB) /. iCsikész—Nagy 2006)
\\ / " ~\
(Csikasz-Nagy 2009)M ’ I
e ¥ ' @ 1 (Romanel2012)
Fehérje S !

' \‘~IWee1<—

DNS replikacio
mitozis
sejtosztodas
G1 stabilizalasa

2. abra: A sejtciklus kulcslépéseinek szabdlyozasa a CDK - ciklin B komplexek altal pozitiv
és negativ visszacsatolasi és el6recsatolasi (FFL) hurkok altal. Az egyes lépéseket leiré fobb

modelljeink referenciai sziirkével jel6lve. (TF: Transzkripcids Faktor)

Egyedi sejtek viselkedésének szimulacidja

A fent ismertetett differencidlegyenlet-rendszer alapu modellek egy atlagos sejt
viselkedését tudjak leirni. Azonban, hala a legljabb mikroszképias technikdknak, tudjuk,
hogy egy sejtpopulaciéban egymdstdl sokban eltérd viselkedési sejtek is megfigyelhet6ek. A
fent emlitett sarjadzé éleszté modellt (Chen és mtsai. 2004) a Petri Net modellezési médszer
felhasznaldsaval atalakitottuk olyan rendszerré, amelyben az egyedi molekulak fluktuacidit is

le tudjuk irni, és a Gillespie-féle sztochasztikus szimulacids algoritmus segitségével vizsgaltuk
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az egyedi sejtciklusok dinamikdjat. Megdllapitottuk, hogy a sejtciklushossz eloszlasa a
sarjadzo éleszté szamos mutansandl sokkal szélesebb, mint a vad tipusu sejteknél. Ezzel
magyardzatot tudtunk adni arra a megfigyelésre, hogy ezek a torzsek populdcié szinten
életképesek, de sok egyedi sejt képtelen a sejtosztédasra (Mura és Csikdsz-Nagy 2008).
Sztochasztikus szimuldcidkkal megmutattuk, hogy az mRNS-ek tobblépéses képz&dése és
lebomlasa adhat magyarazatot a kisérletesen megfigyelt alacsony molekularis zajszintre
(Csikdsz-Nagy és Mura 2010). Hasonlé moddszerekkel megadllapitottuk, hogy a
sejtciklusatmenetek szabalyozdinak egyed szinten regulalt transzkripcidja szabhatja meg a
sejtciklus egyes szakaszainak hosszat (Romanel és mtsai. 2012). Szintén a sztochasztikus
sejtciklus modellek segitettek abban, hogy megmutassuk, hogy a sejtciklus G2 és M fazisa
kozotti dtmenetet szabdlyozé Cdk-Cdc25-Weel hdlézat mind dinamikajaban, mind
strukturdjaban hasonlit a szamitdstechnikaban, a disztributiv rendszerek szabdlyozasara
egyik leggyakrabban haszndlt algoritmus viselkedéséhez (Cardelli és Csikdasz-Nagy 2012).
Kés6bb azt is megmutattuk, hogy ez a hasonldsag fennall akkor is, ha a sejtciklus kiilénb6z6

komplexitasu modelljeit hasonlitjuk 6ssze egymdssal (Cardelli és mtsai. 2016)
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3. Asejtnovekedés és a sejtciklus 6sszehangolasa

A sejtek osztédasi ciklusa szorosan kapcsolt a novekedési ciklussal. A DNS-allomany
megduplazasa az S-fazis és két U] sejtmagba osztdsa a mitdzis alatt 6ssze van hangolva a
sejtek novekedésével, és a sejtosztdédas csak akkor kévetkezhet be, ha a mitdzis rendben
befejez6dott. A sarjadzd éleszt6ben az S-fazis, mig a hasadd éleszt6ben a mitdzis all
ugynevezett sejtméretkontroll alatt, azaz ezek a sejtciklus szakaszok csak akkor
kezd6dhetnek el, ha a sejtek elértek egy kritikus méretet. Mindkét éleszt6 sejt képes
polarizalt sejtnovekedésre. A sarjadzé éleszt6k a sarj megjelenésekor, a hasadd éleszt6k
egész interfazisuk alatt csak a sejtmembran egy kis lokalizalt teriletén névekednek. Ez a
polarizadlt novekedés a G2-fazisban a sarjadzd éleszténél atvalt a sarj izotropikus
novekedésére, a hasadd éleszté sejtek pedig ekkor aktivalnak egy masodik polarizalt
novekedési zénat. A novekedés és a sejtciklus reguldciéjanak kapcsoltsagara szamos

matematikai modellt készitettlink.
3.1.  Célkitlizések
- Alokalizalt sejtnévekedés sejtciklusos kontrolljanak vizsgalata

