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BEVEZETES

Bevezetés

A foldi élet szemet kapraztaté sokféleségének kialakuldsaban kulcsfontossagu
lépés volt az eukaridta sejtek megjelenése. A forradalmi valtozast azon
mechanizmusok megjelenése idézte eld, melyek segitségével a prokaridta sejtekben
talalhatonal nagysagrendileg tobb genetikai informacié megbizhaté és gyors
reprodukcidja valt lehetévé. Ehhez azonban esszencialis volt a kromoszémas ciklus
két eseményének - a DNS-replikdcionak (S-fazis) és a két DNS kopia
szétvalasztasanak (mitozis, M-fazis) — egyértelmu kiilonvalasztasa.

Az orokitéanyag reprodukcidjara az eukariotak dltal hasznalt médszernek tovabbi
feltétele az S- és az M-fazis felvdltva torténd bekovetkezése. A két esemény
alternaldsat egy (vagy magasabb rendi eukariotdkban tobb) ciklinfiiggd protein-kinaz
ciklinnel alkotott komplexének (CDK) aktivitasanak alacsony és magas értékek kozott
torténd jellegzetes valtakozdsa biztositja. A sejtciklus Gl-fazisat alacsony CDK-
aktivitds jellemzi. A CDK-aktivitds a DNS-szintézis kezdetekor megemelkedik, a
mitdzisban maximumot ér el, majd a mitdzis végén drasztikusan lecsokken. A
sejtcikluskutatds egyik kozponti kérdése, hogy miként valtanak az eukaridta sejtek az
eltér6 CDK-aktivitassal jellemezheté két stabilis allapot kozott. Doktori munkdm
sordn a magas CDK-aktivitdsubdl az alacsony CDK-aktivitdsi dllapotba valo
dtmenetet, azaz a mitdzis befejezését szabdlyozoé molekuldris halézat vizsgdlataval
foglalkoztam. Eszkoziil a biokémiai reakciokinetika torvényei alapjan készitett
matematikai modellek készitését és azok vizsgalatat valasztottam.

Irodalmi attekintés

Sejtcikluson a két egymast kovetd sejtosztodas kozott a sejtben lejatszodd
események Osszességét értjiik. Az eukaridta sejtek sejtciklusa négy fazisra bonthaté.
Koziiliik kett6 a sejt orokitéanyagat alapvetden érinté esemény: a DNS-replikacio (S-
fazis) és a mitozis (M-fazis) - melynek sordn a replikdlodott DNS két kdpidjanak
szétvalasztasa torténik. E két fazis kozé egy-egy ,,sziinet” (angolul gap) ékel6dik: a G1-
fazis a mitozist, a G2 pedig a DNS-replikaciot koveti. A G1, az S, a G2 és az M fazisok
mindig ebben a sorrendben kovetik egymadst. A sejtosztodasra a mitdzist kovetden
keriil sor. A mitézis 6nmagaban is tobb fazisra oszthatd, melyek sorrendben a
profazis, a prometafazis, a metafazis, az anafazis és a telofazis. A mitdzis metafazisig
tartd szakaszait egyiittesen korai mitdzisnak nevezik, hogy megkiilonboztessék a
mitdzis befejezésétdl'.

1 Morgan D. O, (2007) The cell cycle: principles of control. New Science Press in association
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A sejt életképességéhez esszencidlis két kovetelmény teljesitése: egyrészt a DNS-
replikacio és a mitdzis mindig felvéltva kell, hogy kovesse egymast (,alternalasi”
probléma), masrészt ezen folyamatok barmelyike csak akkor jatszédhat le, ha a masik
sikeresen befejez6dott (,,befejezési” probléma). A ,befejezési” probléma megoldasara
un. ellendrzési pontok vannak a sejtciklusban, az ,alternalasi” problémara pedig a
DNS-replikacio két 1épéses iniciacidja jelent megoldast.

Az ellendrzési pontok olyan mechanizmusok, melyek a G1-S atmenetnél, a G2-M
atmenetnél és a meta-/anafazis hataran biztositjak, hogy a sejtciklus csak bizonyos
feltételek egytittes fennallasa esetén folytatodhasson. A mitdziskutatds szempontjabol
a meta- és az anafazis hataran mikodé magorsé (vagy mitdzisos) ellendrzési pont
kiemelkedé fontossagu, mely altal a sejt biztositja, hogy az anafdzis - azaz a
lednykromatiddk szegregacidja — csak azutdn kezdddhessen el, miutdn az Osszes
kromoszéma felsorakozott a metafazisos sikra.

