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1. Bevezetés

A természetben fellelhetd rendszerek sokszor nagyon hasonl6 elven mitkodnek. A je-
lenséget nagyon jol szemlélteti Novak Béla professzor altal leirt hasonlat, ami a sejt és egy
vegyi gyar miikkodését hozza parhuzamba. Ahogy gyarban a gépek végzik a termékek eldal-
litast, ugy a sejtekben bizonyos fehérjék, az enzimek végzik a kémiai atalakitasokat (Novak,
1998).

A mai gyarakban azonban nemcsak egy-két gép van, hanem gépsorok, amik egymas-
sal is kapcsolatban allnak. Ahhoz, hogy egy gyar miikodését megismerjiik, gépsorokbol fel-
¢épiil6 rendszert kell megismerniink. Leforditva a sejtek viselkedésére: életciklusuk szaba-
lyozasa fehérjékbdl felépiild biokémiai halozattal torténik. Ez a rendszer egy rendkiviil bo-
nyolult, az eukaridta organizmusokra nézve evolucidsan igen konzervalt molekularis halo-
zat, melynek alapvetd egységei mar 1,5 milliard éve megjelenhettek. Minden €16 organiz-
mus — az egysejtli baktériumoktol a tobbsejtii emlosokig - a folyamatosan ismétlédo sejtno-
vekedés és sejtosztddas eredménye az élet megjelenésére, azaz tobb mint 3 milliard évre
visszanézve (Alberts et al., 2009). A méretkontroll rendkiviil fontos, hogy az egymast kove-
té generaciokban 1évo sejtek azonos méretiieck maradjanak.

A sejtciklus szabalyozasanak megértése modellorganizmusok hasznalataval a leg-
egyszerlibb. Gyakran hasznaljak erre a célra, példaul az egysejtli élesztdgombakat
(Saccharomyces cerevisiae, Schizosaccharomyces pombe) tobb ok miatt is. Az érvek a ko-
vetkezok: egyszeriibb felépitésii szabalyzo rendszeriik van, genetikai térképezésre alkalma-
sak (Turner et al., 2012). A korai embrionalis sejtek (pl. Xenopus laevis) kiilonlegesen jo
vizsgalati rendszernek bizonyulnak a sejtet M féazisba vezetd fehérje aktivitdsara nézve
(Morgan, 2007). A hasado ¢élesztéként is ismert Schizosaccharomyces pombe kivalé modell-
organizmusként szolgal jellegzetes fiziologiai tulajdonsagai (pl. szimmetrikus osztodas) mi-
att is a sejtciklus tanulmanyozasara. Hasznalatanak jelentéségét noveli az is, hogy teljes ge-
nomja 2002 ota ismertté valt (Wood et al., 2002), tovabba 2001-ben az orvosi Nobel-dijat
harom olyan kutatonak (Leland Hartwell, Tim Hunt, Paul Nurse) itélték, akik munkajuk
soran a sejtciklus szabalyozasanak megértésében tettek nagy 1épéseket. Koziiliikk Nurse szin-
te csak a hasado élesztd sejtciklusdnak miikddésével foglalkozott munkéja soran.

A matematikai modellezés sordn az emlitett molekularis halézat tagjai (gének, fehér-
Jék és molekulak) kozotti kapcsolatot irjuk le. Tehat a relevans tagokra kinetikai egyenletet

frunk fel, ami a szintézist, lebomlast, aktivalast tartalmazza. Igy egy bonyolult differencil



egyenle- tekbdl felépiilé rendszert kapunk. A matematikai modellt kisérletes eredményekre
illesztjiik ra. Idealis esetben a két kiilon moddszerrel kapott eredmény megegyezne, de ez
gyakorlatilag nem érhet6 el. A modell valtoztatasa addig sziikséges, mig megfelel6 egyezést
mutatnak a kisérletes adatok a szimulacidval kapott eredményekkel.

A dinamikai rendszer allapotat adott szamu allapotjelz6é irja le. A dinamikai rendszer
id6beni viselkedése determinisztikus, azaz adott pillanatban egyetlen allapotot vehet fel. Az
allapot kifejezés alatt egy periodikus oszcillaciot kell érteni a sejtciklus tanulméanyozéasakor.
Ezt a viselkedést kihasznalva kisérletes adatokkal nem rendelkezé komponensek mennyisé-
gét tudjuk meghatarozni a sejtciklusban, azaz meg tudjuk josolni olyan mutansok viselkedé-
sét, amit eld sem allitottak.

Egyes kutatok szerint a sejtciklus szabalyozasanak megértése mas okbol is fontos.
Ugyanis hozzajarulhat a rak kezelésére alkalmas gyogymodok kifejlesztéséhez (Nasmyth,
2001). Ha a hasado ¢leszt6 sejtciklusahoz hasonléan modelleznénk az emberi sejt osztodasat
— a helyzetet az egyéb szoveti szignalok jelenléte bonyolitja ugyan — akkor térképet kapnank
a szabalyozasi folyamatban szerepld fontos fehérjékrdl. Koncentraciojuk valtozasara diffe-
rencidl egyenletek illesztve szdmszerisithetjiikk az egyes fazisokban 1évé mennyiségiiket.
Ezaltal informaciot kapunk, hogy pl. mely gének felelések a szoveti kontroll beinditasaért,
ami a hibas sejtet Go-fazisba juttatja. A daganat kialakuldsakor azonban pont ez a szignal
megy tonkre, tehat valami kikapcsolja. A matematikai modellezés determinisztikus illetve
olcso tulajdonsagat vizsgalva meghatarozhatnank a daganatos valtozast okozo fontos géne-
ket, melyek mutalodasa okozza a hibas sejtek burjanzasat. Ha ismerjiik az ellenséget, akkor
mar megoldast is talalhatunk a problémara, pl. ezen fehérje szintézisét gatlo gyogyszer al-

kalmazasaval.



2. Irodalmi attekintés

2.1. Az eukariota sejtciklus

A sejt az élet funkcionalis és strukturalis, onreprodukciora képes alapegysége. Egy sejt
szletése pillanatatol az osztodasig tartdo folyamatok (pl. sejtnovekedés, kromoszoma
replikacio,kromoszoma szegregacio) osszességét sejtciklusnak hivjuk (1. abra) (Alberts et
al., 2009). Osztddas utan keletkez6 két utodsejt hossza tavi fennmaradasahoz elengedhetet-
len, hogy a sejt méretét, kromoszomakeészletét, fehérjéit, egyéb sejtalkotdit megkettdzze €s
mindezen felsorolt molekuldkat egyenletesen eloszlassa a két leanysejt kozott. A sejtciklus
egyes eseményei diszkrétek, azaz szigoria sorrendben kell lejatszodniuk: eldszor a
replikacionak, majd a mitézisnak és végiil a sejtosztodasnak kell megtorténnie. Arrdl, hogy
pontosan egymas utdn kovetkezzenek ezek az események, fehérjékbdl felépiild molekularis
halozat gondoskodik. A sejtciklust két egymastol elkiilonithetd ciklusra bonthatjuk. A sejt-
ciklus jelent6s része a sejtmagban jatszodik le (pl. replikacio). Ezt nuklearis vagy mas néven
kromoszomas ciklusnak is hivjak. Rendkiviil fontos ebben a ciklusban a pontossag. Ha nem
preciz az esemény, annak végzetes kovetkezményei is lehetnek a sejt utddjaira nézve. A
mit6zis nem a sejtmagban jatszodik ugyan le, mivel a sejtmag lebomlik, de mégis logikailag
a nuklearis ciklushoz tartozik. A citoplazmas ciklus soran a sejt megduplazza tomegét és
sejtalkotoit. Ezen események folyamatosan mennek véghe, és nem preciz sem a sejt néveke-

dése, sem osztoddsa: a sejt osztodaskori mérete nem lesz tokéletesen a sziiletéskori méreté-
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1. abra:
Az eukaridta sejtciklus (Alberts et al., 2009).



A sejtciklust két f6 részre is bonthatjuk: M-fazisra és interfazisra (2. abra). Az
interfazis a két M-fazis kozotti szakasz, ami tovabbi harom részre: Gi-, S- és G,-fazisra
bonthatd. A G-fazisokra egyrészt azért van sziikség, hogy az S- és M- fazis jol elkiilonitve
legyenek. Ha nem lennének clkiilonitve ezek a diszkrét események, akkor a sejt elpusztulna.
Ezt egy kisérlettel ala is tamasztottak: két emldssejtet fuzionaltak 6ssze, amelyek a sejtciklus
kiilonb6z6 fazisaiban voltak. Amikor egy M- és egy S-fazisban 1év0o emlOssejtet egyesitet-
tek, azt tapasztaltak, hogy a kromoszomak tomorodnek az S-fazisu sejtmagban, pedig a
replikacio be sem fejezédott és a sejtek elpusztultak (Alberts et al., 2002). Masrészt azért is
kellenek a G;- és G,-fazisok, hogy a sejt elérje az osztodashoz sziikséges kelld méretét. S-
fazis soran DNS replikacio, M-fazis soran pedig mitozis jatszodik le, utdobbi folyamat soran

a sejt egyenlden elosztja a leanykromatidakat a két leanysejt magjaiba (Morgan, 2007).
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2. abra:
Az eukaridta sejtciklus fazisai (Alberts et al., 2009).

A mitozist tovabbi 6t fazisra tagolhatjuk: ezek sorrendben a profazis, prometafazis,

metafazis, anafazis, telofazis (3. abra).
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3. abra:
A mitozis fazisai (http://patriotapbio2010.wikispaces.com/Unit03-Cells-Mitosis).

A profazis elsé 1épéseként egy fehérjedimer, az MPF foszforilezi a kondenzineket és
a H1-hisztonokat, igy a kromoszoémak feltekeredett struktiraba rendez6dnek, kondenzalod-
nak. A centromer beflizddéseknél kinetochor nevii fehérjekomplex gyiilik dssze. A sejtvaz
elemek magorsova valo atalakulasa is elkezdédik. MPF foszforilezi a mikrotubulus asszoci-
alt fehérjéket, amelynek kovetkezményeként a mikrotubulusok minden irdnyba névekedni
kezdenek. Ha a sejtkortexet elérik, konnyen letapadnak. Néhany ilyen sejtvaz elem kapcso-
l6dik a centroszomahoz, igy stabilizalodnak, tovabba a magorsé bipolaris alakjat biztositjak
(4. abra). A sejtkortexhez pozitiv végikkel tapadd sejtvaz elemeket asztralis
mikrotubulusoknak hivjuk. Mindkét centroszomabol mikrotubulusok erednek, melyek Kko-
z6tt kapcsolat alakulhat ki; atlapolhatnak egymason. Ezeket interpolaris mikrotubulusoknak
hivjuk.


http://patriotapbio2010.wikispaces.com/Unit03-Cells-Mitosis
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4. abra:
A bipolaris magorsé kialakulasa (Alberts et al., 2009).

N

A prometafazis (4. abra) legfontosabb eseménye a sejtmaghartya szétesése, amelyet a
lamina réteg MPF altali foszforilez6dése idéz elé. A dinamikus mikrotubulusok elkezdhetik
,pecazni” a replikalt kromoszomakat. Ezek a sejtvaz elemek kinetochor komplexen keresz-
til tudnak a kromoszoémahoz kapcsolodni, innen ered az elnevezésiik is: Kkinetochor

mikrotubulusok (5. abra).
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M \
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Figure 18-25a Essential Cell Biology (© Garland Science 2010)

5. dbra:
A metafazis (Alberts et al., 2009).



A kromoszdéma két leanykromatidabol all, igy két kinetochor fehérje komplexiik van,
egymassal ellentétes iranyban. A ,pecazas” soran nagy sebességgel polimerizalodik 1-1
mikrotubulus kéteg és elkapja egy kromoszomat két iranybol (6. abra).
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Figure 18-24 Essential Cell Biology (© Garland Science 2010)
6. abra:

A mikrotubulusok kapcsolédasa a kromoszomahoz (Alberts et al., 2009).

A metafazis folyaman a két mikrotubulus koteg egy képzeletbeli, ugynevezett
metafazisos sikra rendezi a kromoszomakat. A kromoszdmakat a kohezin-komplexek tartjak
Ossze a metafazis soran. A metafazis-anafazis hataron egy szepardz nevil proteolitikus hatas-
sal rendelkez6 enzim ,,szétvagja” ezt a kohezin-gylrit. A metafazis-anafazis atmenetig egy
szekurin nevill inhibitor kapcsolodik a szeparaz enzimhez. A metafdzis végén az aktiv APC
(Anaphase Promoting Complex) ubikvitinezéssel megjeldli a szekurint, mely irreverzibili-
sen lebontddik. Az ubikvitinezéses proteolizis mechanizmusa rendkiviil fontos. Az ubikvitin
egy 76-79 aminosavbol 4ll6 polipeptid, ami kiilonb6z6 célfehérjék aminsavoldallancai koziil
a lizin g-aminocsoportjaval izopeptidkotést tud létesiteni. Ubikvitin ligazok megjeldlik spe-
cifikusan a degraddlando fehérjét egy poliubikvitin lanccal. A megjelolt molekulat a
proteaszoma felismeri, és képes degradalni azt. Ez a mechanizmus alkalmas a ciklinek és
mas egyéb fehérjék specifikus és gyors eltavolitdsara, és ennek felfedezéséért Avram
Hershko két munkatarsaval 2004-ben kémiai Nobel-dijat kapott (Morgan, 2007).

Az APC anafazist serkentd komplex akkor lesz aktiv, ha az sszes kromoszoma a

metafazisos sikon talalhatd, mivel a mikrotubulusok addig ,,rangatjdk” a kromoszomakat,
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mig fel nem alltak erre az ,,egyenlitore”. Egészen addig a kromoszomakra esd fizikai fe-

szlltség gatlo hatast mér az APC molekulara (7. abra).
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Figure 18:29 Essental Cell Biology (6 Garland Science 2010)
7. abra:
A kohezin-gyiiriik proteolizise (Alberts et al., 2009).

Az anafazist két részre oszthatjuk. Az elsé az anafdzis A, mely soran kinetochor
mikrotubulusok rovidiilnek depolimerizacié miatt, melynek kdvetkeztében a hozzajuk kap-
csolt kromoszomak a centroszomak felé vandorolnak. A mozgashoz sziikséges erét a mo-
torfehérjék szolgaltatjak ATP hidrolizisével. Masik része az anafazis B, melynek folyaman
az interpolaris mikrotubulusok egymason vald elcsuszasaval a centroszomak eltavolodnak
egymastol. A folyamatot szintén motorok hozzak létre. A két rész idoben nem kiiloniil el
¢lesen egymastol. Az anafazis végére a sejt megnyult allapotban lesz.

A telofazis soran felépiil a két uj sejtmag: az APC molekula nemcsak a szekurint, ha-
nem a B-tipusu ciklineket jeloli meg degradaciora, igy az MPF aktivitasa eltiinik. A lamina
réteg, mely a prometafazis soran MPF foszforilezése altal szétesett, most ismét dssze tud
szerel6dni. A sejtmag membranfuzioval épiil fel (Alberts et al., 2009).

Az élesztdk, sot altaldban a gombdk esetében zart mitdzis tapasztalhato, azaz a
mitdzis sordn nem bomlik le a sejtmagmembran, hanem a sejtmag megnyulik az anafdzis

soran, majd a mit6zis végén kettéosztodik (Morgan, 2007).
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2.2. A sejtciklus szabalyozasa

A sejt mérete nemcsak a kiilonb6z6 organellumok térfogataval aranyos, hanem a
DNS tartalmaval is (Turner et al., 2012). Egy diploid élesztésejt nagyjabol kétszer akkora,
mint egy haploid, tovabba a sejtmag mérete/citoplazma mérete hanyados allando egy sejt-
ciklusra nézve (Neumann and Nurse, 2007). Az alland6 arany azt jelenti, hogy a sejt mére-
te a DNS mennyiségéhez alkalmazkodik: ha Kisebb genomot tartalmaz a sejt, mérete is le-
csokken. Ennek a fiziologiai valtozasnak kovetkezménye van: ha lecsokken a genom a
sejtben, akkor bizonyos gének is elvesznek, amelyek befolyasoljak a transzkripciés me-
chanizmus utjat (Turner et al., 2012). A sejt mérete tehat fiziologiailag fontos, ezért az evo-
lacid soran kialakult egy molekularis szabalyzo6 rendszer (Mitchison, 1971).

Tehat az egysejtli populacidoban a fennmaradashoz elengedhetetlen a sejtek méreté-
nek generaciokon keresztiili valtozatlansdga, a homeosztazis. Novekvo sejtekben a méret
allandosaganak biztositasara sziikség van a Gi- és Go-fazisokra. A korai embriok esetében
ezek a fazisok kimaradnak, éppen a nagy méretiik kovetkeztében. A sejtciklust két tovabbi
1épésre oszthatjuk: egy kromoszémas ¢€s egy citoplazmas ciklusra. Hosszl tdvon sziikséges,
hogy a kromoszomas ciklus periddusideje egybeessen a tomegduplazodasi idovel.

