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Bevezetés

A multidrog rezisztencia és kialakulasa

Daganatos betegségek kezelésének egyik lehetséges modja a gyogyszeres terapia,
méas néven kemoterapia. Célja a tumor névekedésének gatlasa, illetve a daganatos
sejtek minél nagyobb mérték{ pusztitasa, mely sokszor csak az egészséges sejtek ka-
rositasa mellett lehetséges. A terapia soran alkalmazott drogokat hatasmechanizmu-
suk szerint csoportositva megkiilonboztethetiink citosztatikus (a sejtet osztodasaban
gatlo) illetve citotoxikus (a sejt pusztulasat okozd) hatoanyagokat [11]]. Kozos jel-
lemz&jiik, hogy f6ként a gyorsan osztodo sejtekre hatnak, ezaltal néhany egészséges
sejttipust is karositanak, ami stulyos mellékhatasokat okoz a szervezetben.

Klinikai megfigyelések szerint az alkalmazott gyogyszerek hatasira a tumorsej-
tek gyakran olyan valtozason esnek at, amely ellenallova teszi azokat a hatdanyaggal
szemben, s6t gyakran mas, hasonl6 tipustu készitményekkel szemben is. A multidrog
rezisztencidnak (MDR) nevezett folyamat, mely tobbféle modon is megvalosulhat,
gyakran felel6s a gyogyszeres terdpia sikertelenségéért. A rezisztens sejtvaltozat (fe-
notipus) megjelenése lehetséges mar a terapia kezdetén, illetve annak folyamén is,
eszerint megkiilonboztetiink els6dleges-, illetves szerzett rezisztenciat.

A multidrog rezisztencia mindkét valtozatanal a sejtek kiilonboz6 transzport fe-
hérjék kézremiikodésével eltavolitjak magukbol a hatdéanyag molekuléit, ezaltal csok-
matban fontos szerepet jatszo transzportfehérje a P-glikoprotein (Pgp, permeability
glycoprotein), melynek sejten beliili mennyisége meghatarozza az alkalmazott drog

hatékonysagat.

Lehetséges magyarazatok: darwini- és lamarcki evoltcio

A multidrog rezisztens fenotipusokbol allo sejtpopulécio kialakulasara jelenleg
két elmélet 1étezik. A klasszikus vagy darwini elmélet szerint a rezisztens fenotipus
(mely mutans valtozatnak tekinthets) nagyon kis aranyban mar a kezdetektdl jelen

van a populacidban. A mutacio szelekcios elényt jelent szimara az adott kdrnyezet-



ben, igy nagyobb valoszintiséggel él tul és szaporodik, ami miatt gyorsan megné a
populacion beliili részaranya. Az elmélet ugyanakkor nem magyarizza azt, hogy a
rezisztens fenotipus megjelenése joval gyorsabban torténik, mint ahogy arra a sej-
tek szaporodasi sebességébdl szamitani lehetne [8]. Ennek lehetséges magyarazata (a
lamarcki evalucio), hogy a rezisztens fenotipus nem kizarodlag darwini szelekcio 1t-
jan, hanem egy 4j tulajdonsag (a drog rezisztencia) megszerzése tjan jut szelekcios
elényhoz, amely tulajdonsag kés6bb az utddaiba is atoroklodik.

A két elmélet nem zarja ki egymast. Mig a lamarcki magyarizat a rezisztens
fenotipus gyors kialakulasat irja le, addig a darwini magyarazatot ad a fenotipus

tartos fennmaradasara.

A munka célkittiizései

A szelekcios elméleteket jelenleg nem sikeriilt minden kétséget kizaroan igazolni.
Bar szamitogépes szimulaciok eredményei semmiképp sem fogjak eldonteni ezt a
probléméat, mégis inspiralhatnak olyan kutatasokat, melyek &altal valaszt kapunk a
fenti kérdésekre.

A dolgozat célja egy olyan sejtautomata modell létrehozéasa, amely alkalmas in
vitro sejttenyészetek szimulacidira, az ott megfigyelhets jelenségek reprodukalasé-
ra, és a populaciot alkoté egyedek minél tobb tulajdonsaganak nyomon kdvetésére,
ezaltal Osszevethetdvé téve azokat valodi kisérleti eredményekkel. A szimulacidk ra-
vildgithatnak a sejtek olyan egyedi jellemzdire, melyek esetleg hatassal vannak az
egész populaciora, azonban valodi in vitro kisérletek soran koriilményes (esetleg le-
hetetlen) azok ellenérzése.

Az irodalomban jelenleg elérheté megkozelitések megismerése és megértése utan
egy sajat modell 1étrehozasara torekszem, mely a lehetS legjobban illeszkedik a ké-
sGbbiekben bemutatasra keriil§ sejttipusokhoz. A modell alkalmas kell legyen nagy-
jabol néhany tizezer sejtbdl allo egyrétegii és térbeli populaciok kiilonboz6 idGtarta-
ténd tarolasara, a tarolt adatok kiértékelésére és vizualizacidjara. Az implementécio
a kés6bbi szamitéasi parhuzamositas lehetGségét is szem elGtt tartva kell térténjen. A
modell megbizhatosaganak ellenGrzésére kiillonb6z6 szimulacidkat tervezek, melyek

eredményeit valodi in vitro kisérletekbdl szarmaz6 adatokkal hasonlitom Gssze.



1. fejezet

Irodalomkutatas, 1étezo

megkozelitések

1.1. Folytonos modellek

In vitro sejtkisérletek esetén a tenyésztGedényben 1év6 sejtek szama altalaban
10° nagysagrend. Ilyen nagy szamu egyed esetén helytallo lehet azokat pontszert
sokasagnak tekinteni, mivel ebben az esetben mellgzheték egyedi tulajdonsagaik. A
populéci6 vizsgalata ekkor statisztikai értelemben torténik, igy beszélhetiink példa-
ul atlagos migracios értékrdl, vagy egy bizonyos fehérje atlagos expresszios szintjé-
r6l. Az ilyen tipust megkozelitések gyakran parcialis differencialegyenletekkel (vagy
egyenletrendszerekkel) modellezik a sejtpopulacio viselkedését, melyek gyakran ana-
litikusan is jol kezelhetSk, azonban &ltaldban csak komoly egyszertsits feltevések

mellett képesek a valos eredmények reproduklésara.

1.1.1. Khain és Sander reakcié-diffizé modellje

A modell egy igen agresszivan terjedd tumorfajta, a Glioblastoma multiforme
(GBM) in wvitro névekedési dinamikajat targyalja [6]. Az el6bbiek szerint a sejtek
itt sem egyedi objektumként vannak jelen a modellben, azokat elhanyagolhatd mé-
retiinek tekintik, melyek térbeli stirtiségét azok koncentracidja irja le, s egy adott
térbeli pont sejtkoncentraciojabol kovetkeztethetiink az ott 16v§ sejtek szamara. A
modellezett tér egy adott x pontjaban a t idépillanatban a sejtstirtiséget az u(x,t)
fiiggvény, mig a novekedési faktorok stirtiségét (ami lehet példaul a tépanyag kon-
cetracivja) a c(x, t) fiiggvény adja meg. A sejtek migraciojanak nagysaga a diffuzios
konstanstol, a prolifericié sebessége pedig a szaporodési ratatol fiigg.

A modell a kovetkezs feltevésekkel él:



— a sejtek migraciora és proliferaciora képesek

— proliferdcio sebessége fiigg a diffazios egyiitthato értékétsl: Ou/dz = u?c
— a novekedési faktorok diffuzidja joval gyorsabb a sejtek diffaziojanal

— mindig van elegendé hely a sejtek osztodasdhoz

A szimulaciok soran két sejtvonalon (vad tipust, illetve mutans GBM-en) tesz-
telték a modellt. A két tipus eltérs viselkedését a diffizios konstans, illetve a szapo-
rodasi rata megvalasztasaval érték el. Csupan e két érték megfelels bedllitasaval az
wn vitro eredményekkel jol egyez6 dinamikat kaptak, s a modell képes magyarazatot

adni a két tipus eltéré novekedési mintazatara is.

Megallapitasok

A megkozelités nagy elényeként emlithetd, hogy maga a szimulacié igen gyorsan
lefuttathato kiilonb6z6 matematikai programcsomagok hasznalataval. Jelen dolgozat
célkitiizései kozott ugyanakkor olyan kérdések megvalaszolasa is szerepel, amely a
fenti keretek kozott nem valaszolhatoé meg, igy a modell ebben a formaban inkabb

csak inspiralta a munkét.

1.2. Diszkrét modellek, sejtautomatak

Sejtbiologiai szimulacidok sordn hasznos megkozelitésnek bizonyultak az dgens-
alapt vagy sejtautomata szimulaciok, legyen sz6 akar epithel sejtek kalciumfiiggs no-
vekedési mintazatanak szimulaciojarol [14], akar az el6z6 szakaszban emlitetthez ha-
sonlo sejttipusok mozgasanak reprodukalasarol [9]. A sejtautomata-megkozelitések
kozos jellemzdje, hogy a sejtet egy rogzitett — determinisztikus vagy sztochasztikus
jellegti — szabalyrendszer alapjan cselekvs, autondém egyedként modellezi, mely kap-
csolatban 4all a kornyezetével, s gyakran a tobbi egyeddel is, melyek igy hatéssal
vannak egymasra.

Sejtautomata modellek esetén kiilonbséget tehetiink két alapvetGen eltéré megko-
zelités kozt: 1éteznek racsalapu és racsfiiggetlen modellek. El6bbi esetén a rendelke-
zésre allo tér rogzitett koordinatak véges halmaza (példaul egy kétdimenzios négyzet-
esetleg hexagonalis racs, vagy egy haromdimenzios kockaracs), mig utobbi esetén az
egyedek — elvben legalabbis — tetsz6leges helykoordinatakat felvehetnek. Mikdzben a
racs definialasaval egyben altalaban az egyedek méretérdl is dontiink (ugyanis a racs
egy adott helye vagy betoltott vagy nem), addig egy racsfiiggetlen modell egyedei-

hez tetszGleges méret rendelhets. A racsalapu megkozelités egyik erdssége, hogy egy



adott egyed szomszédait trividlisan meg tudjuk hatarozni a szomszédos racspontok
vizsgalataval, mig racsfiiggetlen modell esetén a ,szomszédossag” mér nehezebben
megfoghato fogalomma valik, mivel minden egyedre meg kell hatarozni egy megfe-
lel6 méretid térrészt, s az abban megtaldlhato egyedeket definialhatjuk szomszédos

egyedeknek.

1.2.1. Aubert és mtsai. sejtautomata modellje hexagonalis ra-

cson

Az alszakaszban emlitett sejttipushoz hasonlé GL15 huméan glioma sejtvo-
nal egyedinek mozgasanak szimulaciojara bemutatott racsalapi modell [I]. A hexa-
gondlis racs izotropikus tulajdonsiga miatt idedlis valasztés akkor, ha a sejtmigracio
lényeges a modell szempontjabol. A sejtek kozott attraktiv erdt feltételeztek, mely
a kozottiik kialakulo fizikai kapcsolatokat modellezi. Az elmozdulas — mely az att-
raktiv er§ nagysagaval all kapcsolatban — egy véletlen p € (0,1) értéktdl és egy eldre
megvalasztott r € (0,1) kiiszobértéktdl fiiggben vagy egy szomszédos sejt irdnyaba
vagy azzal ellentétes irdnyba torténik, egy szomszédos racspontba (ha az még nem
foglalt). Osztodasi folyamatot a modell nem tartalmaz.