A DNS-replikacié és a mitozis felvaltva torténd végrehajtasaért felelGs
mechanizmus megakadalyozza a DNS re-replikaciéjat a ledanykromatidak sikeres
szétvalasztasa el6tt. Lényege, hogy a DNS-replikacié megindulasanak kettd, egymasra
éptld feltétele van, melyek koziil az egyik az anafazis lejatszodasdhoz kotott. A
sejtciklus kozponti szabalyozodjanak tekintheté CDK (ciklinfiiggd protein-kinaz
ciklinnel alkotott heterodimerje) aktivitdsinak — mely a DNS-replikaci6é kezdetekor
jelenik meg és maximumat a mitdzisban éri el - ugyanis elészoér meg kell sztinnie
ahhoz, hogy ujabb S-fazis kezdédhessen. Mivel a CDK-aktivitds onfenntart6, ehhez
egy masik, 6t megsziintetd szignalra van sziikség. Ez a molekularis jel az APC-
aktivitds megjelenése. Az APC (anafdzisserkentd komplex, ,anaphase-promoting
complex”) a mitdzis anafazisaban aktivalodik és két f6 hatasa van: elinditja a
leanykromatidék szegregacidjat és megsziinteti a CDK-aktivitast. Mivel e két folyamat
egyazon jel hatasara indul el, a CDXK-aktivitdis megsziinése valéban csak a
leanykromatiddk sikeres szétvalasztdsa, azaz a mitdzis anafazisanak lejatszodasa
esetén kovetkezik be.

A CDK és az APC aktivitasanak egymdst kiegészité vdltakozdsa az eukaridta
sejtciklus egyik legalapvetébb jellemvondsa. Mindkét aktivitdas onfenntartd, am
kolcsonosen kizarjak egymadst: GI-fazisban alacsony CDK- és magas APC-aktivitds
jellemzi a sejtet, az S-G2-M fazisokban pedig ennek forditottja. Ezért a
sejtcikluskutatds egyik kozponti kérdése, hogy miként valt a sejt az alacsony és a magas
CDK-aktivitdssal jellemezhetd dllapotok kozott’. A vélaszhoz a CDK és az APC
szabalyozasat érdemes megvizsgalni.

A CDK komplex katalitikus alegységei a ciklinfiiggd protein-kinazok (Cdk-k),

with Oxford University Press; Sinauer Associates, London: Sunderland, Mass.
2 Nasmyth K. (1996) At the heart of the budding yeast cell cycle. Trends Genet 12, 405-412.
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melyek szintje dllandonak tekinthet6. Regulator partnereik a ciklinek, melyek szintje
periodikusan valtozik a sejtciklus sordn. Katalitikus aktivitasa csak a Cdk:ciklin
heterodimernek van. Kiemelked6 fontossagi a mitdzisos ciklinek Cdk-val alkotott
komplexe, az MPF (M-fazis-serkentd faktor). A CDK-aktivitas szabalyozdsa harom
mechanizmussal torténik: (1.) ciklinszintézis és -lebontas, (2.) a Cdk aktivalé ill. gatlo
foszforilezése és defoszforilezése, valamint (3.) a CDK gatlasa sztochiometrikus
inhibitorokkal. Utdbbiak G1-fazisban hatnak. A Cdk-aktivalé kindazok (CAK-ok)
sejtciklus-poziciotol fiiggetlentil foszforilezéssel aktivaljadk a Cdk-t. A Cdk gatlo
foszforilezését a Weel kinaz végzi els6sorban az S és a G2 fazisok soran, a gatld
foszfat csoportot pedig a Cdc25 foszfataz tavolitja el. Ciklinek az S-G2-M fazisokban
szintetizdlodnak. Lebontdsukat az APC ubikvitin-ligdz komplex inicidlja. Ehhez
aktivalo alegységek kapcsolddasa sziikséges az APC maghoz — mely 6nmagaban is egy
hatalmas heteromultimer komplex. A két legfontosabb APC-aktivator a Cdc20 és a
Cdhl. Az APCP:Cdc20’ komplex a mitdzis anafdzisaban aktivdlodik, az APC:Cdh1
komplex pedig a mitdzisbdl vald kilépéstol a G1-fazis végéig aktiv. Az APCP:Cdc20
felelés a leanykromatidakat 6sszekotd kohezinkomplex lebontasanak meginditasaért
is a metafazis/anafazis atmenetnél, melyet a kohezin lebontasaért felel6s szeparaz
inhibitoranak, a szekurinnak ubikvitinezése révén tesz.