A kromoszomas és a citoplazmas ciklus koordinalt szabalyozasara egy egyszer(i ha-
sonlatot hasznalhatunk: a bicikli modellt. Ha a citoplazmas ciklus ideje nagyobb, mint a
kromoszémas ciklusé, az azt jelenti, hogy utobbi gyakrabban fog lejatszodni. Kovetkez-
mény: a Sejt genetikailag instabilla valik, ami letalis. A kromoszomas ciklus részérél egy
pozitiv szignalra van sziikség, ami serkenti a citoplazmas ciklust, konkrétan a sejtosztodast.
Ezt a jelet a sejt a mitdzis folyaman bocsatja ki. A két periodusidé igy 6sszehangoltta valik,
de kisebb lesz, mint a tdmegduplazodasi ideje, ezért a sejtek mérete egyre kisebb lenne az
egymast kovetd ciklusokban. Megoldas: a citoplazmas ciklus negativ szignalt kiild a kromo-
szomas ciklus felé, hogy periodusidejiik egyenld legyen. Ezt a gatlast méretkontrollnak hiv-
juk, mivel ez a negativ jel nem engedi, hogy a kromoszémas ciklus bekovetkezzen, mig egy
bizonyos méretet el nem ért a sejt (Sveiczer and Racz-Monus, 2013).

A sejtciklus szabdlyzéasara tobb elmélet is sziiletett. A kutatok novekvd sejteket ta-
nulmanyozva megallapitottak, hogy a sejtciklus eseményei szigortian egymads utdn kovet-
keznek be. Ha egy esemény kimarad, onnantol downstream blokkolodik a folyamat. Nagyon
hasonlit a dominok viselkedésére: ha egy elddl, vele a tobbi is el fog. Ezért ezt az elképze-
lést domino modellnek nevezik. Késébb korai embridkat tanulmanyozva megallapitottak,

hogy ezekben az ¢l6lényekben nincsenek ellendrzési mechanizmusok. A sejtciklus folyama-
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tai egymastol fliggetlenek, melyeket egy id6kapcsolo indit el (éramii modell). A sejtciklus
konzervalddott az evolucid soran, ezért nem lehet két elmélettel leirni mechanizmusat. Két
egyszerl elmélet 6tvozeteként megsziiletett az automata mosogép elmélet: kdzponti szerepe
egy kontrollrendszernek van, ami az eseményeknek bizonyos id6t ad, és a tovabblépést csak
akkor engedélyezi, ha a bekovetkeztek mar a tovabblépési pontot megel6zd események
(Alberts et al., 2009).

Az eukariota sejtekben harom ellendrzési pont (,,checkpoint™) 1étezik: G1/S, Go/M és
a mitdzisban bekOvetkez0 metafazis/anafazis hataran (8. abra) (Murray, 1994). Az els6 a
G1/S hataran mitkédik, magasabb rendii szervezetekben restrikcidés pontnak (Zetterberg et
al., 1995) vagy élesztékben Start pontnak (Forsburg and Nurse, 1991) is hivjuk. Ennél a
pontndl ellendrzi a sejt, hogy megfeleldéek-e a kdrnyezeti paraméterek, a megfelelé méretet
elérte-e, a mitdzis szabalyosan lejatszodott-e, sériilt-e a DNS. Ha ezeket rendben talalja, ak-
kor elkezdheti a DNS-szintézisét. Emlds sejteknél azonban szoveti szignalokrol is beszélhe-
tiink, ami rendellenesség fellépésének esetén fontos szereppel bir (pl. daganat). Szoveti
szignal hatasara Gy allapotba keriil a sejt. Ez egy specialis nyugvo allapot, mely soran a sejt-
nek az alabbi lehetdségei adodnak: tovabb megy a sejtciklusba, atmenetileg blokkolodik és
ebben a fazisban marad vagy tartosan elhagyja a ciklust, és meiozisba megy at (Alberts et
al., 2009). A G,-fazis végén ellendrzi a sejt, hogy a DNS szintézis megfelelden végbement,

tovabba nincs-e DNS sériilés, megfelelé-e a sejt mérete (Maller, 1994).

G,/ S ellendrzési

oa

Sejtosztodas
metafazis / anafazis -
ellenérzési pont

&

©

G,/ M ellenérzési
pont

8. abra:
A hasad6é éleszto vad tipusu sejtjére jellemzo fazisaranyok és ellendrzési pontok

(Sveiczer and Horvath, 2013).
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Az utolsé ellendrzési mechanizmus a mitoézisban hat (Deshaies, 1995). A sejtnek
meg kell gy6zddnie, hogy a kromoszoémak rendesen felalltak-e a metafazisos sikra, tovabba
kapcsolddik-e minden lednykromatida a kinetochor mikrotubulusokhoz. A szegregaci6 csak
ezutan kovetkezhet, hiszen ha akkor menne végbe, mikor még nem alltak fel pontosan erre a
hipotetikus sikra, akkor un. aneuploidia jelenség alakulna ki, ami tobbnyire letalis.

A vad tipust S. pombe sejtciklusat rovid Gi-, €s hossziu G,-fazis jellemzi (8. abra)
(Mitchison, 1989). A G2/M ellendrzési pont az aktiv, mig a G1/S hataran kriptikus (rejtett)
méretkontroll van. A wee mutans sejteknél forditott a helyzet: a Gi/S hataran miik6do

,,checkpoint” az aktiv, mig a G,/M ellendrzési pont sériilt (9. abra).

, @
metafazis / @
anafazis ellenérzé- )
si pont apy Sejtosztédas
@

G1/ S ellenérzési

l__@\ pont

G2/ M ellenérzé- L
si pont ®miikadd méretkontroll

®s¢riilt méretkontroll

9. abra:
A hasado éleszté weel mutansu sejtjeire jellemzo fazisaranyok és ellendrzési pontok

(Sveiczer and Horvath, 2013).

2.3. A sejtciklus szabalyozas molekularis mechanizmusa

A sejtciklus eseményeinek preciz szabalyozasat egy kozponti kontrollrendszer ira-
nyitja, melynek legfontosabb regulatorai a fehérje dimerbdl felépiilé ciklinfiiggd kinazok
(10. abra) (Alberts et al., 2009). Az egyik alegység egy kinaz, amit katalitikus alegységnek
is hivunk. A kindzok ATP terhére végzik az atalakitast szubsztratjaikon, ami éltalaban sze-

rin, treonin ¢€s tirozin oldallancaikon talalhat6 hidroxilcsoporton keresztiil vald foszforilezést
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jelent. A folyamat energia sziikségletét az ATP hidrolizise fedezi. Foszforilalas hatasara a
fehérje biologiai aktivitdsa megvaltozik. A dimer masik alegysége a regularis, ez a ciklin.
Elnevezése az 1980-as évekbdl Tim Hunt kutatotdl ered. A tengeri siin korai embrionalis
szakaszat vizsgalva megallapitotta, hogy ennek a fehérjének a koncentracioja a ciklus soran
ciklikusan valtozik (Alberts et al., 2009). A kindzok aktivitasahoz sziikséges, de nem elég-
séges feltétel a ciklinhez vald kapcsolodas, ezért ciklin dependens kindznak (Cdk) nevezziik
(10. abra). Magasabb rendii szervezetekben tobbfajta ciklin, mig alacsonyabb rendl szerve-
zetekben kevesebb is elég a szabalyzashoz. A ciklin befolyasolja, hogy mi a kindz
szubsztratja, igy kiilonbozd ciklinekkel elegendd lehet egyes egyszeriibb szervezetekben egy
Cdk is a szabalyozashoz. Ez a Cdkl1 jel fehérje élesztdgombaknal, amit a hasado élesztében

a cdc2 gén kodol.

cyclin
\

p

\l/y,
-

cyclin-dependent
kinase (Cdk)

Figure 18-4 Essential Cell Biology (© Garland Science 2010)

10. abra:
A kozponti kontrollrendszer legfontosabb eleme: a ciklinfiiggé kinaz (Cdk; ciklin dependent kinase)
(Alberts et al., 2009).

Magasabb rendii szervezetekben tobb ilyen Cdk 1étezik. Az egyik az S-fazist serken-
t6 S-Cdk. G;-fazis soran a replikacios origod kis szekvencidja legalabb 6 fehérjét vonz maga-
hoz, ami nem mas, mint az ORC (Origin Recognition Complex) (11. abra). A G;-fazis soran
termel6dik egy fehérje (Cdc6), ami az ORC-hez kapcsolodik (Alberts et al., 2009). Ez a fe-
hérje tovabbi proteineket vonz a komplexhez, ezért gyakran toltéfehérjének is hivjak. Egyiit-
tesen alkotjdk a prereplikacios komplexet. Ahhoz, hogy a sejt S-fazisba 1épjen, ennek a
komplexnek szét kell esnie. Az S-Cdk szerepe itt jelenik meg: a Cdc6 fehérjét foszforilezi,
ami ennek kovetkeztében leesik a komplexrdl. Nemcsak az APC, hanem egy masik moleku-
la az SCF is képes ubikvitinezéssel degradaciora jeldlni bizonyos fehérjéket. SCF jeldli meg
a Cdc6 jelt fehérjét a fent leirt modszerrel, azonban erre csak akkor képes, ha a Cdc6 az SPF

altal mar megfoszforilezodott (Morgan, 2007). A Cdc6 jelii fehérje megfelel6 modositasok
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utan a proteaszomaba jut, mely egy protedz enzimekbdl felépiilo komplex. A toltéfehérjén
torténd modositasokkal parhuzamosan a prereplikacios komplex szétesik. Ez azonban még
nem elég az origd tiizeléséhez, egyéb enzimek (pl.: DNS-polimeraz) kellenek. Replikacio
csak akkor indulhat el, ha a Cdc6 képz6dott és le is bomlott. Az SPF G,-fazis soran megtart-
ja aktivitasat, igy lehetetlenné teszi a prereplikacidos komplex 1étrejottét, azaz gatolja az un.

rereplikaciot, azaz egy abnormalisan ismételt replikéaciot.

Cdc6
origin recognition /

complex (ORC) N\
G \ " . .
1 origin of f E;ﬁnrelz)l(lcatlve
replication —— P

S-Cdk TRIGGERS

DEGRADATION OF
SENE Cdc6  pHOSPHORYLATED Cdc6
o) u Vb\ D
other proteins P -
of pre-RC L
s
ASSEMBLY OF
REPLICATION FORK
COMPLETION
OF DNA
REPLICATION
Figure 18-14 Essential Cell Biology (© Garland Science 2010)
11. abra:

A replikacio és a rereplikaciés gatlas mechanizmusa

(Alberts et al., 2009).

Masik ilyen Cdk molekula az M-Cdk, ami a mitdzist serkenti. Alacsonyabb rendii
szervezetekben a két kindz azonos, ciklinek valtoztatasaval érhetik el az S-, illetve az M-
fazist (Alberts et al., 2009).

Korai embrionalis sejteknél, els6ként az afrikai karmosbékaban (Xenopus laevis) fi-
gyeltek meg egy érdekes jelenséget: ezekbdl a sejtekbdl kivont citoplazma beinditja éretlen
oocitakban az érést. Az oocita egy éretlen diploid sejt, mely a petesejt Go/MI fazishataron
valo blokkolodasakor keletkezik. A kutatok azt tapasztaltak, hogy ha mitdzisos sejtbdl ki-
vont citoplazmat injektalnak egy éretlen oocitaba, akkor bekdvetkezett az érés. Ellenben, ha
interfazisos sejtbol vettek citoplazma mintat, és azt fecskendezték be az oocitaba, akkor nem
tortént valtozas. Az érést beindité anyag az MPF (Maturation Promoting Factor) nevet kap-
ta (Alberts et al., 2009). Az MPF-et felépito ciklin a ciklin-B, amit a cdc13 gén kodol hasado
¢lesztében, a ciklin fiiggd kindz pedig a Cdkl (Hunt, 1989). Az MPF azonos fent emlitett
M-Cdk-val.
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Az MPF kozvetleniil és kozvetve is hat a sejtben kiilonb6zo szubsztratokon, hogy az
M-fazis el tudjon kezdddni. Kozvetleniil foszforilezi a nuklearis lamina halozatot, ami egy
intermedier filamentum a sejtmagmembran alatt. Foszforilaci6 hatdsara a magmembran
szétesik, igy eltlinik a sejtmag. A H1 hiszton fehérjéket is kdzvetleniil foszforilezi, amivel a
DNS kondenzaltsagat segiti eld, tovabba a kondenzineket, amik hurkokat képeznek a DNS-
en, és ezzel a DNS még tomorebbé és kompaktabba valik. Kozvetleniil foszforilal bizonyos
mikrotubulusokhoz asszocialodo fehérjéket (MAP), ami a sejtvaz elemek stabilitasat befo-
lyasolja: mitézisban a mikrotubulusok rovidebbek lesznek, mint interfazisban. Kozvetett
hatasai kozt szerepel tobb regulator (pl. foszforilacios kaszkadok) beinditasa (12. abra)

(Alberts et al., 2009).

MPE
T
i 1
llf/(.'—yclin B /I |

_ /

18

Chromatin Nuclear Fragmentation Spindle
1 nrwc-|r1p(- ¢ . - : .
condensation of Golgi and ER formation
breakdown
Phosphorylation Fhosphorylation Phaosphory latien Microtubule
of condensins of lamins of G130 instability
4 -
12. 4bra:

MPF kozvetett és kozvetlen hatasai
(http://ke.njnu.edu.cn/swxbx/shuangyu/9.files/image022.gif).

Az interfazis végén az MPF aktivitdsdnak a mitdzis kezdete eldtt hirtelen kell meg-
ndnie, és a végén hirtelen kell lecsokkennie, hogy tovabb 1éphessen a sejt a ciklusanak ko-
vetkez szakaszara. A mitdzis fazisainak részletezésekor mar emlitettem, hogy APC mole-
kula ubikvitinezéses jeldléssel a B-tipust ciklineket megjeloli, amelyek igy lebomlanak. A

folyamat szinte pillanatszert, az MPF gyorsan inaktivalodik (13. ébra).

»
4
cyclin P
vz, 08

G B UBIQUITYLATION % DESTRUCTION
L 0 9,
OF CYCLIN OF CYCLIN & W
» —_— 0y — A

active cyclin-Cdk inactive Cdk
complex

13. abra:
B-tipusu ciklinek degradaciéja

(Alberts et al., 2009).
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Az MPF aktivitasanak hirtelen vald6 megnovekedésérol még nem esett sz6. A folya-
mat szabalyzasa tobb 1épésben torténik. A Gi-fazisban egy sztdchiometrikus inhibitor, a
ciklin fiiggd kinaz inhibitor (réviden CKI) a Cdk-ciklin dimer molekulaval trimert alkotva
gatolja annak mitkodését. Ezt a fehérjét a ruml gén kodolja a hasado élesztében.

Ez az inhibitor azonban csak a Gi-fazisban fejti ki hatasat. Az S- és G,-fazisban
sziikség van egy masik fehérje gatld hatdsara. Két kindz egy-egy foszforilaciot hajt végre a
Cdk1-en. Az egyik aktivalo foszforilacio a Thr-161 aminosavon, mig a masik egy inaktivalo
foszforilacié a Tyr-15 aminosavon. A kétszeresen foszforilalt forma inaktiv lesz (14. abra),

amelyet az MPF interfazisos un. preMPF formdjanak hivunk.

inactive inactive active

cyclin cyclin-Cdk complex  cyclin-Cdk complex  cyclin-Cdk complex
activating

protein phosphatase
inhibitory

phosphate

)
e C=€ ¢
cdk activatin, P

phosphate

Figure 18-9 Essential Cell Biology (© Garland Science 2010)

14. abra:
A kinazok foszforilaciés médositasai a Cdkl-en
(Alberts et al., 2009).

A preMPF MPF-f¢é val6 atalakuldsaban tobb fehérje vesz részt. Az egyik fontos pro-
teint a hasado élesztében a weel gén terméke (kisebb aktivitasu hattérkopiaja a mikl), amely
a Tyr-15 foszforilaciojat katalizalja. Ez egy er0s inaktiv foszforilacio (14. abra). A gatlo
foszfatcsoportot egy masik enzim, a cdc25 gén altal kodolt foszfataz tavolitja el (15. abra).
Utobbi fehérjének is ismert egy kisebb aktivitast hattérkopiaja, a pyp3 gén. A Cdc25
foszfataznak szintén két formdja van: egy aktiv és egy inaktiv, mely ugyancsak
foszforilezéssel szabalyzodik. Az MPF maga is foszforilezi a Cdc25 fehérjét, igy aktiv lesz.
Pozitiv visszacsatolas jon létre: minél tobb aktiv MPF van, annal tobb aktiv Cdc25. Ez
okozza az MPF aktivitasanak hirtelen valdé megugrasat a G,-fazis végén, igy M-fazisba
,.kergeti” a sejtet (Alberts et al., 2009).
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15. abra:
Az aktiv MPF kialakulasa

(Alberts et al., 2009).