A hasadod élesztd sejtek a sejtciklus folyaman tobbszor is valtoztatjdk a lokalis novekedési
zondik helyzetét. Célunk az volt, hogy a kisérleteket helyesen szimulalé tér- és id6beni
matematikai modelleket dolgozzunk ki a rendszer vizsgdlatdra, elemezziik a szabalyozd
molekularis halozatot, és ezek alapjan kisérleteket javasoljunk a rendszer pontosabb

megismerésére.
- A sejtosztédast szabdlyozo regulacids hal6zat matematikai modellezése

A hasadd éleszt6 sejtosztédasa egy komplex molekuldris reguldciés hdlézat altal
szabalyozott. A sejtosztddas inditasaért felel6s molekularis szabalyozd haldzat viselkedését

akartuk megérteni a rendszer tér- és id6beni matematikai modelljeinek vizsgalataval.
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- A sejtméret szabalyozasanak vizsgalata

Homeosztatikus allapotban a legtobb eukaridta sejt egy viszonylag szlk tartomanyban tartja
méretét, és ez a sejtpopulaciéban egy kontrolldlt sejtméreteloszlast eredményez.
Matematikai modellekkel vizsgaltuk a méretkontroll-szabdlyozd rendszert éleszt6kben és

azt, hogy ez hogyan moédosul a kérnyezeti paraméterek megvaltoztatasdaval.

3.2. Eredmények

A lokalizalt sejtnovekedés sejtciklusos kontrolljanak vizsgalata

Szamtalan eukariota sejttipusnal megfigyelhetd az egyes intracellularis és membran
strukturdk polarizalt lokalizaciéja. Neuronok, hamszoveti sejtek, makrofagok és egysejti
organizmusok is képesek a sejtmembran egy adott zondjara lokalizalni bizonyos
molekuldkat. Ezek a molekuldk fontosak lehetnek irdnyitott kommunikacid, mozgas, vagy
polarizalt novekedés szabdlyozasdban. A rud alaku hasadd éleszt6 sejtek a novekedési
zonajukat lokalizaljak a rud végeire, és csak itt nének. Méghozza a sejtciklus G1 fazisaban
csak azon a végen, amelyik mar létezett az el6z8 hasadasos sejtosztddas elétt (un. Oreg Vég
- QV), és a G2 fazis kezdetekor aktivéljak az Uj Véget (UV), és egészen a mitdzisig mindkét
végen nbnek (3. dbra). A novekedésért a lokalizaltan polimerizalt aktin felelés, mig a pontos
lokalizaciéért a mikrotubulusokon szallitott fehérjekomplexek felelnek. Erdemes
megjegyezni, hogy a legfontosabb szabalyozd fehérjék, amelyek felel6sek a lokalizacidért,

konzervaltak az eukariotak kozott.
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3. dbra: Hasado éleszt6 novekedési mintazata (a) és a rendszer matematikai modelljének

szimulacidja (b).

A rendszer vizsgalatara kidolgoztunk egy reakcid-diffuzios matematikai modellt,
amelyben lassan diffundalé autokatalitikusan polimerizalédé, szubsztrat limitalt komplexek
indukaljak a sejtndvekedést (Csikdsz-Nagy és mtsai. 2008). Ez a modell képes szimulalni az
egyiranyu novekedésbdl a kétiranyd ndvekedésre valtast (3. b dbra), és kiillonb6z6 mutansok
fenotipusat is helyesen irja le. A kés6bbiekben kisérletes egylttmiikddé partnereinkkel
kozosen megallapitottuk, hogy a sejtek végén a molekuldk klasztereket képeznek, és ezek
kialakulasaért a modelliinkben feltételezett autokatalitikus asszociacié a felel6s (Dodgson és

mtsai. 2013) (4. abra).