A sejtek elmozdulasat tobbféle kiiszobérték megvalasztasa mellett szimulédlva ar-
ra a kovetkeztetésre jutottak, hogy a koztiik 1évé attraktiv erd alapvets fontossagu
a migracié6 mintazatanak kialakuldsdhoz. A kapott eredmények jol illeszkednek a

valodi kisérleti adatokra, tovabba a modell a sejtek sebesség-eloszlasara is valaszt
ad.

Megallapitasok

A sejtautomata-tipust szimuldciok egyik lényeges jellemz&je, hogy a kolcsonha-
t0 egyedek viselkedését leiro szabalyrendszer alkalmazasa igen koltéges a szamitési
kapacitas tekintetében. Ez a koltség azonban racsalapi modellek esetében joval ked-
vez6bb, mint racsfiiggetlen esetben, tehat megfelelének tiinik az elgbbit valasztani
kiindulési alapnak. Ezt megerGsit az is, hogy a két megkozelités gyakran nagyon ha-
sonlo eredményt produkal (lasd [9]). Ugyanakkor nem hagyhaté figyelmen kiviil az
sem, hogy récsalapi modellek esetén koriilményes a jelentdsen kiilonb6z6 mérettel
rendelkezd sejtek, illetve a térbeli populaciok modellezése. Mivel a kés6bb bemuta-
tasra keriil§ sejttipusok épp az el6bbiek kozé sorolhatok, igy esetiinkben célszertibb

egy racsfiiggetlen modell megvalésitasa.



1.2.2. Macklin és mtsai. racsfiiggetlen sejtautomata modellje

Egy nem invaziv emldaganat-tipus (ductalis carcinoma in situ, DCIS) kialaku-
lasanak modellje kétdimenzios kornyezetben [7]. A sejtek alakjat nem veszik szami-
tasba, igy azokat egy x hely-, illetve egy v sebességvektor, tovabba egy R ekvivalens
sejtsugar és egy Ry sejtmag sugar irja le. A sejtek rendelkeznek egy R4 > R adhézios
radiusszal, melyen beliil képesek fizikai kapcsolatot 1étrehozni mas sejtekkel, illetve
a a bazalis membrz’mna]ﬂ A kapcsolatok lehetnek attraktiv és repulziv jellegtiek,
ezzel modellezve tobbek kozott a sejtek limitalt 6sszenyomhatosagat. A kapcsolatok
ergsségét interakcios potencialfiiggvények segitségével definialjak (1asd részletesen a
kovetkezs fejezetben). A sejtek az erGhatasok fiiggvényében tetszdleges rendelkezés-
re all6 térrészre elmozdulhatnak. A fizikai kornyezetet kiegésziti még a tér adott
pontjaban 1év§ oxigén-koncentracio, mely felfoghato egyféle tapanyagnak.

A sejtek életét kiilonb6z6 allapotok irjak le, igy megkiilonbozetiink példaul nyug-
vo, proliferativ vagy hipoxias allapotban 1év6 sejtet. Az egyes allapotok kozotti at-
menetet valoszintségi valtozok definidljak, melyek értéke fiigg a sejt aktualis alla-
potatol és a fizikai kornyezet paramétereitsl is (példaul az oxigén-koncentraciotol),
ezek adjak a sejtautomata modell szabalyrendszerét. A proliferalo sejtek térfogata
megfelel koriilmények kozott novekszik, majd a kétszeres térfogat elérésekor szét-
valik két kisebb sejtre. A sejtek elpusztulhatnak kiils§ hatéas (oxigénhianyos allapot)
vagy bels6 hatas (apoptozis) eredményeképp, ekkor nekrotikus sejtekké valnak, és
kis id6 maltan eltinnek a modellbdl.

A modell szamos paraméterértéket figyelembe vesz, igy példaul a sejtek atmé-
réit, az egyes kotések (sejt-sejt, illetve sejt-bazalis membran) erdsségét, a sejtciklus
egyes fazisainak hosszat, vagy az elpusztult egyedek felszivodasanak idGtartamat. A
szimulacios eredmények jo egyezést mutatnak a irodalomban kozolt adatokkal, va-
lamint a modell képes elérejelezni a tejcsatorndkban fejlédé tumor keresztmetszeti

struktirajat, és a folyamat menetét is.

Megallapitasok

Az ismertetett modell kisebb modositasokkal alkalmas térbeli sejtpopulaciok szi-
tencialfiiggvények gradiensébsl kozvetleniil szarmaztathatok a sejtre hatod erck ere-
dé6i, igy azok elmozdulasa kdnnyen meghatérozhaté minden szimulaciés 1épésben. A
szitkséges modositasok figyelembevételével a modell szamos Gtlete jol hasznélhato a

célkittizésben leirtak megvalositasahoz.

I Hamszovetekben 1évS alaphértya, erre képesek letapadni a sejtek.



1.2.3. Drasdo és mtsai. racsfiiggetlen sejtautomata modellje

A modell altalanos megkozelitést kivant adni epithel sejtek életfolyamatainak
szimulaciojara [4]. Alapotletiik szerint bizonyos tipusu sejtek (lasd a kovetkezd feje-
zetben részletesen) felfoghatok egy x tomegkozépponttal leirhatd Ry sugara gomb
alaki, 6sszenyomhatatlan, deformalhatatlan térrész (a sejtmag) és egy vele koncent-
rikus R, sugara gomb (adhézios térrész) kozotti atlagos térrészként. Az osztodas
alatt ez a gomb alak atalakul egy adott ¢ tengelyiranyt, sulyzoszerd (dumb-bell)
alakra, melyet két, részben atfedd gomb alaki sejttel modelleznek. Ebben a megko-
zelitésben a sejt pontos alakja nem adhaté meg, csak statisztikai értelemben irhato
le, hogy varhatoan a sejt épp a tér mely részét tolti ki. A sejtek kozotti vonzo- és
taszitd erdket itt is interakcids potencidlfiiggvényekkel definidljak, azonban Mack-
lin és mtsai. [7] modelljétdl eltérGen nem szarmaztatnak kozvetleniil erGhatésokat a
potencialfiiggvényekbdl, helyette a statisztikus fizikdban sikerrel alkalmazott Met-
ropolis Monte-Carlo szimulaciot hasznaljak a sejtek fizikai interakcidinak kezelésére
(err6l részletesen lasd a kovetkezs fejezetet).

A modell tartalmaz egy egyszeriisitett sejtciklust, mely egy novekedési szakaszra
(interfazis) és egy osztodasi szakaszra (mitozis) tagolhat6. Az interfazis alatt a sejt
egy kezdeti V; térfogatrol 2V térfogatra novekszik — mikézben gomb alakrol stulyzo
alakra deformalodik —, majd az osztodési szakaszban szétvalik két V) térfogatii sejtre.
A sejt rendelkezik tovabba egy belsd éraval — ennek ideje 7 —, mely akkor névekszik,
ha a sejt aktiv, azaz képes proliferaciora. Ellenkezd esetben (példaul helyhiany miatt)
a sejt képtelen névekedni, bels§ 6raja lelassul vagy megall, majd nyugalmi allapotba
keriil.

A szimuléci6 soran a sejtek elmozdulasa és fejlédése az alabbi probakhoz kotott:

— T elfordulési (rotation) proba: a stlyzo alakt sejt phi tengelyirdnya egy vé-

letlen értékkel megvaltozik

— Ty elmozdulési (migration) proba: a sejt tomegkozéppontja egy véletlen iré-

nyl és nagysagu r vektorral eltolodik

— T novekedési (growth) proba: a sejt térfogatahoz egy véletlen értéki novek-
mény adodik
— Tp atalakulasi (deform) proba: a silyzo alaka sejtek kozéppontjai tavolodnak

egymastol, majd kell§ tavolsag esetén szétvalnak

Egy proba megengedett 1épésnek szamit, ha altala a sejt interakcios energiija
csokken (vagy nem novekszik jelentGsen, lasd alaposan a kovetkezd fejezetet), és

elutasitasa keriil ellenkezd esetben.



A szimulacié egy altalanos lépése a kovetkezs:

1. egy C; € {C1,Cy,...,C,} sejt kivalasztasa véletlenszertien az n darab létezd

sejt koziil
2. egy T; € {Tr, T\, T, Tp} proba valasztésa véletlenszertien
3. a AFE interakciés-energia valtozasanak kiszamitasa

4. ha AE csokken (vagy nem novekszik nagyon), akkor a proba elfogadva, ellen-

kezb esetben elutasitva

5. sikeres Tz esetén a 7 belsd id6 novekszik egy adott értékkel

Megallapitasok

A modellben alkalmazott megkozelités a sejtek fzikiai interakcioinak leirdséara
kozel azonos Macklin és mtsai. Otletével. A megvalositott sejtciklus bar igen egy-
szerti, de konnyen bévithets. A sejtek belss idejének és a szimulédcié valos idejének
konverzidja bonyolultnak tiinhet, azonban kisebb valtoztatasokkal konnyen értel-
mezhetévé tehets. Ugyanakkor a Metropolis Monte-Carlo szimulaciés modszer szé-
les irodalommal, jol kidolgozott implementaciés technikidkkal rendelkezik, tovabba
lépései konnyen parhuzamosithatok, melyre akar részben kidolgozott modszerek is
elérhetdk.

Mindezeket figyelembe véve Drasdo és mtsai. rendszere kifejezetten jo alapot ad a
modell elkészitéséhez, szamos Otlet talalhaté benne, mely a sziikséges atalakitasokkal

megfelel6 rendszert adhat a dolgozat célkitiizésseinek megvalositasahoz.

1.3. Hibrid modellek

A korabban bemutatott folytonos modellek egyszert és gyors kezelhetdségének,
valamint a sejtautomata modellek komplex viselkedésének 6tvozésére tobb kisérlet
is sziiletett. A kovetkezd, példaként bemutatott modell csak vazlatosan keriil ismer-

tetésre.

1.3.1. Ramis-Conde és mtsai. racsfiiggetlen hibrid modellje

A modell célja az egészséges szovetek tumorsejtek hatasara torténd atalalkula-

sanak leirasa [10]. A diszkrét modell itt is egy kétdimenzios sejtautomata, melyben
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az interakciokat potencialfiiggvények irdnyitjak. Az elmozdulasvektorokat a poten-
cidlfiiggvényekbdl szarmaztatjik, mig az osztodas valoszintiségi alapon torténik. A
folytonos részt az dgensek és a kornyezetet alkotoé anyagok kolcsonhatasanak leirasa-
ra szolgalo parcialis differencidlegyenletek adjak. A kémiai anyagok térbeli eloszlasa
hatassal van sejteket irdnyité potencialfiiggvények értékére, befolyasolva ezzel pél-

daul a migracios 1épések iranyat.

Megallapitasok

A célkitiizésekben vazolt problémék kozott jelenleg nem szerepel olyan, amely
kifejezetten sziikségessé tenné egy hibrid modell épitését, mindazonaltal a késébbi-

ekben szdmos olyan pontositas tehetG az alapmodellen, mely megkivianhatja azt.
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2. fejezet

A modell felépitése és

implementalasa

2.1. A sejt és a fizikai kornyezet modellezése

2.1.1. A sejt alakja és helyzete

Kiilonb6z6 tipusu sejteket megfigyelve jelentss eltérést tapasztalunk azok alak-
jaban és az alakjuk valtozasanak dinamikdjaban. Mig egyes sejtek tobbé-kevéshé
tomor, jol koriilirhato, a klasszikus geometria fogalmai szerint egyszert alakzatnak
feleltethet6k meg, mely alak a sejt élete soran sem modosul alapvetGen, addig mas
sejtek igen valtozatos format vehetnek fel, erdsen polarizaltak lehetnek, és nehéz
egyszer( geometriai alakzatokként reprezentalni ket. Utdbbiakra jo példa lehet egy
idegsejt, melynek alakja, s ezaltal funkcidja is jelent&s térbeli kiillonbségeket mutat,
mig egy fibroblasz{l| sejt az elobbi tipusiiak kézé sorolhato, lasd a[2.1] abrat.