2.4. A méretkontrollt meghatarozé egyéb tényezok

Nemcsak a ciklinfliggd kindzoknak van befolyésolasa a sejtek ciklusanak szabalyza-
sara. Kedvezdbb koriilmények kozott nagyobb sejtek fognak sziiletni, mig rosszabb feltéte-
lek mellett kisebb sejtek (Fantes, 1977). Ha az exponencialis fazisban 1év6 sejteket jobb ko-
rilmények koz¢ helyezziik (shift-up), azt tapasztaljuk, hogy az atoltas utan egy darabig még
a megszokott életciklusuk ,iitemére tancolnak”, majd egy id6 utdn nem torténik osztodas a
tenyészetben. Késobb, amikor elérik a méretkontroll altal megszabott 0j méretet, jra el kez-
denek osztoédni. Elobbi kisérleteknél a tapkozegben adekvatabb szén- vagy nitrogénforra-
sokkal biztositjak a kedvezdébb feltételeket. A folyamat magyarazata a kovetkezd: azok a
sejtek, melyek az ellenérzési pontjukat elhagytak az el6z6 tapkdzegben, azok tudnak Szapo-
rodni, a tobbi sejt egy ideig nem. Az uj tapkozegben mar mas kritériumoknak kell megfelel-
niiik. Ha ezek utan a régi tapkozegbe tessziik vissza a tenyészetet (shift-down), akkor azt
tapasztaljuk, hogy egyszerre rengeteg sejt kezd el osztodni. A jelenség magyarazata: vissza-
all az eredeti allapotba a rendszer, a méretkontroll lecsdkken.

Az M-, G;- és S-fazisok hosszat nem befolyasolja a sejt mérete (timer) a hasado
¢lesztoben. A folyamatok végbemeneteléhez konkrét id6tartam sziikséges. A Go-fazisban éri

el a sejt a kivant méretet (sizer). Ha a kdrnyezeti tényezdk jobbak, akkor ez a fazis nyulik
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meg, ha rosszabbak, akkor ez zsugorodik Ossze. Valamekkora id6tartamu G,-fazis mindig
jelen van (Nurse and Fantes, 1981). Tehat a sejtciklust egy ,.timer” és egy ,,sizer” egységre
lehet bontani (,,timer+sizer” modell). A "90-es évek kozepére deriilt ki, hogy a méretkontroll
pontos helye inkabb a G,-fazis kozepén van. gy a méretkontroll mechanizmusét inkabb egy

,,sizer+timer” modell irja le helyesen (Sveiczer et al., 1996).

2.5. A sejtciklus mutansok

A sejtciklus preciz végbemeneteléhez szamos fehérjére van sziiksége a sejtnek, me-
lyek a cdc (cell division cycle) gének termékei. Az 1970-es évektdl fogva sok cdc gént fe-
deztek fel az izolalt cdc mutansok révén a sarjadzo élesztében (Hartwell, 1974), valamint a
hasado élesztében (Nurse et al., 1976). A géneket mindkét ¢16lényben kiilon-kiilon a felfe-
dezésiik sorrendjében szamoztak meg.

A sejtciklus miikodését ugy vizsgaltak, hogy valamelyik cdc gént elrontottak a sejt-
ben. A mutacid kovetkeztében a fehérje miikodésképtelenné valik. A mutans sejtek a sejtcik-
lus azon pontjainal fognak megrekedni, ahol az adott cdc gén termékére sziikség volna. Sza-
porodni nem tudnak, megéllnak ennél az Gn. &tmeneti pontndl. A sejtek hosszabb tdvon valo
fenntartasaért tin. kondicionalis mutansokat hozunk létre. Ezeket pontmutacioval allitjuk eld.
A kondicionalis mutacié lényege, hogy a sejt bizonyos (permissziv) koriilmények kozott
vad, mas (restriktiv) koriilmények kozott mutans fenotipusu lesz. Leggyakrabban hémérsék-
let érzékeny cdc® mutansokat hasznalunk, amelyekben a mutacié rendszerint a fehérje tér-
szerkezetének valtozasaban nyilvanul meg. A hdmérséklet valtozasaval a fehérjék masodla-
gos szerkezetét meghatarozo H-kotések erdssége valtozik. Alacsony hdmérsékleten stabil a
H-kotés a peptidek kozott, igy stabil fehérje lesz a cdc gén terméke, tehat a sejt akadalytala-
nul szaporodik. A hasad6 éleszté homérséklet tartomanyanak felsé részében gyengiil a H-
kotés eréssége, igy nem lesz stabil fehérje a cdc gén terméke. Az S. pombe cdc® mutansai
altalaban 25°C-on osztodnak, de 35°C-on nem (Nurse et al., 1976).

A sejtciklus mutansok koziil nagyon gyakran a wee mutans sejttel foglalkozunk. A
vel rendelkezd sejteket kapunk, mint a vad tipusa sejt esetében. A nevét is kis mérete miatt
kapta, ugyanis wee a skotok Osi kelta nyelvén torpét jelent és az elsd ilyen mutanst Skocia-

ban izolaltak (Nurse, 1975).
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2.6. Szinkronizalasi modszerek

A természetben megtalalhatdo nagyméretli populdciok aszinkron médon viselkednek,
mely tulajdonsaguk nem jelent problémat, ha metabolit termelés vagy a szaporitasuk a cél.
Azonban a sejtciklus vizsgalatdhoz nélkiilozhetetlen a szinkron tenyészet. Szinkron tenyé-
szetben a sejtek a ciklus kozel azonos allapotaban vannak, ezért nagyjabol egyszerre osztod-
nak. A szinkronizalas persze sohasem tokéletes, csak megkozelitéleg lehetnek a ciklus azo-
nos pontjain a sejtek. Barmilyen jol sikeriil is a szinkronizalas, néhany generacid utan mar
gyengiil, majd meg is sziinik.

Szinkron tenyészeteket alapvetden két modon allithatunk el6: szelekcids €s indukcids
modszerekkel. Az elébbi mddszereknél kiemeljiik az aszinkron tenyészetbdl azokat a sejte-
ket, melyek a ciklus adott pontjan vannak. Az elvalasztas torténhet a sejt mérete alapjan. A
legkisebb sejtek a ciklus elején vannak, a legnagyobb sejtek pedig az osztddas elétt. Azon-
ban a legkisebb és a legnagyobb sejtek kozott is csak viszonylag kicsi a méretkiilonbség,
ezért az egyszerli centrifugdlas nem elegendd. A legjobb modszer az un. centrifugdlasos
elutriaco (Creanor and Mitchison, 1979).

Az indukcios modszerek esetén a sejteket mutacioval, vagy kémiai gatloszerekkel a
ciklusuk egy bizonyos pontjan blokkoljuk. Ha a gatlast legalabb egy generacios ideig fenn-
tartjuk, a tenyészet Osszes sejtje megall a ciklus ugyanazon pontjan, amit atmeneti pontnak
hivunk. A gatloszert ezutan eltavolitjuk a tenyészetbdl, s akkor a tenyészet szinkron moédon
osztddni kezd. Gatlo eljaras az is, ha valamilyen tapanyago(ka)t hirtelen megvonunk: akkor
a sejtek altalaban a Gp-fazisban gyiilnek Gssze.

A korabban emlitett un. cdc mutansok segitségével szintén létrehozhatok indukcios
szinkron tenyészetek. Ha a populéciot restriktiv hdmérsékleten szaporitjuk legaldbb egy ge-
neracios ideig, akkor a sejtciklus leall, de a novekedés nem. Eredményként ,,0riasi” sejteket
kapunk. Ha sokaig a restrikcios homérsékleten tartjuk, a sejtek elpusztulnak (,.kipukkan-
nak”). Permissziv homérsékletre visszatéve a tenyészetet, gyors osztédasba kezdenek a sej-

tek, és néhany generacio alatt elveszitik tomegfeleslegiiket.

2.7. A hasado élesztoben miukodo molekularis halozat

A dolgozatomban mar emlitettem, hogy milyen fazisaranyok jellemzik a vad és weel
mutans sejteket. A vad tipusu sejtnek rovid a Gi-fazisa, mig a weel mutansnak hosszu, a

ciklusa 60%-at adja ki. A sejtciklus miikddését egy molekularis halozat biztositja (16. abra).
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A G;-fazisban fontos szerepe van a Ruml sztéchiometrikus inhibitornak, a transzkripcios
faktornak (TF), a starter kinaznak (SK) illetve az APC Ste9 és SIpl fehérje alegységeinek is.
Vegyiik sorra az egyes fehérjék funkcioit!

Az els6 fontos fehérje, ami a sejtet a Gp-fazisba jutatja, az a Slpl. Ez a fehérje a
Cdcl13 (B-tipusu ciklin) lebomlasanak elinditasaért, a kohezin komplex lebomlasaért és a
Ste9 fehérje aktivalasért felelés. A Ste9 a Gi-fazisban gatolja az MPF miikddését egy bizo-
nyos MPF aktivitéasi szintig. Az M-fazis végén az Slpl-et kdzvetve, a Gi-fazis soran mar a
Ste9-et kozvetleniil foszforilalja az MPF. Az egyes fehérjék megfelelé idében valo aktivala-
sért egy negativ visszacsatolas felel. A kozvetett modon valod foszforilezés egy idokéslelte-
tést eredményez a negativ visszacsatolasban.

Masik fontos fehérje a Ruml, ami a Cdc13/Cdc2 dimerhez kapcsolddva inhibitorként
viselkedik. Azonban a G;-fazis alatt egyre tobb Cdk-ciklin dimer keletkezik, igy egy id6
utan mar tobb lesz, mint amennyit a Ruml fehérje inhibealni tud. Az MPF fogja
foszforilezni a Rum1 fehérjét, és igy degradaciora jeloli meg.

Tovabbi fontos fehérje a ,,transzkripcios faktor”, és ahogy az abra is mutatja az MPF
altal foszforilezdik. A defoszforilezett formaja serkenti a starter kinaz (SK) képz6dését. Az
SK a Ruml és Ste9 fehérjét foszforilezi, ezaltal inaktivalja 6ket. Ugyis mondhatjuk, hogy az
MPF ,baratja” a starter kinaz a G;-fazisban.

A G,-fazisban mas fehérjék mutatnak molekularis kolcsonhatast a sejtciklus kozép-
pontjaban 1évé MPF-fel. A f6 szerep a Cdc25 és Weel enzimeké, melyeknek funkciojat a
2.3. fejezetben részleteztem. A molekularis halozatrol 6sszefoglald (16. dbra) kép segitségé-

vel egyszerlien attekinthetjiik a molekularis halozat mitkodését.
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16. abra:

A molekularis halozat miikodésének sematikus abrazolasa (Novak et al., 2001; Sveiczer et al., 2001).
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A fenti (16. abra) azonban egy egyszertsitett séma. A G,/M atmenetet kissé ki kell
egésziteniink. A Weel kinaz egy nagy aktivitdsti molekula, ami megoszlik a citoplazma és
sejtmag kozott és mas fehérjék altal is szabalyozva van. A folyamat legfontosabb fehérjéi a
Poml és a Nifl, melyek specifikussaga, hogy térbeli gradienssel rendelkeznek. A Pom1 fe-
hérje a sejt mindkét végén jelen van a kortexen, de a Nifl csak ott, ahol a Pom1 csekély
mennyiségben talalhatdo meg (Berthelot-Grosjean and Martin, 2009). A két fehérje aktivitasa
a sejt belseje felé haladva csokken.

A Weel fehérjét kozvetve szabalyozzak a fent emlitett enzimek (17. abra). Kozvet-
len hatasukat a Cdr2 kindzra fejtik ki. Amig a sejt kis mérettel rendelkezik, addig a Pom1
kinaz foszforilezéssel gatolja a Cdr2 fehérje miikodését. Utobbi enzim feladata a Weel inak-
tivalasa ugyanezzel a mechanizmussal. Ha a sejt mérete megnd, akkor a Pom1 aktivitasa
lecsokken, Cdr2 kindz modositani tudja a Weel fehérjét és a sejt az M fazisba mehet

(Berthelot-Grosjean and Martin, 2009).

F X
Pom1 Weet Pom1 Pom1 Wee1 Pom1
| Cell
CDK1 growth com
SN,

G2 de!ay Mitotic commutment

TRENDS in Cell Bioloav

17. abra:
A G,-fazis fontos szerepldi (Berthelot-Grosjean and Martin, 2009).

A folyamatnak szamos mas szerepl6i is vannak pl. Teal, Tea4 fehérjék, melyek a
Pom1 fehérje helyes lokalizacigjaért felelnek. Dolgozatomban mar irtam, hogy a Pom1 fe-
hérje mennyisége a sejt végeken a legnagyobb. Feltehetjlik a kérdést, hogyan miikodik az a
mechanizmus (18. abra), ami a Pom1 gradienséért felelés? El6bbi fehérjének bizonyos szek-
vencidja argininben és lizinben gazdag, melyek pozitiv toltésti aminosavak. Segitségilikkel ez
a fehérje a membran negativ t6ltési lipidjeihez (pl.: foszfatidil-szerin) tud kapcsolddni elekt-
rosztatikus vonzéas kovetkeztében. A Poml kinaz autofoszforilacidra képes, melynek ko-
szonhetdéen a kortexben marad. Kisérletesen is bizonyitottdk ezt a tényt, mikor a kindz
domént eltavolitottak a pom1 génrdl (Hachet et al., 2011). Viszont az autofoszforilacio miat-
ti sok foszfatcsoport és a plazma membran foszfatcsoportjai kdzott taszitd kolcsonhatas 1ép

fel, melynek eredményeként gyengiilni fog a fehérje membrannal val6 kdlcsonhatasa.
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18. abra
A Poml Tea4 és Dis2 fehérje altali szabalyzasanak mechanizmusa (Hachet et al., 2011).

A Tead fehérje mas, pl. a Dis2 foszfataz szallitasaért is felelds. Utobbi két fehérje
Osszekapcsolodik, majd mikrotubulus segitségével a sejt végére keriilnek. A Dis2 fehérje
defoszforilalja a Pom1 fehérjét, melynek kovetkeztében nagyobb kolcsonhatas alakul ki a
membran és a fehérje kozott (pozitiv toltések szama nem valtozik, negativ toltések csokken-
nek). A Pom1 fehérje ezutan a membran sikjaban lateralis diffazioval haladva a folyamatos
autofoszforilacio (dinamikus viselkedés) kovetkeztében képzddd negativ toltésii foszfatcso-
portok miatt Gjra tavolabb keriil a membrantol. A folyamatos autofoszforilacios eseménye-
ket egy ,.timer” modell segitségével irhatjuk le, azaz bizonyos idére van sziikség, hogy a
Pom1l gradiense kialakulhasson. Kovetkezményeként a sejt ciklusanak ideje is megnyulik
(Hachet et al., 2011).

A Gy-fazisra egyéb enzimek is hatast gyakorolnak, mint pl. a hasadd élesztd
Szeptacios Inicialos Halozat (SIN, Septum Initation Network) egyik tagja, a Sid2 kinaz. En-
nek a fehérjének a feladata egy bizonyos kinaz, a Finl foszforilacidja (19. abra). Az igy ka-
pott formaja katalizalja a sajat lebomlasat is, eredményeként a Finl aktivitasa a Gp-fazisban
tranziens lefutasu lesz. Mas feladata is van a foszforilezett Finl kinaznak: a Pom1 fehérjét

foszforilezi, igy kozvetve hatasa van az MPF aktivitasara is (Grallert et al., 2012).
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19. abra

A Sid2 és Finl kinazok miikodésének sémaja (Grallert et al., 2012).

2.8. A sejtmag térfogatanak valtozasa a sejtciklus soran

Régen azt feltételezték, hogy a hasado élesztd sejtmagjanak mérete konstans a ciklus
alatt. Egy 2007-ben megjelent cikk ezt a hipotézist megcafolta. Kisérletesen megallapitottak
a kutatok, hogy a sejt és a sejtmag mérete kozott igen széles tartomanyban pozitiv korrelacio
tapasztalhato (20. abra). A vizsgalatot sokfajta sejttel végezték, tobbek kozott: vad tipusa
hasado éleszt6 haploid és G,-fazisban blokkolt diploid formajaval, tovabba weel ¢és cdc25

mutans tenyészetekkel is.
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20. abra:

A sejt és a sejtmag mérete kozotti osszefiiggés (Neumann and Nurse, 2007).
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Ha a sejt mérete aranyos a sejtmaggal, akkor a ciklusban bekovetkez6é novekedés mi-
att a sejtmag térfogata is valtozni fog. Ezt is bizonyitottak kisérletesen (Neumann and Nurse,
2007). A ciklus soran azonos id6kozonként mikroszkop segitségével felvételt készitettek a
sejt novekedésérdl (21. dbra). Meghataroztdk a sejt €s a sejtmag térfogatat, valamint értékiik

hanyadosat. Aranyuk 0,08 koriili értéket vesz fel a sejtciklus alatt.

=
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21. abra:
A sejtmag és a sejt térfogatanak hanyadosa konstans (Neumann and Nurse, 2007).

Az utébbi eredmények alapjan felmeriil a kérdés: hogyan képes szabalyozni a sejt sa-
jat, valamint nukleuszanak méretét? Valaszt egy nemrégiben publikélt cikk segitségével
adhatunk (Cohen-Fix, 2010), amelyben a szerz6 az Osszefiiggést az importin-a fehérje

membrantranszportjaban latja.

