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2. Bevezetés

A természetben fellelhet6 rendszerek sokszor nagyon hasonld elven miikodnek. A
jelenséget nagyon jol szemlélteti a Novak Béla professzor altal leirt hasonlat, ami a sejt €s
egy vegyi gyar miikodését hozza parhuzamba. Ahogy egy gyarban a gépek végzik a
termékek elballitasat, ugy a sejtekben bizonyos fehérjék, az enzimek végzik a kémiai
atalakitasokat.

A mai gyarakban azonban nemcsak egy-két gép van, hanem gépsorok, amik
egymassal is kapcsolatban allnak. Ahhoz, hogy egy gyar miikodését megismerjik, a
gépsorokbol felépiild rendszert kell megismerniink. Leforditva a sejtek viselkedésére:
életciklusuk szabalyozasa fehérjékbdl felépiild biokémiai haldzattal torténik. Ez a rendszer
egy rendkivil bonyolult, az eukaridéta organizmusokra nézve evollciosan konzervalt
molekularis halézat, melynek alapvetd egységei mar 1,5 millidrd éve megjelenhettek.
Minden ¢l6 organizmus — az egysejti baktériumoktol a tobbsejtli emldsokig — a
folyamatosan ismétl6dé sejtnovekedés és sejtosztodas eredménye az élet megjelenésére,
azaz tobb mint 3 milliard évre visszanézve (Alberts et al., 2010). A méretkontroll egy
rendkivil fontos ellenérzési folyamat, amelynek kdszonhetden a sejtméret a populacioban és
az egymast kovetd osztdodasok utan kb ugyanakkora marad.

A sejtciklus szabalyozasanak megertése modellorganizmusok hasznéalataval a
legegyszeriibb. Gyakran hasznaljak erre a célra az egysejti élesztdgombakat
(Saccharomyces cerevisiae, Schizosaccharomyces pombe) tébb ok miatt is. Az érvek a
kévetkezok: egyszeriibb felépitésti szabalyzo rendszerilk van, genetikai térképezésre
alkalmasak (Turner et al.,, 2012). A hasad6 élesztoként is ismert Schizosaccharomyces
pombe Kival6 modellorganizmusként szolgal jellegzetes fizioldgiai tulajdonsagai (pl.
szimmetrikus osztddas) miatt is a sejtciklus tanulmanyozasara. Hasznalatanak jelentdségét
noéveli az is, hogy teljes genomja 2002 6ta ismert (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 lépéseket.
Koziiliikk Nurse tobbnyire a hasado ¢élesztd sejtciklusdnak mitkodésével foglalkozott munkéja
soran. Az afrikai karmosbéka ( Xenopus laevis) kilonlegesen jO vizsgalati rendszernek
bizonyult a sejtet M-fazisba vezet6 fehérje aktivitasara nézve (Morgan, 2007).



A matematikai modellezés sordn az emlitett molekularis hal6zat tagjai (gének,
fehérjek és molekuldk) kozotti kapcsolatot irjuk le. Tehat a relevans tagokra kinetikai
egyenleteket irunk fel, ami a szintézist, lebomlést, aktivalast, gatlast tartalmazza. igy egy
bonyolult differencidlegyenletekbdl felépiilé rendszert kapunk. A matematikai modellt
kisérletes eredményekre illesztjiik ra. Ideélis esetben a két kilén maodszerrel kapott
eredmény megegyezne, de ez gyakorlatilag nem érheté el. A modell valtoztatdsa addig
sziikséges, mig megfelelé egyezést mutatnak a kisérletes adatok a szimulacidval kapott
eredményekkel. A matematikai modellezés, mint mddszer is nagyon fontos mind elméleti,
mind gyakorlati kutatasok soran.

A dinamikai rendszer allapotat adott szamu allapotjelz6 irja le. A dinamikai rendszer
id6beni viselkedése determinisztikus, azaz adott pillanatban egyetlen &llapotot vehet fel. Az
egymas utani allapotokat &brdzolassal egy periodikus oszcillaciot kell érteni a sejtciklus
tanulmanyozésakor. Ezt a viselkedest kihasznélva kiséerletes adatokkal nem rendelkezo
komponensek mennyiségét tudjuk megbecsilni a sejtciklusban, tovabba meg tudjuk josolni
olyan mutansok viselkedését, amit még el6 sem allitottak.

A sejtciklus szabalyozasanak megértése méas okbdl is fontos, ugyanis hozzajarulhat a
rak kezelésere alkalmas gyogymaodok kifejlesztéséhez (Nasmyth, 2001). Ha a hasado éleszté
sejtciklusdhoz hasonléan modelleznénk az emberi sejt osztédasat — a helyzetet az egyéb
szOveti szignalok jelenléte bonyolitja ugyan — akkor térképet kaphatnank a szabalyozasi
folyamatban szerepld fontos fehérjekrol. Koncentraciojuk valtozasara
differencialegyenleteket felirva szamszertsithetjiik az egyes fazisokban 1évé mennyiségiiket.
Ezaltal informécidt kapunk, hogy pl. mely gének lehetnek felelések a szoveti kontroll
beinditasaért, ami a hibas sejtet Go-fazisba juttatja. A daganat kialakulasakor azonban pont
ez a szignal megy tonkre, tehat valami Kkikapcsolja. A matematikai modellezés
determinisztikus illetve olcso tulajdonsagat vizsgalva meghatarozhatndnk a daganatos
valtozast okozo fontos géneket, melyek mutalodasa okozza a hibés sejtek burjanzasat. Ha
ismerjik az ellenséget, akkor mar megoldast is talalhatunk a problémara, pl. ezen fehérje
szintézisét gatlé gyogyszer alkalmazésaval.

Munkam soran kapott eredményeink fontossagat mutatja az is, hogy 2014. oktdéber
15-17. kozo6tt megtartott Magyar Mikrobiologiai Tarsasag Nagygyiilésén is bemutattam
poszter formajaban (Lovasz & Sveiczer, 2014). Yan és kutatocsoportja 2013-ban
nemzetkdzi folydiratban publikaltdk a legfrissebb szimulécids eredményeiket (Yan et al.,
2013), amelyek kutatocsoportunk korabbi modelljén (Novak et al., 2001, Sveiczer et al.,

2001) és mas Ujabb kisérletes eredményeken alapulnak.
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3. Irodalmi attekintés

3.1. Az eukariota sejtciklus

A sejt az elet funkcionalis és strukturdlis, dnreprodukciora képes alapegysége. Egy
sejt szlletése pillanatatdl az osztodasig tartd folyamatok (pl. sejtnévekedés, kromoszoma
replikacid, kromoszéma szegregacio) 0sszességet sejtciklusnak hivjuk (1. abra) (Alberts et
al.,, 2010). Az osztédas utan keletkezd két utddsejt hossz(i tavi fennmaradasahoz
elengedhetetlen, hogy a sejt méretét, kromoszomakészletét, fehérjéit, egyéb sejtalkotoit
megkettézze és mindezen felsorolt molekuldkat egyenletesen eloszlassa a két leanysejt
kozott. A sejtciklus egyes eseményei diszkrétek, azaz szigoru sorrendben kell lejatszodniuk:
elészor a replikacionak, majd a mitozisnak és végll a sejtosztodasnak kell megtorténnie.
Arrol, hogy pontosan egymas utadn kdvetkezzenek ezek az események, egy fehérjékbdl
felépiilé molekularis halozat gondoskodik. A sejtciklust két egymastol elkiilonithetd ciklusra
bonthatjuk. A sejtciklus jelentés része a sejtmagban jatszodik le (pl. replikacio). Ezt
nuklearis vagy mas néven kromoszomas ciklusnak is hivjak. Rendkivil fontos ebben a
ciklusban a pontossdg. Ha nem preciz az esemény, annak végzetes kovetkezményei is
lehetnek a sejt utddjaira nézve. A mitdzis nem a sejtmagban jatszodik ugyan le, mivel a
sejtmag lebomlik, de megis logikailag a nukleéaris ciklushoz tartozik. A citoplazmas ciklus
soran pedig a sejt megduplazza tomegét és sejtalkotoit. Ezen események folyamatosan
mennek végbe, és nem preciz sem a sejt ndvekedése, sem osztddasa: pl. a sejt osztodaskori

mérete nem lesz tokéletesen a sziletéskori méretének kétszerese.
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1. abra:
Az eukariota sejtciklus (Alberts et al., 2010).
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A sejtciklust két f6 részre is bonthatjuk: interfazisra és M-fazisra (2. abra). Az
interfazis a két M-fazis kozotti szakasz, ami tovabbi harom részre: Gi-, S- és G,-fazisra
bonthat6. S-fazis soran DNS replikacid, M-fazis soran pedig mitdzis jatszodik le, utdbbi
folyamat soran a sejt egyenlden elosztja a leanykromatidakat a két leanysejt majdani
magjaiba (Morgan, 2007). A G-fazisokra egyreszt azért van sziikség, hogy az S- és M- fazis
jol elkilonitve legyenek. Ha nem lennének elkilonitve ezek a diszkrét események, akkor a
sejt elpusztulna. Ezt egy kisérlettel ala is tamasztottak: két emldssejtet fuzionaltak Gssze,
amelyek a sejtciklus kiilonb6z6 fazisaiban voltak. Amikor egy M- és egy S-fazisban 1év6
emléssejtet egyesitettek, azt tapasztaltak, hogy a kromoszomék tomorddnek az S-fazisu
sejtmagban, pedig a replikacio be sem fejez0dott és a sejtek elpusztultak (Alberts et al.,
2002). Masrészt azért is kellenek a Gi- és Go-fazisok, hogy a sejt elérje az osztdédashoz

szlikséges kell6 méretét.
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2. abra:
Az eukariotta sejtciklus fazisai (Alberts et al., 2010).

A mitozist tovabbi 6t fazisra tagolhatjuk: ezek sorrendben a profazis, prometafazis,
metafazis, anafazis, telofazis (3. abra).

A profazis els6 1épéseként egy fehérjedimer, az MPF foszforilezi a kondenzineket ¢és
a H1-hisztonokat, igy a kromoszoémak 0Osszetomorodott struktiraba rendezddnek,
kondenzalddnak. A centromer befiiz0déseknél kinetochor nevili fehérjekomplex gytlik
0ssze. A sejtvaz elemek magorsova valo atalakulasa is elkezdédik. Az MPF foszforilez
bizonyos mikrotubulus asszociadlt fehérjéket, amelynek kovetkezményeként a

mikrotubulusok minden irdnyba névekedni kezdenek.
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3. bra:
A mitozis fazisai (http://patriotapbio2010.wikispaces.com/Unit03-Cells-Mitosis, letdltés datuma:
2014.08.08.).

Ha a sejtkortexet eléerik, konnyen letapadnak. Néhany ilyen sejtvaz elem kapcsolodik
a kortexhez, igy stabilizalodnak, tovabba a magorsé bipolaris alakjat biztositjak. A
sejtkortexhez pozitiv végiikkel tapado sejtvaz elemeket asztralis mikrotubulusoknak hivjuk.
Mindkeét centroszoémabol mikrotubulusok erednek, melyek kozott kapcsolat alakulhat Ki;
atlapolhatnak egymason. Ezeket interpolaris mikrotubulusoknak hivjuk.

A prometafazis legfontosabb eseménye a sejtmaghartya szétesése, amelyet a lamina
réteg MPF altali foszforilez6dése idéz el6. A dinamikus mikrotubulusok elkezdhetik
»pecazni” a replikalt kromoszomakat. Ezek a sejtvaz elemek kinetochor komplexen
keresztl tudnak a kromoszoméahoz kapcsolodni, innen ered az elnevezésik is: kinetochor
mikrotubulusok (4. &bra).

A kromoszoma ket lednykromatidabdl all, igy két kinetochor fehérje komplexiik van,
egymassal ellentétes iranyban. A ,,pecdzas” sordn nagy sebességgel polimerizalodik 1-1

mikrotubulus koteg és elkap egy kromoszomat két iranybdl (5. abra).
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4. abra:
A metafazisos sikra rendezédott kromoszomak (Alberts et al., 2010).

A metafazis soan a két mikrotubulus koteg egy képzeletbeli, Ggynevezett metafazisos
sikra rendezi a kromoszomakat. A kromatidokat a kohezin-komplexek tartjak 6ssze a
metafazis végéig. A metafazis-anafazis hataron egy szeparaz nevili proteolitikus hatassal
rendelkezé enzim ,,szétvagja” ezt a kohezin-gyiriit. A metafazis-anafazis atmenetig egy
szekurin nevii inhibitor kapcsolodik a szeparaz enzimhez. A metafazis végén az aktiv APC
(Anaphase Promoting Complex) ubikvitinezéssel megjeldli a szekurint, mely
irreverzibilisen lebontddik. Az ubikvitinezéses proteolizis mechanizmusa rendkivil fontos.
Az ubikvitin egy konzervalt, fajonként klonbozé hossziasagu (76-79) aminosavbol allé
polipeptid, ami kiilonboz6 célfehérjék aminsavoldallancai koziil a lizin g-aminocsoportjaval
izopeptidkotést tud Ilétesiteni. Ubikvitin ligazok megjeldlik specifikusan a degradalandd
fehérjét egy poliubikvitin lanccal. A megjel6lt molekulat a proteaszoma felismeri, és képes

degradalni
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5. abra:
A mikrotubulusok kapcsol6dasa a kromoszéméhoz (Alberts et al., 2010).



azt. Ez a mechanizmus alkalmas a ciklinek és mas egyeb fehérjék specifikus és gyors
eltavolitasara (Morgan, 2007). Ennek felfedezéséért Avram Hershko két munkatarsaval
2004-ben kémiai Nobel-dijat kapott.

Az APC anafazist serkent6 komplex akkor lesz aktiv, ha az §sszes kromoszoma a
metafazisos sikon talalhatd, mivel a mikrotubulusok addig ,,rangatjak” a kromoszémakat,
mig fel nem alltak erre az ,egyenlitére”. Egészen addig a kromoszoméakra es6 fizikai

feszlltség gatld hatast mer az APC molekuléra (6. abra).
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6. abra:
A kohezin-gyiiriik proteolizise (Alberts et al., 2010).

Az anafazist két részre oszthatjuk. Az els6 az anafézis A, amely soran kinetochor
mikrotubulusok rovidilnek depolimerizacio miatt. Ennek kovetkeztében a hozzajuk
kapcsolt kromoszomak a centroszomak felé vandorolnak. A mozgashoz sziikséges erét a
motorfehérjék szolgaltatjak ATP hidrolizisével. Masik része az anafazis B, melynek
folyaméan az interpoléris mikrotubulusok egymason val6 elcsiszasaval a centroszomak
eltavolodnak egymastdl. A folyamatot szintén motorok hozzéak létre. A két rész idében
nem kulondl el élesen egymastol. Az anafazis végére a sejt megnyult allapotban lesz.

A telofazis soran felépul a két Uj sejtmag: az APC molekula nemcsak a szekurint,

hanem a B-tipusu ciklineket jel6li meg degradécidra, igy az MPF aktivitasa eltiinik. A
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lamina réteg, mely a prometafazis soran MPF foszforilezése altal szétesett, most ismét
0ssze tud szerelddni. A sejtmag membranfuzioval épiil fel (Alberts et al., 2010).