4. abra: Hasado éleszt6 sejt végén lokalizalt fehérjék klaszterezett elrendezédése

kisérletesen (a) és szimulacidnkban (b).

Az eredeti modelliinket tobb |épésben tovabbfejlesztettiik, és a legljabb kisérletes
eredmények alapjan kiegészitettiik a szimpla autokatalitikus aktivatort egyinhibitorral. Ezzel
a publikdlds alatt all6 modellel mar a legujabb kisérleti eredményeket is sikeresen tudjuk

szimulalni.
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Mindezek az eredmények magyarazatot adnak arra, miért kell a sejteknek egy
kritikus méretet elérnitik az Uj vég novekedésének aktivaldsdhoz, de nem ad magyarazatot
arra, miért sziikséges, hogy a sejtek G2 fazisban legyenek ekkor. Hogy molekuldris szinten
ezt megértsiik, a hasadd éleszt6 sejtpolarizacidjaval dsszefliggésbe hozott tébb mint 80
kiilonb6z6 fehérjét és azoknak a leirt kolcsonhatdsait vizsgaltuk a grafelmélet halézati
analizis modszereivel (Vaggi és mtsai. 2012). Kidolgoztunk egy Uj haldzati mérészamot, ami
segit felderiteni, hogy mely molekuldk szolgdlhatnak informacidatvivéként a sejtciklus és a
sejtpolaritas szabdlyoz6 hdldzata kozott. Ezzel a mddszerrel jutottunk el az Sts5 RNS koté
fehérjéhez, mint potencidlis kapcsoléelemhez a sejtciklus és a sejtpolarizacié kozott.
Korabban felderitették, hogy ez a fehérje fontos a masodik novekedési vég aktivalddasdhoz,
és egylittm(ikodd partnereink kisérletei igazoltak, hogy az Sts5 lokalizacidja a sejtciklus altal
szabdlyozott (Vaggi és mtsai. 2012). A haldzati megkdzelitést alkalmazva szamos egyéb
predikcidt tudtunk tenni a sejtpolarizaciot szabdlyozd haldzat kolcsonhatdsaira. Ezek a

joslasok jelenleg kisérletes tesztelés alatt allnak.

Sejtpolarizaciés kutatasi eredményeink alapjan meghivdst kaptam, hogy a
Philosophical Transactions of the Royal Society Biological Sciences folydirat egy
kiildnszdmanak tarsszerkesztSje legyek. Egy szerkeszt6i kézleményben mutattuk be a téma
kiilonb6z6 kutatdsi eredményeit, és foglaltuk dssze a sejtmorfoldgiai kutatasok legnagyobb

sikereit (Csikasz-Nagy és mtsai. 2013).

A sejtosztddast szabalyozd regulacios haldzat matematikai modellezése

Az eukaridta sejtek osztdédasa csak azutdan indulhat meg, hogy a mitdzis befejez6dott.
Molekularis szinten ez ugy szabdlyozddik, hogy a mitdzisos CDK-ciklin B komplexek
inaktivaléddsa szlikséges a sejtosztédas meginduldsdhoz. A hasado éleszts sejtek, mint azt a
neviik sugallja, a sejt kozepén kialakuld szeptum segitségével, hasadassal osztédnak. A
szeptum kialakulasanak (szeptéacid) tobb Iépése van. Mitdzis kbzben egy aktin gy(ird alakul ki
a sejt kozepén, ami a CDK-aktivitas csokkenésének hatasara 6sszehuzddik, és ahogy az aktin
gylird zarédik, a sejtmembran betliremkedik, és Uj sejtfal szintetizalédik, ami elvdlasztja a
két lednysejtet egymastél. A kovetkez6 |épésben a lednysejteket Osszetartd szeptum rész
feloldddik, és a sejtek elvallnak egymastdl. A szeptdaciét indukalod jelatviteli dtvonal (SIN —