2.9. A sejtciklus modellezése

A sejtciklusban mitk6dé molekularis mechanizmus miikodését dinamikus rendszerként
értelmezhetjiik, miikodését matematikai modell segitségével vizsgaljuk. Eldnye, hogy olcsé
¢s hatékony. Az ilyen kutatashoz elengedhetetlen egyes szamitogépes programok hasznalata.
Bonyolultabb eseteknél lehetetlen kézzel megoldanunk a differencial egyenleteket, ezért
oridsi eldny, ha egy szamitogépes szoftver olcson és gyorsan elvégzi. Emlitést kell tenni a

modellezés hatranyardl is: nem lehet vele vizsgdlni a rendszer 6sszes elemét. Ennek kovet-
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kezményeként sajnos nem tudjuk teljesen reprodukalni a mért eredményeket, azaz a valdsa-
got.
Napjainkig szamos matematikai modell késziilt a sejtciklus mechanizmuséanak leirasara,

melyek mas-mas szempontbol kozelitették meg a folyamatot:

crer

Novak Béla és John J. Tyson kutatocsoportjainak modelljeiben a kézéppont-
ban az S-fazis és az M-fazis inicializalasa all. E modellekben nemcsak a Cdc13, ha-
nem a Cig2 ciklin szerepével is foglalkoztak (Novak and Tyson, 1997). Szerintiik az
SPF és az MPF nukleéris akkumulacigja szabalyozza a méretkontrollt a két ellendr-

z¢ési ponton (Novak et al., 2001). Utobbi modellnek a kutatocsoport nemcsak a de-

crcr

2. Cdc25 fehérje sejtmag és citoplazma kozti megoszlasan alapuld modell:

A sejtmag ciklus alatti térfogatvaltozasanak felismerésével (Neumann and
Nurse, 2007) a kutatok mas iranyban kezdtek vizsgalodni. Kinai kutatok modelljének
mozgatdrugoja a Cdc25 fehérje mennyiségének a sejtmag €s citoplazma kozti meg-

oszlasa volt (Li et al., 2010).

3. Koncentracio gradienssel szabalyozott méretkontroll modell:

A modell alapja a Poml koncentracié gradiensére épiild publikdcid volt
(Berthelot-Grosjean and Martin, 2009). Az elsé ilyen modell, amelyben felhasznal-
tak a 2009-ben publikalt cikk kisérletes eredményeit, Németh Marton 2012-ben elké-

szitett Szakdolgozataban olvashato.
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3. Célkituzeések

Az OTDK dolgozatom egyik célja volt, hogy az el6zdleg clkészitett matematikai
modell (Németh, 2012) G;-fazisit méretkontrollt leird egyenletein valtoztassak és paraméte-
rein optimalizaljak. A valtoztatni kivant indexek: ciklusidé (CT), sziiletéskori (BL) és oszto-
daskori méret (DL). Az eldzdleg elkészitett modellnél nem egy adott mutans torzsbol vették
a szimulaciohoz felhasznalt adatokat (BL, CT). Ez teljesen érthetd, hiszen a ciklusidé elvileg
nem fiigg a mutaciotol, azaz ,,csak’ BL értékét kell megfelelden kivalasztani. A probléma az
volt, hogy a vad tipusu és a wee mutans sejt esetében a ciklusidé nem volt azonos a szimula-
ciok soran. Ezt a problémat szeretném megoldani. A dolgozatomban a vad tipusu sejtnek a
hasado éleszté cdc2-33 torzset fogom érteni, mivel permissziv hémérsékleten alig tér el a
viselkedésiik egymastol, ugyanakkor indukcios szinkrontenyészet készithetd ezzel a torzs-
zsel.

A modell pontossagat méretkontroll abrazolasokkal fogom ellendrizni. Ez azt jelenti,
hogy a szimulalt sejtek sziiletéskori méretének fiiggvényében abrazolom az osztédaskori
méretiiket, a sejtciklus alatti novekedésiiket, az egyes fazisok alatti novekedésiiket, a fazisok
illetve az egész ciklus hosszat. A kapott fliggvények meredekségét a kisérletes eredmények
megfeleld adataival fogom Gsszehasonlitani (Sveiczer et al., 1996).

A méretkontroll mechanizmusat bifurkéacios diagramok elkészitésével és elemzésével
is fogom vizsgalni, mind vad tipust, mind weel muténs sejtre nézve. A mddszer segitségé-
vel megallapithatd, hogy az egyes sejttipusokban melyik fazis a fontos a méretkontroll
szempontjabol, illetve a sejttomeg €s a periddusidd kozott milyen dsszefliggés all fenn.

A {6 célom azonban, ahogyan a OTDK dolgozatom cime is sugallja, a G1-fazist mé-
retkontroll vizsgalata volt. Munkam soran a vad tipusu és a weel mutans sejtek szimulécio-
jéval kivanom meghatarozni, hogy ebben a fazisban melyik fehérje mennyisége a relevans.
Kovetkez6 1épés ennek a meghatarozott inhibitor aktivitasanak vizsgalata determinisztikus
modell segitségével. A Weel fehérje aktivitasara beépitett ,,higulassal” (Németh, 2012) ana-

16g modon kivantam a relevans fehérje aktivitasara alkalmas kifejezést alkalmazni.
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4. Vizsgalati modszerek

4.1. Felhasznalt szoftverek

A molekularis halozatban fontos fehérjékre illesztett differencial egyenleteket a WinPP®
(www.math.pitt.edu/~bard/xpp/xpp.html) nevii program segitségével oldottam meg.

Munkamat .ode fajlok segitségével végeztem, amely a kozonséges differencialegyenle-
teket képes megoldani. A paraméterek és valtozok értékeit pedig a program megnyitasa utan
egy .set fajlbol lehet betdlteni és valtoztatni. Ha lefuttatjuk a programot, a differencial-

egyenletek megoldasait az idében a ,,Browser” ablak fogja mutatni (22. abra).

T8 Browser o e S|

Find Write Load Get Replace Unreplace AddCol Del Col

=l  Bml Bl Bl Een] el B Bl B -
o 0.073783;

0.667828 1.566278 0.00401786 7 1.249172-005  0.00312782 0.275713 0.0§7341 1.24308
1 0.£7018 0.567754 0.0033781 0.0745282 1.26305-005  0.00316146 0.274487 D.0E6E3048 1.2473
2 0.672387 0.588181 0.00333127 0.0754382 1.277082-005  0.00318581 0.273252 0.0853351 1.25157
0.674548 0.57056 0.00338814 0.0763078 1.28122-005  0.00323008 0.272008 0.0652543 1.25584
] 0.676868 0.571881 0.00384758 0.0772038 1.30552-005  0.00326488 0.270758 0.0645878 1.26013
0.678741 0.5 0.00330888 0.0781248 1.319842-005  0.00330005 0.268% 0.0£33337 1.26443
& 0.880773 0.0037867 0.0790717 a 0.268235 0.0832828 126874
0.882764 .5 0.00372708 0.0800454 a.003: 0.286882 0.0828638 1.27308
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14 0.5 0.08783835 0.257888 1.30387
15 0.687357 0.088823 0.256543 1.30808
18 0.688028 0.0801871 0.25521 0.05 1.31252
17 0.700868 0.5 0.0814303 0.253068 0.0563221 1.31687
18 0.702281 0.585878 0.00332318 0.0828344 3 0.252518 0.056383 1.32143
18 0.703843 0.586388 0.00328874 0.0842214 5 0.00384172 0.251182 1.3258
20 0.705417 0.587218 0.00325855 0.0858532 5 0.0038850% 0.248786 0.0553541 1.33038
21 0.706845 0.587828 0.00322081 0.0871321 5 0.0038283 0.24842 0.0548438 1.33487
22 0.708445 0.5884 0.00318832 0.0388604 -005 00039744 0.247034 0.0543385 1.33838
23 0.70882 0.588831 0.00315341 0.100241 0.00402043 0.245838 0.0532388 1.3438
< 3

22. abra:
A WinPP® szoftver ,,Browser” ablaka.

A program segitségével grafikusan tudjuk abrazolni a ciklus fontos valtozoéinak (Sejt-
tomeg, fehérjék) idében vald valtozasat (23. abra).

Ezen kiviil kiilon ablak tartalmazza a kezdeti értékeket és a paramétereket. A
WinPP® szoftver tobbféle modon képes megoldani numerikusan az egyenleteket, korabbi

megfontolasok alapjan az un. Stiff-modszert valasztottam.
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23. abra:
A sejtciklus fontos valtozéinak grafikus abrazolasa.

A programban a kiilonb6z6 tagok aktivitasanak kiszamitasakor egy viszonyszamot
kapunk, amelyet at kell alakitani. A sejt valodi méretének meghatarozasanal a sejt méretére
szimulalt értékét szoroznom kell a vad tipust tenyészet atlagos sziiletéskori méretével, to-
vabba korrigdlnom kell a vad tipusu, allandosult allapott sejt sziiletéskori méretének szimu-
lalt értékével.

Munkam soran a szimulacids eredmények kiértékelését a Microsoft Excel™ szoftver

segitségével végeztem.

4.2. A matematikai modellezés

A méretkontroll miikodésében szerepet jatszo gének és fehérjék kozotti kdlcsonhata
sok megismerése kulcsfontossagu. Ezek a halozatok rendkiviil 6sszetettek igy csak szamito-
géppel tudjuk megmondani a biologiai rendszer adott pillanatban 1évo allapotat.

A molekuléris halézat viselkedését leird diagramok analdgok az dramkordk kapceso-
lasi rajzaval. Az aramkdrben szerepld kondenzatorok, ellenallasok, tranzisztorok helyett itt
fehérjék, gének és metabolitok szerepelnek. Ha az elektronok aramlésat is le tudjuk irni a
»természet konyvének nyelvével” (Galilei), akkor miért ne kisérelhetnénk meg a fiziologiai

szabalyzo rendszerek leirasat is a matematikaval (Tyson et al., 2003)?
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A biokémiai reakcidkban résztvevd relevans gének, fehérjék és egyéb molekulak
mennyiségének valtozasara kinetikai egyenletet irunk fel. Tobb részbdl épiilnek fel ezek az
egyenletek: szintézis, lebomlas, aktivalas stb. Igy egy sokparaméteres differencialegyenlet
rendszert kapunk, melyet a mar ismertetett szoftver segitségével megoldva informaciot ka-

punk a rendszer viselkedésérol.

4.3. Egyszeriisitések a modellben

A modern természettudoméanyos gondolkodas eldszér Galileinél jelentkezik. O fogal-
mazza meg vilagosan az empiria, a kisérlet, a hipotézis €s a természettorvény kapcsolatait, a
tudomanyos kutatas modszerét és a természettudomanyos modell szerepét...A modell olyan
gondolati struktiura, amellyel a természeti jelenségek egy jol koriilhatarolt csoportjat a ta-
pasztalat segitségével tigy irjuk le, sokszor matematikailag, hogy minden a vizsgalt problé-
ma szempontjabol lényegtelen hatast elhanyagolunk.”

(Részlet egy Galileo Galileirdl szol6 leiratbol;http://metal.elte.hu/~radkat/erajz/galilei.htm)

A kisérleti €s a szamitasokbol kapott eredmények sohasem fedik egymast tokéletesen a
folyamat bonyolultsaga miatt alkalmazott egyszertisitések miatt. A modellben az S-, és a G»-
fazist kozosen targyaltam (S+G,), mert nincs a két fazis kozott éles hatarvonal (Lygeros et
al., 2008). Masik egyszeriisités, hogy a szeptum-képzéssel nem foglalkozunk, hiszen az a

méretkontroll szempontjabol nem jelentds.

4.4. A sejtciklus vizsgalatanak modszerei

4.4.1. A méretkontroll vizsgalata

A méretkontroll vizsgalata soran legelsé 1épésként allandosult allapotbeli sejtciklust,
majd indukcids szinkrontenyészettel a vad tipust sejtre jellemzd atlagosnal kisebb, illetve
nagyobb mérettel rendelkezd sejtek egymas utani ciklusait vizsgaltam. Ehhez tobb adatra
van sziikségiink: a sziiletéskori (BL, Birth Length), az osztodaskori (DL, Division Length)
méret, a hossznovekedés (Ext, Extension), a ciklusidé (CT, Cycle Time) értékei nagyon fon-
tosak. A ciklusid6t, és a hossznovekedést kozvetve hataroztam meg, mig a tobbi adatot leol-
vasassal. A fazisok id6tartamanak, illetve ezen szakaszok alatt 1étrejovo novekedés vizsgala-

tahoz sziikségilink van bizonyos fehérjék aktivitasanak ismeretére, hogy az intervallumok
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elejét és végét az adott fehérje bizonyos szintjéhez kotni tudjuk. A G;-fazis végét a Ste9 pro-
tein aktivitdsanak 0,1 ald val6 eséséhez, az S+G,-fazis végét az MPF 0,5 aktivitdsanak eléré-
s€éhez, az M-fazis végét az osztddashoz kotjiik, ahol az MPF aktivitdsa 0,1 ala esik. Az
elemzések soran, ahogyan a Célkitlizések cimii fejezetben is emlitettem, a sziiletéskori méret
fliggvényében vizsgaljuk az osztédaskori méretet, hossznovekedést, ciklusidot tovabba az
egyes fazisok alatti hossznovekedést, €s a fazisok idOtartamat.

A méretkontroll vizsgalatok soran az adatokat régebben publikalt kisérletes eredmé-
nyekkel vetettem Ossze, melyben cdc2-33 és cdc2-33 weel-6 indukcios szinkron tenyésze-
tekkel vizsgaltak a fontos paramétereket (Sveiczer et al., 1996). Abrazoltak a mért eredmé-
nyeket (24. abra), és azt tapasztaltak, hogy egy bizonyos méret el6tti tartomanyban erds ne-
gativ korrelacid, mig utdna nagyon gyenge negativ, esetleg pozitiv korrelacio tapasztalhato.
A toréspont azonban nem egyezik meg tokéletesen a két diagramon se a vad, se a weel” mu-
tans sejtre nézve. A két toréspont k6zott azonban csak 1 um eltérés van, ezért elég, ha ebbe a
tartomanyba esik a szimulalt adatokkal kapott egyenesek toréspontja.

Az alapmodellben (egyszeriiség kedvéért Modell-A) a ciklus elején bekdvetkezd no-
vekedéstdl nem tekintiink el, mig a fejlesztett modellben (Modell-B) mar elhanyagoltuk az
elsd 5 perc alatt bekovetkezd novekedést. A valtozast az indokolja, hogy a kisérletes vizsga-

latok szerint, a sejt nem ndvekszik a Gi-fazis elején.

Length extension (pum)
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Birth length (pm)
24. abra:
Indukcids szinkron tenyészetek vizsgalatanak eredményei (Sveiczer et al., 1996).
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4.4.2. Bifurkacios diagram

A bifurkacios diagramok vagy mas néven bifurkacios térképek alkalmasak a rendszer
stabilitasanak vizsgalatara. A dinamikai rendszer allapotat bizonyos szamu allapotjelzdvel
irhatjuk le n dimenzidban. Ahhoz, hogy informacidt nyerjiink a rendszer viselkedésérol, ki
kell valasztanunk két komponenst, amelyek segitségével két dimenzidban tudjuk jol szem-
1¢éltetni a valtozasokat. Az egyik komponens a bifurkacidés paraméter, amelyet lerdgzitiink
egy adott pontban, és vizsgaljuk, hogy a valtozd (masik komponens) hogyan reagal. Majd
egy masik pontban rogzitjiik, és itt megnézziik a valtozo értékét. A bifurkacios diagramok
esetében beszélhetiink stabil fokuszpontrdl, illetve hatarciklusos oszcillaciorol. Stabil fo-
kuszpont esetén a rendszer egy adott allapothoz tart. Azt az értéket, amelynél a stabil fo-
kuszpontrol oszcillaciora valt at a rendszer bifurkdcios pontnak hivjuk.

Munkam soran a bifurkacids paraméter a sejttomeg, a valtozo az MPF aktivitasa volt.
A diagram készitéséhez sziikségiink van megfeleld .ode fajlokra, amelyekben a tomeget rog-
zitettiik és a programban paraméterként kezeljiik. Az egyes intervallumok hatarait az MPF
aktivitdsanak mennyiségéhez kotjikk. Az dbrazoldsi modszerrel vizsgalni lehet, hogy a sejt
mekkora tomegnél hagyja el az adott fazist. A vad tipust hasado élesztd sejtciklusanak Gi-,
S-, G,-fazisa stabil fokuszpontoknak tekinthetok, mig M-fazisa esetén oszcillal a rendszer.
Utobbi esetben tehat egy adott tomeg értékéhez egy MPF-tartomany tartozik, melynek mi-
nimumat és maximumat hataroztam meg. Ez azt jelenti, hogy bizonyos méret elérésekor mar
M-fazisba Iéphet a sejt, ahonnan csak ugy tud kilépni, ha MPF aktivitasa lecsokken egy bi-

zonyos szintre.
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5. Eredmények

5.1. Modell-A

Munkam soran Novak Béla és kutatocsoportja altal kifejlesztett matematikai modell-
re (Novak et al., 2001; Sveiczer et al., 2001) épiilo, tovabb fejlesztett verziokat (Récz-
Monus, 2010; Németh, 2012) vizsgaltam ¢€s alakitottam tovabb.

A Modell-A azonban az eredeti, 2001-ben publikalt modelltél eltér. Az elsédleges

probléma, ami javitasra szorult az, exponencialis novekedés feltételezése (1).

dM
- —HM (1)

A tomeg maximum értékét nem szabalyozta az eredeti séma, ennek kovetkeztében a nagy
sejtek joval tobbet néttek a kisérletesen alatamasztott adatoknal (Sveiczer et al., 1996).