Az élesztok, sOt altalaban a gombak esetében zart mitdzis tapasztalhatd, azaz a
mitdzis soran nem bomlik le a sejtmagmembran, hanem a sejtmag megnyulik az anafazis

sorén, majd a mitozis végén ketteosztodik (Morgan, 2007).

3.2. A sejtciklus szabalyozasa

A sejt mérete nemcsak aranyos a DNS tartalmaval is (Turner et al., 2012). Egy
diploid élesztdsejt nagyjabol kétszer akkora, mint egy haploid, tovdbbd a sejtmag
mérete/citoplazma mérete hanyados nagyjabol allandé egy sejtciklusra nézve (Neumann &
Nurse, 2007). Az allandé arény azt jelenti, hogy a sejt mérete a DNS mennyiségéhez
alkalmazkodik: ha kisebb genomot tartalmaz a sejt, mérete is lecsokken. Ennek a
fiziologiai valtozasnak kdvetkezménye van: ha lecsokken a genom a sejtben, akkor
bizonyos gének is elvesznek, amelyek befolyasoljak a transzkripciés mechanizmus utjat
(Turner et al., 2012). A sejt mérete tehat fizioldgiailag fontos, ezért az evollcid soran
kialakult egy molekuléris szabalyzo rendszer (Mitchison, 1971).

Tehat az egysejtii populacioban a fennmaradashoz elengedhetetlen a sejtek
méretének generdcidkon keresztiili valtozatlansadga, a homeosztazis. Novekvo sejtekben a
méret &llandésdganak biztositasara szikseg van a Gi- és G,-fazisokra. A korai embriok
esetében ezek a fazisok kimaradnak, éppen a nagy méretilk kovetkeztében. Hosszu tavon
szlikséges, hogy a kromoszomas ciklus periodusideje egybeessen a tomegduplazodasi
idovel.

A kromoszoémds és a citoplazmas ciklus koordinalt szabélyozasara egy egyszerii
hasonlatot hasznalhatunk: a bicikli modellt. Ha a citoplazmas ciklus ideje hosszabb, mint a
kromoszomés ciklusé, az azt jelenti, hogy utobbi gyakrabban fog lejatszodni.
Kovetkezmény: a sejt genetikailag instabilla valik, ami halalos. A kromoszémas ciklus
részérdl egy pozitiv szignalra van sziikség, ami serkenti a citoplazmas ciklust, konkrétan a
sejtosztddast. Ezt a jelet a sejt a mitdzis folyaman bocsatja ki. A két periddusid6 igy
0sszehangoltta valik. De fennallhat a veszély, hogy kisebb lesz, mint a témegduplazddasi
id6. Ha ez bekdvetkezne a sejtek mérete egyre Kisebb lenne az egymast kovetd ciklusokban.
Megoldas: a citoplazmés ciklus negativ szignalt kild a kromoszémas ciklus felé, hogy

periddusidejiik egyenld legyen. Ezt a gatlast méretkontrollnak hivjuk, mivel ez a negativ jel
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nem engedi, hogy a kromoszémas ciklus tovabb haladjon, mig egy bizonyos méretet el nem
ért a sejt (Sveiczer & Racz-Monus, 2013).

A sejtciklus szabalyozéséara tobb elmélet is sziuletett. A kutatok névekvo sejteket
tanulmanyozva megéllapitottdk, hogy a sejtciklus eseményei szigorlan egymas utan
kovetkeznek be. Ha egy esemény kimarad, onnantdl blokkolddik a folyamat. Nagyon
hasonlit a domindk viselkedésére: ha egy elddl, vele a tobbi is el fog. Ezért ezt az
elképzelést domind modellnek nevezték el. Késébb korai embriokat tanulmanyozva
megallapitottak, hogy ezekben az él6lényekben nincsenek ellendrzési mechanizmusok. A
sejtciklus folyamatai egymastol fliggetlenek, melyeket egy idékapcsolo indit el (éramii
modell). A sejtciklus konzervalodott az evollcio soran, ezért nem lehet két elmélettel leirni
mechanizmusat. Két egyszerti elmélet 6tvozeteként megsziiletett az automata mosogep
modell, amely szerint kdzponti szerepe egy kontrollrendszernek van, ami az eseményeknek
bizonyos id6t ad, €és a tovabblépést csak akkor engedélyezi, ha a bekdvetkeztek mar a
tovabblépési pontot megel6z6 események (Alberts et al., 2010).

Az eukariota sejtekben harom ellenérzési pont (,,checkpoint”) 1étezik: G1/S, Go/M és
a mitozisban bekovetkez6 metafazis/anafazis hataran (7. &bra) (Murray, 1994). Az els6 a
G1/S hataran miikodik, magasabb rendii szervezetekben restrikcios pontnak (Zetterberg et
al., 1995) vagy élesztékben Start pontnak (Forsburg & Nurse, 1991) is hivjuk. Ennél a
pontnal ellendrzi a sejt, hogy megfeleléek-e a kdrnyezeti paraméterek, a megfelelé méretet
elérte-e, a mitozis szabalyosan lejatszodott-e, nem sériilt-e a DNS. Ha ezeket rendben talélja,
akkor elkezdheti a DNS szintézisét. Emlés sejteknél azonban szoveti szignalokrol is
beszélhetlink, ami rendellenesség fellépésének esetén fontos szereppel bir (pl. daganat).
Szoveti szigndl hatdséra Gy allapotba kerll a sejt. Ez egy specidlis,a Gi-fazisban 1év6
restrikcios pont, amely sordn a sejtnek az aldbbi lehet6ségei adodnak: visszatér a
sejtciklusba, atmenetileg blokkolddik és ebben a fazisban marad, tehat tartésan elhagyja a
sejtciklust (Go) vagy pedig meidzisba megy at (Alberts et al.,, 2010). A G,-fazis végen
ellendrzi a sejt, hogy a DNS szintézis megfeleléen végbement, tovabba nincs-e DNS sériilés,

megfelel6-e a sejt mérete (Maller, 1994).

12



G,/ S ellenOrzési

J_@ o pot
Ce> kriptikus méretkontroll

(o] o Sejtosztodas
metafazis / anafazis

ellen6rzési pont H

©

G2 /M ellenorzési
pont

miukoédé méretkontroll

7. &bra:
A hasado éleszto vad tipusu sejtjére jellemz6 fazisaranyok és ellendrzési pontok
(Sveiczer & Horvéth, 2013).

Az utolsé ellendrzési mechanizmus a mitoézisban hat (Deshaies, 1995). A sejtnek
meg kell gy6zbédnie, hogy a kromoszomak rendesen felalltak-e a metafazisos sikra, tovabba
kapcsolddik-e minden leAnykromatida a kinetochor mikrotubulusokhoz. A szegregacio csak
ezutan kovetkezhet, hiszen ha akkor menne végbe, mikor még nem alltak fel pontosan erre a
hipotetikus sikra, akkor Un. aneuploidia jelenseg alakulna ki, ami tébbnyire letalis.

A vad tipust S. pombe sejtciklusat rovid Gi-, és hosszu G,-fazis jellemzi (7. abra)
(Mitchison, 1989). A G2/M ellen6rzési ponton csak a méretkontroll az aktiv, mig a Gi/S
hataran kriptikus (rejtett) méretkontroll van. A wee mutans sejteknél forditott a helyzet: a
G1/S hataran miik6d6 ellenérzési pont az aktiv, mig a G,/M ellenérzési ponton hato

méretkontroll sérilt (8. abra).
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8. dbra:
A weel mutans sejtre jellemzé fazisaranyok és ellendrzési pontok
(Sveiczer & Horvéth, 2013).

3.3. A sejtciklus szabalyozas molekularis mechanizmusa

A sejtciklus esemeényeinek preciz szabalyozasat egy kozponti kontrollrendszer
irdnyitja, amelynek legfontosabb regulatorai az Un. ciklinfiiggé kindzok (10. &bra) (Alberts
et al., 2010). Az egyik alegység egy kindz, amit katalitikus alegységnek is hivunk. A
kinazok ATP terhére végzik az atalakitast szubsztratjaikon, ami altaldban szerin, treonin és
tirozin oldallancaikon taldlhatd hidroxilcsoporton keresztul valo foszforilezést jelent. A
folyamat energia szlikségletét az ATP hidrolizise fedezi. Foszforilalas hatasara a fehérje
bioldgiai aktivitasa megvaltozik. A dimer masik alegysége a regulacios, ez a ciklin.
Elnevezése az 1980-as évekb6l Tim Hunt kutatotol ered. A tengeri siin korai embriondlis
szakaszat vizsgélva megallapitotta, hogy ennek a fehérjének a koncentracioja a ciklus soran
ciklikusan valtozik (Alberts et al., 2010). A kinazok aktivitdsahoz sziikséges, de nem
elégséges feltétel a ciklinhez vald kapcsolddas, ezért ciklinfiiggd kinazoknak (cyclin
dependent kinase, Cdk) nevezziik (9. dbra). Magasabb rendii szervezetekben tobbfajta ciklin,

mig alacsonyabb rendii szervezetekben kevesebb is elég a szabalyozashoz. A ciklin
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befolyasolja, hogy mi a kinaz szubsztratja, igy kiillonbozd ciklinekkel elegendd lehet egyes
egyszerlibb szervezetekben egy Cdk is a szabdlyozdshoz. Ez a Cdkl jelii fehérje az

¢lesztégombaknal, amit a hasado élesztében a cdc2 gén kodol.

cyclin

D

II//

cyclin-dependent
kinase (Cdk)

9. abra:
A kodzponti kontrollrendszer legfontosabb eleme: a ciklinfiiggé kinaz (Cdk; cyclin dependent kinase)
(Alberts et al., 2010).

Magasabb rendi szervezetekben tobb ilyen Cdk létezik. Az egyik az S-fazist
serkent6 SPF (Un. S-Cdk). A Gi-fazis soran a replikacios origo kis szekvenciaja legalabb 6
fehérjét vonz magahoz, ami nem mas, mint az ORC (Origin Recognition Complex) (10.
abra). A G;-fazis soran termel6dik egy fehérje (Cdc6), ami az ORC-hez kapcsolddik
(Alberts et al., 2010). Ez a fehérje tovabbi proteineket vonz a komplexhez, ezért gyakran
toltéfehérjének is hivjak. Egylittesen alkotjak a prereplikacios komplexet. Ahhoz, hogy a
sejt S-fazisba Iépjen, ennek a komplexnek szét kell esnie. Az SPF szerepe itt jelenik meg: a
Cdcb6 fehérjet foszforilezi, ami ennek kdvetkeztében leesik a komplexrél. Nemcsak az APC,
hanem egy masik molekula az SCF is képes ubikvitinezéssel degradaciora jeldIni bizonyos
fehérjéket. SCF jeloli meg a Cdc6 jeli fehérjét a fent leirt modszerrel, azonban erre csak
akkor képes, ha a Cdc6 az SPF altal mar megfoszforilez6dott (Morgan, 2007). A Cdc6 jelt
fehérje megfeleld modositasok utdn a proteaszomaba jut, mely egy protedz enzimekbdl
felepiilo komplex. A toltdfehérjén torténd modositasokkal parhuzamosan a prereplikéacios
komplex szétesik. Ez azonban még nem elég az origo tiizelésehez, egyéb enzimek (pl. DNS-
polimeraz) kellenek. Replikacid csak akkor indulhat el, ha a Cdc6 képz6dott és le is bomlott.
Az SPF a G,-fazis sordn megtartja aktivitasat, igy lehetetlenné teszi a prereplikacios
komplex ujboli 1étrejottét, azaz gatolja az un. rereplikaciot, azaz egy abnormalisan ismételt

replikaciot.
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10. abra:
A replikacio és a rereplikécios gatlas mechanizmusa
(Alberts et al., 2010).

Maésik ilyen Cdk molekula az MPF (Gn. M-Cdk), ami a mitdzist serkenti.
Alacsonyabb rendi szervezetekben a két komplex kindz alegységei azonosak, és a ciklinek
valtoztatasaval érhetik el az S-, illetve az M- fazist a sejtek (Alberts et al., 2010).

Korai embrionalis sejteknél, els6ként az afrikai karmosbékaban (Xenopus laevis)
figyeltek meg egy érdekes jelenséget: ezekbdl a sejtekbdl kivont citoplazma beinditja az
éretlen oocitakban az érést. Az oocita egy éretlen diploid sejt, amely a petesejt Go/MI
fazishataron vald blokkolddasakor keletkezik. A kutatok azt tapasztaltak, hogy ha mit6zisos
sejtbdl kivont citoplazmat injektaltak egy éretlen oocitaba, akkor bekdvetkezett az érés.
Ellenben, ha interfazisos sejtbol vettek citoplazma mintat, és azt fecskendezték be az
oocitaba, akkor nem tortént valtozds. Az érést beindito anyag az MPF (Maturation
Promoting Factor) nevet kapta (Alberts et al., 2010). Az MPF-et felépit6 ciklin a ciklin-B,
amit a cdc13 gén kodol hasadd éleszt6ben, a ciklin fiiggd kinaz pedig a Cdk1 (Hunt, 1989).
Az MPF tehat mind a mitozis, mind a meiozis inicialasara alkalmas.

Az interfazis végén az MPF aktivitasanak a mitozis kezdete el6tt hirtelen kell
megndnie, €s a végeén hirtelen kell lecsokkennie, hogy tovabb léphessen a sejt a ciklusanak
kovetkezé szakaszara. A mitozis fazisainak részletezésekor mar emlitettem, hogy APC
molekula ubikvitinezéses jeldléssel a B-tipusu ciklineket megjeldli, amelyek igy

lebomlanak. A folyamat szinte pillanatszerti, az MPF gyorsan inaktivalodik (11. abra).
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11. abra:
B-tipusu ciklinek ubikvitinnel megjeldlt degradacioja
(Alberts et al., 2010).

Az MPF aktivitdsdnak hirtelen valdé megnovekedésér6l még nem esett szd. A
folyamat szabalyozasa tébb lépésben torténik. A G;-fazisban egy sztéchiometrikus inhibitor,
a ciklin fiiggé kinaz inhibitor (réviden CKI) a Cdk-ciklin dimer molekulaval trimert alkotva
gatolja annak miikodését. Ezt a fehérjét a ruml gén kodolja a hasado élesztOben.

Ez az inhibitor azonban csak a G;-fazisban fejti ki a hatdsat. Az S- és G,-fazisban
szlikség van egy masik fehérje gatld hatasara. Két kinaz egy-egy foszforilaciot hajt végre a
Cdk1-en. Az egyik aktivalo foszforilacio a Thr-161 aminosavon (CAK kinaz), mig a masik
egy inaktivalo foszforilacio a Tyr-15 aminosavon (Weel). A kétszeresen foszforilalt forma

inaktiv lesz (12. dbra), amelyet az MPF interfazisos un. preMPF formajanak hivunk.
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12. 4bra:
A Kkindazok foszforilaciés mddositasai a Cdk1-en
(Alberts et al., 2010).
A preMPF MPF-fé valé atalakulasaban tobb fehérje vesz részt. Az egyik fontos
protein a hasado6 ¢élesztOben a weel gén terméke (kisebb aktivitasu hattérkopiaja a mikl),
amely a Tyr-15 foszforilaciojat katalizalja. Ez egy er6s inaktivalo foszforilacio (12. dbra). A

gatlo foszfatcsoportot egy masik enzim, a cdc25 gén altal kodolt foszfataz tavolitja el (13.
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abra). Utdbbi fehérjének is ismert egy kisebb aktivitasu hattérkdpiaja, a pyp3 gén terméke. A
Cdc25 foszfatdznak szintén két formaja van: egy aktiv és egy inaktiv, mely ugyancsak
foszforilezéssel szabalyzddik. Az MPF maga is foszforilezi a Cdc25 fehérjét, igy aktiv lesz.
Pozitiv visszacsatolas jon létre: minél tobb aktiv MPF van, anndl tobb aktiv Cdc25. Ez
okozza az MPF aktivitasanak hirtelen valé megugrasat a G,-fazis végeén, igy M-fazisba
»Kergeti” a sejtet (Alberts et al., 2010). Megjegyezném, hogy az MPF inaktiv formajanak

aktivitasa sem teljesen 0.
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13. 4bra:
Az aktiv MPF kialakulasa
(Alberts et al., 2010).