A sejt alaki paraméterei

Biologiai megfigyelések alapjan a sejtek képesek az alakjukat korlatozott mér-
tékben megvaltoztatni (nytulvanyokat 1étrehozni), hogy kapcsolatot alakitsanak ki a
kozelben 16v6 mas sejtekkel. Igy olyan sejttipus esetén, amely csak kissé polarizalt,
lehetGség nyilik a sejt valoszintiségi értelmezésére a kovetkezd modon [4]. Feleltes-
méretét lényegében nem valtoztatja, valamint egy vele koncentrikus R4 sugari méa-
sik gébmbot egy olyan térrésznek, amibe a sejttest minden alakvaltozas esetén nagy

valészintiséggel beleesik. A sejt altalunk megfigyelhets alakja igy egy olyan gémbbel

LA kotSszovetet alkotd sejtek egy tipusa.
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irhat6 le, melynek R sugarara teljesiil az
Ry < R< Ry

Osszefiiggés. Ebben az esetben nincs lehet&ségiink a sejtfelszin alakjanak pontos vizs-
galatara, csak annyit mondhatunk, hogy a sejt atlagosan egy R sugari gémbbel ir-
hato koriil, amely képes kapcsolatok kialakitasara egy R4 = Ry + 0/2 sugart gémb
alakt térrészen beliil (lasd a [2.1] abrat a jelolésekert).

2.1. abra. Kevésbé polarizalt (balra) és erésen polarizalt (jobbra) sejttipusok. A bal oldali dbran

lathato sejt jol kozelithets egy gdmbbel, mig a jobb oldalon 1év6 kevésbé. A modellsejt deformal-

s sz

sejt megfigyelhets atlagos sugara az Ry és Ra kozotti Ry + §/4 méreti térrészbe esik.

A fenti megkozelités jol miikodhet olyan sejt esetén, mely épp nem osztoédo fazis-
ban van. Az osztdédas folyamata azonban sziikségessé teszi némi korrekcio bevezeté-
sét, mivel ekkor a sejt alakja lényeges valtozasokon megy keresztiil (ennek folyamatat
lasd részletesebben a [2.2] szakaszban).

A sejt helyzetét definialé paraméterek

A sejt térbeli helyét annak tomegkozéppontjaval azonositjuk, vagyis egy

haromdimenziés vektorral. Amennyiben a sejt mar megkezdte a silyzd alakra de-

formalodast, igy a deformacio tengelyének iranyat egy
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irdnyt egységvektor reprezentalja. Ebben az esetben a két gomb alakt lednysejt x4

és Xo kozéppontjainak koordinatait az

d
X1:X—§9

d
X2—X+§9

Osszefiiggések adjék, ha azok kdzéppontjainak tavolsaga d.

2.1.2. Potencialfiiggvények

Egy sejtpopulacid6 modellezési szempontbol sok hasonlosagot mutat a kolloid
rendszerekkel. Erre épitve lehet&ség nyilik a szamitogépes fizikaban sikerrel alkalma-
zott interakcids potencidlfiiggvények bevezetésére gy, hogy azok figyelembe vegyék
a sejtek kolloidoktol eltérd tulajdonsagait is, mint példaul a korlatozott 6sszenyom-

hatosagot vagy Osszetapadasi képességet.

Interakciés potencialfiiggvények

Drasdo és mtsai. [5] cikkében kiilonb6z6 lehetéségeket mutat be interakceios po-
tencidlfiiggvények felirasara. Az alkalmas fiiggvény felirasakor a cél két ellentétes
igénynek megfelelni: egyrészt a fiiggvény minél jobban ragadja meg a valodi sejt-
sejt kapcsolatok viselkedését, masrészt kiszamitasa legyen a lehets legegyszertibb,
mivel sok egyed esetén az interakcios energidk kiszamitasa jelentGs teljesitményigé-
ny( lehet.

A kovetkezSkben nagyon roviden attekintjiik a Fiiggelékben részletesen ismerte-
tett interakcios potencialfiiggvényeket, majd alaposabban targyalunk koéziiliik egyet,
melyet a modellbeli sejt-sejt kapcsolatok leirasara fogunk felhasznalni.

A sejtek kozotti interakcios potencidlis energia nagysagat altalaban két hatas
— egy attraktiv és egy repulziv energia — eredgjeként értelmezik. Ekkor az i és j
egyedek kozott kialakulo interakcids potencial értéke
VA 4+ VI ha dyy < 0

‘/;] = ’
0 egyébként

ahol d;; = d;; — (R + R’,) az egymastol d tavolsagban levs, R, adhézios sugarral
rendelkez6 sejtek kozotti ,hézag” értéke. Az attraktiv és repulziv potencidlok pontos
alakjanak definidlasara kiilonboz6 megkozelitések 1éteznek.

A Hertz-tipusu potencidlfiiggvény a sejtek kismértékt Osszenyomodasat felté-

telezi. Ertéke fiigg az egyedeket reprezentald gémbok tavolsagatol és nagysagatol,
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az érintkezG feliiletek nagysagatol, a felsziniikon 1évé adhézidos molekuldk szama-
egylitthatoitol. Ezek mind jol mérhets (vagy legalabbis kozelithets) fizikai para-
méterek, igy a Hertz-tipusi potencidlfiiggvények hasznalataval a valdosag bizonyos
értelemben igen jo kozelitése adhato, &m ugyanakkor kiszamitasa is igen koltséges.

Az el6bbi probléma megsziintetésére bevezetheté a Hertz-potencialfiiggvény egy
kozelitése, a harmonikus potencidlfiigguény. A feltevései az el6z6vel azonosak, de
lényegesen kevesebb fizikai paraméter felhasznaldsaval épiil fel a fiiggvény. Egy-
uttal azonos paraméterek hasznalata esetén nem mutat lényeges eltérést a Hertz-
potencialfiiggvényhez képest (lasd a abrat).

Egyszertisitett harmonikus potencialfiiggvény

Az elézéleg bemutatott potencialfiiggvények viszonylagos bonyolultsagabdl ere-
d6 tobbletszamitasok nem feltétleniil teszik pontosabba a modellt, a sejtek fizikai
viselkedését tekintve. Drasdo és munkatarsai egy igazan egyszeri, ugyanakkor a fen-
tieket jol kozelits potencialfiiggvényt vezetnek be cikkiikben [5]. Abban az esetben,
amikor az el6zGekben vazolt harmonikus potencialfiiggvényben az e = V3" oc E™f

egyszertisitéssel éliink (lasd a Fiiggeléket a jelolésekért), a

2 2 ~
E(%—l—l) — € ha—5§d13<0
V;'j = § o0 ha CZZ']' < =0
0 egyébként

Osszefiiggést kapjuk. Itt € értéke ardnyos a sejttipusra jellemzé E™' referencia-energiaval
[2], mely leegyszeriisiti az interakcios energidk kiszamitasat. Fontos megjegyezni,
hogy az igy definialt interakciés potencialfiiggvények mindegyike kompakt tartoju,
vagyis nullatol kiilonboz6 értéket csak az értelmezési tartomanyanak csak egy részén
vesz fel, melyet késGbb kihasznalhatunk.

A 2.2 abran az eddig targyalt interakcios potencialfiiggvények lathatok. Megal-
lapithat6, hogy a harom fiiggvény jellege hasonlo (ez raadasul a paraméterek széles
tartomanyaban igaz). Az egyes fiiggvények minimumbhelyei (vagyis az Gsszetapado
sejtek energia szempontjabol varhatéan optimalis helyei) némileg eltérnek egymaés-
tol, azonban ennek szimulacios szempontbdél nincs jelentdssége, mivel a szimulacios
algoritmus futdsa soran az interakcios energiak konkrét értékének nincsen kiemelt

szerepe, csak az egyes energiaszintek egymashoz viszonyitott nagysiganak.
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interakcids energia (relativ)
gravitacios potencialis energia (relativ)

Hertz-tipusd

\
\ /
-1.2 N ,/ | - Harmonikus
0.80 0.85 0.90 0.95 1.00 1.05 0.5 1.0 15 2.0
tavolsag (relativ) tavolsag (relativ)

2.2. abra. Potencialfiiggvények. A bal oldali abran a két sejt kozott kialakulé interakcids energia
nagysaga lathaté az E' referencia energiahoz viszonyitva a sejtek kozotti adhézios sejtatmérsben
mért relativ tavolsag fiiggvényében. A jobb oldali dbra a gravitacios potencialfiiggvény értékét
mutatja az edény aljatol mért relativ tavolsag fliggvényében. Az alkalmazott paraméterek: [ =
=10 pm, g,, = 1-10'° L5 W, = 20kpT, E = 500 Pa, 0 = 0.4, 5 = 0.2, E™f = 8.10716 J, 45 = 10.

mZ

(A jelolésekért lasd a Fiiggeléket.)

Gravitaciés potencialfiiggvény

A sejtek térbeli mozgéasanak leirdsahoz sziikséges egy gravitacios potencialis ener-
gia bevezetése. Ezzel egyrészt definidlhatjuk a gravitacios erd hatasat a sejtekre,
masrészt az interakcios potencidlhoz hasonléan modellezhetjiik a sejtek letapadasa-
nak folyamatat. Letapadés alatt azt a folyamatot értjiik, amikor a frissen tenyészto-
edénybe keriilt sejt rovid id6 (tipikusan néhany 6ra) multan lesiillyed az edény aljara,
majd kétémolekuldk segitségével fizikai kapcsolatot hoz létre az edény anyagaval.

Megfigyelések alapjan a letapadast kovetGen a sejtek csak korlatozott mértékben
képesek elmozdulni, tovabba a kotéseket csak kiils6 hatasra szakitjak fel. Definialjuk
az i sejtre hato V™ gravitacios potencialfiiggvényt a kovetkezdképp:

—€ ha Ry < h; < Rx

e :
yemigh; ha Ra < h;
ahol h; jeloli az ¢ sejt magassagat az edény aljatol mérve, m; a sejt tomegét, g pedig
a nehézségi gyorsulési allandot. e értékenek megvalasztasa a sejt és az edény falanak
kotési erdsségétol fiigg, de — az interakcios potencidlhoz hasonldéan — konkrét ér-
tékének nincs kiemelt jelentGssége. A v egyilitthatoval befolyasolhato a sejtrétegek
egymasra novésének mértéke. A fenti alaki gravitacios potencialfiiggvény megvalasz-
tasasval elérhetd, hogy a szimulacio soran a sejtek lefelé mutato iranyba igyekezzenek
elmozdulni mindaddig, amig ezt egy masik sejt vagy az edény fala nem akadalyozza.
Amennyiben az edény fala belekeriil a sejt adhézios régi6jaba, igy a szimulacio soran

mar valoszinttlen, hogy spontan felszakadjon ez a kotés. A modellben alkalmazott

tipikus graviticios potencialfiiggvény lathato a abran.
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2.2. A sejt proliferaci6janak modellezése

2.2.1. A sejtciklus
Biolbgiai hattér

A sejt élete id6ben egyméastol jol elkiilonithets szakaszokra oszthatd, melyen be-
liil mas-mas sejtfolyamatok torténnek. Ezen folyamatok Osszességét nevezziik sejt-
ciklusnak. A sejtciklus elsé kozelitésben két {6 részre oszthatd: az interfazisra és a
mitozisra. Az interfizis tovabbi szakaszokra oszthato, ezek elenevezése G, G1, S és
Gs.