A megoldas a logisztikus fliggvény alkalmazasa volt (Németh, 2012):

A logisztikus fiiggvényre jellemzé maximalt érték az Mg, Az Uj paraméter beépitésének
hatranya is van: optimalizalni kell és ennek értéke egyes modelleknél eltérd lehet. Az el6z6-
leg megkapott (a Modell-A-ra is jellemz6 differencial egyenletek) és konstansok a Filiggelék
fejezet F1. és F2. tablazataban talalhatok meg.

A masik lényeges valtoztatds (Németh, 2012) kisérletes eredményekre ¢épiilt
(Berthelot-Grosjean and Martin, 2009). A modellbe a Pom1 kinaz sejten beliili eloszlasanak
hatasat kivantak beépiteni. Utobbi fehérje aktivitasa forditottan aranyos a mérettel, ezért
inhibitor higulason alapulé modellnek nevezték el az igy kapott makettet. A sejt kdzepén
aranyosnak veheté a Pom1 mennyisége a Weel fehérje aktivitasaval, vagyis ,higuldsa ér-
telmezhet6 Ggyis, mint a Weel fehérje ,,higulasa”. A sziikséges korrekciohoz csak az eredeti
Weel fehérje sebességi egyiitthatojanak egyenletét (3) kell modositani egy B/M szorzoval,
ahol B egy paraméter, M a tomeg, tovabba kwee” értékét megvaltoztatva az egyenlet egy-

szerlsitheto (4).
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kwee = Kivee + (Kivee — Kwee) * G(Vawee Viwee [MPF], Jaweer Jiwee) 3)

! 124 B
kwee = kwee + kwee ) v ) G(Vawee» Viwee [MPF]r]aweer]iwee) (4)

5.1.1. Paraméter optimalizalas

Munkam kezdetén kifejlesztett Modell-A-hoz régi kisérletes eredményekbdl vettem a
fontos adatokat (Sveiczer et al., 1996). WT, allandosult allapotban 1év6 sejtek atlagos sziile-
téskori hossza 8,5 um, osztodaskori mérete 15,2 um a ciklusideje 197 perc (Sveiczer et al.,
1996). Egy ,,WT” (cdc2-33) torzs jellemzOi: 8,2 um-os nagysaggal sziiletik, 14,4 pm-rel
osztodik, illetve cdc2-33 weel-6 dupla mutansra jellemz6 adatok: sziiletéskori méret 5,2 pum,
osztodaskori méret 8,5 um és a ciklusiddé 217 perc. A ,,WT” torzs ugyanazt jelenti, mint a
cdc2-33 torzs, utdbbi jelolését fogom alkalmazni a tovabbiakban. Elvileg hasadaskor kétszer
akkora hossztnak kellene lennie a sejtnek, mint amivel sziiletett. Az eltérést azonban meg
tudjuk magyarazni: bizonyos méret elérése utan torténik a szeptumképzés, mely soran mar
nincs sejtndvekedés, hanem a sejtvégek lekerekednek. A modell nem jelzi ki nekiink ezt a
megnyulast, ezért hanyagoltam el a ciklus elsd 5 percében bekovetkezd ndvekedést.

Korabban irtam, hogy az el6zdleg elkészitett modell egyik hibaja volt a vad tipust és
weel mutéans sejt ciklusidejének egyenldtlensége. Az alap modellemben a sziiletéskori mé-
retet, és a beallitando ciklusid6t a cdc2-33 és cdc2-33 weel-6 mutans torzs kisérletes ered-
ményeibdl allitottam be (Sveiczer et al., 1996). A cdc2-33 torzs esetén a ciklusid6 allando-
sult allapotban szimulalt hosszara 200 percet, sziiletéskori méret értékére 8 um-t és az osz-
todaskori méret nagysagara 16 um-t kaptam. A kivant ciklusid6 értékét Mg, tovabba a mé-
retkontroll er8sségét kuee sebességi egyiitthatojaban szerepld kuee értékének optimalizalasa-
val allitottam be. A kapott paraméterek értéke és a Modell-A egyenletei a Fiiggelék fejezet
F1. és F3 tablazataiban taldlhatok meg. A vad tipusu sejtre jellemzé maximalis novekedés
méretét kisérletes eredménybdl vettiikk (Mitchison and Nurse, 1985). A kutatas soran szintén
cdc2-33 torzzsel foglalkoztak, azt vizsgaltak, hogy milyen nagyra néhetnek a torzs egyes
sejtjei (25. abra).
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Fig. 7. Growth in total length of two cells of ¢dc2.33 shifted at 68 min from 28-2°C to
35-4°C. Arrows mark points of rate change. Lines are fitted. Ordinate in arbitrary units
(AU). For upper curve, 1 AU = 3-21 um. For lower curve, 1 AU = 9-62 um.

25. abra:
A vad tipusu sejtre jellemzé maximalis méret kisérletes meghatarozasa
(Mitchison and Nurse, 1985).

A diagram segitségével kiatlagoltuk az egyes sejtek maximalis méretét (5):

10,5umx3,21+8,6umx9,62
2

= 58,2 um )

A kapott értéket viszonyszamma kell konvertalnunk, hogy a modellben hasznélni tudjuk.
Ehhez sziikséglink van egy szimulalt, vad tipusra jellemzd, allandosult allapotban 1évo, és
egy mért sziiletéskori méretre. A szimulalt értéket egy kész modell altal megadott adatokbol
(Németh, 2012), mig a sziiletéskori méret értékét kisérletes eredmények atlagabol (Sveiczer
et al., 1996) vettem (6):

58,2um
—_— = 8,56 (6)
0,848968x38um

A modellbe, az egyszeriiség kedvéért Mg, =8,5 értéket hasznaltam vad tipusra nézve. A

Fliggelék fejezet F3. tablazatanak értékeibdl lathato, hogy a vad tipust és a weel mutans
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sejt esetében a beallitott maximalisan elérhetd méret (Msr) értéke kiilonb6z6. Ha alaposan
megnézziik, akkor a beallitott Mg, értékiik hanyadosa 0,6 koriili. Logikusan azzal magya-
razhatnank, hogy mivel a sziiletéskori méreteik hanyadosa is 0,6 koriili érték, ezért feltéte-

lezhetjiik, hogy a maximalisan elérheté méretiik aranya is ekoriil kell legyen:

5
i 0,59 (1)

5.1.2. A vad tipusu sejt analizise

A vad tipust sejtek vizsgalatat el6szor allandosult allapotban kezdtem. A kisérletes
eredmények (Sveiczer et al., 1996) alapjan a vad tipust és a weel mutans sejt sziiletéskori
méretének aranya 61%. Szimulalt értékekkel 59,4% aranyt kapunk. A kisérletes eredmény
szerint a cdc2-33 sejt ciklusideje 197 perc, a Modell-A hasznalasaval 201 percet kaptam.

A méretkontroll abrakon egy toréspont lathato (26, 27. abra) ami az egyeneseket kettéosztja,
igy mindegyik fazisra, illetve ciklusra két egyenest kapunk. Az els6 a toréspontnal kisebb
sejtekre, a masodik a nagyobb sejtekre jellemzd. A grafikonokon az azonos szinii egyenesek
koziil az els6 vonatkozik a toréspontnal kisebb sejtekre, az alsé a nagyobb sejtekre. A torés-
pontot a kisérletes eredményekbdl (Sveiczer et al., 1996) meghatarozott tartomanyban jelol-
tiikk ki, amely a vad tipusu sejtek esetén 11 um, a weel mutans sejtnél 7 um lett. Az egyene-
sek nagyon jol reprezentaljak, hogy a toréspontnal kisebb sejtek esetében a méretkontroll
er6sebb, mint a nagyobb sejteknél. Az eredeti, kisérletes eredményeket (Sveiczer et al.,
1996) az alapmodellel szimulalt adatokkal fogom Gsszehasonlitani. Az 1. tablazat tartalmaz-
za az egyenletek meredekségét. A tablazatok elsd soraban szerepld ,kis” szd, a téréspont
elotti tartomanyra, mig a ,,nagy” a toréspont utani tartomanyra vonatkozik. A dolgozatom-
ban szerepld hasonld tabladzatokra érvényes a fent leirt értelmezés. A kisérletes adatok
(Sveiczer et al., 1996) csak a teljes ciklusra vonatkoznak, nincsenek korabban mért eredmé-
nyek az egyes fazisokra, igy azokat nem fogom a tablazatba leirni, mivel nem tudom Ossze-

hasonlitani konkrét értékkel.
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26. abra:

A Modell-A méretkontroll vizsgalata vad tipus esetén, a ciklus alatti novekedés a sziiletéskori

méret fiiggvényében abrazolva.

1. tablazat: A 26. abrahoz tartozé szimulalt és mért eredményekbol kapott egyenesek meredekségei.

Fazis (sejtcik- | Meredekség Meredekség
lus) sejtméret | (szimulalt adat) (kisérletes adat)
Total, kis -0,521 -0,41
Total nagy 0,012 -0,07

* (Sveiczer et al., 1996)

A kisérletesen meghatarozott Novekedés vs. BL abrazolas (26. abra) csak kismérték-

ben tér el a szimulalt egyenestdl. A kisebb sejteknél (toréspont el6tti tartomanyban) csekély

mértékben tér el a mért és a szimulalt egyenes meredeksége. Nagy sejtek esetén nagyon

enyhe pozitiv korrelacio tapasztalhatd a szamitdégéppel meghatarozott Ext vs. BL egyenesén,

ami els6 ranézésre ellentmond a kisérletesen meghatarozott eredményeknek. Azonban a

mért eredményeknél is csak egy nagyon gyenge negativ korreldcio tapasztalhatd, tehat

mondhatnank azt is, hogy a ciklus alatti névekedés nem fiigg a sziiletéskori mérettdl az atla-

gos méretnél nagyobb vad tipust sejtek esetén.
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27. abra:

A Modell-A méretkontroll vizsgalata vad tipus esetén, a ciklusidd, illetve a fazisok ideje a sziile-
téskori méret fiiggvényében abrazolva.

2. tablazat: A 27. abrahoz tartozo szimulalt és mért eredményekbol kapott egyenesek meredekségei.

Fazis (sejtcik- Meredekség Meredekség
lus) sejtméret | (szimulalt adat) | (kisérletes adat)
Total, kis -20,693 -26,9
Total nagy -3,7963 -3,3

* (Sveiczer et al., 1996)

A sziiletéskori méret fliggvényében abrazolva a teljes sejtciklust (27. abra) megalla-
pithatd, hogy hasonld eredményt kaptam a szimulalt és a mért eredmények esetén. Kisérletes
adatoknal (Sveiczer et al., 1996) a teljes ciklusidé a legnagyobb sziiletéskori mérettel ren-
delkezd sejtnél 90 perc, a szimulalt értek 94 perc. Ha az egyes fazisok hosszat is megvizs-
galjuk a sziiletéskori méret fliggvényében, akkor megallapithatjuk, hogy a G;-, és M-fazis
szinte fiiggetlen attdl, hogy a mekkora mérettel rendelkezik a sejt sziiletése pillanataban (27.
abra). Tovabba a paraméter optimalizalassal sikeriilt az S+G, fazist a téréspontnal nagyobb
mérettel sziiletd sejtek esetén megndvelnem az elézdleg elkészitett modellhez (Németh,
2012) képest. A Modell-A vad tipusu sejtekre vonatkozo6 adatait a Fiiggelék fejezet F6. tab-

l4zata tartalmazza.
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5.1.3. Bifurkacios diagramok vad tipus esetén

A diagram (28. abra) azt mutatja, hogy amig a sejttomeg Kicsi, addig a rendszer egy
stabil fokuszponthoz tart. Ez igaz mind a G;-, S-, G,-fazisokra, csak az MPF aktivitasanak
nagysaga tér el az egyes szakaszokban. A Gi-fazisban kozel 0 az MPF aktivitdsa, S-, és G-
fazis soran csekély mértékben, de megemelkedik a mennyisége, és egy bizonyos MPF érték
utan (bifurkacios pont) a rendszer oszcillalni fog. Ez az M-fazis, mely soran a rendszer két
hatar kozott oszcillal. A szimulalt értékekbdl lathatd (28. abra), hogy 13,56 um nagysagu
méretnél tud bekovetkezni az oszcillacio.

A hasado éleszt6 cdc2-33 sejtje atlagosan 8 um nagysaggal sziiletik. Ha megnézziik
a diagramon (29. abra) egy valddi, vad tipusu sejt életciklusat, akkor azt latjuk, hogy az
S+G,-fazisban sziiletik meg. A ciklus soran egyre nagyobb méretiivé valik, igy kozeledik a
bifurkacids ponthoz. Ha elérte a bizonyos 13,56 um nagysagu méretet, akkor M-fazisba 1ép-
het. Szimulalt értékek szerint 8 um nagyagua értékhez 15,91 pm nagysagu osztodasi méret
tartozik, ami kozel egyenl6 a kisérletes eredménnyel (Sveiczer et al., 1996). Ha ezt a tome-
get eléri a sejt, akkor periodusa végéhez ér, és 8 um-re ugrik vissza a mérete, mert eloszto-
dik. A diagram (28. abra) pontjai azt mutatjak meg, hogy a rendszer végtelen id6 alatt mi-
lyen allapothoz fog beallni. A valdsagban nincs végtelen ideje, tehat a valddi rendszer késni
fog. A grafikon alatt lesz a valodi sejtre jellemz0 ciklus soran a gorbe.

Egy sziiletéstdl a tomeg felezéséig tartd periddust jellemezhetiink a periodusidével.
Ha a méret fliggvényében abrazolom a periodusiddt, akkor ,,forditott aranyossag” figyelhetd
meg. Tehat egy viszonylag kis sejtnek nagy a periodusideje, hiszen meg kell nénie ahhoz,
hogy elérje azt az MPF értéket, aminél oszcillacioba kezd és osztodni fog. Nézziink egy pél-
dat nagyobb sejtre is! Valamilyen modszerrel irrealisan nagyra novesztettiik a sejtet, mond-
juk 23 pm értékiire. A fent leirtak alapjan belathatjuk, hogy elhagyva a bifurkécios pontot,
gyors egymas utani osztédasba kezd a sejt (28. abra). De sziiksége van egy bizonyos perio-
dusiddre, hogy az alapvetd sejtciklusos események bekodvetkezzenek (29. abra). Tehat min-
denképpen lesz egy minimalis periodusidd, ami kozelit a kisérletesen mért eredményekhez
(Sveiczer et al., 1996).

A bifurkécids pontig a rendszer stabil fokuszpontokhoz tart, mig utdna hatar kozott,
véges amplitudoval fog oszcilldlni. A bifurkdcidos ponthoz végtelen periodusidd tartozik,
ezért SNIC (Saddle Node Infinite Circle), vagy SNIPER (Saddle Node Infinite Periode) bi-

furkécionak szokds hivni (29. dbra)
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A bifurkacios adatok Osszefoglalva a Fiiggelék fejezet F7. tablazataban tekinthet6k

meg.
MPFvs. M
0.8
':'.? 1 - . . . .
i EENanm
'-'.'5 -
0.5 1
B o4 -
= S+G2 M
0.3 1
G1
0.2
o
01 - **
v * .’
0.0 - oooooe? * Il B EEEEEEE
0 5 10 M(um) 15 20 25
28. abra:
A Modell-A bifurkaciés diagramja vad tipust hasadé éleszté esetén.
Periodusidd vs. M
600
500 L 4
£
£ 400
ig
‘% 300
:§ L 2
= 200 \
= 100 ® * 2 4 0 0 0 ¢ o
0
12 14 16 18 20 22 24
M (um)
29. abra:

A Modell-A tomeg és periodusidé osszefiiggését mutaté bifurkaciés diagramja vad tipusi hasadé élesz-
tonél.

5.1.4. A weel mutans sejt analizise

A Modell-A weel” mutans sejt analizisére vonatkozo adatait a Fiiggelék fejezet F8.,

¢és F9. tablazataiban olvashatok.
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A kiilonb6z6 vizsgélati moédszereket nemcsak vad tipusu sejten, hanem weel mutans

sejtnél is alkalmaztam, hiszen a Gi-fazisti méretkontroll nem a vad tipus esetén, hanem en-

nél a mutansnal jelentds, munkam pedig foként a G1-fazis vizsgélata volt.

A weel mutans vizsgalatat is allandosult allapot megfigyelésével kezdtem. Kisérleti

eredmények szerint (Sveiczer et al., 1996) a cdc2-33 weel-6 mutans ciklusideje 217 perc, a

Modell-A-val 202 percet kaptam. Az eltérés talan magyarazhat6 azzal, hogy a kisérletes

eredményt kevés mintaval hatdroztak meg. A vad tipusu sejt ciklusidejére 201 percet kap-

tam, azaz mar kikiiszoboltem az egyik problémat, mely a két sejt ciklus ideje kozti eltérés

volt.
Novekedés vs. BL
®Total y=-0,9525x +9,2224
5 eTotal Y=0,120x + 1,508
4 Gl Y =-0,9729x + 7,5633
g AGL Y =0,0229x +0,3775
7 3
-5 —
E ®s+G2 Y=0,0016x+0,9915
S 24
> //// S+G2 y =0,0633x + 0,5789
1 EM  y=0,0188x + 0,6677
0 : : : : : : EM  y=0,0341x + 0,5522
5 7 9 11 13 15 17 19
BL(um)
30. abra:

A weel” mutans sejt méretkontroll abraja, a sziiletéskori méret fiiggvényében a sejtciklus, illetve az
egyes fazisok alatti névekedés abrazolasa.