3.4. A méretkontroll és az azt meghatarozé tényezok

1977-ben Fantes megfigyelte, hogy negativ korrelacid van a sejt mérete és a
ciklusidé kozott (Fantes, 1977). Ez azt jelenti, hogy Kisebb sziletéskori méretii hasado
¢lesztd sejtek esetén hosszabb ideig tart a sejtciklus, mint nagyobb sejteknél. Ez a negativ
korrelacio a ,,méretkontroll”. A méretkontroll tehat a sejtciklusban hatd ellenérzési
folyamat, amelynek koszonhetéen a sejtek mérete generédciérdl generaciora illetve a
populacioban korulbell allandé marad.

Nemcsak a ciklinfliggé kindzoknak van befolyasoldsa a sejtek ciklusanak
szabalyozasara. Kedvezébb koriilmények kozott nagyobb sejtek fognak sziiletni, mig
rosszabb feltételek mellett kisebb sejtek (Fantes, 1977). Ha az exponencialis fazisban 1év6
sejteket jobb korilmények kdzé helyezzik (shift-up), azt tapasztaljuk, hogy az atoltas utan

egy darabig még a megszokott életciklusuk ,,iitemére tancolnak”, majd egy idé utdn nem
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torténik osztddas a tenyészetben. Késébb, amikor elérik a méretkontroll altal megszabott U]
méretet, Ujra elkezdenek osztdodni. El6bbi kisérleteknél a tdpkdzegben jobban hasznosithatd
szén- vagy nitrogénforrasokkal biztositjak a kedvezobb feltételeket. A folyamat magyarazata
a kovetkez0: azok a sejtek, melyek az ellendrzési pontjukat elhagytdk az el6z6 tapkozegben,
azok tudnak szaporodni, a tobbi sejt egy ideig nem. Az () tapkézegben mar mas
kritériumoknak kell megfelelniik. Ha ezek utdn a régi tapkozegbe tesszilk vissza a
tenyészetet (shift-down), akkor azt tapasztaljuk, hogy egyszerre rengeteg sejt kezd el
osztodni. A jelenség magyarézata: visszaall az eredeti allapotba a rendszer, a méretkontroll
szintje lecsokken.

Az M-, G;- és S-fazisok hosszat nem befolyasolja a sejt mérete (timer) a hasadd
¢lesztoben. A folyamatok végbemeneteléhez konkrét id6tartam sziikséges (timer). A Go-
fazisban éri el a sejt a kivant méretet (sizer). Ha a kornyezeti tényezdok jobbak, akkor ez a
fazis nydlik meg, ha rosszabbak, akkor ez zsugorodik 6ssze. Valamekkora idétartamu G-
fazis mindig jelen van (Nurse & Fantes, 1981). Tehat a sejtciklust egy ,.timer” és egy ,,sizer”
egységre lehet bontani (,,timer+sizer” modell). A *90-es évek kdzepére derult ki, hogy a
méretkontroll pontos helye inkdbb a G,-fazis kozepén van. igy a méretkontroll
mechanizmusat inkabb egy ,,sizer+timer” modell irja le helyesen (Sveiczer et al., 1996).

3.5. A sejtciklus mutansok

A sejtciklus preciz végbemeneteléhez szd&mos fehérjére van sziksége a sejtnek,
melyek a cdc (cell division cycle = sejtciklus) gének termekei. Az 1970-es évektdl fogva sok
cdc gént fedeztek fel az izolalt cdc mutansok révén a sarjadzo élesztdben (Hartwell, 1974),
valamint a hasado élesztében (Nurse et al., 1976). A géneket mindkét él6lényben kiilon-
kilon a felfedezésik sorrendjében szdmoztak meg.

A sejtciklus mikodését ugy vizsgaltak, hogy valamelyik cdc gént elrontottdk a
sejtben. A mutécio kovetkeztében a fehérje miitkodésképtelenné valik. A mutans sejtek a
sejtciklus azon pontjainal fognak megrekedni, ahol az adott cdc gén termékére sziikség
volna. Szaporodni nem tudnak, megéllnak ennél az un. atmeneti pontnal. A sejtek hosszabb
tavon valo fenntartasaért un. kondicionalis mutansokat hozunk létre. Ezeket pontmutécioval
allitjuk el6. A kondicionalis mutacié lényege, hogy a sejt bizonyos (permissziv)
kortlmeények kozott vad, mas (restriktiv) korllmények kozott muténs fenotipusu lesz.
Leggyakrabban hémérséklet érzékeny cdc® mutansokat hasznalunk, amelyekben a mutacio

rendszerint a fehérje térszerkezetének valtozadsaban nyilvanul meg. A hoémérséklet
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véltozasaval a fehérjék masodlagos szerkezete valtozik. Az S. pombe cdc® muténsai
altalaban 25°C-on osztodnak, de 35°C-on mar nem (Nurse et al., 1976).

A sejtciklus mutansok kozil nagyon gyakran a wee muténs sejttel foglalkozunk. A
wee gén pontmutaciojaval csupan feleakkora osztodasi mérettel, de hasonlé generécios
idoével rendelkezd sejteket kapunk, mint a vad tipusu sejt esetében. A nevét is kis mérete
miatt kapta, ugyanis wee a skotok 6si kelta nyelvén torpét jelent és az elsd ilyen mutanst

Skdciaban izolaltak (Nurse, 1975).

3.6. Szinkronizalasi moédszerek

A természetben megtalélhatd nagyméretti populaciok aszinkron modon viselkednek,
mely tulajdonsaguk nem jelent problémat, ha metabolit termelés vagy a szaporitasuk a cél.
Azonban a sejtciklus vizsgalatdhoz nélkuldzhetetlen a szinkrontenyészet. Szinkron-
tenyészetben a sejtek a ciklus kdzel azonos allapotdban vannak, ezért nagyjabdl egyszerre
osztodnak. A szinkronizalas persze sohasem tokéletes, csak megkozelitéleg lehetnek a
ciklus azonos pontjain a sejtek. Barmilyen jol sikeril is a szinkronizélés, néhany generécio
utan mar gyengiil, majd meg is szlinik.

Szinkrontenyészeteket alapvetéen kétféle modon allithatunk eld: szelekcios és
indukcids modszerekkel. Az elobbi modszereknél kiemeljiik az aszinkron tenyészetbdl
azokat a sejteket, melyek a ciklus adott pontjdn vannak. Az elvélasztas torténhet a sejt
mérete alapjan. A legkisebb sejtek a ciklus elején vannak, a legnagyobb sejtek pedig az
osztodas el6tt. Azonban a legkisebb ¢és a legnagyobb sejtek kozott is csak viszonylag kicsi a
méretkilonbség, ezért az egyszerii centrifugalas nem elegendé. A legjobb moédszer az un.
centrifugalasos elutridco (Creanor & Mitchison, 1979).

Az indukciés mbdszerek esetén a sejteket mutacioval, vagy kémiai gatloszerekkel a
ciklusuk egy bizonyos pontjan blokkoljuk. Ha a gatlast legaldbb egy generacios ideig
fenntartjuk, a tenyészet 6sszes sejtje megall a ciklus ugyanazon pontjan, amit atmeneti
pontnak hivunk. A gatloszert ezutén eltavolitjuk a tenyészetbdl, s akkor a tenyészet szinkron
mabdon osztodni kezd. Gatlo eljaras az is, ha valamilyen tapanyago(ka)t hirtelen megvonunk:
akkor a sejtek altalaban a Gi-fazisban gytilnek 6ssze.

A korabban emlitett un. cdc mutansok segitségével szintén létrehozhatdk indukcios
szinkron tenyészetek. Ha a populaciot restriktiv hémérsékleten szaporitjuk legalabb egy
generacios ideig, akkor a sejtciklus leall, de a ndvekedés nem. Eredményként ,,oriasi”

sejteket kapunk. Ha sokaig a restrikcids hémérsékleten tartjuk, a sejtek elpusztulnak
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(,,kipukkannak™). Permissziv hémérsékletre visszatéve a tenyészetet, gyors osztddasba

kezdenek a sejtek, és néhany generacio alatt elveszitik tomegfeleslegiket.

3.7. A hasado éleszto sejtciklusat miikodteté molekuléris haldzat

A dolgozatomban mar emlitettem, hogy milyen fazisaranyok jellemzik a vad tipusu és
weel mutans sejteket. A vad tipusu sejtnek rovid a G;-fazisa, mig a weel mutansnak
hosszu, a ciklusa 50%-at adja ki. A sejtciklus miikodését egy molekuléris halozat biztositja.
A molekularis halézatot 6sszefoglald (14. abra) kép segitségével egyszertien attekinthetjiik
annak miikodését. Vegyuk sorra az egyes fehérjek funkcidit!

A Gy/S atmenetben fontos szerepet jatszé fehérjéket kék (nyomtatasban inkabb
sOrétsziirke) szinnel jeloltem a 14. &bran. A G;-fazisban fontos szerepe van a Ruml
sztdchiometrikus inhibitornak, egy transzkripcids faktornak (TF), a starter kindznak (SK, az
abran Cdc2/Cig2), illetve az APC Ste9 fehérje alegységének is. A Ste9 a G;-fazisban gatolja
az MPF mikodését egy bizonyos MPF aktivitasi szintig. Az M-fazis vegén az Slpl-et
kdzvetve, a G;-fazis sordn mar a Ste9-et kdzvetlenil foszforilalja az MPF. Az egyes fehérjék
megfeleld idoben valo aktivalasért egy negativ visszacsatolas felel. A kdzvetett modon vald
foszforilezés egy idokésleltetést eredményez a negativ visszacsatoldsban.

Masik fontos fehérje a Rum1, ami a Cdc13/Cdc2 dimerhez kapcsolddva inhibitorként
viselkedik. Azonban a G;-fazis alatt egyre tébb Cdk-ciklin dimer keletkezik, igy egy id6é
utdin mar tobb lesz, mint amennyit a Ruml fehérje inhibealni tud. Az MPF fogja
foszforilezni a Ruml fehérjét, és igy degradaciora jeldli meg.

Tovabbi fontos fehérje a ,,transzkripcios faktor”, és ahogy a 14. dbra is mutatja, az
MPF altal foszforilez6dik. A defoszforilezett formaja serkenti a starter kindz (SK)
képzédését. Az SK a Ruml és Ste9 fehérjét foszforilezi, ezéltal inaktivalja Sket. Ugyis
mondhatjuk, hogy az MPF ,,baratja” a starter kinaz a G;-fazisban.

A Gy-fazisban mas fehérjék mutatnak molekularis kolcsonhatast a sejtciklus
kozéppontjaban 1évé MPF-fel. A {6 szerep a Cdc25 és Weel enzimeké, amelyeknek
funkciojat a 2.3. fejezetben részleteztem. Az MPF aktiv formajat sotétpirossal, inaktiv vagy
alacsony aktivitdssal rendelkez6 formait narancssargaval illetve vilagosabb pirossal
abrazoltam. Az MPF aktivitasanak csokkenteseert az Slpl fehérje felel (z6ld szin). Ez a
fehérje az APC egységhez kapcsolddva az M-fazis végén foszforilezéssel degradacidra jeloli
ki az MPF egyik alegységét, a Cdcl13 ciklint, igy a sejtet a G;-fazisba jutatja. Ez a fehérje

még a kohezin komplex lebomlaséaért és a Ste9 fehérje aktivalasért is felelds.
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A hasado éleszté molekularis halézat mikodésének sematikus abrazolasa.

A fenti (14. dbra) azonban egy egyszeriisitett séma. A G,/M atmenetet (sarga szinnel
jelolt fehérjék jatszanak szerepet) kissé ki kell egészitenlink. A Weel kindz egy nagy
aktivitas molekula, ami megoszlik a citoplazma és sejtmag kozott és mas fehérjék altal is
szabalyozva van. A folyamat legfontosabb fehérjéi a Poml és a Nifl, amelyek
specifikussaga, hogy térbeli gradienssel rendelkeznek. A Pom1 fehérje a sejt mindkét végén
jelen van a kortexen, de a Nifl csak ott, ahol a Pom1 csekély mennyiségben talalhaté meg
(Berthelot-Grosjean & Martin, 2009). A két fehérje aktivitasa a sejtmag belseje felé haladva
csokken.

A Weel fehérjét kdzvetve szabalyozzak a fent emlitett enzimek (15. &bra). Kdzvetlen
hatasukat a Cdr2 kinazra fejtik ki. Amig a sejt kis mérettel rendelkezik, addig a Pom1 kinaz
foszforilezéssel gatolja a Cdr2 fehérje miikddését. Utobbi enzim feladata a Weel
inaktivalasa ugyanezzel a mechanizmussal. Ha a sejt mérete megnd, akkor a Pom1 aktivitasa
lecsokken, a Cdr2 kindz maédositani tudja a Weel fehérjét és a sejt az M-fazisba léphet
(Berthelot-Grosjean & Martin, 2009).
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A G,-fazis fontos szerepléi (Berthelot-Grosjean & Martin, 2009).

A folyamatnak szamos mas szerepl6i is vannak pl. Teal, Tead fehérjék, melyek a
Poml fehérje helyes lokaliz&cidjéért felelnek. Dolgozatomban mar irtam, hogy a Poml
fehérje mennyisége a sejt végeken a legnagyobb. Feltehetjiik a kérdést, hogyan miikodik az
a mechanizmus (16. abra), ami a Pom1 gradienséért felel6s? Elébbi fehérjének bizonyos
szekvencidja argininben ¢&s lizinben gazdag, melyek pozitiv toltésli aminosavak.
Segitsegiikkel ez a fehérje a membran negativ toltésa lipidjeihez (pl. foszfatidil-szerin) tud
kapcsolodni elektrosztatikus vonzads kdvetkeztében. A Poml kinaz autofoszforilaciéra
képes, melynek kdszonhetben a kortexben marad. Kisérletesen is bizonyitottak ezt a tényt,
mikor a kindz domént eltavolitottdk a poml génr6l (Hachet et al., 2011). Viszont az
autofoszforilacio miatti sok foszfatcsoport és a plazma membran foszfatcsoportjai kdzott
taszitd kolcsonhatas Iép fel, melynek eredményeként gyengllni fog a fehérje membréannal

valé kdlcsonhatasa.