Egy G; fazisban 1évG sejt a kornyezetébdl tapanyagokat vesz fel, mikdzben kii-
16nb6z6 anyagokat (aminosavakat, fehérjéket) szintetizal. A szintézis soran keletkezd
anyagok miatt a sejt térfogata ndvekszik, tapasztalatok szerint egészen a kiindulo
térfogat kétszeresének eléréséig [12]. A felhizott sejt ekkor atlép az S fazisba, me-
lyen beliil DNS-t szintetizal. Ezt a (G5 szakasz koveti, melyben a sejt felkésziil az
osztodasra. A folymat utolso és egyben leggyorsabb része az M fazis, mely soran a
sejt sulyzo alakira deformalodik, a sejtmembran beftizédik, és két kisebb, altalaban
egyforma méretii lednysejt jon létre, melyek végiil elvilnak egymastol. A sejtciklus
ezutan tjraindul a létrejott sejtekben.

A ciklus fazisainak hatéaran ellenérzépont (checkpoint) miikodik, mely csak ak-
kor engedi tovabblépni a sejtet a kovetkez§ fazisba, ha minden rendben zajlott,
azaz, megfelel6 mennyiségili tapanyag all rendelkezésre, vagy nem keletkezett hibas
DNS-masolat (ez utobbi példaul a tumorsejtekbdl hidnyzik). Amennyiben egy check-
pointnal hibat észlel a sejt, ugy elindul az el6re programozott sejthalal (apoptézis)
folyamata — ez hivatott megakadalyozni a hibas sejtmasolatok létrejottét egészsé-
ges sejtekben. A G novekedési fazis soran el6fordulhat, hogy nem Aall rendelkezésre
megfelel6 mennyiségl hely vagy tapanyag, igy a sejt novekedése gatolva van (a je-
lenség neve kontakt gatlas). Ebben az esetben a sejtciklus leall, a sejt egy G nevi
nyugalmi allapotba keriil, és abban marad mindaddig, amig a feltételek alkalmassé
nem valnak a novekedés folytatasahoz.

A sejtciklus folyamatat és jellemz6 idtartamait lasd a 2.3} abran.

A sejtciklus modellezése

Tapasztalatok szerint az egyes sejttipusok ciklushossza igen eltérd lehet, ugyan-
akkor az S, G5 és M szakaszok hossza megfigyelések alapjan kozel azonos minden

sejttipus esetén, tehat eltérés f6ként a G; hosszaban van.
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2.3. abra. A sejtciklus folyamatanak sematikus dbraja. A szaggatott vonald gorbén elhelyezett

G

keresztiranyu szakaszok jelzik az egyes ellenérzépontokat. Az egyes fazisok jellemzs idGtartamai:
Gy:7-11 6ra, S: 8 o6ra, Gy: 4 6ra, M : 1 ora ([12] alapjan).

Modelliinkben létezik egy kiils6, objektiven megfigyelhets iddP, melyet a szi-
mulécié idétartamanak mérésére hasznalunk. Ugyanakkor létezik a sejtnek is egy
belst oraja, melyen a fejlédéssel toltott id6t mérjiik. Ez a sejt megsziiletésének pil-
lanataban nullat vesz fel, értéke pedig csak akkor névekszik, amikor a sejt képes a
novekedésre. Elsfordulhat ugyanis, hogy bizonyos koriilmények miatt (példaul kon-
takt gatlas miatt) a sejt nem tudja névelni a méretét. Ebben az esetben belss orajan
nem telik az id6, azaz a kiils6 szemléls szaméara a sejt megdll a fejlédésben, mellyel
a G fazisba keriilést modelleztiik.

A sejt fejlédésének folyamatat és a sejtciklus modellben megvalositott egyes fazi-
sait mutatja a[2.4 abra. A G, fazis hosszat normalis eloszlasbol valasztjuk, melynek
varhato értéke a sejttipusra jellemz6 G idGtartam. Ebben a fazisban a sejt atmérdje
egy adott mennyiséggel névekszik minden szimulacios 1épésben. A G és S hataran
1évG ellenérézponton akkor 1éphet 4t a sejt, ha térfogata elérte az induléd térfogat
kétszeresét, azaz amikor R > v/2R, (ahol Ry az tjonnan létrjétt sejt sugara).

Az S és Gy fazisban 1évG sejtekben végbemend valtozasokat a modell nem tar-
talmazza, igy ezekben az fazisokban csak a sejt bels§ orajanak ideje ndvekszik.
Amennyiben a belss id6 atlép egy, a szakaszra jellemz§ értéket (a fazishosszt), a
sejt atkeriil a kovetkezd fazisba.

Az M fazis a sejt életének legrévidebb szakasza, morfologiailag egyben a legérde-
kesebb is. A sejten beliil végbemend membran-befiizédést és kettévalast a kdvetkezs
folyamat modellezi (lasd a abrat). A sejtet egyetlen R sugard, gomb alaku
test helyett ketté darab gomb reprezentélja, melyeknek M kezdetén kézéppontjuk

2 Léeteznek ettol eltérs megkozelitések is, 1lasd példaul [5]
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megegyezik. A folyamat soran ezek a gombok gy tavolodnak el egymastol a [2.1.1
szakaszban leirt @ iranyvektord tengely mentén, hogy &sszesitett térfogatuk kiadja
a felhizott sejt térfogatat, valamint a folyamat ideélis koriilmények kozott épp M
id6tartama alattt menjen végbe. A mitozis folyamata akkor ér véget, amikor a két
leanysejtet reprezentalé gomb kézéppontjanak d tavolsigara d > 2Ry teljesiil, mivel
ekkorra a lednysejtek kikeriiltek egymas deformalhatatlan térrészébdl. M végén a

két lednysejt mar onalldan létezik.

I I I
L 1

G,-S-G, M

2.4. abra. A sejt fejlddésének folyamata a szimulacié soran. (A G1-S-Go szakasz és az M szakasz

hossza az abran nem aranyos.)

2.3. A Metropolis Monte-Carlo moédszer

A szimulacio soran a sejtek elhelyezkedését, mozgasat, névekedését és osztodasat
fizikai korlatok szabalyozzak. Ezeket a fizikai korlatokat a Metropolis Monte-Carlo
algoritmuson keresztiil épitem be a modellbe. A médszer alapdtletét az a statiszti-
kus fizikai megfigyelés adja, hogy részecskék lehetséges elrendezddései koziil azokat
figyelhetjiik meg a valosadgban, melyek bekdvetkezésének valoszintisége nagy. Valo-
szintitlen elrendezddések csak nagyon ritkan, vagy soha nem figyelhetGk meg.

A sejtet mint kolesonhatd részecskét kezelem a szimulacié sordn. A sejt egyes
lehetséges elrendezddéseinek megfeleltetek egy bizonyos energiaszintet, melyet az
interakcios- és gravitacios potencialfiiggvények definidlnak. Egy adott elrendez6dés-
bél a szimulacio soran egy sejt csak olyan elrendezddésbe keriilhet, mely sordn annak
energiaja csokken, vagy csak kis valdsziniiséggel névekszik, melyet precizen az alabbi

algoritmus definial.
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1. adott a sejtek egy elrendez&dése
2. az i-edik sejt adott elrendezSdéshez tartozo energiaszintje EY

3. a sejt egy paraméterét véletlenszerien megvéltoztatjuk, majd kiszamitjuk az

igy el6allo B} energiaszintet
4. ha AFE; = E} — E? < 0 vagy

5. ha r < exp(—AE;) akkor a valtozast elfogadjuk, egyébként pedig elutasitjuk,

ahol r egy [0,1) egyenletes eloszlasbol kapott véletlen szam

2.3.1. Prébak

A szimulacio soran a sejtek tengelyiranyanak megvaltozasat (forgasat), elmozdu-
lasat, ndvekedését, osztodéasat és pusztulasat részben az elGbbi algoritmuson alapulo,
részben attol fiiggetlen probak irdnyitjak. Minden esemény egy ra jellemzé probahoz

kotott, mely proba dont az esemény bekovetkezésérol.

Rotaciés Monte-Carlo préba

A proba soran az M allapotban 1év6, stulyzo alakira deformalédott sejt véletlen-
szeriien megvaltoztathatja 6 tengelyiranyat. Az 0j tengelyirany egyenletes eloszlasu
az egységgomb felszinén, vagyis minden térbeli irdny egyforma valoszintiséggel for-
dulhat els. A forgas a rendelkezésre 4ll6 hely minél jobb kitoltése miatt lényeges,

igy hatassal van tobbek kozott a kialakulé sejttelep alakjara és stirtiségére.

Migraciés Monte-Carlo préba

Sejtciklus fazistol fliggetleniil barmely sejt képes migraciéra, mely soran koézép-
pontja eltolodik egy véletlen térbeli vektorral. A proba soran a maximalis elmozdulas
mértékének két, egymassal ellentétes kovetelménynek kell eleget tennie: egyrészt le-
gyen elegend§en nagy, hogy a sejtek képesek legyen energetikailag optimélis elrende-
z6désbe keriilni a lehets legkevesebb migracios 1épés megtételvével ; masrészt kellGen
kicsinek kell lennie ahhoz, hogy a szabadon all6 sejtek ne keriilhessenek irrealisan
messzire eredeti helyiikt6l. A maximalis elmozdulas mértékének meghatarozésat és a

Monte-Carlo prébak szaméaval valo osszefiiggését a kivetkezs szakaszban targyalom.
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Novekedési proba

A proba sordn egy (G fazisban 1év6 sejt atmérGje egy véletlen mennyiséggel
megné. A proba elfogadja a novekedési 1épést, ha altala a sejt nem metsz bele mas
sejtek deformalhatatlan térrészeibe, és nem né til a tenyésztGedény hatarain. A
novekmények értékét tgy valasztom meg, hogy idealis koriilmények kozott — ha a
sejt nincsen fizikailag gétolva a névekedésben, vagyis kell§ hely all rendelkezésére —

a sejt éppen (G hossziisagi id6 alatt kétszerezze meg térfogatat.

Deformaciés préba

Az M fazisba keriilt sejtet alkot6 egyetlen gombot két, kezdetben egyezd méreti,
azonos kozépponttal rendelkezé géombre cserélem. Az osztdodasi folyamat soran a
gébmbok kdzéppontjai a kordbban méar emlitett moédon addig tavolodnak egyméstol,
amig a leanysejtek el nem hagyjak egymas deformalhatatlan térrészét. A tavolsaggal
parhuzamosan a géombok atmérdGje is csokken, konstans értéken tartva ezaltal a sejt
téfogatat. Egy ilyen deformacios lépés akkor megengedett, ha altala a sejtet alkotd
gombdok egyike sem metsz bele mas sejtek deforméalhatatlan régidiba, és nem lép
tal a tenyésztGedény hatarain. A deforméacio végén a sejtek elvalnak egymastol, s
a korabban leirtak szerint két 6nallo sejt jon létre. A tavolodasi lépések nagysagat
tgy hatarozom meg, hogy idedlis koriilmények kozott (fizikai gatlas hianyaban) épp

M hosszusagt id6 alatt térténjen meg a szétvalas.

Pusztulasi préba

Barmely sejtnek minden szimuléaciés lépésben van valamekkora esélye arra, hogy
elpusztuljon. Ez a pusztulasi valoszintiség a populaciora jellemzé névekedési ratabol
szarmaztathato, melyet a kévetkezd szakaszban ismertetek. Ha a sejten végrehajtott

pusztulasi proba sikeres, akkor a sejt eltavolitasra keriil a szimulécios kornyezetbdl.