Nem csupan az APC szabalyozza a MPF-aktivitast a ciklinszinten keresztiil,
hanem szdmos forditott iranyu kapcsolat is megfigyelhet6. Az APC mag MPF altali
foszforilezése segiti a Cdc20 megkotését, a Cdhl megkotésére viszont nincsen
hatdssal. A mitdzis szabalyozasa szempontjabol kritikus jelentéségt, hogy az
APCP:Cdc20 komplex a maximdlis MPF-aktivitdshoz képest iddkésleltetéssel
aktivalodik. Az iddkésleltetés oka nem teljesen tisztdzott, mint ahogyan a Cdc20
foszforilezésének az APCP:Cdc20-aktivitds szabdlyozdsdban betoltott szerepe sem.
Kramer és munkatarsai szerint' az MPF-nek nincs hatdsa a Cdc20-ra, Yudkovsky és
munkatdrsainak eredményei’ ellenben arra engednek kovetkeztetni, hogy az MPF
foszforilezéssel gatolja a Cdc20-at. Az APCP:Cdc20 aktivalodasat a Mad2 fehérje is
képes megakadalyozni, ugyanis a magorso6 ellendrzési pont aktivalodasakor inaktiv
komplexbe viszi a Cdc20-at. Az MPF a Cdhl-et foszforilezéssel inaktivélja, ezért az
APC:Cdhl aktivalédasahoz (sarjadzé élesztében) a Cdcl4 foszfatdz aktivitasa is
szitkséges, mely a gatlé foszfat csoportot tavolitja el. Mivel a Cdcl4-et a G1-fazistol a
korai mitézisig inaktiv komplexben tartja a nukleoluszban a Netl-fehérje, a

3 APCP-vel az APC mag foszforilezett formajat jelolom.

4 Kramer E. R, Scheuringer N., Podtelejnikov A. V., Mann M. and Peters J. M. (2000) Mitotic
regulation of the APC activator proteins CDC20 and CDH1. Mol Biol Cell 11, 1555-1569.

5 Yudkovsky Y., Shteinberg M., Listovsky T. Brandeis M. and Hershko A. (2000)
Phosphorylation of Cdc20/fizzy negatively regulates the mammalian cyclosome/APC in the
mitotic checkpoint. Biochem Biophys Res Commun 271, 299-304.
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mitoézisbol valé kilépéshez a Cdcl4 aktivalasa is sziikséges. Ezért sarjadzé élesztében
két szabalyozasi utvonal felelés. A FEAR (,,Cdc fourteen early anaphase release”) az
anafazis korai szakaszaban biztositja a Cdcl4 részleges aktivalédasat, a MEN
(»mitotic exit network”) pedig a kés6i anafazistol teszi teljessé a folyamatot. Mivel az
MPF a MEN-utvonal tobb komponensét is szabalyozza, a mitdzis befejezésében
szerepet jatszé szabalyozo-korok rendkiviil osszetettek. Mukodésitk megértéséhez
segitséget nyujthatnak a matematikai modellek.