1. Tead is deposited at cell
ends by microtubules

2. Tead recruits
the Protein
Phosphatase 1
Dis2

microtubule

Tea4_.
P P P /"f_#_‘ —-‘fbisz'

~

3. Dephosphory-

lation of Pom1
drives membrane
association

4. Pom1 moves
laterally at the
membrane

5. Pom1 autophosphorylation
promotes membrane detachment

16. abra:
A Poml, Tea4 és Dis2 fehérjék altali szabalyzasdnak mechanizmusa (Hachet et al., 2011).

A Tead fehérje mas, pl. a Dis2 foszfataz szallitasaért is felelds. Utobbi két fehérje

osszekapcsolddik, majd mikrotubulus segitségével a sejt végére kertilnek. A Dis2 fehérje
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defoszforilalja a Pom1 fehérjét, melynek kovetkeztében nagyobb kdlcsénhatas alakul ki a
membran és a fehérje kozott (pozitiv toltések szdma nem valtozik, negativ toltések
csokkennek). A Poml fehérje ezutan a membran sikjaban lateralis diffazidval haladva a
folyamatos autofoszforilacio (dinamikus viselkedés) kovetkeztében képz6d6 negativ toltésti
foszfatcsoportok miatt Gjra tavolabb kertil a membrantdl. A folyamatos autofoszforilacios
eseményeket egy ,.timer” modell segitsegével irhatjuk le, azaz bizonyos idére van sziikség,
hogy a Poml gradiense kialakulhasson. Kdvetkezményeként a sejt ciklusanak ideje is
megnyulik (Hachet et al., 2011).

A G,-fazisra egyéb enzimek is hatast gyakorolnak, mint pl. a hasadd élesztd
Szeptécids Inicialos Halozat (SIN, Septum Initation Network) egyik tagja, a Sid2 kinaz.
Ennek a fehérjének a feladata egy bizonyos kinadz, a Finl foszforilaciéja (17. adbra). Az igy
kapott formaja katalizalja a sajat lebomlasat is, eredményeként a Finl aktivitdsa a G-
fazisban tranziens lefutasu lesz. Mas feladata is van a foszforilezett Finl kinaznak: a Pom1l

fehérjet foszforilezi, igy kozvetve hatasa van az MPF aktivitasara is (Grallert et al., 2012).
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17. bra:
A Sid2 és Finl kinazok miikodésének sémaja (Grallert et al., 2012).

3.8. A sejtmag térfogatanak valtozasa a sejtciklus soran

Régen azt feltételeztek, hogy a hasad6 élesztd sejtmagjanak mérete konstans a ciklus
alatt. Egy 2007-ben megjelent cikk ezt a hipotézist megcéafolta. Kisérletesen megallapitottak
a kutatok, hogy a sejt és a sejtmag merete kozott igen széles tartomanyban egyenes
aranyossag tapasztalhato (18. abra). A vizsgalatot sokfajta sejttel végezték, tobbek kozott:
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vad tipusu hasado éleszté haploid és G,-fazisban blokkolt diploid forméajéval, tovabba weel

és cdc25 mutans tenyészetekkel is.
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18. dbra:

A sejt és a sejtmag mérete kozotti dsszefliggés (Neumann & Nurse, 2007).

Ha a sejtmag mérete aranyos a sejtével, akkor a ciklusban bekovetkez6 novekedés

miatt a sejtmag térfogata is valtozni fog. Ezt is bizonyitottdk kisérletesen (Neumann &

Nurse, 2007). A ciklus soran azonos id6kozonként mikroszkop segitségével felvételt

készitettek a sejt ndvekedésérdl (19. abra). Meghataroztdk a sejt és a sejtmag térfogatat,

valamint értékiik hanyadosat. Aranyuk 0,08 korili értéket vesz fel a sejtciklus alatt.

Az utobbi eredmények alapjan felmeriil a kérdés: hogyan képes szabalyozni a sejt

sajat, valamint nukleuszanak méretét? Részleges valaszt egy 2010-ben publikalt cikk

segitségevel adhatunk (Cohen-Fix, 2010), amelyben a szerz6 az Gsszefiiggést citoplazmas

faktorok importin-o fehérjén keresztiili nuklearis transzportjaban latja.
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19. abra:
A sejtmag és a sejt térfogatanak hanyadosa konstans (Neumann & Nurse, 2007).

3.9. A sejtciklus modellezése

A sejtciklusban  mik6d6 molekularis mechanizmus mikodését dinamikus
rendszerként értelmezhetjiik, mikodését matematikai modell segitségével vizsgaljuk.
Elbénye, hogy olcsé és hatékony. Az ilyen kutatashoz elengedhetetlen egyes szamitdgépes
programok hasznélata. Bonyolultabb eseteknél lehetetlen kézzel megoldanunk a
differencialegyenleteket, ezért oriasi elony, ha egy szamitogépes szoftver olcson és gyorsan
elvégzi. Emlitést kell tenni a modellezés hatranyardl is: nem lehet vele vizsgalni a rendszer
Osszes elemét. Ennek kdvetkezményeként sajnos nem tudjuk teljesen reprodukalni a mért
eredményeket, azaz a valdsagot.

Napjainkig szamos matematikai modell készllt a sejtciklus mechanizmusanak

leirdsara, melyek mas-mas szempontbol kdzelitették meg a folyamatot:

1. A Cdk nukleéris akkumul&cidjaval irdnyitott sejtciklus modellek:

Novak Béla és John J. Tyson kutatdcsoportjainak modelljeiben a kbzéppontban az S-
fazis és az M-fazis inicializalasa all. E modellekben nemcsak a Cdc13, hanem a Cig2 ciklin
szerepével is foglalkoztak (Novak & Tyson, 1997). Szerintik az SPF és az MPF nukleéaris

akkumul&cidja szabalyozza a méretkontrollt a két ellenérzési ponton (Novak et al., 2001).
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Utobbi modellnek a kutatocsoport nemcsak a determinisztikus, hanem a sztochasztikus

ey

2. Cdc25 fehérje sejtmag és citoplazma kdzti megoszlasan alapulé modell:

A sejtmag ciklus alatti térfogatvaltozasanak felismerésével (Neumann & Nurse, 2007)
a kutatok mas irdnyban kezdtek vizsgalodni. Kinai kutatok modelljének mozgatorugoja a
Cdc25 fehérje mennyiseégének a sejtmag és citoplazma kozti megoszlasa volt (Li et al.,
2010).

3. Koncentracid gradienssel szabalyozott méretkontroll modell:

A modell alapja a Pom1 koncentracié gradiensére épiilé publikacio volt (Berthelot-
Grosjean & Martin, 2009). Az elsé ilyen modell, amelyben felhasznaltak a 2009-ben
publikdlt cikk kisérletes eredményeit, Neémeth Marton 2012-ben elkészitett
szakdolgozataban olvashatd.

Biologiai kiserletek szerint a sejt méretét két mdédon szabalyozza: a fehérjeszintezis
sebességével és a Poml fehérje térbeli gradiensével (Yan et al., 2013), ami a Weel
mitotikus inhibitor fehérjét szabalyozza. Ez a 2013-ban megjelent Yan és munkatérsai altal
megirt publikéacié kutatdcsoportunk alapmodellét (Novak et al., 2001) vette kiindulasnak.
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4. Célkituzések

A TDK dolgozatom egyik célja volt, hogy az el6zbleg elkészitett matematikai
modellt tovabb pontositsam. Az el6z6leg elkészitett modellnél (Lovasz, 2012) csak kdzvetve
épitette be a kutatocsoportunk a Pom1 fehérje térbeli gradiensének hatasat, nevezetesen a
Weel fehérjére. Ez jO kezdeti megoldasnak bizonyult, azonban arra a kdvetkeztetésre
jutottunk, hogy a fehérjehaldzat tovabbi két tagjanak integraldsaval kdzvetlenil is beépitjuk
a Poml fehérje hatdsat. Ez a hatds a sejt hossziranyaban bekovetkezd koncentracid
gradiensébdl adodik. Igy a modellben a Pom1 fehérjére feltételeztiik a méretfiiggést és Cdr2
fehérjére Goldbeter-Koshland egyenletet, amelyben a Poml Cdr2 fehérjére gyakorolt
negativ hatasat is figyelembe vettiik. Tehat, ahogy hossziranyban n6 a sejt mérete, annal
kisebb lesz a Pom1 fehérje gatlé hatasa a Cdr2 fehérjére nézve. A Cdr2 fehérje igy géatld
hatast gyakorol a Weel fehérjére. A dolgozatomban a vad tipust sejtnek a hasadé élesztd
cdc2-33 torzset fogom érteni, mivel permissziv homérsékleten alig tér el a viselkedésiik
egymastol, ugyanakkor indukcids szinkrontenyészet készithetd ezzel a torzzsel. A weel
mutans sejtként pedig cdc2-33 weel mutanst fogom nevezni.

A modell pontossagat méretkontroll abrdzolasokkal célom ellenérizni. Ez azt jelenti,
hogy a szimulalt sejtek sziletéskori méretének fliggvényében abrazolom a fazisok illetve az
egész ciklus hosszat. A kapott fuggvények meredekségét a kisérletes eredmények megfeleld
adataival fogom 6sszehasonlitani (Sveiczer et al., 1996). A méretkontroll abrdzolasokkal az
egyes fenotipusok esetében a meéretkontroll szempontjabol fontos ellenérzési pontokat
hatarozom meg.

A méretkontroll mechanizmusat bifurkéacios diagramok elkészitésével és elemzésével
is fogom vizsgalni, mind vad tipusid, mind weel mutans sejtre nézve. A modszer
segitségével megerdsitheté, hogy az egyes fenotipusokban melyik fazis a fontos
méretkontroll szempontjab6l. Tovabba egy ,.stabilitasi ujjlenyomatot” is kapunk a

rendszerrol.

28



5. Vizsgalati modszerek

5.1. Felhasznalt szoftverek

A molekuléris halézatban fontos fehérjékre felirt differencialegyenleteket a WinPP®

(www.math.pitt.edu/~bard/xpp/xpp.html) nevii program segitségével oldottam meg.

Munkdmat .ode fajlok segitségével végeztem, amely kdzonséges
differencialegyenleteket tartalmaz. A paraméterek és a valtozok kezdeti értékeit pedig a
program megnyitasa utan egy .set fajlbol lehet betdlteni és valtoztatni. A program
segitségével grafikusan tudjuk abrazolni a ciklus fontos valtozdinak (sejttdmeg, egyes
fehérjék koncentrécidja) kiilonboz6 idben felvett értékeiket. Ha lefuttatjuk a programot, a
differencialegyenletek megoldasait az idében abrdzolhatjuk (20. &bra), illetve a pontos

értékek a ,,Browser” ablakbdl kiolvashatdak.

T WINPP The Dynamical ystems Tool =R

Fie Edt Run Graphics Numerics Phaseplane

stop | NARARR LCLULCLLLEL LU LD DL DL LT LD LT T

Abortall |

v
MvsT

100 200 300 400 500 600

x=1441.18,y=0.116288

20. dbra:
A WinPP® szoftverrel lefuttatott szimulacio.

Ezen kivil kilén ablak tartalmazza a valtozok kezdeti értékeket és a paramétereket.
A WinPP® szoftver tébbféle médon képes megoldani numerikusan az egyenleteket, korabbi
megfontolasok alapjan az an. Stiff-modszert valasztottam.

A programban a kilonb6zo6 tagok aktivitasanak kiszamitasakor egy viszonyszamot
kapunk, amelyet at kell alakitani. A sejt valodi méretének meghatarozasanal a sejt méretére

szimulalt értékét szoroznom kell a vad tipusi tenyészet atlagos sziletéskori méretével,
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tovabba korrigalnom kell a vad tipusu, allandésult allapott sejt szlletéskori méretének
szimulalt értékével.

Munkdm soran a szimulacids eredmények kiértékelését a Microsoft Excel® és
SigmaPlot® 11.0 szoftverek segitségével végeztem. Az eredmények abrazolaséhoz
Microsoft Office Power Point 2007® szoftvert is felhasznaltam.

5.2. A matematikai modellezés

A méretkontroll mitkodésében szerepet jatszo gének és fehérjék kozotti kdlcsonhata-
sok megismerése kulcsfontossagu. Ezek a haldzatok rendkivil Osszetettek, igy csak
szamitogéppel tudjuk megmondani a bioldgiai rendszer adott pillanatbeli allapotat.

A molekuléris halézat viselkedését leir6 diagramok analégok az aramkorok
kapcsolasi rajzadval. Az aramkorben szereplé kondenzatorok, ellendllasok, tranzisztorok
helyett itt fehérjék, gének és metabolitok szerepelhetnek. Ha az elektronok aramlasat is le
tudjuk irni a ,,termeészet konyvének nyelvével” (Galilei), akkor miért ne kisérelhetnénk meg
a fizioldgiai szabalyozo rendszerek leirasat is a matematikéaval (Tyson et al., 2003)?

A biokémiai reakcidokban résztvevd relevans gének, fehérjék és egyéb molekulak
mennyisegének valtozasara kinetikai egyenleteket irunk fel. Tobb részbdl épiilnek fel ezek
az egyenletek: szintézis, lebomlas, aktivalas, gatlas stb. Igy egy sokparaméteres
differencialegyenlet rendszert kapunk, melyet a mar ismertetett szoftver segitségével

megoldva informaciot kapunk a rendszer viselkedésérdl.

5.3. Egyszeriisitések a modellben

A Kkisérleti és a szamitasokbol kapott eredmények sohasem fedik egymast tokéletesen
a folyamat bonyolultsdga miatt alkalmazott egyszerisitések miatt. A modellben az S-, és a
G,-fazist kdzosen targyaltam (S+G,), mert nincs a két fazis kozott nincs jol definialt, éles
hatarvonal (Lygeros et al., 2008). Nincs olyan fehérje, aminek bizonyos aktivitasértékét az
S-fazis végéhez tudnank tenni. Masik egyszerlisités, hogy a sejtosztodashoz sziikséges
szeptum-képzéssel nem foglalkozunk, hiszen az a meéretkontroll szempontjdb6l nem

jelentds.

30



5.4. A sejtciklus vizsgalatanak maédszerei

5.4.1. A méretkontroll vizsgalata

A méretkontroll vizsgalata soran legelsé lépésként allandosult allapotbeli sejtciklust,
majd indukcids szinkrontenyészettel (20. Abra) a vad tipust sejt allandésult allapotara
jellemz6 sziiletéskori méretnél nagyobb mérettel rendelkez6 sejtek egymas utani ciklusait
vizsgaltam. Ehhez tébb adatra van szlkséglnk: a szuletéskori (BL, Birth Length), az
osztodaskori (DL, Division Length) méret, a hossznévekedes (Ext, Extension), a ciklusid6
(CT, Cycle Time) értékei nagyon fontosak. A ciklusiddt, és a hossznovekedést kozvetve
hataroztam meg, mig a toébbi adatot leolvasassal a WinPP® szoftver segitségével megadott
szimulaciés eredményekbdl. A fazisok iddtartamanak, illetve ezen szakaszok alatt 1étrejovo
ndvekedés vizsgalatahoz sziikségink van bizonyos fehérjék aktivitasanak ismeretére, hogy
az intervallumok elejét és véget az adott fehérje bizonyos szintjehez kotni tudjuk. A Gi-fazis
Vegét a Ste9 protein aktivitdsanak 0,1 ala valé eséséhez, az S+G,-fazis vegét az MPF 0,5
nagysagu aktivitas eléréséhez, az M-fazis végét az osztédashoz koétjik, ahol az MPF
aktivitdsa 0,1 ald esik. A modell megfelel6sége a teljes sejtciklus illetve az egyes fazisok
id6tartama alatti novekedés sziiletéskori méret fliggvényében vald dabrazolasaval is
vizsgalhatd. Ugy dontéttiink, hogy a szimulalt sejtek sziiletéskori méretének fliggvényében a
fazisok illetve az egész ciklus hosszat fogom abrazolni. Szimulacids eredményeink azonban
a ndvekedésre is vannak, amelyek a Fliggelék fejezet F9. és F10. tablazatokban olvashat6ak.