2.4. A modell paramétereinek becslése

2.4.1. A sejt méretbeli jellemz&inek becslése

A modellezett sejtek atlagos atmérdit egy Bio Rad TC10 automata optikai sejt-
szamlalo késziilékbdl szarmazo adatokbol becsiiltem. Az egyes sejtszamlalasok alkal-
méaval nyert sejtméret adatokbol — melyekrol feltételezhets, hogy normalis eloszlast
kovetnek — illesztéssel becsiiltem a eloszlds paramétereit. Ezutan a tenyészetekrdl
késziilt mikroszkopos felvételeken véletlenszertien kivalasztva néhany sejtet, mind-

egyikhez felvettem egy beirhato és egy koré irhato kort a kovetkezé modon.
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A beirhato kor olyan maximalis méreti kor, mely teljes egészében a sejten beliil
helyezkedik el, a koré irhatd kor pedig olyan minimalis méretd kor, mely a teljes
sejtet magaba foglalja. A beirhat6 és koroket a sejtek modellbeli 6sszenyomhatat-
lan térrészeivel, mig a koré irhatd koroket az adhézios térrészekkel azonositottam,
igy a megfelel§ atmércket atlagolva, majd a sejtek atlagos atmérdjéhez viszonyit-
va meghataroztam az Gsszenyomhatatlan és az adhézids térrészek aranyat az adott

sejttipusra.

2.4.2. A migraciés Monte-Carlo prébak paramétereinek meg-

hatarozasa

A szimuléacio soran egy szabadon allo (mas sejtekhez nem kotott) sejt vélet-
len bolyongd mozgast végez, mely fizikailag diffizioként értelmezhets. Amennyiben
rendelkezésre all a sejttipusra jellemz6 D diffuzios konstans, akkor D értékébdl elv-
ben kovetkeztetni lehet az egyes migracios lépésekben maximalisan megengedhetd
elmozdulas nagysagara [5].

Az egyes szimuléacits id6lépések alatt végrehajtott migracios probak szémanak
alapvet6 hatasa van a populacié egyedszaménak alakulasara. Megfigyelések szerint
megfelel6 mennyiségben rendelkezésre allo hely és tapanyag esetén valodi in wvit-
ro sejtpopuléciok exponencidlis iitemben novekednek, és a sejttelep belsejét alkoto
sejtek kozel azonos sebességgel osztodnak, mint a peremen lévsk (Fiiredi Andréas
eredményei alapjan). A szimulaci6 soran azonban a novekvé sejtelep egy bizonyos
idépontban (,crossover time”, [4]) elér egy olyan méretet, amikor a sejtek altal dif-
fazioval bejarhato tartomany mérete mér alatta marad a sejttelep méretének, igy a
telep belseje egyre tomdrebbé valik, az ott 16v6 sejtek osztodasi sebessége lecsokken,
és a populécié nem képes tartani az addigi exponenciélis novekedési iitemet. A diffa-
zioval bejarhato térrész nagysaga a sejtre jellemzd D difftzids konstans nagysaganak,
illetve a végrehajtott migracios probak szamanak fliggvényében novekszik.

A fentiek miatt az egyes szimuléacios id6lépések soran sziikséges migracios Monte-
Carlo probék szaméat a szimulacié megkezdésekor rogzitettem, figyelembe véve a szi-
mulacié tervezett idétartamat. Amennyiben az el6z6ekben vazolt ,crossover time”
értéke nagyobb a tervezett hosszanal, akkor a novekedés varhatoan végig kozel ex-
ponenciélis marad. A sziikséges migracios probak szamanak hozzavetéleges megha-
tarozasat irodalmi adatok alapjan végeztem [4]. Altalanossagban elmondhato, hogy
az altalam futtatott tipikusan néhany hét hossziisagt szimulaciok soran a migracios

probak széma 10° - 10? nagysagrendd volt minden szimulacios id6lépés soran.
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2.4.3. A sejtciklus hosszanak becslése

Tételezziik fel, hogy egy olyan sejtpopuldcié novekedését vizsgaljuk, melynek
elegendd hely és tapanyag 4all rendelkezésre az osztodashoz. Jelolje a populaciot

alkoto sejtek szamat n(t) a t idépontban. Ebben az esetben n(t) kielégiti a

Sonlt) = (s~ An(t)
differencialegyenletet valamely n(0) = ng kezdeti feltétellel, ahol k > 0 a populaciora
jellemzG novekedési sebesség, vagyis a szaporodasi rata, A > 0 a populaciora jellem-
z6 pusztulasi rata, ng pedig egy tetszéleges pozitiv konstans (a kiindulasi populacio
mérete). A fenti egyenletbdl kiszamithato a populaciot alkoto sejtek szaméanak meg-

duplazodasahoz sziikséges 7 id6 hossza, ami

In2
K=\

T =

ez pedig éppen a populaciot alkoto sejtek atlagos sejtciklusanak idétartama. A kép-
let alapjan megbecsiilhetd egy, a populaciora jellemz6 7 érték (lasd részletesebben
[3]). Valodi mérési eredmények birtokaban lehetséges kiilon x és A értékének meg-

hatarozasa, ezt részletesebben a kiovetkezd fejezetben targyalom.

2.5. Implementacio

A vialasztott kornyezet és hasznalatianak indoklasa

A bemutatott modellt Python programnyelven implementaltam. A dontés mel-
lett sz0l6 legerGsebb érvek az egyszeriiség, platformfiiggetlenség, ingyenesség és a
széleskori tamogatottsag, melyre épitve rengeteg mar 1étez6 modult felhasznalhat-
tam. Nem elhanyagolhat6é az sem, hogy a Numpy és SciPy modulok professzionélis
matematikai programcsomagokban is alkalmazott algoritmusok hasznalatat teszik
lehetévé, lényegesen megkdnnyitve ezaltal a fejlesztés menetét. Igaz ugyanakkor,
hogy a fenti szempontok egy része igaz mas programnyelvekre is (példaul C+-+),
ugyanakkor a munka soran a modell prototipusanak kifejlesztése és tesztelése volt

elsGdleges cél a teljesitménnyel szemben.

2.5.1. A szimuléaciés folyamat

A szimuléaciot egy el6re megvalasztott T idGtartam, egy kezdeti ng sejtszam, a
szimulacios kornyezet (tenyésztGedény), illetve a sejtek mérhets jellemzsinek meg-
adasa utan lehetséges futtatni. A folyamat k = T/ At iteracios 1épésbdl 4ll, egy elére

rogzitett At idGtartamot jelentd szimulacids 1épéshossz esetén.

23



A szimulaci6 paramétereit tartalmazo input fajl feldolgozasat kovetGen létre-
hozom a szimulacios teret (tenyésztGedényt), melyet kisebb részekre (interakcios
domainekre, lasd osztok. A szimulacios folyamat egy altalanos lépésben a do-
maineken végigjarva elvégzem a megfelel6 szamu rotécios és migracios probat, majd
a sejteket tartalmazo lista elemein (a sejteken) véletlenszerd sorrendben végigfut-
va elvégezem a kiilonboz6 probakat. Az elére definialt id6pontokban elmentem a
szimulaci6 aktudlis allapotat, mely igy kés6bb kiilonb6z6 szempontok szerint kiérté-
kelhetd.

n darab rotéaciés és
migracids préba

!

Sejt kivalasztasa

!

Pusztulasi proba

!

<> ELTAVOLITAS

Novekedési proba Deformacids préba

Sikeres proba? Sikeres proba?

bels6 o6ra
értékének
ndvelése

!
Ellenérzé pontok

l

2.5. abra. A szimulacié folyamatabréja.
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2.5.2. Gyorsitasi médszerek

A szimulécio egy iteracios lépése alatt minden egyes Monte-Carlo proba (rotacio
és migracio) soran a sejt energiaszintjének meghatérozasahoz n- (n—1) = O(n?) in-
terakcios energia kiszamitasa sziikséges. Ez nagy szami sejt esetén jelentds szamitési

teljesitményt igényelne, melyet a kovetkez6 moédon szokas kivédeni.

Verlet-listak hasznalata

A Verlet-féle szomszédsagi listak alapotlete, hogy kompakt tartéju potencial-
fiiggvények esetén egy adott sejtre elegends annak csak egy bizonyos (az interakcios
tavolsagtol fiiggs) kornyezetében 16v6 mas sejtekkel vett interakcios energidjat ki-
szamitani, mivel a tobbivel vett értéke tigyis nulla [13]. A 2.1.2] szakaszban definialt
potencialfiiggvények rendelkeznek ezzel a tulajdonsaggal, igy a sejtek adott id6 alatt
megtett elmozdulasabol megbecsiilhetd egy olyan tavolsag (a szomszédséagi radiusz),
melyen beliil a k 1épést megtevd sejt nem érhet el olyan sejteket, melyekkel az inter-
akcids energidja nullatol kiilonbozs lenne. A sejt szomszédsagi radiuszan beliil 1évé
sejteket egy listdba gytjtve elegendd lenne csak c - n interakcios energia kiszami-
tdsa a szomszédsagi radiusztol fiiggd ¢ darab szomszéd esetén. A listakat azonban
bizonyos id6kozonként frisiteni kell, ami mindenképp O(n?) tavolsag kiszamitasat
jelenti. A Verlet-listak haszndlata tapasztalatok szerint képes ugyan a szimulécio
felgyorsitasara, a kovetkez6 modszer azonban még ennél is nagyobb megtakaritast

eredményez.

Interakcidés domainek bevezetése

Verlet Gtletét tovabbfejlesztve szokas a szimulacios teret az el6bb mar emlitett
gekre (domainekre) bontani (lasd a[2.6] abrat). Tegyiik fel, hogy egy domain kell6en
nagy méretii a sejtek lehetséges megvaltozasahoz (elhelyezkedés, méret) képest, azaz
t szimulacios 1d6 alatt a sejt biztosan nem képes kikeriilni annak szomszédsagabol.
Ebben az esetben minden sejtet ellathatunk egy cimkével, hogy az épp melyik do-
mainben tartézkodik, s interakcios energidkat elegendé csak az aktuélis domainnel
szomszédos domainekben 16v6 sejtekkel kiszamitani, mivel — a domain méretének
megvalasztasa miatt — a tobbi sejttel agyis nulla lenne az interakcios energia értéke.
Amennyiben ezen feliil minden domainhez hozzarendeliink egy listat, mely az abban
a tartomanyban 1év6 sejtekbdl all, akkor az interakciés energidk kiszamitasa lineéris-
sa valik a sejtszam fiiggvényében, mely jelentés szamitasi megtakaritast eredményez.

A listakat elegends ¢ id6kozonként frissiteni az korabban leirt idokok miatt.
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2.6. abra. Interakcids domainek két dimenzioban. A teljes szimulaciés teret ebben az esetben
n X m tartomdanyra particionaltam. Az (i,j) cimkéji domainben 1év6 sejtekre elegends csak az
(i—1,7—-1),(i—1,7),...(¢+ 1,5+ 1) szomszédos (vilagos sziirke szinnel jelolt) domainekben 1évé

sejtekkel kiszdmitani az interakcios energiat.

Interakciés domainek optimalis méretezése

. e

Az interakcios domainek elgz6ekben leirt kedvezd tulajdonsagai miatt a modellt
ezekre alapozva implementaltam. A domainek hasznalataval megtakaritott szamita-
sok mennyisége akkor maximalis, ha a domaineket a lehet6 legkisebbre valasztjuk,
igy csokkentve a lehetséges interakcios parok szamat. Ennek a minimélis méretnek
viszont két dolog szab hatéart: a sejtek elméleti maximalis mérete, illetve a program
futasa alatt felhasznalhaté6 memoria mennyisége.