A modellezés soran az egyik lehetséges stratégia az egyszeriibbektél a
bonyolultabb modellek felé torténd haladas. Az afrikai karmosbéka (Xenopus laevis)
korai embriondlis ciklusai sordn egyediil a B-ciklin koncentraci6éjanak valtozasa
»hajtja? az MPF oszcillaciojat, egyéb szabalyozasi mechanizmusok nem
érvényesiilnek. Se Cdhl, se sztochiometrikus inhibitor nincs a sejtben, a ciklinbontas
egyediil az APCP:Cdc20 komplextdl fiigg. A Cdk Weel dltali gatlé foszforilezésének
megléte nem teljesen tisztdzott. A magorsé ellenérzési pont inaktiv, azonban a
Xenopus laevis embriok kivonata nagyobb mennyiségi Mad2 hozzaadasaval
metafazisban blokkolhatd. Mindezen okok miatt tobb egyszer(i sejtciklusmodell
sziiletett mar, mely a Xenopus laevis korai embrionalis ciklusait vizsgalta. Ezek a
modellek azonban rendszerint egy kisérletekkel nem kell6en aldtamasztott koztes
enzim (IE) feltételezésével kezelték az APCP:Cdc20 MPF-hez képest késleltetett
aktivaloddsanak kérdését®. Elsé célom ezért egy olyan sejtciklusmodell megalkotdsa
volt, mely képes a mitozist az IE feltételezése nélkiil, tovabbd az MPF dltali Cdc20-
foszforilezésnek — mint vjabban napvildgot latott eredménynek - figyelembe vételével
leirni. Tovdbbi céljaim kozott szerepelt egyes — a kordbbi matematikai modellekkel
részletesen nem vizsgdlt, dm a mitézisban kulcsfontossigu - enzimek (pl. a Cdcl4),
valamint a FEAR és a MEN szabdlyozdisi titvonalak szerepének mélyrehato elemzése.

A mitdzisbol vald kilépéskor szamos ,végrehajtd” fehérje (VF) aktivalodik,
példaul olyan foszfatazok, melyek az MPF altal foszforilezett fehérjékrdl tavolitjak el a
foszfat csoportot. Mivel a sejtciklus ezen pontjan az MPF-aktivitas magasrol alacsony
értékre zuhan, logikus feltételezni, hogy az ekkor aktivalodé fehérjéknek és
transzkripcids faktoraiknak (TF) a szabélyozasaban egyarant az MPF jatszik szerepet.
Amennyiben valéban ez a helyzet, az MPF, a TF és a VF egy el6recsatoldsi hurkot
(EH) alkot’”. Egy ilyen el6recsatolasi hurokban hirom kélcsonhatast figyelhetiink
meg. Az els6é az MPF altali VF-foszforilezés, melyet az EH ,,rovid karjanak” nevezek.

6 Tyson].J. and Novak B. (2001) Regulation of the eukaryotic cell cycle: molecular antagonism,
hysteresis, and irreversible transitions. ] Theor Biol 210, 249-263.

7 Mangan S. and Alon U. (2003) Structure and function of the feed-forward loop network
motif. Proc Natl Acad Sci USA 100, 11980-11985.
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A masodik az MPF altali TF-foszforilezés, a harmadik pedig a TF hatasa a VF-re. Ez
utobbi két kolcsonhatas alkotja az EH ,hossza karjat”. Mindharom kolcsonhatas
lehet aktivalo (+) vagy gatld (-) jellegli. Bar néhany konkrét esetben mar vizsgaltak az
elérecsatolasi hurkok szerepét a sejtciklus egyes eseményeinek szabdlyozasaban, a
mit6zis befejezésében jatszott altalanosabb szerepiik nem tisztazott. Ezért célul
tiiztem ki egy olyan modell megalkotdsat, mellyel a mitozis befejezésekor potencidlis
szabdlyozo szereppel bird, (++/-) vagy (--/-) hdldzati topoldgidjii EH-ok dinamikai
viselkedése dltaldnosan vizsgdlhato.

Korunk egyik vezeté haldlozasi okanak, a rakbetegségnek hatterében részben a
sejtciklus szabalyozasi zavarai 4llnak. Eppen ezért a rak kezelésében alkalmazott
kemoterapids szerek egy csoportja (pl. docetaxel, paclitaxel) a kontrollalatlan
sejtosztddast a magorsd ellendrzési pont aktivalasaval gatolja meg. Sajnos azonban a
kemoimmunitdsi rendszer miikodése miatt a rak nem gydgyithaté ilyen egyszertien®.
A rendszert alkoté komponensek - nukledris receptorok, metabolikus enzimek és
multidrog  transzporterek  (rendszerint ~ ABC-transzporterek) -  ugyanis
Osszehangoltan, az immunrendszer mikodésére emlékeztetd mdodon képesek a sejtet
megvédeni a szamara karos xenobiotikumoktol, igy a kemoterdpias szerektdl is.
Tovdbbi célom volt ezért egy olyan modell és adatbdzis megalkotisa, mely a
kemoimmunitdsi rendszer és kiilonosen az ABC-transzporterek miikodésének jobb
megértéséhez jarul hozzd.