A méretkontroll vizsgélatok soran az adatokat régebben publikalt Kisérletes
eredményekkel vetettem Ossze, amelyben cdc2-33 és cdc2-33 weel-6 indukcids szinkron
tenyészetekkel vizsgaltak a fontos paramétereket (Sveiczer et al., 1996). Abrazoltak a mért
eredmeényeket (21. abra), és azt tapasztaltak, hogy egy bizonyos méret (toréspont) el6tti
tartoményban er6s negativ korrelacio, mig utana nagyon gyenge negativ, esetleg gyenge
pozitiv korrelacio tapasztalhatdé (hasonléan a 2.4. fejezetben emlitett Fantes altal mért
kisérletes eredményekhez (Fantes, 1977)). A toréspont azonban nem egyezik meg
tokéletesen a két diagramon se a vad tipusu, se a weel mutans sejtre nézve. A két téréspont
kdzott azonban csak 1 pum eltérés van, ezeért elég, ha ebbe a tartomanyba esik a szimulalt
adatokkal kapott egyenesek toréspontja. Szimulalt eredményeimre illesztett egyenesek
egyenleteinek megoldasaval kaptam meg a téréspontot kilon-kilén a vad tipusu és a weel

mutans sejtre nézve.
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21. dbra:
Indukcids szinkron tenyészetek vizsgalatanak eredményei (Sveiczer et al., 1996).

5.4.2. Bifurkécios diagram

A bifurkécios diagramok vagy mas néven bifurkacios térképek alkalmasak a rendszer
stabilitasanak vizsgalatara. A dinamikai rendszer &llapotat bizonyos szamu allapotjelzével
irhatjuk le n dimenzidban. Ahhoz, hogy informaciot nyerjiink a rendszer viselkedésérél, ki
kell valasztanunk két komponenst, amelyek segitségével két dimenzidban tudjuk jol
szemléltetni a valtozasokat. Az egyik komponens a bifurkécids paraméter, amelyet
lerbgzitlink egy adott pontban, és vizsgaljuk, hogy a valtozé (masik komponens) hogyan
reagal. Majd egy masik pontban rdgzitjuk, és itt megnézzik a valtozd értékét. Az altalam
vizsgalt rendszer eesetén bifurkacids diagramokon, a rendszer allapotat vagy egy stabil
foékuszpont, vagy pedig hatarciklusos oszcillacié jellemzi. Stabil fékuszpont esetén a
rendszer egy adott allapothoz tart. Azt az értéket, amelynél a stabil fokuszpontrol

oszcillaciora valt at a rendszer, bifurkacids pontnak hivjuk.
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Munkam soran a bifurkacidés paraméter a sejttdbmeg, a valtozé pedig az MPF
aktivitasa volt. A diagram készitéséhez sziikségiink van megfelel6 .ode fajlokra, amelyekben
a tomeget rogzitettik és a programban paraméterként kezeljik. Az egyes intervallumok
hatérait az MPF aktivitasanak mennyiségéhez kotjuk. Az abrézolasi modszerrel vizsgalni
lehet, hogy a sejt mekkora tdmegnél hagyja el az adott fazist. A vad tipust hasad6 éleszté
sejtciklusanak G;-, S-, G,-fazisa stabil fokuszpontoknak tekinthet6k, mig M-fazisa esetén
oszcillal a rendszer. Utdbbi esetben tehat egy adott tdmeg értékéhez egy MPF-tartomany
tartozik, melynek minimumat és maximumat hataroztam meg. Ez azt jelenti, hogy bizonyos
méret eléresekor mar M-fazisba Iéphet a sejt, ahonnan csak ugy tud kilépni, ha MPF

aktivitasa lecsokken egy bizonyos szintre.
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6. Eredmeéenyek

6.1. Modell-A, a kiindulasi modell

Munkam soran 2001-ben kifejlesztett matematikai modellre (Novak et al., 2001,
Sveiczer et al.,, 2001) épulé, BSc szakdolgozatomban taglalt verzidt vizsgéltam és
alakitottam tovabb.

A Modell-A differencialegyenletei, kinetikai egyenletei, konstansai illetve a vele
készllt szimulaciés eredmények a Fuggelék F1., F2., F5., F6., F7., F8. tablazataiban
talalhatoak meg.

Roviden dsszefoglalnam, mik is voltak ezek az Gjitasok:
exponencidlis novekedés feltételezése helyett a logisztikus fliggvény alkalmaztuk (1):

‘;—Af=u-M-(1— M) (1)

Mstar

A logisztikus fliggvényre jellemzé maximalt érték az Mg, A BSc szakdolgozatomban
kdzolt modellben Mg, értéke mas volt vad tipus és weel mutans sejtnél. A vad tipusu sejtre
jellemz6 maximalis névekedés méretét kisérletes eredménybdl vettiik (Mitchison & Nurse,
1985), és ebbdl hataroztuk meg weel mutdns sejtre jellemzé maximalis méretet. Ez a
valtoztatas kikiiszobolte a vad tipusu és weel mutans sejt ciklusidejének egyenl6tlenségét.

A masik Iényeges valtoztatas Kisérletes eredményekre épult (Berthelot-Grosjean &
Martin, 2009). A modellbe a Poml kinaz sejten beluli eloszlasanak hatasat kozvetve
épitettlk be: a Weel fehérje aktivitasara feltételeztink meéretfuggést. A Poml fehérje
aktivitasa forditottan aranyos a mérettel, ezért inhibitor higulason alapuldé modellnek
nevezték el az igy kapott modellt. A sejt kézepén aranyosnak veheté a Pom1 mennyisége a
Weel fehérje aktivitasaval, vagyis ,higulasa” értelmezheté ugyis, mint a Weel fehérje
»higuldsa”. A szlkséges korrekciohoz csak az eredeti Weel fehérje sebességi
egyUtthatdjanak egyenletét (2) kell médositani egy B/M szorzdval, ahol B egy paraméter, M
a tomeg, tovabba kuee értékét megvéltoztatva az egyenlet egyszertisitheté (3), ahol G a
Goldbeter-Koshland fliggvényére utal.

kwee = k\’/vee + (k\’A’/ee - k\,/vee) ' G(Vaweel Viwee [MPF]v]awee’]iwee) (2)
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! " B
kwee = kwee + kwee E ' G(Vawee: Viwee [MPF]:]aweea]iwee) (3)

Harmadik lenyeges valtoztatas a G-fazisban fontos Ruml sztGchiometriai
inhibitorra valé méretfliggés felirasa volt. Ez azért volt jo, mert Kisérletes adatot még nem
publikaltak a Ruml fehérje aktivitisanak mennyiségérél a sejt ndvekedése soran. A
modellezés egyik elénye, hogy hipotézist tudunk feltenni. Megvizsgalhatunk olyan eseteket
is, amelyekhez nincsen még kisérletes eredmény. A BSc szakdolgozatomban (Lovasz, 2012)
alatamasztottam, hogy ez a feltételezes lehetséges a modelliink szerint,

BSc szakdolgozatomban és ebben a TDK dolgozatomban régi kisérletes

eredményekbdl vettem a fontos adatokat (Sveiczer et al., 1996).

6.2. Modell-B

A munkam sordn determinisztikus modellt hasznaltam, melynek koszonhetden
bizonyos fehérjék aktiv és inaktiv formainak relativ mennyiségét tudjuk meghatarozni a
sejtciklus soran. Azt is irtam, hogy feladatom a G,-fazisi méretkontroll vizsgalata volt a
hasado éleszt6 vad tipust és weel muténs sejtek esetén. A Modell-B-ben a G- és G,-fazis
méretkontrollra vonatkoz6 differencial-egyenleteket médositottam.

Egyes Uj matematikai modellekben (Vilela et al., 2010, Yan et al., 2013) a Pom1
fehérje térbeli gradiensének szerepét épitették be, illetve a sejtciklus szabalyozast
nukleotidszintézishez és molekularis hal6zathoz kapcsoltak (Yan et al., 2013). Utobbi
modellhez a kutatocsoportunk altal koézolt régebbi modellt vették alapul (Novak et al.,
2001).

Ujitasunk a Poml fehérjére felirt méretkontroll és a Cdr2 fehérje aktivitasanak
Goldbeter-Koshland kinetikaval valo leirasa volt.

A Modell-B vad tipusi és weel mutansu éleszté sejtre vonatkozd Szimulacio
eredmények a Flggelék fejezet F9., F10., F11. illetve F12. tablazataiban olvashat6. A
Modell-B differencialegyenletei, algebrai egyenletei illetve paraméterei a Fuggelék fejezet

F3., F4. tablazataiban talalhatéak meg.
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6.2.1. Paraméter optimalizalas

A paraméter optimalizalas célja a modellbe integralt egyenletekben szerepld
paramétereket olyan értékre hozni, hogy a kisérletes eredményekre (Sveiczer et al., 1996)
illesztett egyenesek meredekségei kozel megegyezd értékeket adjanak az uj modell
allandosult allapotbeli szimulacios eredményeire illesztett egyenesek meredekségeivel.

A Poml fehérjére a mérethatast, illetve a Cdr2 fehérjére a Goldbeter-Koshland

Kinetikat feltételezve az alabbi egyenletekhez jutunk (4, 5, 6):

TT
om M
Cdr2 = G(Ksq, Kyy + Ksp - POm1, 31, J35) ()
kwee = k;/vee + k;;vee ' G(Vaweel i,wee -Cdr2 + il;/vee ! MPF:JaweeyJiwee) (6)

A modellbe igy hat Gj paraméter keriilt be: TT, ka1, K32, ka2, Ja1, Jso. A TT a Pom1
sejten bellli 6sszes mennyiségét jelenti. Ha az M (tbmeg) nd, akkor ez a TT mennyiség
oszlik meg a sejten bellil, azaz a Pom1 aktivitasa csdkkenni fog a sejt kdzepén, a sejtmag
kornyezetében.

A Goldbeter-Koshland kinetikat akkor alkalmazhatjuk, ha a fehérjének létezik egy
foszforilalt és egy foszforilaltlan forméja, ami a Cdr2 fehérjénél teljesiil. A ka1, ks, ko
sebességi  egyutthatok a  Goldbeter-Koshland  kinetika  leiraséhoz  szlikségesek.
Meghatarozzak a Cdr2 fehérje aktiv és inaktiv formainak egymasba alakulasat. A Js1, J3,
egyiitthatok a megfelelé Michaelis-Menten &llandok. A Ve Sebességi egyitthaté a Cdr2
gatld aktivitasara jellemz6é. Ez a sebességi egyiitthatd mar szerepelt a modellben. A hét
paraméter egymashoz val6 optimalizalasa rendkivil munkaigényes.

Az optimalizalassal kapott tényezok értékei (1. tablazat):

1. tdblazat: Az optimalizalassal kapott paraméter értékek.

At .1 ’ Pt V’iwee

TT() ka1 (Min™) ka2 (Min™) | ksz (Min™) Ja1 () J22(-) "
(min™)

1 1 1 0 0,2 0,02 0,25

36



6.2.2. A vad tipusu sejt méretkontroll abra elemzése

Legeldszor megvizsgaltam a vad tipust hasado éleszto sejtciklusat allandosult allapotbeli
korilmények kozott a beallitott paraméter értékekkel. A ciklusidé 198 perc lett. Az
allandosult allapotbeli jellemzdék vad tipusu hasadé élesztére nézve az allabiak lettek az 1j

modell esetén (2. tablazat):

2. tablazat: A vad tipusu sejt allanddésult allapotbeli kdriilmények kozott kapott szimulaciés

értékei.
Sziiletéskori | Osztddaskori Ciklusidé G S+G, M (min)
méret (um) méret (um) (min) (min) (min)
Szimulacios 8 15,9 108 48 131 19
eredmények
Kisérleti
eredmények* 85 152 197 i ) i

* (Sveiczer et al., 1996)

Az indukcios szinkrontenyészet sejtjeivel végzett szimuldciés eredmények a
Fuggelék fejezet F9. tablazataban talalhatdak meg.

Ha megvizsgaljuk a 22. &brat, elsére rogton azt mondanank, hogy az adathalmazra
egy folytonos fliggvény illeszthetd, és a két egyenes raillesztése nem helyénvald. Azonban
ez fizioldgiailag helytelen megoldas lenne. Ugyanis a fizioldgiai magyarazat az, hogy
bizonyos sejtméretet meghaladd éleszték esetén a ciklusidé illetve a fazisok hossza nem fog
gyakorlatilag valtozni. Viszont azon éleszték esetén, akik nem rendelkeznek ekkora
sejtmerettel, a sziiletéskori méretiikt6l fiiggéen kisebb (nagyobb sziletéskori méret), illetve
nagyobb (Kisebb sziiletéskori méret) ciklusidével rendelkeznek. Ezt a bizonyos méretet
toréspontnak is hivhatjuk. Munkam soran a toréspontot az adathalmazra illesztett két
egyenes metszéspontjanak meghatarozasaval hatdroztam meg. A vad tipusu hasado élesztd

esetén ennek ertéke: 12,8 um.
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Time (min)

sejtekre illesztett egyenes meredeksége -22,59 min/um, mig ennél nagyobb sejtekre illesztett
egyenes meredeksége -5,027 min/um volt. Mivel a nagy sejtek szimulacios adataira
illesztett egyenes meredekségének Kisérletes eredmények serint -3,3 min/um-nek, mig
elvileg 0 min/um-nek kellene lennie, ezért elmondhat6 hogy a modell bévitése eredményes

volt.

parhuzamosak a teljes ciklusidével. Ennek magyardzata az, hogy a vad tipust sejtnél G-

fazisban 1év6 ellenérzési ponton hat a méretkontroll. Ez igazolja azt is, hogy a modell jol
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A vad tipusu hasado éleszté méretkontroll 4braja.

3. tAblazat: A vadtipusu sejt szimulacids és kisérleti eredményeinek 6sszehasonlitasa.

Id6tartam Szimulacios Kisérletes eredmény
eredmény (min/pm) (min/um)
Sejtciklus (BL<Toréspont) -22,1 -26,9
Sejtciklus (BL>Toréspont) -2,3 -3,3

* (Sveiczer et al., 1996)
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kozeliti a valosaot, ugyanis a vad tipusu sejtnek ahogy mar az irodalmi attekintésben is
részleteztem a G,-fazisban 1év6 ellendrzési pontnal hat a méretkontroll, a G;-fazisban pedig
rejtett. A harom legnagyobb sziiletéskori mérettel rendelkez6 sejthez tartozod ciklusid6
korlbelll azonos. Ez arra enged kdvetkeztetni, hogy nagy mérettel ( >18 um) rendelkez6
sejteknél mindenképpen van egy minimalis ciklusidé. Ez a ciklusid6 az S- és M-fazishoz
szlikséges, hogy precizen végbemenjenek. A Gi-fazishoz illetve a mitozishoz sziikséges id6

a szimulacios eredmények (Fuggelék F9. tablazat) szerint korilbelll konstans.