Ha egy sejt nagyobb, mint az &t tartalmazé domain, akkor el6fordulhat, hogy
valojaban sziikséges volna interakcios energiat szamitani valamely més sejttel, ez az-
oban a szimulaci6é soran nem torténik meg, mivel a sejt kdozéppontjanak koordinatai
alapjan nem lehetne szomszédos az emlitett masik sejttel. Hogy ezt elkeriiljem, a

domainek legkisebb dimenzi6ojanak (oldalhosszanak) [p méretét a
Ip =2(V2d,)

képlettel hataroztam meg, mely feliilr6l becsiili a kezdetben d adhézios atmérs-
vel rendelkezd, kétszeres térfogatira felhizott, és méretcsokkenés nélkiil egymastol
eltdvolodo lednysejtek altal meghatarozott térrész legnagyobb kiterjedését. Termé-
szetesen ennél sokkal élesebb becslés is adhaté, amennyiben a lednysejtek méret-
csOkkenését is figyelembe vessziik, azonban tapasztalataim szerint a némileg kisebb
domainek (melyek darabszama ekkor viszont megnd) nem eredményezik a szimulacio
jelentds gyorsulasat, ezen feliil a szimulacié memoriaigényét is megnovelik.

Az el6bb emlitett memoériaigény tulzott ndvekedése azért sem elhanyagolhato té-

nyezG, mivel asztali szamitogépes kornyezetben a hardver memoriakorlatainak tul-
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lépése esetén a program futasa drasztikus mértékben lelassul a virtudlis meméria
hasznalata miatt. Ennél is erGsebb érv az, hogy az altalam elérhetd szuperszamitogé-
peken (lasd a kovetkezs fejezetben) futtatott szimulaciok inditasakor eldre sziikséges

a memoriafoglalas, melynek tillépése esetén a folyamatot leallitja a feladatkezeld.

2.5.3. Az adatok tarolasat végzé modul és a MultiCell XML

formatum

A szimul4cié soran elGallo adatok tarolasa nélkiilozhetetlen, hogy azok késébb
kiilonb6z6 modon kiértékelhetSk legyenek. A tarolasra tobb lehetséges mod kinal-
kozik, ezek egyike a kifejezetten agens alapi szimulacios adatok tarolasara Macklin
és mtsai. (2012) altal létrehozott XML-alapi MultiCellXML formatum [7]. A forma-
tum megalkotasakor a cél az volt, hogy a kiértékelésre keriilg adatok olyan formaban
legyenek eltarolva, melyek akar egy altalanos XML-feldolgozoval is megjelenitheték,
szabad szemmel egyarant jol olvashatok, segitve ezéaltal az informécié értelmezését.
Bar nagy szamu sejt tarolasakor — amennyiben a sziikséges tarhely minimalizélasa
a szempont — ez a megkdzelités nem tekinthetd optimalisnak, elényei mégis ellensi-
lyozzak ezt a tulajdonsagat.

A szimulacio6 soran az elére megadott idSpontokban (példual minden 24. éraban)
a program elmenti a folyamat aktudlis allapotét, eltarolva a mentés kisérletbeli id6-
pontjat, valamint tenyésztGedény és a sejtek jellemzdit (igymint aktualis pozicio,

atmeérd, sejtciklus fazisa vagy Pgp expresszios szint).

2.5.4. A vizualizaciét végzd modul

A szimuléci6 soran eltarolt adatok vizualizalasat egy kiilon szkript végzi, melyet
a MayaVi Data Visualizer nevli Python modulra épitve hoztam létre. A modult
nagyfoki testreszabhatosag és igényes megjelenités jellemzi. Az szkript az eltarolt
XML fajlokat dolgozza fel, majd az aktualisan definialt beallitdsoknak (sejtek szine-
zése, kamera jellemzdi) megfelelGen elhivja a kompoziciot. Ezek utan lehetGségiink
van harom dimenzioban forgatva és tetszélegesen kozelitve megvizsgalni az elGhivott
képkockat, illetve elmenthetjiik azokat.

Lehetséges tigy is beallitani az el6hivast végzs szkriptet, hogy az automatikusan
elvégezze a szimulacio soran létrejott adatok vizualizaciojat, melyet utdna timelapse-

felvétellé fiiz Ossze.

27



3. fejezet

Szimulaciés és kisérleti eredmények

osszevetése

3.1. Sejtpopulaciok novekedésének szimulacidi

Biolégiai hattér

A modellbdl szarmazo eredményeket valos, in vitro novekedési adatokkal vetet-
tem Ossze. Az ehhez tervezett kisérletek soran lehetGségem nyilt a sejttenyésztés
alaptechnikainak megismerésére és elsajatitasara. A létrehozott tenyészetek felhasz-
nalasanak elsédleges célja a ndvekedési mintézat és az sejtszamok megfigyelése volt
két, morfologiailag jelentGsen eltérd sejtvonalon. A tenyészeteket készitésekor a ki-
indulo sejtszuszpenzot megfelelGen higitva Ggy adagoltam a sejttipusonként 3 x 60
darab tenyésztGedénybe, hogy azokba varhatéan egyetlen sejt keriiljon. A kiiiltetés
utan — szemben a szimulacioval — a sejtek nem kezdenek azonnal novekedni és osz-
todni, elGtte egy tigynevezett lag fazis figyelheté meg, melynek hossza igen valtozo.
A szimulacios és kisérleti eredmények Osszevetését az alacsony induld sejtszamon
feliil tovabb nehezitette, hogy a tarolasra hasznalt sejttenyésztd kamra (inkubétor)
a gyakori hasznélat miatt nem képes mindig a sejtek szaméara ideélis koriilménye-
ket (37.5°,5% COg) biztositani, ami tapasztalatok szerint kihat a sejtek novekedési
és osztodasi folyamataira is. A kisméretd (nagyjabol 200ul tirmértéki) tenyészo-
edény tovabba korlatozza a sejtek szamara elérhet§ tdpanyag mennyiségét is, mely
a modellben korlatlanul rendelkezésre all. Az aldbbiakban kozdlt eredmények érté-

kelésénél ezeket mindenképp sziikséges szem elGtt tartani.
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3.1.1. A431 sejtvonal novekedési jellemzdinek szimulacidja
Az A431 sejttipus

Epidermoid karcinoma (laphamrék eredeti) sejtvonal. Nagyon erds adhézio jel-
lemzi a sejteket, a rendelkezésre 4ll6 teret hézagmentesen toltik ki. Kizardlag mon-

olayerben képesek fejlédni. Nem multidrog rezisztens (lasd a Bevezetésben) sejttipus.

Szimuliciés paraméterek és eredmények

A sejtvonal el6bbiekben leirt tulajdonsagait egyrészt a sejteket jellemzé Ossze-
nyomhatosagi és adhézids tartomany, masrészt az interakcios- és gravitacios po-
tencialfiiggvény értékének megvélasztasaval értem el. A szoros térkitoltést a kisebb
Osszenyomhatosagi tartomény, illetve az erésebb interakcios potencidlérték rogzité-
sével, mig a monolayerben torténd novekedést a gravitiacios potencidlérték kellGen
nagynak vélasztasaval modelleztem. A valasztott paraméterek pontos értékét lasd
a[B.1] abra feliratan.

4,00 nap 6.00 nap 8.00 nap

16 sejt 46 sejt 78 sejt

3.1. abra. A431 sejttenyészet faziskontraszt-mikroszkopos fotoi (felsé sor) és szimulacios képei
(also sor). A mikroszkopos képek a szimulacios eredményekhez képest egy nappal késsbbi alla-
potot mutatjék, figyelembe véve a sejtek kitiltetésnél tapasztalhatod lag fazist. A szimulacié soran
alkalmazott paraméterek: d = 14.5 ym, Ry = 0.9d, Ra = 1.5d, V1, = —5.0E™, 5 = 10%5.

in

3.1.2. MES-SA /Dx5 sejtvonal névekedési jellemzginek szimu-
lacidja
A MES-SA /Dx5 sejttipus

A huméan uterin szarkdéma sejtekbdl alapitott MES-SA sejtvonal tobbszor is-

mételt doxorubicin kezelés hatasara Pgp-t nagy mennyiségben termelS rezisztens
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4,00 nap 6.00 nap 8.00 nap
10 sejt 26 sejt 47 sefjt

3.2. abra. MES-SA /Dx5 sejttenyészet faziskontraszt-mikroszkopos fotoi (felsG sor) és szimulécios
képei (als6 sor). A mikroszkopos képek a szimulacios eredményekhez képest egy nappal késSbbi
allapotot mutatjak, figyelembe véve a sejtek kitiltetésnél tapasztalhato lag fazist. A szimulacié soran
alkalmazott paraméterek: d = 14.5 um, Ry = 0.95d, Ry = 1.5d, V... = —2.5F" ~q = 10%°.

variansa. Az A431-hez képest gyengébben két&dve novekednek. Amennyiben a ren-
delkezésre allo hely nem teszi lehet6vé a monolayerben névekedést, akkor hajlamos

ujabb rétegeket noveszteni a mar megléve tetején.

Szimulaciés paraméterek és eredmények

A fenti tulajdonsigok modellezéséhez az el6bbiekhez hasonléan az Gsszenyom-
hatosagi és adhézids tartomény, valamint az interakciés- és gravitacios potencial-
fliggvény értékeét allitottuk be. Mivel ezek sejtek lazabban kétGdnek egymashoz, igy
kisebb 0sszenyomhatosigi tartoményt, és interakcios potencidlértéket valasztottunk.
A gravitacios potencidlérték mérésklésével a sejtek nagyobb eséllyel kezdenek egy-

masra néni. A valasztott paraméterértékeket lasd a abran.

3.2. Hatbéanyag-koncentraciotol fiiggd szaporodasi se-
besség
Biologiai hattér
A 2.4.3 alszakaszban vazolt médon a sejtek novekedését populacios szinten két
paraméter, a novekedési rata (k) és a halalozasi rata () szabalyozzdk. Mig el6z6
kézvetlen kapcsolatot mutat a sejttipusra jellemz§ sejtciklus hosszaval, addig utobbi

feként a sejtre pusztitd hatassal 1évé hatdéanyag koncentraciojatol fiigg. In vitro sejt-

populéciok novekedésének mérését lehetséges tobbek kozott fluoreszeencia-intenzitas
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3.3. abra. A431 sejtvonal tipikus szimulaciés eredménye. Az abrakon egyetlen sejtbdl inditott
futés eredményei lathatok 14 nap mulva. Ahogyan bal oldali dbran jol lathatd, a sejtek egyméshoz
szorosan tapadva egy Osszefiiggs, jol koriilhatdrolhato telepet hoznak létre. A jobb oldai abran
ugyanez a sejttelep lathato oldalnézetben. A sejtek csak egy rétegben névekednek, egymas tetejére
novs sejtek nem fordulnak el§ a populacioban. A szimulécié soran hasznalt paraméterek értékei
megegyeznek a abra felirataban megadottakkal.

mérésével végezni. Pontos, darabszdmra torténd atvaltas ezzel a modszerrel nem le-
hetséges, mivel példaul a sejttel termeltetett fluoreszcens anyag mennyisége a sejt
pusztulasa utan sem csékken azonnal nullara, igy kissé torzitva a kapott eredménye-
ket.