Felhasznalt modszerek

Mivel a mitdzist szabalyozdo molekularis halézat megértéséhez annak
komplexitdsa miatt tobbnyire elégtelen az intuiciokra alapozé verbalis érvelés,
munkamhoz a biokémiai reakcidkinetika torvényei alapjan készitett matematikai
modelleket és azok vizsgalatat hivtam segitségiil’. A modellezéshez hasznalt bemeneti
informacidk laboratériumi kisérletekbdl szarmaznak. A kisérleteket nem én
végeztem, hanem masok dltal - cikkekben és bioldgiai adatbazisokban - publikalt
eredményeket hasznaltam fel. Elsé lépésként - mintegy az egyes molekularis
szereplOkrdl szerzett informacidk szintéziseként - felvazoltam a kolcsonhatd
molekulak hdlézati diagramjat. A halézati diagram alapjan, a biokémiai

8 Sarkadi B., Homolya L., Szakacs G. and Varadi A. (2006) Human multidrug resistance ABCB
and ABCG transporters: participation in a chemoimmunity defense system. Physiol Rev 86,
1179-1236.

9 Tyson J. J., Chen K. and Novak B. (2001) Network dynamics and cell physiology. Nat Rev
Mol Cell Biol 2, 908-916.
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reakciokinetika torvényeinek felhasznaldsaval egyenleteket irtam minden lényeges
komponens koncentracidjanak idébeli valtozasara. Az egyenletek (melyek tobbnyire
kozonséges, nemlinearis differencidlegyenletek), a benniik szereplé paraméterek és a
hozzajuk tartozd kezdeti feltételek Osszessége alkotja a matematikai modellt. Az
egyenletrendszer numerikus megoldasaval idébeli szimuldcidkat végeztem, azaz
meghatdroztam az egyes komponensek koncentrdcidjanak idébeli valtozasat. Az
egyenletrendszer integrélasara a nyilt forraskodu, szabadon elérhetdé XPPAUT'
program 6.10-es verzidjat hasznaltam. A modell viselkedését tovabb vizsgaltam a
dinamikai rendszerek eszkozeivel: fdzissik- és bifurkdcids analizissel. Az igy kapott
eredményeket Osszevetettem a kiindulasi adatok forrasaul szolgalé laboratériumi
kisérletek eredményeivel. Amennyiben a mért és a modell altal josolt viselkedés
egybevagott, feltételeztem, hogy a modell kielégité moédon ragadja meg a vizsgalt
bioldgiai jelenség lényegét. Ellenkezd esetben - ha a modell paramétereinek
valtoztatasa nem volt elég a kisérletes és a modell dltal mutatott viselkedés dsszhangba
hozasara - feltételeztem, hogy a halézati diagram nem eléggé tiikrozi a valds biologiai
kapcsolatokat, ezért valtoztatasra szorul. A haldzati diagram és az érintett egyenletek
modositasa utan ujabb szimulacidkat végeztem. Addig ismételtem tjra és Gjra ezeket
a lépéseket, mig a kisérletes és a modell altal mutatott eredmények kell6 egyezést nem
mutattak'’,

Eredmények

Munkdam soran a korai mitézisnak és a mitozis befejezésének vizsgalatara
egyarant hangsulyt fektettem. El6sz6r az APCP:Cdc20 komplex szabalyozasat (azaz
elsésorban a korai mitdzis eseményeit) vizsgaltam az afrikai karmosbéka (Xenopus
laevis) korai embrionalis ciklusainak modellezésével. Ezt kovetden a sarjadzé élesztd
(Saccharomyces cerevisiae) mitézisainak modellje segitségével (melyben mar az
APC:Cdh1 komplex, a Cdc14, a FEAR- és a MEN-ttvonal is fontos szerepet kapnak)
elsésorban a mitdzis befejezésének kutatasara fokuszaltam. A folytatasban
megvizsgaltam az el6recsatolasi hurkok szerepét a mitdzis befejezésében. Végiil pedig
elkészitettem a kemoimmunitasi rendszer modelljét és részt vettem az ABC-
transzporterek mutacios adatbazisanak fejlesztésében.