6.2.3. Bifurkécios diagramok vad tipusu sejt esetén

A bifurkécios diagram (23. &bra) azt mutatja, hogy amig a sejttémeg Kkicsi, addig a
rendszer egy stabil fokuszponthoz tart. Ez igaz mind a G-, S-, G,-fazisokra, csak az MPF
aktivitdsanak nagysdga tér el az egyes szakaszokban. A Gj-fazisban kozel 0 az MPF
aktivitasa, S-, és G,-fazis soran csekély mértékben, de megemelkedik a mennyisége, és egy
bizonyos MPF érték utan (bifurkéacios pont) a rendszer oszcillalni fog. Ez az M-fazis, mely
soran a rendszer két hatar kzott oszcillal.

Matematikai modellek megallapitottdk az MPF bistabilis kapcsolatat a ciklin
fehérjek szintézisének sebességével (Ferrell, 2002, Novak & Tyson, 1993). Ez a bistabilitas
a pozitiv feedback kapcsolatnak tulajdonithatd (az aktiv Cdc2 ugyanis segiti a Cdc2 fehérjét
aktivalo Cdc25 fehérje szintézisét és gatolja a Weel inhibitort). Mivel a modellbe integralt
Poml fehérjére hatd méretfiiggés és Cdr2 fehérje a Weel fehérjére gatléan hat, ezert a
bifurkécios diagramon mutatott bistabilitas nemcsak a ciklin fehérjék szintézisének, hanem a
Poml térbeli gradiensének is eredménye. A szimulalt értékekbdl lathato (23. &bra), hogy
13,5 um nagysagu méretnél tud bekdvetkezni az oszcillacio.

A hasado éleszté cdc2-33 sejtje atlagosan 8 um nagysaggal sziletik. Ha megnézzik
a diagramon (23. 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
bifurkacios ponthoz. Ha elérte a bizonyos 15 um nagysagu méretet, akkor M-fazisba Iéphet.
Ha ezt a tdmeget eléri a sejt, akkor ciklusa végéhez ér, és 8 um-re ugrik vissza a mérete,

mert kettéosztodik. A diagram pontjai azt mutatjak meg, hogy a rendszer végtelen id6 alatt

39



0,7 1

0.5

>

>

MPF
=2
=S

0,3

>

0.2 1 S+G2 M

0.1 Gl -

0,0 T T T T
0 5 10 15 20 25

M (um)

23. dbra:
A bifurkaciés diagram vad tipusu hasado6 éleszté esetén.
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24. dbra:
A Modell-B tomeg és periédusidd osszefiiggését mutaté bifurkacios diagramja vad tipusi
hasadé élesztonél.
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milyen allapothoz fog beéallni (23. abra). A valdsagban nincs végtelen ideje, tehat a
valddi rendszer késni fog. A grafikon alatt lesz a valodi sejtre jellemz6 ciklus sordn a gorbe.

A peridodusidé a bifurkéacios diagramnal azt jelenti, hogy a bizonyos méretnél
nagyobb sejteknél hatarciklusos oszcillacié 1ép fel, aminek jellemzdje a periodusidd (24.
abra). Ha a méret fliggvényében abrazolom a peridodusidét, akkor ,,forditott aranyossag”
figyelheté meg. A bifurkacios pontig a rendszer stabil fokuszpontokhoz tart, mig utana két
hatéar kozott, véges amplitidoval fog oszcillalni. A bifurkacios ponthoz végtelen periddusidéd
tartozik, ezért SNIC (Saddle Node Infinite Circle), vagy SNIPER (Saddle Node Infinite
Period) bifurkacionak szokas hivni (24. abra).

A Kkét abrat (23. és 24. abra) egymas alatti abrazolasban a legjobb prezentélni. Az x-
tengelyeken a skalat is ezért készitettem ugyanolyan beosztasira a két diagram esetén. Jol
latszik, melyik tdmeg a bifurkacids pont, illetve hol fog a rendszer oszcillalni.

A vad tipust hasado éleszté Modell-B-vel kéziilt szimulacios eredményei a Fliggelék

F10. tablazataban olvashatoak.

6.2.4. A weel mutéans sejt analizise

Az allanddsult allapotbeli korilmények kozotti szimulcio szerint a ciklusidé 197

perc lett, ami 1 perc kiilonbséggel megegyezik a vad tipusu sejt ciklusidejével (4. tablazat).

4. tdblazat: A weel mutéans sejt allanddsult allapotbeli kérilmények kozott kapott

szimulacios eredményei.

Sziletéskori | Osztddaskori Ciklusidé G S+G; M
méret (um) méret (um) (min) (min) (min) (min)
Szimulacios 4.4 8,8 197 139 33 25
eredmények
Kisérletes
eredmények* 5.2 85 217 i i i

* (Sveiczer et al., 1996)

A toréspontot szintén az adathalmazra illesztett két egyenes metszéspontjaval
hataroztam meg. Ertéke 6,48 pm lett ami, azt jelenti, hogy kb 50%-a a vad tipust sejt
méretkontroll abra torésponti értékéhez képest. Megjegyezném, hogy a kisérletesen, weel

mutans sejt esetében kapott 217 perc hosszt ciklusidé mérésénél sajnos csak 40 sejtciklust,
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mig a vad tipusu sejt kisérleteknél kdzel 150 sejtciklust mértek le, elemeztek ki. Ezért a vad
tipusu sejttel kapott ciklusid6t tartjuk mérvadonak.
A Modell-B weel™ mutansu sejt esetén az indukcios szinkrontenyészetekkel kapott

szimulacids eredményei a Flggelek F11. tdblazataban olvashatok.
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25. dbra:

A Modell-B méretkontroll vizsgalata weel” mutans esetén.

5. tdblazat: A weel muténs sejt szimulacios és kisérleti eredményeinek dsszehasonlitasa.

Id6tartam Szimulacios eredmény | Kisérletes eredmény
(min/pum) (min/pum)
Sejtciklus (BL<Toréspont) -47,64 -48,8
Sejtciklus (BL>Toréspont) -1,9981 -4,9

* (Sveiczer et al., 1996)

A Kisérletes eredmenyekhez hasonlitva a szimulalt eredményeket elmondhatjuk,
hogy az illesztett egyenesek meredeksége weel  mutans sejt esetén kozeli megegyezést csak
a toréspontnal kisebb sejtek esetén ad. Toréspontnal kisebb méretli sejteknél a BSc
dolgozatomban kapott érték -48,6 min/um volt. Ez kis mértékben, de romlott az Ujitdsok

hatdsara. A toéréspontnal nagyobb sejtek szimulalt adataira illesztett egyenes meredeksége a
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BSc szakdolgozatomban -0,78 min/um volt. Ebben az esetben viszont jelentds javulast
eredményezett a Pom1 térbeli gradiens hatasanak beépitése.

A 25. &bran lathatd, hogy a weel mutans sejt esetén a méretkontroll a G;-fazisban
hat. Ezt az reprezentalja, hogy a G;-fazis id6tartamara kapott szimuldlt eredményekre
illesztett egyenesek kozel parhuzamosak a teljes ciklus id6tartamara kapott szimulalt

eredmenyekre illesztett egyenesekkel. Az S+G; illetve a mitdzishoz konstans id6 sziikséges.

6.2.5. Bifurkacios diagramok weel mutans sejt esetén

A periddusidoét vizsgalva szintén arra a kovetkeztetésre jutottam, hogy a bifurkacios
pontnal a periodusidd végtelenhez tart (27. abra), tehat ismét egy SNIC bifurkécio jellemzi a
rendszer stabilitasat. A vad tipusy sejtre jellemz6 bifurkacios diagram (23. &bra) esetén az
MPF aktivitasa fokozatosan emelkedett miel6tt oszcillalni kezdett. A bifurkacios pont
(~7 um) elétt az MPF aktivitas kozel nulla a weel muténs esetén, azaz stabil S+G,-es fazisa
a muténs fenotipusu sejtnek nincsen (26. abra). Ez nem azt jelenti, hogy nem rendelkezik
ilyen fazissal a weel mutans sejt, hanem azt, hogy rovid id6t tolt csak el abban a fazisban. A
jelenség ahhoz hasonlithatd, mintha egy golyostollat hegyével az asztalra allitanank. Meg
fog allni egy bizonyos ideig, de ez nem stabil helyzet, ezért el fog dSlni.

A weel mutans bifurkécids diagramjait (26. es 27. abra) szintén egymas alatt
reprezentalom, igy konnyebb atlatni mely tomegekhez tartozik periodusidé. A Modell-B
hasznalataval kapott weel mutans sejtre jellemzé bifurkacios eredmények a Fiiggelék F.12.

tablazataban olvashatok.
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26. &bra
A Modell-B bifurkaciés diagramja weel” mutans esetén.
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27. abra
A Modell-B tomeg és periodusidé osszefiiggését mutaté bifurkaciés diagramja weel muténs esetén.
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7. Osszefoglalas

A TDK dolgozatomban a kittizétt cél az volt, hogy a BSc dolgozatomban (Lovasz,
2012) kozolt modellt tovabb fejlesszem, illetve a G,-fazisu meéretkontrollt részletesebben
vizsgaljam. A modellt igyekeztem Ggy alakitani, hogy mind a vad tipust, mind a weel
mutans sejt esetében a kisérletes adatokhoz kozelebbi értéket mutasson.

A modell kinetikai egyenletekkel kozeliti az egyes fehérjek mennyiségének
véltozasat. Munkam soran a WinPP® differencialegyenleteket numerikusan megoldd
szoftverrel dolgoztam, amelynek segitségével meghataroztam a relevans fehérjék aktivitasat
a sejtciklus pontjaiban. A program altal Kiirt adatokbol a fazisok hosszat, egyes fazisok
illetve a teljes ciklus alatti ndvekedést, a ciklusid6t tudtam meghatarozni Microsoft Excel
2007® hasznalataval. A kapott adatok felhasznalasaval méretkontroll abrakat készitettem,
amelyeket a kisérletesen kapott eredményekkel hasonlitottam 6ssze (Sveiczer et al., 1996).
A kapott eredményeket a Sigma Plot 11.0® szoftverrel értékeltem ki, majd az abrakat
Microsoft Power Point 2007® programmal készitettem el.

A feladatom a G,-fazisi méretkontroll vizsgalata volt. Uj egyenletek beépitésével
kdzvetlenlil a Pom1 fehérje térbeli gradiensének szerepét vizsgaltam. Megallapitottam, hogy
a vad tipust sejt és a weel™ mutans sejtnek a méretkontroll &brain szereplé egyenesek
meredekségei a beépités utan jobban kdzelitettek a kisérletes adatokhoz.

Nagyon érdekes, hogy a bifurkacios diagramok sem a BSc szakdolgozatomban, sem
az itteni Modell-B esetén, nem mutattadk ki, hogy a weel™ mutansnak lenne olyan jellemz6
tdmege, amivel G,-fazisban stabilan maradna.

A dolgozatban kodzolt modellel kapott eredményeket 2014. oktdber 15-17. kdzott

megtartott Magyar Mikrobiologiai Tarsasag nagygytilésén bemutattam poszter formajaban.
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9. Flggelek

F1. tAblazat: A Modell-A differencial egyenletei, algebrai kifejezései, valamint paraméterei

d[Cdc13
[ dCt 7l _ ky — (kb + k3 [Ste9] + k3'[SIpa]) - [Cdc13;]
Y (1 M )
d[ ] dt # Mstqar
MPF
% = kyyee ([Cdc13y] — [preMPF]) — kys[preMPF] — (kj + ky [Ste9] + ky'Slp1)[preMPF]
alstes] 1 — [Sted] [Steg]

= (k3 + k3[Sip1]) (k4[SK]1+ k4[MPF])

dt Js +1—[Ste9] Ju + [Ste9]

d[Sipl,] [MPF]*

P kg + kg JE+ MPFT ke[Siply]

d[Sipi]
dt

[Siplr] - [Sipl]l [Sip1]
J7 + [Slplr] = [Sipl]l " Jg + [Sip1]

d[IEP] _ 1—[IEP] [IEP]
ar R MPEY T ER Ko T + T1EP]

= k,[IEP]

— kelSipl]

d[Rumly]

dt = kqq — (kqp + k1,[SK] + ki, [MPFD)[Rumly]

d
% = kq3[TF] = k14[SK]

2[Cdc13;][Rumly]
Y +/X2—-4[Cdc13;][Rumly]

[Trimer] =

([cdc13;] — [preMPF])([Cdc137] — [Trimer])

[MPF] = [Cdc13,]

Ruml;y = Rumly - —
umdiry umdir M
[TF] = G(kys, kig + ki6[MPF], J15,)16)

! " B
kwee = kwee + kwee e G(Vaweev Viwee[MPF]Jaweer]iwee)
kas = kas + (ks — k3s) - G(VaasIMPF,Vigs, Jazs: Jiwee)
> =[Cde13,] + [Rumly] + Kyiss

2ad
b—a+bc+ad++(b—a+bc+ad)?—4ad(b - a)

G(a,b,c,d) =
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F2. tablazat: A Modell-A paraméterei, és valtozoi

Sebességi allandék vad tipus esetén (min™)

ki =0,025k =003,k =1,k2"=01,k;=1,k; =10 ks =35k; =11, ks = 0,005 ks =0,3, ks =0,1, ky
= 11 k8: 91251 k9 ’: 0115 k];p = 0104:1 kll :0111’!(12 = 05011 klZ = 11 klZ ’: 31 kl3: Ol”kla = 0111 kl4: 0511 k15 =
110341 k15 = 05 le = 11 kl6 = 25 k25 = 01055 k25 = 41951 KdiSS= 010011 kwee = 01151 kwee = 0171 “‘ = 01004

Vanee= 0,25, Vigee =0, Viwee =1, Vazs =0, Vazs =1, Vips = 0,25

Sebességi allandok wee mutéans esetén (min™)

ki =0,025k =003k, =1,k2"=01,ks =1,k; =10, ks =35,k; =1,1, ks = 0,005, ks =0,3, ks =0,1, ky
= 11 k8: 91251 k9 ’: 0711 k];p = 0104:7 kll :0111,!(12 = 01011 k12 = 11 k12 ’: 31 kl3: O,”k13 = 0111 k14: 0111 kls =
1,034, ks =0, kg =1, kig = 2, kps = 0,05, kps = 4,95, Kgigs= 0,001, Kyee = 0,15, kyee = 0,15, p = 0,004

Vanee= 0,25, Vigee =0, Viwee =1, Vazs =0, Vazs =1, Vips = 0,25

Michaelis és egyéb konstansok (vad tipus és weel mutans esetén) (dimenziémentes)