Septation Initiation Network) aktivalédddsa inditja a szeptaciét. Egy matematikai modellt
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dolgoztunk ki annak megértésére, hogy a CDK-aktivitas mitdézisos magas, majd azutani
alacsony szintje hogyan szabdlyozza azt, hogy a sejtosztddas a sejtciklus folyaman csak
egyszer torténik meg (Csikdsz-Nagy és mtsai. 2007)(5. dbra). A modell leirja a vadtipusu
sejtek és szamos mutdns viselkedését, és segitett annak megértésében, hogy a CDK egy
el6recsatolasos hurkon keresztiil éri el, hogy a sejtosztddas csak egyszer torténhet meg. Ez a
megfigyelés vezetett a 2. fejezetben targyalt kés6bbi munkahoz, amelyben belattuk, hogy a
CDK ilyen el6recsatolasos hurkokon keresztil képes az 0Osszes sejtciklusatmenetet

szabalyozni (Csikdsz-Nagy és mtsai. 2009).

0.5 1

100 150

0 0 id6 (min)

5. dbra: Hasadod éleszt6 sejtosztédasat szabalyozo haldzat (a), és a halézat matematikai
modelljének szimuldciéja mutatja, hogy a SIN alsé utvonalai csak a CDK-aktivitas

csokkenése utan aktivalédnak (b).

Azt is megfigyelték, hogy a SIN minden komponense az éleszt6k sejtmagjaba
agyazodott centroszémajahoz kotédik, és a mitdzis elején a mindkét leany centroszéman
aktivalédnak a SIN fels6é elemei. Ugyanakkor az alsé elemek aktivalodasukkor a kezdeti
szimmetrikus eloszlasbdl aszimmetrikusra valtanak. Igy a SIN alsé jelatviteli Utja csak az
egyik centroszéman aktivalodik, mikdzben a masikon az egész SIN inaktivalodik. Kordbbi
kisérleti eredmények kimutattak, hogy a SIN aktivalodasa az egész SIN lokalizacidjaért felel6s
Cdc11 molekuldk foszforilezéséhez vezet. Az is ismert volt, hogy a CDK is képes a Cdcl1-et
foszforilezni, mas helyeken. Arra voltunk kivancsiak, hogy ezek a foszforilacids |épések
hogyan hatnak a SIN aszimmetridjanak kialakuldsara. Kilénb6z6 matematikai modelleket
dolgoztunk ki a foszforilacio esetleges hatasainak a vizsgalatara. A modellek kozil sikerilt

kivalasztanunk egyet, amely a SIN komponenseinek id6beni lokalizacids valtozasait helyesen
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irja le (6. abra). A kivdlasztott modell kisérletes tesztelésére javaslatot adtunk, és

egyluttm(ikodés keretein belll igazoltuk is, hogy a SIN aszimmetridjanak kialakitasaért a

Cdcl11 tobblépéses foszforilacidja a felelds (Bajpai és mtsai. 2013).
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6. abra: Hasado élesztd sejtosztoddasat szabdlyozo halézat aszimmetrikus aktivacidja. (a) A
kisérleteket helyesen leiré halézat a két centroszoma (kék alapon szammal jel6lve) és az
azokhoz kapcsolodé Cdcll, SIN és Byr4d molekulak interakcidjara. b) A modell szimulacidja
azt mutatja, hogy cdc16” muténs sejtekben a SIN altal indukalt foszforilaciok gatlasa (zold,
cdc11-S5A mutans) nem, mig a CDK altal indukalt foszforilacidk gatlasa (kék, cdc11-S8A
mutdns) késlelteti az aszimmetria kialakulasat. (c) A cdc11-S5A mutansok valébban nem
képesek késleltetni a szeptaciét cdc16™ hattérben, azonban a cdcl11-S8A mutéansok
képesek erre, és ezaltal el6segitik a cdc16® mutans sejtek thlélését és normalis

szeptacidjat.
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A sejtméret szabdlyozdsanak a vizsgalata