10 Az XPPAUT a http://www.math.pitt.edu/~bard/xpp/xpp.html cimen érheté el.
11 Tyson J. J., Csikasz-Nagy A. and Novak B. (2002) The dynamics of cell cycle regulation.
Bioessays 24, 1095-1109.
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Az APCP:Cdc20 szabdlyozdsa Xenopus laevisben

Az APCP:Cdc20 komplex szabalyozasanak vizsgalatahoz egyszeriisége miatt a
Xenopus laevis embrionalis ciklusainak modelljét valasztottam. Tyson és Novak 2001-
es modelljébdl" eltavolitottam az intermedier enzimet, az APCP:Cdc20 késleltetett
aktivalasaért pedig egy, a molekuldris eseményeket feltehetéen hiiebben tiikrozé
mechanizmust, az MPF-nek az APC magra és a Cdc20-ra kifejtett, ellenkezd hatasu és
eltéré sebességii foszforilezését tettem feleléssé (1. dbra). Igy az MPF-ben 1évé B-
ciklint ubikvitinez6 APCP:Cdc20 komplex az MPF kettés szabalyozasa alatt all: az
MPF foszforilezés altal aktivalja az APC magot és inaktivalja a Cdc20-at"’. Mivel az
inaktiv formaknak csokkent affinitasa van egymashoz, a modellben az egyszertiség
kedvéért csak az APCP és a Cdc20 formak képesek egymassal aktiv, ubikvitin-ligaz
aktivitassal bir6 APCP:Cdc20 komplexet képezni.

A modellel végzett id6beli szimulacid stabilis hatarciklusos oszcillaciokat mutat.
Ennek oka az APC mag ¢és a Cdc20 eltér6 sebességli foszforilezésében és
defoszforilezésében gyokeredzik. A Cdc20 foszforilezése és defoszforilezése egyarant
gyors, hozza képest az APC egyardnt lassabban foszforilezédik illetve
defoszforilezddik. Ezért elészor az MPF gatlé hatdsa érvényesiil és csak késébb az
aktivald. Ennek hatasara létrejon egy olyan 10-20 perces id6ablak, melyben az MPF
aktivitdsa magas marad, igy le tudnak jatszodni a korai mitdzis eseményei. Végiil a
névekve APCP:Cdc20-koncentracié a B-ciklin gyorsuld lebontasan keresztiil az MPF
inaktivalodasahoz és a mitdzisbol valo kilépéshez vezet.

A kovetkezd 1épésben a modellt kiegészitettem a Mad2 fehérjével és a magorso
ellenérzési pont leirasaval, azzal az egyszertsitd feltételezéssel élve, hogy az
ellendrzési pont aktivalédasakor a Mad2 a foszorilezett Cdc20P-vel torténd
komplexképzés révén blokkolja a sejtciklus el6rehaladasat (1. abra). Idébeli
szimuldcidval sikerrel modelleztem Li és munkatérsai azon kisérletét™, melynek sordn
Xenopus laevis embridk kivonataban rekombinans Mad2 hozzaadasaval aktivaltak a
magorso ellendrzési pontot. Fazissik-analizis céljabol elkészitettem ezen modell két
dinamikus valtozéra egyszerisitett valtozatat is. Ravilagitottam, hogy a ciklizalo
embrionalis kivonatot modellezé rendszer egyetlen stabilis attraktora hatarciklusos
oszcillaciét mutat, mely az emlitett kisérletben a magorsé ellenérzési pont

aktivalasakor megsziinik és a rendszer egyetlen stabilis allapotava egy egyensulyi pont

12 Tyson].J. and Novak B. (2001) Regulation of the eukaryotic cell cycle: molecular antagonism,
hysteresis, and irreversible transitions. ] Theor Biol 210, 249-263.