3.2.1. Szimulaci6és paraméterek és eredmények
Biologiai hattér

A kiilénb6z6 tipusi hatoéanyagokhoz és az alkalmazott koncentracidhoz eltérd
A haladlozési ratak tartoznak, melyek a rendelkezésemre allo sejtszam mérésekbol
a kovetkez6 modon hatarozhatok meg. Egy kivalasztott hatdéanyag esetén kiilon-
b6z6 doézisokkal kezelve a sejtmintakat, majd adott iddszakonként mérve a min-
ta fluoreszcencia-intenzitasat, lehetséges az egyes dozisokra abarzolni az intenzitas
megvaltozasat. Az intenzitasgérbe azon szakaszan, ahol a névekedés exponencialis,
kiszamithato a populaciora jellemzé (k — A) névekedési rata (lasd a résznél).
A nulla koncentracioértéket kontrollként véve meghatarozhato x értéke (ilyenkor fel-
tételezhetd, hogy a sejtek egyaltalan nem pusztulnak). Ehhez viszonyitva lehetséges
az adott drogkoncentraciora szamitott (k — \) értékbdl A-ra kovetkeztetni.

A abra a fluoreszcencia-intenzitas mérések eredményeit (pontokkal jelez-
ve a 0., 24., 48., 72., 96., 120. és 144. éraban), a kezdeti exponencialis novekedési

szakasz adataira illesztett ndvekedési gorbéket, valamint az azokbdl szarmaztatott
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3.4. abra. MES-SA/Dx5 sejtvonal tipikus szimulacids eredménye. Az &brakon egyetlen sejtbdl
inditott futds eredményei lathatok 14 nap mulva. A sejtek kevésbé Gsszenyomhatok és lazdbban
kapcsolodnak egymaéshoz, igy a sejttelep alakja kevésbé szabalyos, hatdra nem olyan élés (bal
oldali abra). A sejtek hajlamosabbak egymés tetejére is osztodni, ha a rendelkezésre allo hely
nem elegend$ a monolayerben novéshez (lasd a jobb oldai dbran). A szimulécié sordn hasznélt
paraméterek értékei megegyeznek a &bra feliratdban megadottakkal.

paraméterek felhasznaldsaval futattott szimulaciok eredményeit mutatja. Az el6z6
szakaszban leirtak szerint ugyan a valodi és a szimulacié sorédn keletkezett sejtsza-
mok kozvetleniil nem vethet6k Gssze, a szimulacios gérbék alakja a megfelels valos
intenzitasérték-valtozassal azonban j6 hasonlosagot mutat. Az in wvitro kisérleteknél
telit6déshez hasonld névekedési mintazat lathatd nagyjabol a 120. 6ra utédn, ami a
tenyésztGedény méretével és a rendelkezésre allo6 tapanyag véges mennyiségével le-
het Gsszefiiggésben. A szimulacids adatoknal ez a viselkedés csak a 0 uM hatoéanyag

koncentracionél figyelheté meg, mivel a modell a tdpanyag fogydsaval nem szamol.

3.3. A sejtek Pgp-expressziojara vonatkozo hipotézi-

sek ellenOrzése

Biologiai hattér

A multidrog rezisztencia mértéke a Bevezetésben vazolt médon Gsszefiiggést mu-
tat a sejtek Pgp-expressziojanak szintjével. A sejtek Pgp-szinjének mérése egy FACS
(Fluorescence-activated cell sorting) elnevezésii technikaval oldhat6 meg, mely so-
ran egy hajszalcsovon ataramoltatott sejtszuszpenzié egyedeit a méréberendezés az
egyed fluoreszcencia-mértékétdl fiiggden levalogatja, igy lehetGség van a sejtek fluo-

reszcenciaval 0sszefliggd jellemzdinek eloszlasat meghatarozni. Egy tipikus Pgp-szint
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3.5. abra. MES-SA (bal) és MES-SA /Dx5 (jobb) sejtek névekedése kiilonb6z6 hatéanyag koncent-
raciok mellett. A fels§ abrakon a sejtek fluoreszcens festését kovets mérések relativ fluoreszcencia
értékei és az azokra illesztett névekedési gorbék lathatok az idé fliggvényében, kiilénbozé drog-
koncentraciok esetén. (Az abrakat Lovrics Anna engedélyével hasznaltam fel.) Az alsé abrékon a
flureszcens mérésekbdl szarmazé paraméterekkel lefutattott szimulaciok atlagos sejtszama lathato
az id¢ fiiggvényében, kiilonb6z6 hatdéanyag koncentraciok esetén. A szimulédciokat ng = 50 sejtrol

inditottam.

eloszlast mutat a 3.6, abra. A fluoreszcencia-intenzitas értéke forditott Osszefiiggést

mutat a sejt Pgp-expressziojanak mértékével.

3.3.1. Pgp expreszids szintek modellezése

A modellben egy adott sejt adott iGpontbeli Pgp expresszi6janak mértékét egyet-
len valtozo jellemzi, mely 0.0 és 1.0 kozott vehet fel értéket. A 0.0-hoz kozeli értékek
alacsony expresszios szintet jelolnek (ilyen tipusi sejtek példaul a MES-SA sejtek),
az 1.0-hez kozeli értékek pedig magas expresszios szintet (ilyen tipusiak példaul a
MES-SA/Dx5 sejtek). Az egyedek konkrét expresszios szintje szorosan Osszefiigg a
sejtvonalra jellemzG expresszios szinttel, mely egy normalis eloszlast valoszintiségi
valtozoként jelenik meg a modellben.

Biologiai megfigyelések szerint az egyes sejtvonalak kiilénb6z6 Pgp expresszi-
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3.6. abra. MES-SA populacio (balra) és MES-SA /Dx5 populécio (jobbra) Calcein-AM festéses
FACS mérési eredményei. Az alacsony Pgp expresszioju sejtek (MES-SA) felveszik a festékanya-
got, ezért magas fluoreszcenciat mutatnak (> 10%), mig a magas Pgp expressziéji sejtek (MES-
SA /Dxb5)eltavolitjak magukbol a festéket (ahogyan bizonyos terapids hatéanyagokat is), ezért ese-

tiikben alacsony fluoreszcenciat lathatunk (tipikusan 102 - 103).

6s eloszlési mintdzatot mutatnak, amely egyrészt jellemzd az adott sejtvonalra. A
rendelkezésemre bocsatott FACS mérési eredmények alapjan hozzavetslegesen meg-
becsiiltem a kiilonb6z6 sejtvonalakra jellemzé eloszlasok paramétereit, s ezeket hasz-

naltam az aldbbiakban ismertetett szimulaciok soran.

3.3.2. Szelekci6s hipotézisek ellendrzése

A szelekcids kisérletek soran arra kerestem valaszt, hogyan lehetséges magyaraz-
ni a Bevezetésben ismertetett multidrog rezisztenciat, vagyis milyen folyamatokat
sziikséges mindenképp modellezni ahhoz, hogy egy sejtpopulécié jellemz6 Pgp exp-
resszios szintje valamely hatéanyag jelenlétében megvaltozzon. Az expresszios szin-
tek konkrét értékeknek ebben a megkdzelitésben nincsen szerepe, ugyanis csak azok
stabilizalodasanak, illetve eltolodasanak trendjét vizsgaltam. A kialakuld értékek
pontos meghatarozasahoz jelenleg nem all rendelkezésre informéacié az irodalomban,
mivel a folyamatokat irdnyité mechanizmusok sem ismertek részleteikben.

Témavezetémmel harom kiilonb6z6 hipotézist allitottunk fel az expresszios szint
alakulasara. A hipotézisek mindegyikénél feltételeztiik, hogy a stabil expresszios
szint eltolodasat a hatdéanyag jelenléte indukalja. Ennek modellezésére a kiilonbo6zé
expresszios szinttel rendelkez6, osztédod sejteket a modellezett hatéanyag jelenléte
miatti, egyedi expresszios szintjiiktol fiiggé pusztulas gyériti. A bemutatasra keriilg
eredmények esetén a modellezett hatéanyag olyan tulajdonsagi, hogy a magasabb

expresszios szinttel rendelkezd sejteket nagyobb mértékben pusztitja. A hatoéanyag
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expresszios szinttdl fliggd hatasa egy olyan szigmoid fliggvénnyel irhato le, melynek
kozéppontja épp a FACS abrék alapjan becsiilt alacsony és magas expressziot mutato

populacidkat elvalasztoé hatarra esik.

1. hipotézis: a darwini szelekci6 6nmagaban is képes magyarazni az exp-

resszios szint eltolodasat

A darwini szelekci6é alapgondolatat modellezve az osztodd sejt atorokiti a sej-
vonalara jellemz§ expresszids szint eloszlasanak paramétereit, am az kis mértékben
megvaltozhat. Ezt a hatast gy modelleztem, hogy az utddsejtek Pgp expresszios
szintjét a sziilGsejt expresszios szintje és nulla varhatd értékd, normaélis eloszlasbol
szarmazo érték osszegeként kapom meg.

A szimulaciés eredmények a [3.7. abran lathatok, melyek alapjan megallapithat-
juk, hogy az eltér6é expresszioju sejteket kiilonb6z6 mértékben pusztité hatdéanyag
jelenlétében a valdsdgban tapasztalhatd expresszios szint valtozas valoban bekovet-
kezik. A folyamat azonban egy tobb generacion at tartd kivalasztodas eredménye,

mely nem okozhatja a Bevezetésben targyalt gyors atmenetet az eltéré expresszios
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3.7. abra. A darwini szelekciéra vonatkozo hipotézist teszteld szimulacioé eredményei. Az abrak a

szintek kozt.

populécié Pgp expresszio eloszlas eltolodasanak tipikus trendjét mutatjak. Balrol jobbra haladva
lathaté, hogy a kezdetben magas expressziét mutaté sejtek gyorsabb pusztulasa és az oszt6do
sejtek expresszios szintjeiben bekévetkezs kisebb valtozasok GsszegzGdése miatt a populacioé atlagos

expresszios szintje alacsonyabb értékek iranyaba tolédik el.
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2. hipotézis: a fenotipusvaltids képes magyarizatot adni az expressziods

szint eltolodasara

A fenotipusvaltast (a sejt valamely tulajdonasiaganak megvaltozasat) a modellbe
a kovetkezd modon épitettem be: a sejtek jellemzG expresszios szintje a szimulacios
folyamat alatt barmikor megvéltozhat, és ez a valtozas nagysagrendileg nagyobb az
el6z6 hipotézisnél bekdvetkezs valtozasoknal. Az expresszios szint 6roklGdése az ott
ismertetett modon torténik, vagyis a leanysejtek a sziilGsejtre jellemzé expresszios
értékeket oroklik, mely kis mértékben minden atorokitésnél valtozhat.

A abra a hipotézis tesztelése sordn keletkezett eloszlasok tipikus id6beli ala-
kulasat mutatja. Lathato, hogy a tetsz6leges idpillanatban bekdvetkezd jelentSs
mértékid, de irany nélkiili expresszios szint valtozas azt eredményezi, hogy a kezdet-
ben relativ alacsony szoréssal jellemezhetd eloszlés ,szétkenddik”, és rovid idén beliil
nem alakul ki egy, a val6sagban megfigyelheté alacsonyabb expresszioji populacio.
Hosszabb id6 utan természetesen az el6z6 hipotézisnél ismertetett médon eltiinne a
magas expresszidji populacio, de ez nem a fenotipusvaltas kdzvetlen kovetkezménye.

A fentiekbdl arra kovetkeztethetiink, hogy az irdny nélkiili, véletlen expresszios
szint valtozas nem ad megfelel6 magyarazatot a valésagban megfigyelhet6 Pgp-szint
eltolodasra. Bizonyos, hogy egyéb olyan paramétereket is sziikséges volna a modellbe
épiteni, amelyek a fenotipusvéltas mechanizmusat — mely a fentiek alapjan feltéte-
lezhetGen nem egy teljesen véletlenszertien zajlo folyamat — képesek pontosabban

leirni.
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3.8. abra. A fenotipusvaltdsra vonatkozé hipotézist tesztels szimulacié eredményei. Az abrak a

populacio Pgp expresszios szint eloszlasanak jellemzé alakuldsat mutatjak. A nagymértéki, véletlen
valtozasok az expresszids szintekben nem adjak vissza a multidrog rezisztencia kialakulasa soran

megfigyelhetd eloszlas-eltolodést.