J;=0,01, J,= 0,01, Js= 0,3, J; = 0,001, Jg = 0,001, Jg = 0,01, J;0 = 0,01, J;5 = 0,01, J; = 0,01, Jop5=0,01, Jip5 =
0,01, Jawee = 0,01, Jiwee = 0,1, B =10,9, D=0,15, Mgtar vact)= 8,5, Mstar (wee)= 5
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F3. tablazat: A Modell-B differencial egyenletei, algebrai kifejezései, valamint paraméterei

d[Cdc13;]

it kqy — (kj + k5 [Ste9] + k3'[SIp1]) - [Cdc13]

dlpreMPF
% = kyee([Cdc137] — [preMPF]) — kys[preMPF] — (k} + k3 [Ste9] + k3'Slp1)[preMPF]

dlste9] . 1-[steq] [Sted]
P (k3 + k3 [Slpl])m(ka,[ﬂ(] + k;,[MPF])m

d[Sipl,] _ [MPF]*

k! +kl/
dt > Th gk

T MPFTE kelSiplr]

dlsip1] _

P8 < oli] [Siplr] —[Sipl] [Sipi]

J; + Sl = [Slpl]l "8 + [Sip1]

dlIE] _ 1—[IE] [1E]
dt _kg[MPF]Jgﬂ—[IE]_ 110 + UE]

— kglSip1]

d[Ruml ] ’ "
TT = kyq — (kip + ki,[SK] + k5 [MPF])[Rumi,]

d[SK]
T = ky3+ky3[TF] — k14[SK]

aM u (1
ac M

Mstar)
Y = Cdcl3; + Ruml, + kp

2[Cdc13][Rumiy]
Y +/%2—4[Cdc13;][Rumls]

[Trimer] =

([€dc13;] — [preMPF])([Cdc137] — [Trimer])
[Cdc137]

[MPF] =

D
Rumly = Ruml - —
umly uml - o

kwee = k!,/vee + k\IA,/ee : G(V:zweex Vi\lfvee -Cdr2 + i’wee ! [MPF]x]aweev]iwee)

kas = kys + (kos — kas) - G(Vips+Va2sIMPFL Vigs, Jazs. Jiwee)

2ad

G(a,b,c,d) =
b—a+bc+ad++(b—a+bc+ad)?—4ad(b - a)

TF = G(K'ys + K5 - SK, Ky + Kig - MPF,J15,J16)
Poml = il
Y

Cdl’2 = G(k31,k’32 + k32 . Poml,\]31,\]32)
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F4. tablazat: A Modell-B paraméterei, és valtozéi

Sebességi allandok vad tipus esetén (min™)

k= 0025 k;'=003 k' =1 k2" =0, ks =1, k"= 10,k =35,k =11, k5—0005 k5—03 k6 0.1, k7—1 kg_
ee = 2, kg = 0,05, kge' = 4,05, K= 0,001, Kuge = 015, Kuge' = 0,7, kyy=1, ks =0, ksp =1
1= 0,004

Vawee— O 25 Vlwee - 0 25 Vlwee - 1 VaZS - 0 Va25 - 1 V|25 0 25

Sebességi allandok wee mutans esetén (min” )

ky = 0,025k, =0,03, k, =1, k2" =01, ks =1, kg —10 ks = 35, Ky =11, ks = 0,005, ks = 0,3, ks = 0,1, k7 =1, kg=
025 kg Ol k10—004 k11—01 k12—001 k12 —l klZ —3 k13—0 k13 —01 k14—01 k15—1034 k15 —0 le —1
kig = 2, kos = 0,05, kps = 4,95, Kgiss= 0,001, Kyee = 0,15, kyyee = 0,15, k3;=1, k3, =0, kgp =1

p =0,004

Vawee— O 25 Vlwee =0. 25 Vlwee - 1 VaZS - 0 Va25 - 1 V|25 0 25

Michaelis és egyéb konstansok (vad tipus és weel” mutans esetén) (dimenziémentes)

=0,01, J,= 0,01, Js= 0,3, J; = 0,001, Jg = 0,001, Jg = 0,01, J;o = 0,01, Jy5 = 0,01, J1s = 0,01, J,5 = 0,01, Jjs = 0,01,
Jawee - 0 01 leee - O 1 D= 0 15 Mstar (vad)— 8 5 Mstar (Wee)— 5 TT=1
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F5. tablazat: A Modell-A vad tipusu sejtekre vonatkozé adatai

BL DL Ext CT 1dé6 (min) Novekedés (um)
pm pm pm min| G1 |S+G2| M Gl S+G2 M

7,804133 | 15,64259 | 7,838458 | 201 | 44 | 138 19 1,338235 5,555895 0,944328278
7,961735 | 15,72001 | 7,758274 | 192 | 41 | 133 18 1,42849 5,430485 0,899299135
7,992653 | 15,67251 | 7,679859 | 195] 42 | 135 18 | 1,300276 5,482555 0,897027928

8 15,68545 | 7,685448 | 195] 42 | 135 18 1,301322 5,486505 0,897620417
8,006932 | 15,64674 | 7,639806 | 194 | 42 | 134 18 1,30231 5,441555 0,895941699
8,027166 | 15,68219 | 7,655023 | 194 | 42 | 134 18 | 1,305193 5,452407 0,897422921
8,060286 | 15,68318 | 7,622891 | 193] 41 | 134 18 | 1,276665 5,45453 0,89169553
8,102056 | 15,71132 | 7,609264 | 192 ] 41 | 133 18 | 1,282462 5,427898 0,898904143
8,123346 | 15,6973 | 7,573951 | 191 41 | 132 18 | 1,285414 5,390324 0,898212906
8,214886 | 15,75368 | 7,538797 | 189 ] 40 | 130 19 1,264401 5,324834 0,949561929
8,271419 | 15,74865 | 7,477227 | 187 ] 41 | 128 18 | 1,305895 5,270849 0,900484113
8,348146 | 15,77738 | 7,429236 | 185] 39 | 128 18 | 1,248245 5,279223 0,901767838
8,641922 | 15,86063 | 7,218705 | 177 | 37 | 122 18 | 1,216587 5,096598 0,905520267
8,710828 | 15,87169 | 7,160858 | 175] 37 | 120 18 1,22501 5,029834 0,906014007
8,760667 | 15,9022 | 7,141533 | 174] 36 | 120 18 | 1,195909 5,038228 0,907396481
9,259355 | 16,0836 | 6,824246 | 162 33 | 111 18 | 1,144649 4,813971 0,865626026
9,602188 | 16,25276 | 6,650567 | 155] 31 | 106 18 | 1,105959 4,621807 0,922801188
9,765251 | 16,34518 | 6,579933 | 152 | 31 | 103 18 | 1,121927 4,531058 0,926948609
10,89893 | 17,05736 | 6,158427 | 133 | 27 | 87 19 1,106966 4,041761 1,009699534
11,00202 | 17,15018 | 6,148157 | 133 ] 27 | 87 19 1,074182 4,060226 1,013748207
12,30846 | 18,12927 | 5,820807 | 118 ] 24 | 74 20 ] 1,042879 3,666715 1,111212602
12,8496 | 18,80056 | 5,950957 | 112] 23| 70 19 ] 0,263361 1,00338 4,684215854
13,49679 | 19,12771 | 5,630914 | 108 ] 22 | 66 20 ] 1,026783 3,448383 1,155748005
16,04371 | 21,55573 | 5512021 ] 95 | 20 | 53 22 1,227933 2,904775 1,37931375
18,54263 | 24,11794 | 5,575319 | 88 | 18 | 47 23 1,06095 2,964517 1,549851754
20,05851 | 25,62346 | 556495 | 83 | 16 | 44 23 ] 1,056407 2,900726 1,607816901

Megjegyzés: Zold sor: allandosult allapotbeli adatok, tébbi sor indukciés szinkrontenyészettel val6 szimulacios vizsgalatokat mutatjak.
BL - Sziiletéskori méret;
DL - Osztddaskori méret;
Ext - Teljes ciklus soran bekovetkezé novekedés
Novekedés - egyes fazisok alatt bekovetkez6 méretvaltozas
CT - Ciklusidd

53



F6. tablazat: A Modell-A vad tipusu sejtekre vonatkozé bifurkaciés adatai

M MPF T,
pm min max pHm
0,987481 | 2,1510° - -
1,974962 | 8,7410° - -
2,962444 | 2,09¢10" - -
3,949925 | 41110 - -
4,937406 | 7,47.10" - -
5924887 | 3,32¢10° - -
6,912368 | 4,64¢10° - -
7,89985 | 5,8310° - -
8,887331 | 7,01.10” - -
9,381071 | 7,60010% - -
9,578568 | 7,8410° - -
9,677316 | 7,96¢10% - -
9,776064 | 8,0810% - -
9,825438 | 8,15¢10° - -
9,835313 | 8,1610* - -
9,845188 | 8,17-10* - -
9,855062 | 8,18¢10* ] i
9,864937 | 8,19¢10% - -
9,869875 | 8,20-10° - -
9,874812 | 8,20010% - -
10,86229 | 9,49+10% - -
11,84977 | 1,1010* - -
12,83726 | 1,32¢10* - -
13,03475 | 1,42¢10* - -

13,08413 | 6,4010° 0,7558 456
13,1335 | 6,48.10* | 0,755155 342

13,331 6,67+10* | 0,751897 221
13,82474 | 7,17-10% | 0,742228 182
14,31848 | 8,50+10° 0,7329 157
14,81222 | 8,29.10* | 0,723767 143
15,7997 | 9,70-10" 0,7068 125
16,29344 | 1,28.10° | 0,699122 120
16,78718 | 1,11.10° | 0,691765 115
17,28092 | 1,18.10° | 0,685095 111
17,77466 | 1,28¢10° | 0,679187 107
18,2684 | 1,35.10° | 0,673389 104
18,76214 | 1,3710° 0,668 102
19,74962 | 1,65-10° | 0,658372 97
20,73711 | 1,87-10° | 0,647367 94

Megjegyzés:

MPF - a bifurkaciés valtozo, ahol csak az MPF minimumua (min) lathatd, ott stabil fokuszponthoz tart a
rendszert. Abban az esetben, ha MPF maximumat (max) meghataroztam, hatarciklusos oszcillacio 1ép fel.
Tp - Periddusidb (csak oszcillacio esetén)

M - Sejtméret (um-ben atszamolva), bifurkécios paraméter
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F7. tablazat: A Modell-A weel mutans sejtekre vonatkozé adatai

BL DL Ext CT 1d6 (min) Novekedés (um)

pm pm pm min| G1 |S+G2| M Gl S+G2 M

4,227239 | 8,316893 | 4,089653 | 196 | 138 | 33 | 25| 2,633484 | 0,801183 0,65498641
4,232552 | 8,299246 | 4,066694 | 195] 138 | 33 |24] 2,636219 | 0,801933 0,628541663
4,233826 | 8,301498 | 4,067672 | 195|138 | 33 | 24| 2,636881 | 0,802111 0,62867991
4,234803 | 8,303729 | 4,068926 | 195] 138 | 33 |24] 2,637829 | 0,802289 0,628808283
4,23585 8,305053 | 4,069203 | 195 ] 137 | 34 | 24| 2614712 | 0,825603 0,628887281
4,240708 | 8,314493 | 4,073785 | 195|137 | 33 | 25| 2,617951 | 0,800995 0,654838288
4,241972 | 8,315836 | 4,073864 | 195 | 137 | 33 | 25| 2,617842 | 0,801094 | 0,654927161
4,244787 | 8,320813 | 4,076026 | 195 | 137 | 33 | 25| 2,619294 | 0,801489 0,655243155
4,251551 | 8,305675 | 4,054124 | 194 | 136 | 33 | 25| 2,599544 | 0,800284 | 0,654295173
4,439429 | 8,305181 | 3,865752 | 182 | 124 | 33 | 25| 2,411241 | 0,800245 0,654265549
4,74146 8,314641 | 3,573181 | 164 | 106 | 33 | 25| 2,117328 | 0,801005 0,654848162
4,744985 8,32027 3,575284 | 164 1106 | 33 | 25] 2,118631 0,80145 0,655203656
4,932587 | 8,316972 | 3,384384 | 153 ] 95 33 | 25| 1,928195 | 0,801193 0,654996285
5,438572 8,3613 2,922727 | 127 | 69 33 | 25| 1,460267 | 0,804718 0,657741482
5,442908 | 8,340326 | 2,897418 | 126 | 69 33 | 24| 1,461215 | 0,805212 0,630990616

6,1242 8,72331 2,59911 | 106 | 49 33 | 24| 1,110176 | 0,835439 0,653495313
6,776639 | 9,315542 | 2,538903 | 97 | 40 32 |25 0,970813 | 0,853174 | 0,714916644
6,806412 | 9,324193 | 2,517781 | 96 | 39 33 |24 0,948555 | 0,881613 0,687612789
7,168896 | 9,694646 2,52575 93 | 36 33 | 24| 0,882117 | 0,935688 0,707945027
8,059565 | 10,58076 | 2,521198 | 86 | 30 33 | 23] 0,822187 | 0,975286 0,723724977
8,121134 10,6884 2,567264 | 87 | 30 33 | 24| 0,826927 | 0,971188 0,769149112
9,416729 | 12,04342 2,62669 81 ] 25 32 |24 0,763511 | 1,039126 0,824053067
10,6096 13,32912 | 2,719523 | 78 | 22 32 | 241 0,726984 | 1,114274 | 0,878265786
10,61937 | 13,38393 | 2,764552 | 79 | 23 32 |24 0,766878 | 1,117335 0,880339496
11,32048 | 14,10735 | 2,786869 | 77 | 22 32 | 23] 0,758287 | 1,158019 0,870563432
13,09568 | 15,98416 | 2,888481 | 74 | 19 32 | 23| 0,712764 | 1,246794 | 0,928923571
15,47985 | 18,64109 | 3,161233 | 73 | 17 32 |24 0,692817 | 1,338136 1,130280864
17,8427 20,94122 | 3,098519 | 71 | 16 32 | 23] 0,687583 | 1,395706 1,015229429
19,23337 | 22,32577 | 3,092396 | 70 | 16 31 | 23| 0,700914 | 1,369933 1,021549309

Megjegyzés: Zold sor: allandosult allapotbeli adatok, tébbi sor indukciés szinkrontenyészettel val6 szimulacios vizsgalatokat mutatjak.
BL - Sziiletéskori méret;
DL - Osztddaskori méret;
Ext - Teljes ciklus soran bekdvetkezé ndvekedés
Novekedés - egyes fazisok alatt bekovetkez6 méretvaltozas

CT - Ciklusidé
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F8. tablazat: A Modell-A weel mutans sejtekre vonatkozé bifurkacids adatai

M MPE T,
pm min max min
0,444367 2,11+10° - -
0,493741 2,52¢10° - -
0,592489 3,4110° - -
0,691237 4394107 - -
0,789985 5,45¢10° - -
0,888733 6,57+10° - -
0,987481 7,77+10° - -
1,974962 2,3310* - -
2,962444 4,65¢10™ - -
3,949925 8,15¢10™ - -
4,937406 1,37+10° - -
5,924887 2,31+10° - -
6,418628 3,13+10° - -
6,517376 3,38¢10° - -
6,56675 3,55¢10° - -
6,576625 3,60:10° - -
6,577119 2,96010" 0,589104 184
6,577612 2,96+10" 0,588813 175
6,579587 2,97+10" 0,58909 165
6,581562 2,96+10" 0,589081 161
6,583537 2,96010" 0,588997 158
6,5865 2,96010* 0,588729 154
6,596374 2,98+10" 0,588917 148
6,616124 2,99¢10" 0,588778 141
6,714872 3,04¢10" 0,58802 127
6,81362 3,11+10" 0,587422 120
6,912368 3,18+10" 0,586977 115
7,011117 3,24¢10* 0,585932 113
7,109865 3,29+10" 0,586073 110
7,208613 3,37+10" 0,585632 108
7,307361 3,44¢10™ 0,584479 105
7,406109 3,52:10" 0,584525 104
7,89985 3,88+10™ 0,58299 98
8,39359 4,19.10" 0,581429 94
8,887331 457410 0,580377 91
9,874812 5,37+10* 0,57843 87
10,86229 6,30010" 0,577082 84
11,84977 7,27+10* 0,576465 82
12,83726 8,32+10" 0,575875 80
13,82474 9,60+10" 0,575189 80
14,81222 1,11+10° 0,574914 77
15,7997 1,24+10° 0,57432 77
16,78718 1,49-10° 0,574207 76
17,77466 1,59¢10°° 0,574164 75
18,76214 1,82¢10° 0,574027 74
19,74962 2,04¢10°° 0,573881 74
20,73711 2,32010° 0,573516 74