13 A foszforilezett Cdc20-at Cdc20P-vel jel5lom.

14 Li Y., Gorbea C., Mahaffey D., Rechsteiner M. and Benezra R. (1997) MAD?2 associates with
the cyclosome/anaphase-promoting complex and inhibits its activity. Proc Natl Acad Sci USA
94, 12431-12436.
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1. dbra. A Xenopus laevis korai embrionalis ciklusait leir6 modellek halézati diagramja. Sarga

hattér: a magorso ellenérzési pont modulja. Kék hattér: MPF-foszforilezési modul.

valik, melyben a magas MPF-aktivitds miatt nem képes annyi defoszforilezett Cdc20
képzddni, mely az APC maggal aktiv komplexet képezve elegendd lenne a mit6zisbol
torténd kilépéshez. Bifurkacids analizis segitségével megmutattam, hogy a magorsé
ellendrzési pont aktivalddasa hatterében a szabalyozérendszer végtelen periodusu
(homoklinikus) nyereg-hurok bifurkaciéja allhat.

Mivel ujabb kisérletek tanusdga szerint az MPF-et gatlo foszforilezés is szerepet
jatszhat a Xenopus laevis korai embrionalis ciklusainak szabalyozasaban, ezért egy
MPE-foszforilezési modullal is kiegészitettem a modellt, mely a Weel kinazt és a
Cdc25 foszfatazt tartalmazza (1. abra). Ez a modul mar tobb korabbi, a Xenopus
laevis embrionalis kivonatinak modellezésére létrehozott modellben szerepelt'™',
matematikai leirdsa azonban nem felelt meg maradéktalanul a Michaelis—-Menten-
kinetika alkalmazhatosaganak azon kritériumanak, mely szerint az enzim mennyisége
elhanyagolhat6 kell legyen a szubsztratéhoz képest. A nehézség abbdl fakad, hogy a
Weel és a Cdc25 bizonyos reakcidkban mint enzimek, masokban viszont mint
szubsztratok szerepelnek. Ezért a Weel és a Cdc25 koncentracidvaltozasanak
leirasara az 1993-as modellel ellentétben nem a Goldbeter-Koshland-fiiggvényt
alkalmaztam. Enzimkinetikai leirast csupan a Weel és a Cdc25 - konkrétan meg nem
nevezett foszfatazok dltali — defoszforilezésére hasznaltam, minden mas reakciét a

15 Novak B. and Tyson J. J. (1993) Numerical analysis of a comprehensive model of M-phase
control in Xenopus oocyte extracts and intact embryos. J Cell Sci 106 (Pt 4), 1153-1168.

16 Marlovits G., Tyson C. J., Novak B. and Tyson J. J. (1998) Modeling M-phase control in
Xenopus oocyte extracts: the surveillance mechanism for unreplicated DNA. Biophys Chem
72, 169-184.
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tomeghatastorvény alapjan irtam le. Az igy kapott egyenletek megfelelnek a
Michaelis—-Menten-kinetika alkalmazhatosagi feltételeinek. A bdvitett modellel
idobeli szimulaciot és bifurkacids analizist végeztem, melyek a modell korabbi
verzidival kapottakhoz hasonl6, am némileg eltéré eredményre vezettek. Megnétt a
Gl és az S fazis hossza, az MPF-oszcillacid periddusideje és amplitudoja. A mitdzisbdl
valé kilépés pedig ezuttal egy végtelen periddust nyereg-csomo bifurkacidval hozhato
kapcsolatba.

A mitozis befejezése sarjadzo élesztében

A mitozis befejezésének vizsgalatdhoz olyan organizmust kerestem, melyben a
Xenopus  laevis  embrionalis  ciklusaiban = megfigyelhet6nél  Gsszetettebb
szabalyozoérendszerek muikodnek. Valasztasom a sarjadzo élesztére esett, melyben a
PP2A és a Cdc14 foszfatazok, az utdbbi altal aktivalt APC:Cdhl, tovabba az aktivalas
mechanizmusdban szerepet jatszo FEAR és MEN utvonalak egyarant
tanulmanyozhatok (2. abra). Munkam kiindulépontjaul Queralt és munkatarsainak
2006-ban publikalt modellje'” szolgalt, mellyel idébeli szimuldciék segitségével sikerrel
modellezték t6bb, a mitézis befejezését szabalyozé mechanizmusokban sériilt
sarjadzd éleszté mutans viselkedését. Elkészitettem, majd fdzissik-analizis segitségével
elemeztem ezen modell két dinamikai valtozéra egyszeriisitett valtozatit.