3. tablazat: A 30. abrahoz tartozé szimulalt és mért eredményekbél kapott egyenesek meredekségei.

Fazis (sejtcik- Meredekség Meredekség

lus) sejtméret | (szimulalt adat) | (kisérletes adat)
Total, kis -0,9525 -0,46
Total nagy 0,120 0,05

* (Sveiczer et al., 1996)

A toréspontnal (kb 7 um) kisebb méretii sejteknél a teljes ciklus soran bekdvetkezd

novekedés nagy része a Gi-fazis soran kovetkezik be, ezt a tényt a 30. dbra is jol reprezen-
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talja. Azonban a modell kisebb hib4ja, hogy a téréspontnal nagyobb sejtek esetén nagyobb
sejtnovekedést feltételez, mint amit a kisérletesen meghatarozott eredmények mutatnak
(Sveiczer et al., 1996). Utobbi eredmények elemzése szerint, a toréspont utani tartomanyban

kozel korrelalatlan egymassal a sziiletéskori méret €s a ndvekedés.

Ido vs. BL
250 1 eTotal y=-48,616x + 431,56
®Total Y~=-0,7814x + 88,438
200 -
AG1 y = -48,645x + 368,78
= 150 - AGL y = -0,4531x + 23,946
£
: ®S+G2 Y =-0,0302x + 37,017
O 100 -
®S+G2 y =-0,1273x + 37,298
50 - EM y = 0,0587x + 25,76
M y =-0,201x + 27,194
0 T T T T 1
3 6 9 12 15 18
BL (um)
31. abra:

A weel mutans sejt méretkontroll abraja, sziiletéskori méret fiiggvényében a ciklusido, illetve az egyes
fazisok idejének abrazolasa.

4. tablazat: A 31. abrahoz tartozo6 szimulalt és mért eredményekbdl kapott egyenesek meredekségei.

Fazis (sejtcik- Meredekség Meredekség
lus) sejtméret | (szimullt adat) | (kisérletes adat)”
Total, kis -48,616 -48.8
Total nagy -0,7814 -4.9

* (Sveiczer et al., 1996)

A sziiletéskori méret fliiggvényében dbrazolva a ciklusidét, illetve az egyes fazisok
hosszat (31. abra), megfigyelhetjiik, hogy a Gi-fazis tart a leghosszabb ideig a toréspontnal
kisebb sejteknél, mig a nagyobbaknal kozel ugyanannyi. A Modell-A szerint a tdréspont
utani tartomanyban a sziiletéskori méret és a ciklusidé kozott gyenge negativ Osszefiiggést,

mig kisérletes eredmények elemzésekor egy valamivel erésebb negativ korrelaciot kapunk.
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5.1.5. Bifurkacios diagramok weel mutans sejt esetén

A weel mutans sejt esetén is készitettem bifurkacios diagramot a rendszer stabilita-
sdnak vizsgalatara. A 32. dbrat megfigyelve azt lathatjuk, hogy a bifurkaciés pont 6,82 um-
nél van. Ugyanez a diagram azt mutatja, hogy igazabol a weel mutansu hasado élesztének
nincsen stabil fokuszpontja az S+Gy-fazisban. Tehat, ha allandosult allapotban megsziiletik a
mutans sejt, akkor koriilbeliil Sum értéki mérettel rendelkezik. A ciklusanak lefutasat ugy
kell elképzelni, hogy Gi-fazisban sziiletik, majd ndvekszik egészen a 6,82 um-ig, utana rég-
ton M-fazisba 1ép. Nem tud megallni az S+G; allapotban, de ettdl még, a sejt nem fog el-
pusztulni. Csak azt jelenti, hogy nincsen olyan tdmeg, ami stabil lenne az S+G,-fazisban.

Vagyis lehet, hogy a weel” mutansnak nincsen G,-fazisa?!

MPF vs. M

MPF

G1 M

o musEsEEEEEEEEEE
0 5 10 15 20 25
M (um)

32. abra:
A Modell-A bifurkacios diagramja weel mutansu hasado éleszté esetén.

Mivel a bifurkacios pontig itt is stabil fokuszpontokhoz tart a rendszer, utana pedig
véges amplitadoji oszcillaciot folytat, ahol a bifurkacios ponthoz végtelen periddusidé tar-

tozik (33. abra), ezért ez is egy SNIC bifurkacio.

Gyakorlatilag ugyanazt lathatjuk a 33. abran, mint a vad tipusu sejt esetében: vi-

szonylag kis sejteknél nagyon nagy a periodusidd, mig 13um érték utan kozel allando.
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Peri6dusido vs. M
700 - *
__ 600 -
=
'S 500 -
3 400 -
3071 o
E 200 - Q‘
100 - 0000000000000 e0
0 . T T 1
5 10 15 20 25
M (um)
33. abra:

A Modell-A tomeg és periodusidé osszefiiggését mutaté bifurkacios diagramja weel mutansi hasadé
hasadé élesztonél.

5.2. Modell-B

Dolgozatomban mar emlitettem, hogy munkam soran determinisztikus modellt hasznal-
tam, amelynek kdszonhetéen bizonyos fehérjék aktiv és inaktiv formainak relativ mennyisé-
gét tudjuk meghatarozni a sejtciklus soran. Azt is irtam, hogy feladatom a G-fazisu méret-
kontroll vizsgalata volt a hasado éleszt6 vad tipusu és weel mutans sejtek esetén. A Modell-
B-ben a G;-fazisi méretkontrollra vonatkozo differencial-egyenleteket modositottam. A
Paraméter optimalizalas cimii fejezetben mar leirtam, hogy elhanyagoltam a Modell-B-ben a
ciklus elején bekovetkezd novekedést, hiszen kisérletes adatok szerint a Gi-fazis elején a
novekedés elhanyagolhat6.

A Modell-B vad tipusti és weel mutansu élesztd sejtre vonatkozo adatai, a Modell-B
egyenletei a Fiiggelék fejezet F4. illetve F5. tablazataiban talalhatok meg. Lathato, hogy az
Uj egyenlet és a hozza tartoz6 paraméter beépitésén kiviil, még a k15’ sebességi egyiitthato
értéke valtozott meg a Modell-B kifejlesztése soran.

Misodik modell pontosabba tételéhez regresszid analizist végeztem mind vad, mind
weel” fenotipust sejt esetében. Megnéztem, hogy a korrelacios egylitthatd hol lesz a legna-
gyobb mind a tdréspont el6tti, mind utani tartomanyban. A tdréspontokat igy pontosabban

tudtam meghatarozni.
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5.2.1. A dominansabb protein meghatarozasanak menete

Annak eldontésére, hogy melyik, a G;-fazisban fontos szerepet jatszo fehérje mennyisé-
gét leird egyenletet valtoztassuk meg, kiilonb6z6 mutans sejteket hoztam 1étre szimulaciosan.
Héarom esetet vizsgaltam: eldszor arra gondoltam, hogy a Ste9 bitorolja a f6 szerepet Gi-
fazisban, utdna a Ruml majd mindkettejiik vizsgalata kovetkezett. Vizsgaltuk a sejtek sziile-
téskori, osztodaskori méretét, a ciklusidot, tovabba az egyes fazisok hosszat ste9,” ruml ¢és
ste9” ruml duplamutéans esetén is, hiszen az egyes fehérjék hidnya mutatja meg, hogy valoja-
ban mekkora szereppel birnak a Gi-fazis soran. Az eredményeket az 5. tablazat tartalmazza.
Megjegyezném, hogy ste9 esetében a Gi-fazis végét nem a Ste9 fehérje aktivitasanak 0,1 ér-
ték ald valo csokkenése jelzi (hiszen a Ste9 aktivitasa nulla), hanem kozelitd értékként az

MPF 0,03 nagysagu aktivitdsahoz tartoz6 id6 jelenti.

5. tablazat: A mutansokra vonatkozé adatok.

G1- S+G2
M-fazis
CT fazis fazis
Mutansok BL (um) DL (um) ] hossza
(min) hossza | hossza .
(min)
(min) (min)
Vad 8 15,91 201 39 144 18
weel 4,75 9,47 202 143 33 26
ste9” 6,77 13,47 196 20 159 17
ruml 7,12 14,20 198 21 156 21
ste9” ruml 6,19 12,33 194 12 161 21

Az 5. tdblazatbdl lathato, hogy nincsen nagy kiilonbség a ste9™ és a rum1l muténs sejt G-
fazis hossza kozott, tehat mindkettd fehérje mennyiségének valtozasara felépithetd a
,higulds”. Ruml fehérjét valasztottam ki, majd a modellben Rumlry néven beépitettem egy
tagot, amely a nukleusz kozeli Rum1 aktivitasat kivanja leirni. Erre az (1j komponensre irtam
fel azt a kifejezést, hogy a mennyisége a sejttomeggel forditottan aranyosnak vélhetd.

Régebben is vizsgaltak mutansokat szimulacidval (Sveiczer et al., 2000). A rum1” mutans
0,99; a vad tipusu sejt 1,00 és a ste9” mutans 0,89 relativ mérettel sziiletett. A Gi-fazis ruml

mutans esetében 31 perc, ste9” mutans 12 perc hosszu volt.
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5.2.2. Vad tipusu sejt analizise

Legel6szor megvizsgaltam a vad tipusu hasado élesztd sejtciklusat steady state koriilmé-
nyek kozott. A ciklusidé 200 perc lett, de elhanyagoltuk a ciklus els6 5 percében bekovetke-
z6 novekedést.

A Modell-B segitségével elkészitett méretkontroll abrakon regresszié analizissel 11,0
um-nél adodott a toréspont. Ugy tiinik, hogy az 0j tag, a Rum1Ty beépitésével a modell job-
ban megkozeliti a kisérletes eredményeket (34. abra). A Modell-B szerint a téréspontnal
nagyobb méretii sejtek M-fazisban egyre tobbet ndnek, pedig ennek szinte egy vizszintes
egyenesnek kellene lennie. Ez a probléma azonban nem relevans, hiszen elég kicsi az egye-
nes meredeksége (34. abra). A 34. abra és a 35. abra is azt mutatja, hogy a vad tipusu sejt
esetén a Go-fazisu méretkontroll a meghatarozd, mert a teljes ciklusra vonatkozé egyenesek

meredeksége majdnem megegyezik az S+Gp-fazisra vonatkozo egyenesek meredekségével.

Novekedés vs. BL
eTotal y=-0,5747x + 12,245
9 -
8 - ¢ Total y =-0,052x + 6,5012
7 .
e Gl  y=-0,0932x + 2,0481
2
&5 - Gl y = 0,0026x + 1,0416
S
2 4
§ 3 - s ®5+G2 Yy =-0,5033x +9,4727
2 1 ®5+G2 y=-0,1228x + 5,1963
1 - ﬁ:-—H/./H
0 ; . . . . . . . EM y =0,0219x + 0,7244
6 8 10 12 14 16 18 20 22
BL (um) M y = 0,0682x + 0,2633

34. abra:
A Modell-B méretkontroll vizsgalata vad tipus esetén, a sejtnovekedés sziiletéskori méret fiigg-
vényében abrazolva.

6. tablazat: A 34. abrahoz tartozé szimulalt és a mért eredményekbdl kapott egyenesek meredekségei.

Fazis (sejtcik- Meredekség Meredekség

lus) sejtméret | (szimulalt adat) | (kisérletes adat)
Total, kis -0,5747 -0,41
Total nagy -0,052 -0,07

* (Sveiczer et al., 1996)
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250 -

200 +

Id6 (min)
H
o
o

=

o

o
1

Ido vs. BL

®Teljes y =22 50x +379,1
ciklusido

¢ Teljes y=-5161x + 187,8
ciklusid6

AGlL y =-574x + 87,42

AGl  y=-1099x + 37,92

\’\ ®5+G2 y=-16,96x + 269,5
\ S+G2 y=-4,530x + 130,8
BM  y=0,107x + 22,23

{

T , HM

14 16 18
BL (um)

y =0,469x + 14,01
20 22

35. abra:

A Modell-B méretkontroll vizsgalata vad tipus esetén, a ciklusidd, ill. az egyes fazisok hosszanak a sziile-
téskori méret fiiggvényében valé abrazolasa.

7. tablazat: A 35. abrahoz tartozo szimulalt és mért eredményekbol kapott egyenesek meredekségei.

Fazis (sejtcik- Meredekség Meredekség
lus) sejtméret | (szimulalt adat) | (kisérletes adat)”
Total, kis -22,59 -26,9
Total nagy -5,161 -3,3

* (Sveiczer et al., 1996)

Ugyanez a ,,probléma” a fazishosszok, illetve a ciklusidé vizsgélatanal: a G;-fazis egyre

rovidebb, mig az M-fazis egyre nagyobb lesz az atlagos méretnél nagyobb sejtek esetén. A

kisérletes adatokat (Sveiczer et al., 1996) viszont jobban megkozelitik, mint a Modell-A.

5.2.3. Bifurkacios diagramok vad tipusi sejt esetén

Ez is egy SNIC bifurkacio (36. és 37. abra) melynek bifurkacios pontja 13,82 um-nél

van. Periodusid6-M grafikon (37. abra) esetén is a végtelenbdl indul a fiiggvény és egy ér-

tékhez tart.
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MPF vs. M
0,8
0.7
- e
0.6 -
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E 0d -
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M (pum)
36. abra:
A Modell-B bifurkaciés diagramja vad tipusi, hasado éleszto esetén.
Periodusido vs. M
500 ~
450 - .
~ 400 -
=
"g 350 TS
« 300
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&~ 100 - 0000 o o
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37. abra:
A Modell-B tomeg és periédusidé osszefiiggését mutaté bifurkaciés diagramja vad tipusu hasadé élesz-

tonél.

5.2.4. A weel mutans sejt analizise

A steady state koriilmények kozotti szimulaciod szerint a ciklusidé 200 perc lett, ami
megegyezik a vad tipusu sejtével. A toréspont pedig 6 pm koriil van. Regresszid analizissel

is megvizsgaltam a toréspont nagysagat, igy 6,1 um értéket kaptam.
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Az S+G,-fazis és az M-fazis hossza kozel fiiggetlen a sziiletéskori mérettdl (39. ab-

ra), ami az Irodalmi attekintés cimii fejezetemben ismertetett korabbi kisérletes eredménye-

ket adja vissza. Ez azt jelenti, hogy szinte ugyanakkora egy kisebb és egy nagyobb méretii

sejt M-, és S+G,-fazisa. A Gi-fazisra jellemz6 egyenesek (39. és 40. abra) kozel parhuzamo-

sak a ciklusid6vel, ami azt jelenti, hogy a ciklus nagy részét a G;-fazis teszi ki. Azonban tal

nagyméretii sejtnél a Gi-fazis révidebb, mint az S+G,-fazis. A 10 um nagysagu weel mu-

tans sejtnek a Modell-B szerint ugyanolyan hossza Gi-, S+G;-, M-fazisa van. Nincs sziiksé-

ge hosszu Gi-fazisra ekkora méretnél, hiszen az allandoésult allapotban mért weel mutans

sziiletéskori méretének kétszeresét is elérte. Ha ennél nagyobb sziiletéskori méretnél szimu-

lalunk, akkor azt latjuk, hogy a G-fazis ,,sokkal” rovidebb, mint az M-, vagy az S+G,-fazis.

Allandésult kériilmények kozott sziiletett weel mutans osztodaskori méreténél is nagyobb

ebben az esetben a sziiletéskori méret. A Modell-B szerint M-, és S+G,-fazis fliiggetlen a

tomegtdl, tehat a gyors osztodashoz csak a G1-fazis hosszanak csokkenése vezet.

e Novekedeés vs. BL. | _ 0707070
4 eTotal  y=0,055x + 2,135
35
. AGL y = -0,749% + 5,750
*
3
% 2,5 W/ AG1 y =-0,019x + 1,023
3
E 2 S+G2  y=0,015x+0,735
5]
B 15
z . ®5+G2 v =0,041x + 0,650
1
05 =M y = 0,016x + 0,570
0 mM = 0,030 + 0,522
0 5 10 15 20 25 y= R0+ 0,
BL (pm)
38. abra:

A Modell-B méretkontroll vizsgalata weel mutans esetén, a sejtnovekedés sziiletéskori méret

fiiggvényében abrazolva.
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8. tablazat: A 38. Abrahoz tartozo szimulalt és mért eredményekbdl kapott egyenesek meredekségei.

Fazis (sejt- Meredekség Meredekség
ciklus) sejt- | (szimulalt adat) (kisérletes
méret adat)
Total, Kis -0,717 -0,46
Total nagy 0,055 0,05
* (Sveiczer et al., 1996)
Ido vs. BL o Teljes Y = -44,278x + 384,47
250 - ciklusid6
¢ Teljes Yy =-1,8383x + 106,52
200 - ciklusidé
AGl1 y =-44,009x + 320,54
150 - AGlL  y=-1814x+47,41
e S+G2 Y = -0,260x + 34,27
5100 -
= S+G2 Yy =-0,124x + 33,68
50 -
EM y = 0,000x + 29,64
0 T T T T 'l M y = '0,064X + 29,32
0 5 10 15 20 25
BL (nm)
39. abra:

A Modell-B méretkontroll vizsgalata weel mutans esetén, a sejtnovekedés sziiletéskori méret
fiiggvényében abrazolva.

9. tablazat: A 39. abrahoz tartozé szimulalt és mért eredményekbél kapott egyenesek meredekségei.