3. hipotézis: a sejtek mutacidéja képes magyaridzatot adni az expresszios

szint eltolodasara

A mutéci6 hatasat a szimuléci6 soran egy osztédasnél bekovetkezd, jelentGs mér-
tekil expresszios szint valtozassal modelleztem, mely hatéas a sziilGsejtet nem érinti,

azonban a lednysejt késébb atorokiti sajat tulajdonsagat az utodaiba, azaz idealis
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koriilmények kozt bizonyos id6 utéan felng egy olyan populacié, melyet a mutaciot
elszenvedett egyed leszarmazottai alkotnak.

A abran lathatok a szimulacio egy tipikus futasabol nyert expresszios szintek
hisztogramjai és azok valtozasa. Megfigyelhets, ahogy a mutacié hatasaként eltérd
expresszios szinttel rendelkezd utodok jonnek létre, majd elszaporodnak. Ebbd6l vi-
szont az kovetkezik, hogy a folyamat a darwini szelekcidhoz hasonléan csak hosszabb
id6 alatt tud lezajlani, igy nem adhat magyarazatot az expresszios szint gyors meg-
valtozasara, ugyanakkor nem zarhato ki teljesen, hogy szerepe lehet a rezisztencia

kialakulasaban.
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3.9. abra. A mutaci6é hatasara vonatkozo hipotézist tesztel szimulacié eredményei. Az abrak a

populacié Pgp expresszios szint eloszlasanak jellemzé alakuldsat mutatjak. Az osztodasok atlago-
san 1%-aban bekovetkezett mutacié hatasira néhany generécié alatt létrejonnek olyan csoportok,

melyek expresszids szintje jelentGsen eltér az induldé populécié atlagis szintjétsl.
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Tovabbfejlesztési lehet6ségek

Biol6giai megfigyelések pontositasa

Bar a modell jelen allapotaban is képes sejtpopulaciok néhany jellemzé tulajdon-
saganak lefrasara, a sejteknél megfigyelhets Osszes életjelenséget nyilvan kozel sem
képes reprodukalni. Ennek legf6bb oka a modellben 1év§ viszonylag er6s egyszertisi-
tésekben keresendd. LehetGség volna szamos tovabbi olyan sejtfolyamat beépitésére
a modellbe, amely precizebben képes megragadni a sejtek életjelenségeit és az azok
kozotti Osszefiiggéseket.

A jelenlegi paraméterek pontositasa is egy lehetséges, kézenfekvének 1atszé to-
vabbfejlesztési irany. Erdemes lenne példaul skalaval ellatott mikroszkopos képek
alapjan elvégezni a sejt alaki jellemzGinek (&tmeérd, illetve Gsszenyomhatatlan- és
adhézios térrész méretének) becslését, mivel igy pontosabban mérhets az egyes tar-
toményok mérete. Bar a sejtek konkrét dimenzidinak nincs kitiintetett szerepe a
modellben, ezzel a médszerrel joval precizebben becsiilhetébbek az el6bbi aranyok,
melyekek viszont méar hatassal lehetnek a kialakulo tenyészetek jellemzdGire.

A jelenlegi sejtautomata modell tovabb bévithetd lenne egy, az irodalomkuta-
tasban ismertetett hibrid modellé, mely példaul képes lenne a sejtek rendelkezésre
allo tapanyag mennyiségének, vagy a sejtek altal kivalasztott kiilonbozd vegyiiletek
térbeli koncentracijanak hatasat is figyelembe venni.

A lehet&ségek szama természetesen szinte végtelen, azonban az emlitett problé-

mak jelenleg is aktiv részét adjak a modell tovabbfejlesztési irdnyanak.

Implementacios fejlesztési lehetdségek

Egy érdekes tovabbfejlesztési lehet&ségként emlitem a rotacidhoz és a migraciohoz
sziikséges Monte-Carlo 1épések szaménak vizsgélatdt, mivel ennek modositésaval
tapasztalataim szerint jelentGsen befolyasolhato a szimulacio lefutasanak ideje, de
hatassal van a kialakul6 sejtpopuacié noévekedési mintazatara és dinamikajara is.

A jelenleg fix szamu Monte-Carlo lépések dinamikusan valtozova tételére sziiletett
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néhany elképzelés, azonban eddig egyik sem valtotta be a hozza fizott reményeket.

Erdemes lenne tovabba a résznél bemutatott interakciés domainek mére-
tének vizsgalata. Ez azért lehet fontos, mert a domain mérete befolyasolja az egyes
lépésekben kiértékelésre keriil§ interakcios potencialfiiggvények szaméat. A domain
méretének csokkenésével a sziikséges szamitasok mennyisége is lecsokken, azonban
cserébe a korabban ismertetett médon a memoriaigény megnovekszik. Feltételezésem
szerint meghatarozhatd egy sejtmérettdl és a szimulacios tér méretétol fliggd opti-
mélis domain méret, melynek hasznalata a rendelkezésre allo eréforrasokat jobban

kihasznalna, és ismerete tovabb javithatja a szimulaci6 teljesitményét.

Parhuzamositasi lehet&ségek

A modell parhuzamositasara két megkozelitést vazolok. A klasszikus, informati-
kai értelemben vett parhuzamosithatosag kérdésére egy kordbbi fejezet roviden mér
kitért. Tavolabbi célom a modellt tgy atalakitani, hogy az grafikus processzorokon
is futtathatova valjon, ezzel vélhetSen jelentGsen megnovelve a szimulacioban vizs-
galhato sejtek szamat, mely jelenleg redlis idSkeretek kozott tapasztalataim szerint
a 10® — 10° tartomanyba esik.

A parhuzamosithatosag masik, lényegében trivialis megkozelitése az, hogy egy-
szerre tObb szimulaciét inditunk. Mivel a modell eleve statisztikai jellegi, igy egyet-
len futtatas eredményének nem tulajdonithatunk komoly jelentést, azokat csak sok-
szor megismételve, majd kidtlagolva allithatunk barmit. A tovabbfejlesztések célja

egy automatizalt inditast és kiadtlagolast végz6 rendszer létrehozésa is.
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Osszegzés

A dolgozat bemutatta sejtpopulaciok modellezésének és szimulaciojanak lehetsé-
ges megkozelitéseit. Az irodalomban megismert modellek Gtleteinek felhasznalésaval
létrehoztam egy sajat modellt, mely alkalmas a célkitiizésekben leirt tumorsejtek bi-
zonyos in vitro kisérleti eredményeinek reprodukalasara, valamint a valos kisérletek-
ben kozvetleniil nem megfigyelhetd jellemz6k meghatarozasara. A modell alkalmas
tumban torténd eltarolasara, illetve azok kiilonb6z6 médon térténd vizualizacidjara,
a sejtek szimulacio soran elGallo mérhetd jellemzbinek abrazolasara. Az implementa-
ci6 soran szem el6tt tartottam azt, hogy a nagyszami egyedbdl allo sejtpopuléciok
mely egytuttal egy lehetséges tovabbfejlesztési iranyt is kijelol.

A modell teszteléseként elGszor Gsszehasonlitottam két eltérd tulajdonsaga sejt-
vonal névekedési mintazatat. Ezt kovetGen kiilonbozé mértéki rezisztenciat mutatod
sejttipusok adott dozisui hatéanyag jelenlétében torténs szaporodasanak dinamika-
jat vizsgaltam, mely j6 egyezést mutatott a valodi in vitro mérések adataival. A
multidrog rezisztenciaval szoros Osszefiiggésben 1évé Pgp expresszios szint modellbe
torténdé beépitésének ismertetése utan a rezisztencia kialakuldsara vonatkozo szelek-
cios hipotéziseket mutattam be, melyekhez kisérleti szimulaciokat terveztem. A szi-
mulaciok futtatésaval nyert eredmények megerdsitik azt a vélekedést, hogy a darwini
szelekcid és az osztodaskor bekovetkezd mutaciok onmagukban nem magyarazhat-
jék a rezisztencia kialakulasakor megfigyelhets gyors dtmenetet a magas és alacsony
expresszios szintek kozott. A fenotipusvaltéasra vonatkozé szimulacios eredmények
alapjan nem vethetjiik el azt a gondolatot, hogy a multidrog rezisztencia kialaku-
lasaban fontos szerepe van a tumort alkoto sejtekben bekovetkezd gyors expresszios
szint megvaltozasnak, am a dolgozatban bemutatott eredmények ezt nem tudjak
megerdsiteni. Ennek okaként a modellbe épitett paraméterek jellegét lehet megje-
16Ini, mivel azok 6nmagukban nem képesek az dtmenet irdnyitasara, mely mogott
valoszintileg més jellegli szabalyok huzédnak meg. Ezek megismerése és modellbe

épitése segithet Gjabb, pontosabb eredmények elGallitasdban.
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Fuggelék

Interakcios potencialfiiggvények

Hertz-tipust potencialfiiggvény

Ebben a kozelitésben a sejtek homogén, rugalmas gombokként foghatok fel [5],
melyek kozott a Vj; interakcios energia egy vonzo (attraktiv), illetve egy taszito
(repulziv) jellegd hatés eredGjeként all els. Az i és j sejtek sugarai R; és R;, kozép-
pontjaik tavolsiga d;;, a sejtek kozotti ,hézag” nagysaga pedig

A sejtek kozotti interakcios energia a

‘/Z;ttr + ‘/i;ep ha CZZ']' <0
Vij =

0 egyébként
Osszefiiggéssel adhatd meg. A modell feltételezései szerint a sejtek Gsszenyomoda-

sa kismértékd, és azok rugalmasségi tartomanyén beliil esik, tovabba a feliiletek

sturlodés nélkiil érintkeznek. A sejtek kozotti vonzo hatas energidjat a
V;'?ttr = QmWsAij

képlet adja, melyben o, a sejtek felszinén 1évé adhézios molekulak feliileti stirtiségét
jeloli, Wy egyetlen darab molekula kotési energidja, A;; pedig a kot6dd sejtek kozott
1évé feliilet nagysédga. A modellben a taszité hatas a sejtek rugalmas energidajabol

szarmazik, melynek nagysaga

ahol

_ 3/1—02 1-0?
Eil _ 2 7 J
Y 4( E; + E; >

az elaszticitasi hatés, melyben FE; és E; a két sejt Young-modulusa, o; és o; pedig

azok Poisson-tényezéi.

42



Harmonikus potencialfiiggvény

A modell a sejteket egy Osszenyomhatatlan belsé térrésszel rendelkezd, gombszeri
testként kezeli [5]. Az adhézios sav mérete §. Amikor a sejtek egymasba fednek
(dj < 0), az atfedés miatt kialakulo kozos felillet nagysagatol fiiggéen vonzo hatas
alakul ki kozottiik, &m egytuttal a kozéppontjaik miatt taszitd hatast is gyakorolnak
a masikra, tovibba az Gsszenyomhatatlan térrészek nem fedhetnek egymasba. Az

interakcios energia igy

7 attr 2 ~
E(Qd%—l— V”T) —V;?ttr ha —5§d”<0
‘/ij ~ Yoo ha CL‘]‘ < =0
0 egyébként.

Az Osszefiiggésben € jeloli az elasztikus hatést:

_ El?
==

€

ahol E/ most is az [ atmérGjd sejtek Young-modulusa.
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