A legtobb eukariota sejttipus egy viszonylag allandé meérettartomanyban tartja
térfogatat azaltal, hogy két sejtosztdédas kozott annyit nének a sejtek, hogy az Ujonnan
megsziletd leanysejtek az anyasejt kezdeti méretéhez hasonléak lesznek. Ez a sejtméret
homeosztazis ugy érhetd el, hogy a sejtek csak akkor kezdik meg a sejtciklus egy kritikus
lépését, ha mar elértek egy bizonyos méretet. Ezt a kapcsoltsdgot a sejt osztédasi és
novekedési ciklusa kozott nevezzilk méretkontrollnak. Tobb sejttipusnal azt is megfigyelték,
hogy a tdpanyagban gazdagabb tdptalajon novesztett sejtek nagyobb, mig a minimalis
tdptalajon novesztett sejtek kisebb méretnél osztéodnak. Egyedi sarjadzd éleszt6 sejtek
mikroszkdépos vizsgalataval megfigyeltiik, hogy egy adott populdciéban is igaz, hogy a
gyorsabban nové sejteknek egy nagyobb kritikus méretet kell elérnitik, hogy dtmenjenek a
sejtciklus START eseményén (az emlGs sejtek restrikcids pontjanak megfeleltetheté dtmenet,
amikor az S-fazist indito transzkripcios faktorok aktivalddnak). Azt is megallapitottuk, hogy
kilonboz6 taptalajokon novesztett egyedi sejtekre is igaz, hogy nem a taptalaj maga, hanem
a sejtek egyedi novekedési sebessége hatdrozza meg kritikus méretiiket (7. a dbra). A mérési
adatok alapjan felallitott modellel egyrészt reprodukalni tudtuk ugyanezt az eloszlast (7. b
abra), masrészt a lednysejtek és a populacid kritikus méreteit (7. c abra), és ezek jé egyezést
mutattak a kisérleti eredményekkel (7. d dbra). A modell segitett annak megértésében, hogy
a kritikus méret kapcsoltsdga a novekedési sebességgel milyen evolicids elényt ad a
populacidnak egy olyanhoz képest, amelyben minden sejt azonos kritikus méretet kell, hogy
elérjen (Ferrezuelo és mtsai. 2013). A kisérleti eredmények megmutattdk, hogy ez a
kapcsoltsag eltlinik tobb START szabalyozé molekula egylittes kititésekor, de akkor is, ha az
egyik sejtciklus szabdlyozdsban is fontos dajkafehérjét (Ydjl, éleszté6 HSP40) kilitjik a
sejtekbdl. Legujabb munkankban azt vizsgaljuk, hogy milyen molekularis mechanizmus all

ennek a kapcsoltsagnak a hatterében.

Komoly tudomanyos vita folyik a méretkontroll szerepérél az emlds sejtek sejtciklus
szabalyzasaban. Kilonboz6 kisérletek egymastdl eltéré eredményt taldltak arrdl, hogy
mennyire fontos a méretkontroll kilonb6z6 emlds sejttenyészetekben. Ennek a
diszkrepancianak a felolddsara a 4. fejezetben részletesen ismertetett napi ritmus és a

sejtciklus kapcsoltsagat vizsgdlod egyik modelliink adott egy javaslatot. A szimuldcidink azt
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sugalltdk, hogy a sejtek novekedési sebessége itt is hatdssal lehet a kritikus méretre, de ez a
hatds elveszik, ha a sejtek a 24 6ras, a napi ritmusnak megfelel6 novekedési sebességgel

nének, mert ekkor a sejtciklus f6 szabalyozéja a napi ritmus (Zdmborszky és mtsai. 2007).

b .

Q

ol ©Glu e Gal » Raf e Eth ¢ Glu e Gal « Raf e Eth

rt méret (Vs, um3)
tart méret (Vs, um3)

7. abra: A sarjadzo éleszt6 sejtek kritikus mérete (Vs) fligg az egyedi sejtek novekedési
sebességétdl. (a) Kisérleti eredmények egyedi sejteken, (b) egyedi sejtciklusok szimulacids
eredményei. (c) Fels6 abra: egyedi leanysejt-vonal szimulacidja, alsé abra: egy anyasejt
Osszes leszarmazottjanak szimuldcidja (fentrdl lefelé, a leanysejtek mindig jobbra jelennek
meg az anyasejtek mellett, az osztoédas id6pillanataban). (d) Aszinkron populacidk kisérleti

és szimulacids (szaggatott vonal a c panel alsé dbrajan) eredményeinek dsszevetése.
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