Fazis (sejtcik- Meredekség Meredekség X
lus) sejtméret | (szimulalt adat) | (kisérletes adat)
Total, kis -44.278 -48.8
Total nagy -1,8383 -4.9
*(Sveiczer et al., 19906)

A sejtnovekedést eredményesebben irja le a Modell-B, mint a Modell-A. Ezt az bizonyit-

ja, hogy elébbi modell esetén az egyenesek meredeksége sokkal jobban megkozeliti a kisér-

letesen meghatarozott egyenesek meredekségének értékét.

5.2.5. Bifurkacios diagramok weel mutans sejt esetén

A periddusidot vizsgalva szintén arra a kovetkeztetésre jutottam, hogy a bifurkacios

pontnal a periddusidd végtelenhez tart (41. dbra), tehat ismét egy SNIC bifurkacio jellemzi a

51




rendszer stabilitasat. A bifurkacios pont elétt gyakorlatilag az MPF aktivitas nulla, tovabbra

sincs stabil S+G,-es fazisa a mutans fenotipust sejtnek (40. abra).

07 -
06 -
IS EEEEEEEEEEEE
0.5 -
E 0.4 - M
i
= 03 S
02
G1
0,1 -
T e i e o I S I N S S I
1] 3 10 15 20 25
M (um)
40. abra
A Modell-B bifurkaciés diagramja weel mutansi, hasadoé éleszto esetén.
Periodusido vs. M
200
&
180 p4
~ 160 g
£
E 140
Q
Z 120 b
=
2 100
2 'S TN
= g0 *ee00
® ® 000900
60
40
5 10 15 20 25
M (pm)
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A Modell-B tomeg és periodusidé osszefiiggését mutaté bifurkaciés diagramja weel mutansu hasadé
éleszténél.
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6. Osszefoglalas

A OTDK dolgozatomban a kitlizott cél az volt, hogy az elézbleg elkészitett modellt
(Németh, 2012), tovabb fejlesszem, illetve a Gi-fazisi méretkontrollt részletesebben vizs-
galjam. A modellt igyekeztem ugy alakitani, hogy mind a vad tipusu, mind a weel mutans
sejt esetében a kisérletes adatokhoz kozeli értéket mutasson.

A modell kinetikai egyenletekkel kozeliti az egyes fehérjék mennyiségének valtozasat.
Munkam soran a WinPP® differencialegyenleteket numerikusan megoldé szoftverrel dol-
goztam, melynek segitségével meghataroztam a relevans fehérjék aktivitasat a sejtciklus
pontjaiban. A program altal kiirt adatokbdl a fazisok hosszat, egyes fazisok illetve a teljes
ciklus alatti ndvekedést, a ciklusid6t tudtam meghatarozni. A kapott adatok felhasznalasaval
méretkontroll abrakat készitettem, amelyeket a kisérletesen kapott eredményekkel hasonli-
tottam Ossze (Sveiczer et al., 1996).

Az egyik feladatom az el6zdleg elkészitett modell (Németh, 2012) paramétereinek to-
vabb finomitésa, ,,csiszolasa” volt, mind a vad tipusu, mind a weel mutansu sejtre nézve. A
Modell-A kifejlesztésével kikiiszoboltem azt a problémat, hogy a vad tipusu és weel mu-
tanst sejtnek a ciklusideje eltért. Mindkét modellben ugyanakkora lett a két sejttipusra jel-
lemzd ciklusidd, tovabba sziiletéskori méreteik hanyadosa is megegyezik a kisérletesen mért
sziiletéskori méretek aranyaval.

Masik feladatom volt a G1-fazisi méretkontroll vizsgalata. Kiilonb6zé mutansok analizi-
sével vizsgaltam, melyik fehérjének lesz nagyobb szerepe a G1-fazis hosszara. A Ruml fe-
hérjét gondoltam megfelelének, bar a Ste9 fehérjét is valaszthattam volna. Megallapitottam,
hogy feltételezhetd, hogy a nukleusz kozeli Ruml1 koncentracidja a sejttomeggel forditottan
aranyos. A Modell-B méretkontroll abrai is sokkal jobban megkozelitik a kisérletes eredmé-
nyeket (Sveiczer et al., 1996), mint az el6zdleg kifejlesztett modell (Németh, 2012) ugyan-
azon grafikonjai.

Nagyon érdekes, hogy a bifurkaciés diagramok alapjan azt feltételezhetjilk mind a Mo-
dell-A, mind a Modell-B esetén, hogy a weel mutansnak nincs olyan jellemz6 tomege, ami

G,-fazisban stabilan maradna.
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8. Fiiggelék

F1. tablazat: A Modell-A, illetve az el6zéleg elkészitett modell (Németh, 2012) differencial egyenletei,
algebrai kifejezései

d[Cdc13,]

T = ky — (kj + k3 [Ste9] + k5'[Slp1]) - [Cdc137]

dM_ M <1 M )
a M
d[preMPF]

T = Kyee ([Cdc137] — [preMPF)) — k,s[preMPF] — (k3 + k3 [Ste9] + k3'Slp1)[preMPF]

d[Ste9] , . 1 — [Ste9] , [Ste9]
P (ks + k3 [Slpl])m(h[ﬂ(] + k4[MPF])m

d[Sip1 MPF]*
(SI1] _ o IMPF)

T S T [MPF] ke[Sip1r]

d[Sip1] B [Slp1;] — [Sip1] [Sip1]
a KR ST T~ stpt] "7y + ISipd]

d[IEP] 1— [IEP] [IEP]
ar - KolMPF] Jo+1—[EP] "), + [IEP]

- ke[Slpl]

d[Rum1;]

dt =k — (kip + ki, [SK]+ k{'Z[MPF])[RumlT]

d[SK]
7 = k13[TF] — kq4[SK]
2[Cdc13;][Rumly]

¥ +/%2—4[Cdc13][Ruml,]

[Trimer] =

([Cdc134] = [preMPF])([Cdc13;] — [Trimer])

[MPF] = [Cdc13,]

[TF] = G(kysM, ki + kis[MPF], ]15,]16)

" B
wee "1 G (Vawee: Viwee [MPF], Jawee Jiwee)

kyee = k\,/vee +k
kys = kys + (kys — k35)G (Vaas[MPF], Vizs, Jazs: Jiwee)
Z — [Cdc13,] + [Rumiy] + Ko

2ad

G(a,b,c,d) =
b—a+bc+ad+\/(b—a+bc+ad)2—4ad(b—a)
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F2. tablazat: Az el6zoleg elkészitett modell paraméterei (Németh, 2012):

Sebességi allandék vad tipus esetén (min™)

ki = 0,025, k, =0,03,k; =1,k2 =01, ks =1, ks =10, ky =35, k, = 1,1, ks = 0,005, ks = 0,3,
k5 01 k7 1k8 025 kg 01 klO 004 kll 01 k12—001 klg—l k12—3 k13 Oklg—
0,1, k1= 0,1, kis= 1,5, kis = 0, kig = 1, kig = 2, ko5 = 0,05, ks = 4,95, Kgiss= 0,001, Kyee = 0,15,
Kuee = 0,85, 1 = 0,004

Vawee: 01251 Viwee’: O! Viwee”: 11 Va25’ = Oa Va25”: 11 Vi25 = 0125

Sebességi allandék weel mutans esetén (min™)

ki = 0,025, k, =003, k; =1,k2 =01, ks =1, ks =10, ks =35, k, = 1,1, ks = 0,005, ks = 0,3,
ks = 0,1, ky = 1, ke= 0,25, ke = 0,1, kio = 0,04, kiz =0,1, ki, = 0,01, ki = 1, ki = 3, ki3 =0, kys =
0,1, kiu= 0,1, kis= 1,5, kis = 0, kig = 1, kig = 2, kos = 0,05, Kps = 4,95, Kgiss= 0,001, kyee = 0,15,
Kuee = 0,15, 1 = 0,004

Vawee= 01251 Viwee’= O! Viweenz 11 Va25' = Oa Va25”= 11 Vi25 = 0125

Michaelis és egyéb konstansok (vad tipus és weel mutans esetén) (dimenzidmentes)
J; = 0,01, J,= 0,01, Js= 0,3, J; = 0,001, Jg = 0,001, Jo = 0,01, Jyp = 0,01, J;5 = 0,01, Jy6 = 0,01,
Jazs = 0,01, Jizs = 0,01, Jawee = 0,01, Jiwee = 0,1, Mgtor=7,B =10,9

F3. tablazat : A Modell-A paraméterei

Sebességi allandék vad tipus esetén (min™)

ki = 0,025, k, =0,03,k; =1,k2 =01, ks =1, ks =10, ks =35, k, = 1,1, ks = 0,005, ks = 0,3,
ks = 0,1, k; = 1, k= 0,25, ko = 0,1, kio = 0,04, kiy =0,1, ki = 0,01, kip =1, ki =3, kiz= 0, ki3 =
O 1 k14— 0,1, k15v= 1 5 k15 - 0 k16 - 1 k16 - 2 k25— 005 k25 - 4 95 Kd|35— 0 001 kwee— 0 15
kwee"z 0,7, u = 0,004

Vawee= 01251 Viweevz O! Viweeﬂz 11 Va25’ = Oa Va25”= 11 Vi25 = 0,25,

Sebességi allandék weel mutans esetén (min™)

ki = 0,025, k, =0,03,k; =1,k2 =01, ks =1, ks =10, ks =35, k; = 1,1, ks = 0,005, ks = 0,3,
ks = 0,1, k; = 1, k= 0,25, ko = 0,1, kio = 0,04, kis =0,1, ki = 0,01, kip =1, ki =3, kiz= 0, ki3 =
01 k14 01 k15_15 k15—0 k16 —1 k16—2 k25—005 k25—495 Kd|55 0001 kwee_015
kwee”= 0,15, 1= 0,004

Vawee= 01251 Viwee'z O! Viwee”: 1s Va25’ = Os Va25”: 1s Vi25 = 0125’

Michaelis és egyéb konstansok (vad tipus és weel mutans esetén) (dimenzidmentes)
J; = 0,01, J,= 0,01, J;= 0,3, J; = 0,001, Jg = 0,001, Jo = 0,01, J;o = 0,01, J;s = 0,01, Jys = 0,01,
Ja25 = 0!011 Ji25 = 0101! \]awee = 0101, \]iwee = 0,11 B= 0,9, Mstar (vad): 8,5, Mstar(vvee) =5
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F4. tablazat: A Modell-B differencial egyenletei, algebrai kifejezései, valamint paraméterei

d[Cdc137] , " .
— - ki — (k3 + k3 [Ste9] + k3'[Slp1]) - [Cdc137]
dM M <1 )
—=u-M-(1-
dt Mgtar
d[preMPF] , . o
— - kyee ([Cdc137] — [preMPF)) — kys[preMPF] — (kj + k3 [Ste9] + k3'Slp1) [preMPF]
d[Ste9] 1 — [Ste9] [Ste9]

= (k3 + k3 [SIp1]) (k3[SK] + ko [MPF])

dt Js +1—[Ste9] J. + [Ste9]

d[Slp1;]

=ki+ kL [MPF]*
dt

= k¢[Slpl
5];1.+[MPF]4_ 6[ p T]

d[Sip1] B [Slp1;] — [Sip1] [Sip1]
a - KR ST T~ stpt] "7y + ISipd]

d[IEP] 1 - [IEP] [IEP]
ar - KoIMPF] Jo+1—[EP] "), + [IEP]

— ko[Sip1]

d[Rum1;] , 1
TT = kll - (k12 + klz [SK] + klz[MPF])[RumlT]
d[SK]
“dt = ky3[TF] — k14[SK]

2[Cdc13;][Rumly]
¥ +/%2—4[Cdc13][Ruml,]

[Trimer] =

([€dc13;] — [preMPF])([Cdc13;] — [Trimer])

[MPF] = [Cdc13,]

D
Ruml;y = Ruml; * —
TN T* M

[TF] = G(ky5, k6 + ki6[MPF],]15,]16)

B
kwee = k\,/vee + k\lltiee v G(Vawee: Viwee [MPF]:]awee:]iwee)
kys = ka5 + (kys — k35)G (Vaos[MPF), Vizs, Jazs, Jiwee)

Z — [Cdc13,] + [Rumiy] + Ko

2ad
b—a+bc+ad+\/(b—a+bc+ad)2—4ad(b—a)

G(a,b,c,d) =
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F5. tablazat: A Modell-A paraméterei, és valtozoi

Sebességi allandék vad tipus esetén (min™)

ki =0,025,k, =003, k; =1,k2 =01, ks =1, ks =10, ks =35, k; = 1,1, ks = 0,005, ks = 0,3,
k6 01 k7 lkg 025 kg 01 klO 004 kll 01 k12—001 klg—l k12—3 k13 Oklg—
0,1, kue= 0,1, kis = 1,034, kis = 0, kis = 1, kis = 2, ko5 = 0,05, kos = 4,95, Kgis= 0,001, Kyee = 0,15,
Kuee = 0,7, u = 0,004

Vawee: 0!251 Viwee': O; Viwee”: 1, Va25) = 0, Va25”: 1, Vi25 = 0125

Sebességi allandék wee mutins esetén (min™)

ki =0,025,k, =003, k; =1,k2 =01, ks =1, ks =10, ks =35, k, = 1,1, ks = 0,005, ks = 0,3,
ke 01 k7—1 k8—025 kg 01 k10—004 k11—01 k12—001 klg—l k12—3 k13—0 klg—
0,1, kiy= 0,1, ki= = 1,034, ks = 0, kg = 1, kig = 2, kos = 0,05, kps = 4,95, Kgis= 0,001, kyee = 0,15,
Kuee = 0,15, u = 0,004

Vawee= 0’251 Viwee'z O; Viweewz 1, Va25y = O, Va25”= 1, Vi25 = 0125
Michaelis és egyéb konstansok (vad tipus és weel mutans esetén) (dimenzidmentes)

J; = 0,01, J,= 0,01, Js= 0,3, J; = 0,001, Jg = 0,001, Jg = 0,01, Jyp = 0,01, J35 = 0,01, J46 = 0,01,
Ja25— 001 J|25-001 Jawee—ooj- \:llwee—O 1 B= 09 D= 0 15 Mstar (vad)— 8 5 Mstar(vvee 5
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F6. tablazat: A Modell-A vad tipusi sejtekre vonatkozé adatai

BL DL Ext | CT Id6 (min) Novekedés (nm)

pm pm pm | min| G1 S+G2 M Gl S+G2 M
8,01 15,94 7,92 | 201 28 153 20 0,84 6,13 0,94
8,02 15,95 7,93 | 201 28 154 19 0,85 6,13 0,95
8,03 15,92 7,89 | 200 27 155 18 0,81 6,17 0,90
8,05 15,94 7,89 | 200 27 154 19 0,82 6,13 0,95
8,13 15,93 78 197 26 153 18 0,79 6,11 0,90
8,18 15,98 7,79 | 196 26 151 19 0,80 6,05 0,95
8,22 15,95 7,72 | 194 25 151 18 0,77 6,06 0,90
8,39 15,98 7,59 | 189 24 147 18 0,75 5,94 0,90
8,39 15,98 7,59 | 189 24 147 18 0,75 5,94 0,90

8,5 16,01 7,51 | 186 24 144 18 0,76 5,85 0,90
8,58 16,04 7,46 | 184 23 143 18 0,73 5,83 0,90
8,74 16,1 7,36 | 180 23 139 18 0,74 5,72 0,91
8,95 16,19 7,24 | 175 22 134 19 0,72 5,56 0,96
9,32 16,31 6,99 | 166 22 126 18 0,75 5,38 0,87
9,47 16,39 6,92 | 163 22 123 18 0,76 5,24 0,92
10,06 16,73 6,66 | 152 21 112 19 0,76 4,92 0,98
10,1 16,73 6,63 | 151 22 111 18 0,80 4,89 0,93
10,46 16,95 6,48 | 145 21 105 19 0,79 4,70 0,99
10,68 17,01 6,42 | 142 20 103 19 0,76 4,66 1,00
11,17 17,43 6,26 | 135 20 96 19 0,79 4,45 1,01
11,71 17,85 6,14 | 129 20 90 19 0,82 4,29 1,03
12,53 18,58 6,05 | 122 21 82 19 0,91 4,08 1,06
12,96 18,88 591 | 117 19 78 20 0,85 3,94 1,13
14,19 20,06 5,88 | 110 19 70 21 0,91 3,73 1,24
14,96 20,86 59 107 21 65 21 1,05 3,59 1,27
15,43 21,28 5,85 | 104 18 64 22 0,92 3,58 1,35
16,43 22,26 5,83 | 100 18 60 22 0,96 3,49 1,39
17,36 23,34 5,98 99 20 57 22 1,11 3,44 1,43
19,74 25,85 6,10 94 20 51 23 1,21 3,31 1,58

Megjegyzés: Zold sor: allandosult allapotbeli adatok, t6bbi sor indukciods szinkrontenyészettel valo szimulacios vizsgalatokat mutatjak.