Megjegyzés:

MPF - a bifurkaciosvaltozo, ahol csak az MPF minimumua (min) lathatd, ott stabil fékuszponthoz 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

56



F9. tablazat: A Modell-B vad tipusu sejtekre vonatkoz6 adatai

BL DL Ext CT 1d6 (min) Novekedés (um)

pm pm pm min| G1|S+G2| M Gl S+G2 M

8 15,92435]7,924347] 198 | 48 | 131 |19]1,511418]5,444358 ] 0,968570915
8,010394 ] 15,94299] 7,932596 | 198 | 48 | 133 |17 1,513158 | 5,450034 | 0,969404095
8,014737] 15,9508 | 7,936064 | 198 | 47 | 132 | 19| 1,479914 ] 5,486329 | 0,969820684
8,015487] 15,95215] 7,936668 ] 198 | 48 | 131 |19 1,514001 | 5,452742 | 0,969924832
8,016393] 15,94257] 7,92618 | 1981 48| 131 ]19]1,506867 ] 5,449909 ] 0,969404095
8,020455 | 15,96101 | 7,940553] 198 | 47 | 131 |20 1,480851 | 5,439682 | 1,020019736
8,022121] 15,96403 ] 7,941907] 198 | 48 | 130 |20} 1,515105 | 5,406573 | 1,020228031
8,026339 ] 15,97163] 7,945291 ] 198 | 48 | 130 |20] 1,515813]5,408833 | 1,02064462
8,050105 | 15,96184 ] 7,911735] 197 | 47 | 130 |20 1,485673 | 5,405938 | 1,020123883
8,056104 | 15,97257 ] 7,916463| 197 | 47 | 130 |20 1,486652 ] 5,409167 | 1,02064462
8,08135 | 15,96528] 7,883928 | 196 | 47 | 129 |20]1,490756| 5,37284 | 1,020332178
8,085349 ] 15,97236| 7,88701 | 196 | 47 | 129 |20] 1,491412]5,374954 | 1,02064462
8,114843] 15,98361 | 7,868764 ] 195 | 47 | 128 |20 1,503462 | 5,344033 | 1,021269505
8,230426 | 15,96694 | 7,736517] 191 | 46 | 126 |19 1,480289 | 5,285679 | 0,970549716
8,356955 | 15,97788 ] 7,620924 | 187 | 45| 123 |19 1,4652715,184583 | 0,971070453
8,396468 | 15,99038 ] 7,593908 ] 186 | 45| 122 |19 1,469072 | 5,153141]0,971695338
8,460436 | 15,99881 | 7,538377] 184 | 44| 121 | 19| 1,44592 |5,120345]0,972111927
8,516467] 16,04183] 7,525359| 183 | 44 | 119 |20 1,454304]5,047181] 1,02387319
8,807195] 16,05797 | 7,250774 | 174 | 42 | 113 |19 1,424934 | 4,850916 | 0,974923907
8,899511 ] 16,10525] 7,205741 ] 172 | 42 | 110 |20 1,437932 | 4,740394 | 1,027414202
9,133624]16,11723]6,983605] 165 | 41 | 105 |19 1,433485] 4,57228 | 0,977840035
9,410843] 16,18847 | 6,777622] 158 | 40 | 98 |20 1,432881 | 4,313265 | 1,031475951
10,07176 | 16,40468 | 6,332912| 143 37| 85 |21]1,398408 | 3,841477|1,093027071
10,79842 ] 16,65973]5,861312| 128 1 35| 72 |21]1,399116 | 3,355734 | 1,106462086
11,13398 ] 16,86261 | 5,728628 | 123 | 34| 67 |]22]1,392555] 3,167435] 1,16863809
11,37258] 16,97603 | 5,603443| 119 34| 63 |22]1,417446]3,011214]1,174782788
11,66451| 17,1761 |5,511585| 115] 33| 59 |23]1,418384]2,855305 | 1,237896118
11,95029 | 17,32263 | 5,37234 | 111 33| 55 |23]1,431402]2,694918|1,246019616
12,24659 | 17,55186 | 5,305269 | 108 | 32| 52 |24]1,414218]2,579106 | 1,311944927
12,55893] 17,73953 ] 5,180605 | 104 | 32 | 48 |]24]1,443691]2,414241| 1,32267211
13,13538 ] 18,20497 | 5,069583| 99 | 31| 42 |26]1,448378]2,163142 | 1,458063743
13,84504 | 18,76174]4,916695| 93 | 30| 37 |]26]1,460043]1,965053] 1,49159921
15,19 ]20,07848]4,888471| 87 | 28| 35 |24]1,461605]1,975781| 1,451085867
16,52799 | 21,52352 | 4,995535| 84 | 27| 33 |24]1,501077|1,969323 | 1,525134676
17,59341] 22,67372]5,080311| 82 | 27| 32 |23]1,572105]1,991611 | 1,516594588
19,18302 | 24,42194]5,238927| 80 | 26 | 31 |]23]1,608973]2,037019| 1,59293464
19,71104 | 25,04183]5,330785| 80 | 25| 32 |]23]1,574605]2,137521] 1,61865905
20,76335] 26,1963 |5,432954] 79 | 25| 31 |23]1,631261]2,137209 | 1,664483911

BL - Sziiletéskori méret;

DL - Osztédaskori méret;

Ext - Teljes ciklus soran bekdvetkezé novekedés

Novekedés - egyes fazisok alatt bekovetkez6 méretvaltozas
CT - Ciklusidd
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Megjegyzés: Zold sor: allandosult allapotbeli adatok, tébbi sor indukciés szinkrontenyészettel val6 szimulaciés vizsgalatokat mutatjak.




58



F10. Tablazat: A Modell-B vad tipusu sejtekre vonatkoz6 bifurkacios adatai

M MPE T,
pm Min max min
1,041474 8,94¢10° - -
2,082948 2,10010" - -
3,124422 3,79+10* - -
4,165896 6,29¢10™ - -
5,207371 1,02010° - -
6,248845 1,63+107 - -
7,290319 2,59¢107 - -
7,811056 | 3,32¢10° - -
7,915203 3,53+10° - -
8,019351 7,89¢10% - -
8,123498 7,91+10% - -
8,227645 7,93¢10% - -
8,331793 7,94¢10% - -
8,43594 7,96+10% - -
8,540088 7,98¢10% - -
8,644235 | 8,00010° - -
8,748382 8,01+10° - -
8,85253 8,03+10° - -
9,373267 8,1010 - -
10,41474 8,23+10° - -
11,45622 | 8,36+10% - -
12,49769 8,52¢10° - -
13,53916 8,84+10 - -
14,0599 9,22¢10* - -
14,2682 9,65¢10% - -

14,37234 6,53410* | 7,2610* 258
14,58064 6,72¢10* | 0,710551 197
14,68478 6,82¢10* | 7,04¢10* 181
14,78893 6,94+10* | 6,9610* 150
14,89308 7,04410* | 6,89¢107 141
14,99723 7,1610* | 6,82¢10* 134
15,10137 7,27+10* | 6,7510* 129
15,62211 7,90010* | 6,44¢10* 110
16,66359 9,11.10* | 6,02¢10- 93
17,70506 1,04¢10° | 5,83+10* 87
18,74653 1,18¢10° | 5,68+10™ 84
19,78801 1,33+10° | 5,55¢10™ 82
20,82948 1,88+10° | 5,73.10™ 81

Megjegyzés: MPF - a bifurkéciosvaltozo, ahol csak az MPF minimumua (min) lathatd, ott stabil fékuszponthoz tart a
rendszert. mig, abban az esetben, ha MPF maximumat (max) meghataroztam, hatéarciklusos oszcillacio 1ép fel
Tp - Periddusidd (csak oszcillacio esetén)

M - Sejtméret (um-ben atszamolva), bifurké&cios paraméter
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F11. tdblazat: A Modell-B weel mutans sejtekre vonatkoz6 adatai

BL DL Ext CT 1d6 (min) Novekedés (um)
pum pum pum min | G1 | S+G2 M Gl S+G2 M

4,420006 | 8,821765 | 4,401759 | 197 |139| 33 25 2,829466 | 0,86358 ]0,708713
4,423432 | 8,827972 | 4,40454 | 197 1 139] 33 25 2,83132 | 0,864101 ]0,709119
4,423588 | 8,828253 | 4,404665 | 197 | 139] 33 25 2,831414 | 0,864121 |0,709129
4,426973 | 8,834387 | 4,407414 | 197 |138| 34 25 2,808293 | 0,889586 |0,709535
4,428515 | 8,837179 | 4,408664 | 197 | 138] 33 26 2,80444 | 0,867111 ]0,737114
4,430139 | 8,81084 4,3807 | 196 |138] 33 25 2,810001 | 0,862674 |0,708025
4,432076 | 8,814297 | 4,382221 | 196 | 138] 33 25 2,811043 | 0,862955 |0,708223
4,446282 | 8,810631 | 4,364349 | 195 | 137| 33 25 2,793713 | 0,862663 |0,707973
4,449854 ] 8,817068 | 4,367213 | 195 | 137] 33 25 2,795619 | 0,863195 0,7084
4,473017 | 8,829367 | 4,356351 | 194 | 136] 33 25 2,782923 | 0,864215 |0,709213
4,740019 | 8,826462 | 4,086442 | 178 |120| 33 25 2,513452 | 0,863976 |0,709015
5,014354 | 8,817401 | 3,803047 | 162 |104] 33 25 2,2314 0,863226 | 0,708421
5,081852 | 8,832919 | 3,751067 | 159 |100| 34 25 2,152175 | 0,889461 |]0,709431
5,246395 | 8,82391 | 3,577516 | 150 | 92 33 25 2,004911 | 0,863757 |0,708848
5,619388 | 8,862684 | 3,243296 | 132 | 74 33 25 1,664942 | 0,866975 |0,711379
5,664723 | 8,870131 | 3,205407 | 130 | 72 33 25 1,625949 0,8676 ]0,711858
5, 777796 | 8,915872 | 3,138076 | 126 | 68 33 25 1,551859 | 0,871381 |0,714837
6,550643 | 9,447993 | 2,89735 | 108 | 50 33 25 1,233532 | 0,914914 |0,748903
7,133275 | 10,00219 | 2,868917 | 101 | 43 33 25 1,126417 | 0,959166 ]0,783334
7,25644 10,131 | 2,874562 | 100 | 42 33 25 1,114086 0,9693 ]0,791177
7,552749 | 10,45015 | 2,897402 | 98 | 40 33 25 1,092902 | 0,994139 ]0,810361
8,347363 | 11,29322 | 2,945862 | 93 | 35 33 25 1,028539 | 1,057898 ]0,859424
8,554668 | 11,51839 | 2,963723 | 92 | 34 33 25 1,017177 | 1,076186 | 0,87036
9,953826 | 13,058 | 3,104176 | 87 | 29 33 25 0,967488 | 1,182906 | 0,953782
11,02296 | 14,22268 | 3,199721 | 84 | 28 32 24 1,00471 | 1,224357 |0,970654
11,26729 | 14,47087 | 3,203574 | 83 | 27 33 23 0,982631 | 1,279451 ]0,941493
11,80053 | 15,0569 | 3,256377 | 82 | 26 32 24 0,97607 | 1,273931 | 1,006376
13,64779 | 17,0583 | 3,410515| 79 | 24 32 23 0,988671 | 1,383807 |1,038037
16,22325 | 19,84498 | 3,621726 | 77 | 22 32 23 0,998774 | 1,505972 ]1,116981
18,7507 | 22,47897 | 3,728269 | 75 | 21 31 23 1,019291 | 1,541798 | 1,16718
19,74843 | 23,53502 | 3,786592 | 75 | 20 32 23 0,989817 1,61616 |1,180615

Megjegyzés: Zold sor: allandosult allapotbeli adatok, tobbi sor indukciés szinkrontenyészettel val6 szimulaciés vizsgalatokat mutatjak.
BL - Sziiletéskori méret;
DL - Osztddaskori méret;
Ext - Teljes ciklus soran bekdvetkezé novekedés
Novekedés - egyes fazisok alatt bekovetkezd méretvaltozas
CT - Ciklusidd
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F12. tdblazat: A Modell-B weel mutans sejtekre vonatkozo bifurkacios adatai

M MPF T,

pm min max min
1,041474 1,23+10™ - -
2,082948 2,9010" - -
2,187096 3,10-10" - -

2,39539 3,52¢10™ - -
2,603685 3,97+10" - -
2,81198 4,45010™ - -

3,124422 5,25¢10™ - -
3,645159 6,80+10" - -
4,165896 8,73+10™ - -
5,207371 1,424107 - -
6,248845 2,34¢107 - -
6,769582 3,14+107 - -
6,873729 3,39¢10° - -

6,977876 2,99¢10% 5,89¢10" 141
7,082024 3,04+10" 5,89¢107 127
7,186171 3,11.10" 5,89¢107 121
7,290319 3,17+10™ 5,89¢10™ 116
7,394466 3,22+10™ 5,88¢10™ 113
7,498614 3,27+10" 5,89¢107 111
7,602761 3,34+10™ 5,89¢10™ 109
7,706908 3,39¢10" 5,88+10" 107
7,811056 3,47+10™ 5,88¢10" 106
8,331793 3,77+10" 5,88¢10™ 100
9,373267 44610 5,87+107 92
10,41474 5,20010™ 5,87+10™ 89
11,45622 6,02¢10™ 5,86¢10™ 86
12,49769 6,96010" 5820107 84
13,53916 8,00010™ 5,76¢10™ 81
14,58064 9,18+10™ 5,73+10™ 79
15,62211 1,04+107 5,72+107 78
16,66359 1,18+107 5,72+10™ 77
17,70506 1,34¢107 5,72+107 77
19,78801 1,77+10° 5,72+107 75
20,82948 1,92¢107 5,72+10™ 75

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

M - Sejtméret (um-ben atszamolva), bifurkéacios paraméter
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10. Koszonetnyilvanitas

Halas koszonettel tartozom témavezetdmnek, Dr. Sveiczer Akosnak, aki nemcsak
lehetdséget adott munkam elvégzéséhez, de korlatlan tiirelmet, biztatast, és szakmai tudast.

Kdszonettel tartozom Horvath Annanak, akit6l szintén sokat tanulhattam, és mindig
kész volt segiteni.

Es végiil draga vSlegényemnek, aki mindig timogatott.
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