BL - Sziiletéskori méret;

DL - Osztodaskori méret;

Ext - Teljes ciklus soran bekovetkez6 novekedés
Novekedés - egyes fazisok alatt bekovetkezé méretvaltozas

CT - Ciklusid6
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F7. tablazat: A Modell-A vad tipusi sejtekre vonatkozé bifurkaciés adatai

M MPF T
pm min max min
0,94 4,10E-03 - -
1,88 8,54E-07 - -
2,83 1,42E-06 - -

3,77 2,32E-06 - -
4,71 4,13E-06 - -
5,65 1,07E-06 - -
6,60 2,76E-02 - -
7,54 6,08E-02 - -
8,48 7,08E-02 - -
9,42 8,02E-02 - -
11,31 1,01E-01 - -
12,25 1,13E-01 - -
13,19 1,31E-01 - -
13,38 1,37E-01 - -
13,48 1,41E-01 - -
13,52 1,44E-01 - -

13,57 1,18E-04 7,35E-01 499
13,76 1,21E-04 7,32E-01 261
14,13 1,29E-04 7,26E-01 199
14,32 1,34E-04 7,23E-01 186
14,51 1,38E-04 7,20E-01 175
14,70 1,40E-04 7,17E-01 166
16,02 1,80E-04 7,00E-01 131
16,96 1,91E-04 6,88E-01 120
17,90 1,95E-04 6,77E-01 113
18,85 1,90E-04 6,67E-01 107
19,79 2,02E-04 6,58E-01 103
20,73 2,07E-04 6,50E-01 99
21,67 2,07E-04 6,43E-01 96
22,62 2,09E-04 6,37E-01 94
23,56 2,11E-05 6,31E-01 92

Megjegyzés:

MPF - a bifurkaciosvaltozd, ahol csak az MPF minimumua (min) lathato, ott stabil fokuszponthoz tart a rend-

szert. mig, abban az esetben, ha MPF maximumat (max) meghataroztam, hatarciklusos oszcillacio 1ép fel
Tp - Periddusid6 (csak oszcillacio esetén)

M - Sejtméret (um-ben atszamolva), bifurkacios paraméter
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F8. tablazat: A Modell-A weel mutans sejtekre vonatkozo6 adatai

BL DL | Ext CT Id6 (min) Novekedés (um)
pm | pm | pm min Gl S+G2| M | G1 | S+G2 M
4,72 945 | 4,73 202 139 37 26 | 2,97 1,00 0,76
4,75 946 | 4,72 202 139 37 26 2,95 1,00 0,76
4,83 945 | 4,63 197 134 37 26 | 2,86 1,00 0,76
5,04 945 | 441 185 123 36 26 | 2,68 0,97 0,76
5,13 9,46 | 4,33 180 117 37 26 | 2,56 1,03 0,73
5,84 9,47 3,63 144 81 36 27 1187 0,97 0,79
6,42 9,45 3,03 116 53 37 26 1,27 1,00 0,76
6,54 9,46 2,92 111 48 37 26 1,16 1,00 0,76
7,20 9,69 2,49 88 25 37 26 10,63 1,01 0,84
7,57 9,95 2,38 84 22 36 26 10,58 1,02 0,79
7,61 | 10,04 | 2,43 85 23 36 26 (0,61 1,02 0,80
7,76 | 10,15 | 2,40 83 21 36 26 | 0,56 1,03 0,80
9,06 | 11,64 | 2,57 80 18 37 25 10,54 1,18 0,85
10,04 | 12,80 | 2,76 80 19 36 25 (0,61 1,23 0,91
10,27 | 13,03 | 2,76 79 18 36 25 10,59 1,25 0,92
11,441 1436 | 2,91 78 17 36 25 10,60 1,34 0,98
12,12 | 15,09 | 2,97 77 17 36 24 10,62 1,38 0,97
12,42 | 15,47 | 3,05 78 18 36 24 10,67 1,40 0,98
14,741 18,07 | 3,33 78 18 35 25 10,74 1,53 1,06
17,02 | 20,49 | 3,47 77 18 35 24 10,79 1,58 1,10
Megjegyzés: Zold sor: allandosult allapotbeli adatok, tobbi sor indukeids szinkrontenyészettel valo szimulacios vizsgalatokat mutatjak.

BL - Sziiletéskori méret;

DL - Osztodaskori méret;

Ext - Teljes ciklus soran bekovetkezd novekedés
Novekedés - egyes fazisok alatt bekdvetkezé méretvaltozas

CT - Ciklusid6
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F9. tablazat: A Modell-A weel mutans sejtekre vonatkozo bifurkaciés adatai

M MPF T,
nm min max min
0,94 1,20E-06 - -
1,89 1,96E-06 - -
2,83 2,83E-06 - -
3,77 4,14E-06 - -
471 6,85E-06 - -
5,66 1,68E-05 - -
6,60 2,20E-04 - ]
6,79 3,69E-04 - ]
6,80 3,98E-04 - -
6,81 4,37E-04 - -
6,82 4,98E-04 - ]
6,82 5,49E-04 - -

6,82 5,96E-05 | 6,55E-01 661
6,83 5,91E-05 | 6,55E-01 275
6,88 6,06E-05 | 6,53E-01 186
7,07 6,28E-05 | 6,44E-01 145
7,54 6,71E-05 | 6,15E-01 122
7,64 6,81E-05 | 6,09E-01 116
8,48 7,56E-05 | 5,79E-01 104
9,43 8,34E-05 | 5,72E-01 99
10,37 9,70E-05 | 5,69E-01 97
11,31 1,23E-04 | 5,67E-01 94
12,25 1,55E-04 | 5,66E-01 90
13,20 1,99E-04 | 5,70E-01 83
14,14 2,29E-04 | 5,73E-01 78
15,08 2,37E-04 | 5,72E-01 77
16,02 2,40E-04 | 5,71E-01 77
16,97 2,42E-04 | 5,71E-01 77
17,91 2,43E-04 | 5,70E-01 76
18,85 2,45E-04 | 5,70E-01 76
19,80 2,46E-04 | 5,69E-01 76
20,74 2,4TE-04 | 5,69E-01 76

Megjegyzés:

MPF - a bifurkaciosvaltozd, ahol csak az MPF minimumua (min) lathato, ott stabil fokuszponthoz tart a rend-

szert. mig, abban az esetben, ha MPF maximumat (max) meghataroztam, hatarciklusos oszcillacio 1ép fel
Tp - Periddusidd (csak oszcillacid esetén)

M - Sejtméret (um-ben atszamolva), bifurkacios paraméter
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F10. tablazat: A Modell-B vad tipust sejtekre vonatkozo6 adatai

BL DL | Ext|CT Id6 (min) Novekedés (um)
pm | pm | pm [min| G1 |S+G2| M | G1 |S+G2 M

7,80 | 1564 | 7,84 | 206 | 44 138 | 24 | 1,34 | 556 0,94
7,96 | 1572 | 7,76 | 197 | 41 133 | 23 1143 ] 543 0,90
7,99 | 15,67 | 7,68 | 200 | 42 135 | 23| 1,30| 548 0,90

8,01 | 1565 | 7,64 199 | 42 134 1 231130 544 0,90
8,03 | 1568 | 7,66 | 199 | 42 134 | 23 1131 | 545 0,90
8,06 | 1568 | 7,62 | 198 | 41 134 |1 231128 ] 545 0,89
8,10 | 1571 | 7,61 | 197 | 41 133 | 23| 128 | 543 0,90
8,12 | 1570 | 7,57 | 196 | 41 132 | 231129 | 5,39 0,90
821 | 1575 | 754 | 194 | 40 130 | 241,26 | 532 0,95
8,27 | 1575 | 7,48 | 192 | 41 128 | 23 | 1,31 | 527 0,90
8,35 | 1578 | 7,43 | 190 | 39 128 | 23| 1,25| 5,28 0,90
8,64 | 1586 | 7,22 | 182 37 122 | 23122 510 091
8,71 | 1587 | 7,16 | 180 | 37 120 | 23 | 1,23 | 5,03 0,91
8,76 | 1590 | 7,14 | 179 36 120 | 23 ] 1,20 | 5,04 091
9,26 | 16,08 | 6,82 | 167 33 111 | 23 | 1,14 | 481 0,87
9,60 | 16,25 ] 6,65 | 160 | 31 106 | 23 | 1,11 | 4,62 0,92
9,77 | 16,35 | 6,58 | 157 31 103 | 23 | 1,12 | 453 0,93
10,90 | 17,06 | 6,16 | 138 27 87 24 1111 ] 4,04 1,01
11,00 | 17,15 | 6,15 | 138 27 87 24 |1 1,07 | 4,06 1,01
12,31 | 18,13 | 5,82 | 123 24 74 251104 | 3,67 1,11
13,50 | 19,13 | 5,63 | 113 22 66 2511,03] 345 1,16
16,04 | 21,56 | 551|100 | 20 53 27 11,23 ] 2,90 1,38
18,54 | 24,12 | 558 | 93 18 47 28 |1 1,06 | 2,96 1,55
20,06 | 25,62 | 5,56 | 88 16 44 28 1 1,06 | 2,90 1,61

Megjegyzés: Zold sor: allandosult allapotbeli adatok, tobbi sor indukcids szinkrontenyészettel valo szimulacids vizsgalatokat mutatjak.
BL - Sziiletéskori méret;
DL - Osztodaskori méret;
Ext - Teljes ciklus soran bekdvetkezé novekedés
Novekedés - egyes fazisok alatt bekovetkezé méretvaltozas

CT - Ciklusid6
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F11. Tablazat: A Modell-B vad tipusi sejtekre vonatkozo bifurkacios adatai

M MPF T,
wm min max min
0,99 2,15E-05 - -
1,97 8,74E-05 - -
2,96 2,09E-04 - -
3,95 4,11E-04 - -
4,94 7,47E-04 - -
5,92 3,32E-02 - -
6,91 4,64E-02 - -
7,90 5,83E-02 - -
8,89 7,01E-02 - -
9,38 7,60E-02 - -
9,58 7,84E-02 - -
9,68 7,96E-02 - -
9,78 8,08E-02 - -
9,83 8,15E-02 - -
9,84 8,16E-02 - -
9,85 8,17E-02 - -
9,86 8,18E-02 - -
9,86 8,19E-02 - -
9,87 8,20E-02 - -
9,87 8,20E-02 - -

10,86 9,49E-02 - -

11,85 1,10E-01 - -

12,84 1,32E-01 - -

13,03 1,42E-01 - -

13,08 6,40E-04 0,7558 456

13,13 6,48E-04 0,755155 342

13,33 6,67E-04 0,751897 221

13,82 7,17E-04 0,742228 182

14,32 8,50E-04 0,7329 157

14,81 8,29E-04 0,723767 143

15,80 9,70E-04 0,7068 125

16,29 1,28E-03 0,699122 120

16,79 1,11E-03 | 0,691765 115

17,28 1,18E-03 | 0,685095 111

17,77 1,28E-03 0,679187 107

18,27 1,35E-03 | 0,673389 104

18,76 1,37E-03 0,668 102

19,75 1,65E-03 0,658372 97

20,74 1,87E-03 0,647367 94

Megjegyzés: MPF - a bifurkaciosvaltozo, ahol csak az MPF minimumua (min) lathato, ott stabil fokuszponthoz tart a
rendszert. mig, abban az esetben, ha MPF maximumat (max) meghataroztam, hatarciklusos oszcillacio 1ép fel

Tp - Periddusidd (csak oszcillacid esetén)

M - Sejtméret (um-ben atszamolva), bifurkacios paraméter
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F12. tablazat: A Modell-B weel mutans sejtekre vonatkozé adatai

BL DL | Ext | CT Id6 (min) Novekedés (nm)
pm | pm | pm | min | G1 |S+G2| M | Gl |S+G2| M

423 | 832 409 | 201 | 138 33 30 | 2,63 0,80 | 0,65
423 | 830 | 407 | 200 | 138 33 29| 2,64 0,80 | 0,63
423 | 830 | 407 | 200 | 138 33 29 | 264 0,80 | 0,63
423 | 830 | 407 | 200 | 138 33 29 | 264 0,80 | 0,63
424 1831 | 407 | 200 | 137 34 29 | 261 0,83 | 0,63
424 | 831 | 407 | 200 | 137 33 30 | 262 0,80 | 0,65
424 | 832 | 407 | 200 | 137 33 30 | 262 0,80 | 0,65
424 1832 408 | 200 | 137 33 30 | 2,62 0,80 | 0,66
425 | 831 | 405 ] 199 | 136 33 30 | 2,60 0,80 | 0,65
4,44 1831 | 3,87 | 187 | 124 33 30 | 241 0,80 | 0,65
474 1831 | 357 | 169 | 106 33 30 | 212 0,80 | 0,65
4,74 | 832 | 3,58 | 169 69 33 30 | 1,46 0,80 | 0,66
493 | 832 | 3,38 | 158 69 33 29 | 1,46 0,81 | 0,63
544 1836 ] 292] 132 | 49 33 291 111 0,84 | 0,65
544 834129 | 131 | 40 32 30 | 0,97 085 | 0,71
6,12 | 8,72 | 2,60 | 111 39 33 29 | 0,95 0,88 | 0,69
6,78 | 9,32 | 254 | 102 36 33 29 |1 0,88 094 | 0,71
6,81 ] 932 ] 252 | 101 30 33 28 | 0,82 098 | 0,72
717 1969 ] 253 | 98 30 33 29| 083 097 | 0,77
8,06 10,58 2,52 | 91 25 32 29 | 0,76 1,04 | 0,82
8,12 |10,69] 2,57 | 92 22 32 29| 0,73 1,11 | 0,88
9,42 |12,04] 263 | 86 23 32 29 | 0,77 1,12 | 0,88
10,61 | 13,33) 2,72 | 83 22 32 28 | 0,76 1,16 | 0,87
10,62 113,38 2,76 | 84 19 32 28| 0,71 1,25 | 0,93
11,32 | 14,11} 2,79 | 82 17 32 29 | 0,69 1,34 | 1,13

Megjegyzés: Zold sor: allandosult allapotbeli adatok, tobbi sor indukcids szinkrontenyészettel valo szimulacios vizsgalatokat mutatjak.
BL - Sziiletéskori méret;
DL - Osztodaskori méret;
Ext - Teljes ciklus soran bekovetkezé novekedés
Novekedés - egyes fazisok alatt bekovetkezé méretvaltozas

CT - Ciklusid6
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F13. tablazat: A Modell-B weel mutans sejtekre vonatkozé bifurkacios adatai

M MPF T,
pm min max min
0,49 2,52E-05 - -
0,59 3,41E-05 - -
0,69 4,39E-05 - -
0,79 5,45E-05 - -
0,89 6,57E-05 - -
0,99 7,77E-05 - -
1,97 2,33E-04 - -
2,96 4,65E-04 - -
3,95 8,15E-04 - -
4,94 1,37E-03 - -
5,92 2,31E-03 - -
6,42 3,13E-03 - -
6,52 3,38E-03 - -
6,58 3,60E-03 - -
6,58 2,96E-04 5,89E-01 184
6,58 2,96E-04 5,89E-01 175
6,58 2,97E-04 5,89E-01 165
6,58 2,96E-04 5,89E-01 161
6,58 2,96E-04 5,89E-01 158
6,59 2,96E-04 5,89E-01 154
6,60 2,98E-04 5,89E-01 148
6,62 2,99E-04 5,89E-01 141
6,71 3,04E-04 5,88E-01 127
6,81 3,11E-04 5,87E-01 120
6,91 3,18E-04 5,87E-01 115
7,01 3,24E-04 5,86E-01 113
7,11 3,29E-04 5,86E-01 110
7,21 3,37E-04 5,86E-01 108
7,31 3,44E-04 5,84E-01 105
7,41 3,52E-04 5,85E-01 104
7,90 3,88E-04 5,83E-01 98
8,39 4,19E-04 5,81E-01 94
8,89 4,57E-04 5,80E-01 91
9,87 5,37E-04 5,78E-01 87

10,86 6,30E-04 5,77E-01 84

11,85 7,27E-04 5,76E-01 82

12,84 8,32E-04 5,76E-01 80

13,82 9,60E-04 5,75E-01 80

14,81 1,11E-03 5,75E-01 77

15,80 1,24E-03 5,74E-01 77

16,79 1,49E-03 5,74E-01 76

17,77 1,59E-03 5,74E-01 75

18,76 1,82E-03 5,74E-01 74

19,75 2,04E-03 5,74E-01 74

20,74 2,32E-03 5,74E-01 74

Megjegyzés: MPF - a bifurkacidsvaltozo, ahol csak az MPF minimumua (min) lathato, ott stabil fokuszponthoz tart a
rendszert. mig, abban az esetben, ha MPF maximumat (max) meghataroztam, hatarciklusos oszcillacio 1ép fel
Tp - Periddusid6 (csak oszcillacio esetén)

M - Sejtméret (um-ben atszamolva), bifurkacios paraméter
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9. Koszonetnyilvanitas

Halas koszonettel tartozom témavezetémnek, Dr. Sveiczer Akosnak, aki nemcsak lehe-
toséget adott munkam elvégzéséhez, de korlatlan tliirelmet, biztatast, s szakmai tudast.

Koszonettel tartozom Horvath Annanak, akitél szintén sokat tanulhattam, és mindig
kész volt segiteni. Koszonetet szeretnék még mondani Voros Eszternek, akitdl nagyon sok
tamogatast kaptam, tovabba Dr. Wittmann Marian tanarnének kivalé szakmai Gtleteiért.

Es végiil, de nem utolsé sorban Racz-Monus Annanak szeretnék kdszonetet mondani,

aki a modellezés alapjaiba bevezetett.
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