Ez a modell nem a teljes sejtciklus, hanem az anafazis kezdetétél (magas MPF
aktivitassal jellemezhetd allapot) a mitdzis befejezéséig (alacsony MPF aktivitassal
jellemezhetd allapot) lejatszodo események leirdsara késziilt, ezért nem tartalmazza az
MPF-foszforilezési modult. Szerepel viszont benne a FEAR és a MEN utvonalak tobb
komponense, melyeket fokozatosan vezettem be, az egyszeriibbt6l a bonyolultabb
modellek felé haladva. Minden egyes 1épésben két, egymassal szoros kapcsolatban all6
modellt készitettem. Az egyik modellsorozat modelljeivel - melyek tobbnyire
kozonséges nemlinearis differencidlegyenletek segitségével irjak le a komponensek
koncentraciojanak iddbeli valtozasat - iddbeli szimuldcidkat végeztem. A masik
modellsorozat az el6z6 sorozat megfelel6 modelljébdl egyszertsitd feltételezések
segitségével készitett ,kétdimenzids” modelleket tartalmaz, melyekkel az MPF-Cdc14
fazissikon kovettem nyomon a rendszer viselkedését. Az idébeli szimulaciok és a
megfelel6 fazisportrék eredményét, ahol csak tudtam, a szakirodalombdl gyujtott
laboratériumi kisérletek eredményeivel vetettem Ossze.

Fézissik-analizis segitségével rdmutattam, hogy a mitdzis befejezéséhez a
rendszernek az MPF-Cdcl4 fazissikon egy nyereg-csom¢ bifurkacion kell

17 Queralt E., Lehane C., Novak B. and Uhlmann F. (2006) Downregulation of PP2A(Cdc55)
phosphatase by separase initiates mitotic exit in budding yeast. Cell 125, 719-732.
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A

2. abra. A sarjadzo éleszté mitdzisanak befejezését leiré6 modellek halézati diagramja. A modul: az
MPF és az APC:Cdhl antagonizmusa. B modul: a Cdc14-aktivitds szabalyozasa a Netl altal. C
modul: a szeparaz szabélyozasa a szekurin dltal. D modul: a MEN-ttvonal.
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keresztiilmennie, melyhez a Cdcl4-aktivitisnak meg kell haladnia egy adott
kiiszobértéket. A tovabbiakban a FEAR-ttvonal szerepét kutatva MEN-mutansok
fazissik-analizisével elemeztem korabbi laboratériumi kisérletek eredményét.
Kimutattam, hogy a szeparaz ektopikus tudltermeltetése vagy az APCP:Cdc20
aktivéldsa ugyan - a kisérletekkel 6sszhangban tartésan vagy iddlegesen — a Cdcl4-
szint emelkedését okozza, mely azonban nem éri el a mit6zisbol vald kilépéshez
szitkséges kiiszobszintet, ezért a sejt mitdzisban reked meg.

Ezt kovetéen a MEN-utvonal szerepére fokuszaltam. Fazissik-analizissel
megallapitottam, hogy a mitdzis befejezésének idozitése egy gatld és egy aktivald
MPEF-kiiszobszint fiiggvénye. A gatld kiiszobszint a MEN-utvonal egy downstream
komponensének, a Cdcl5 protein-kinaz MPF altali inaktivalasanak a kovetkezménye,
az aktivald kiiszobszint pedig egy upstream MEN-komponens, a Tem1 GTP-az MPF
altali aktivalasaval fiigg Ossze. A mit6zisbdl torténd kilépéshez az MPF-aktivitasnak a
gatlé kiiszobszint alatt, am egyuttal az aktivald kiiszobszint felett kell lennie.

Ramutattam arra is, hogy a mitézisbol valé kilépés a szabalyozdérendszer két
bistabilis kapcsolojanak egymast kovetd, meghatarozott sorrendben torténd
irreverzibilis atmenete révén valésul meg, melyhez vad tipust sejtekben az
APCP:Cdc20 mindkét szubsztratjanak lebontasa esszencialis. El6szor a szekurin
degradacidja a FEAR-utvonalon keresztiil ,bekapcsolja” a Cdcl14 és a MEN kozotti
pozitiv visszacsatolasi kort, azaz aktivalja a MEN-utvonalat, mely a Cdcl4
nukleoluszbdl torténé tejes felszabadulasdahoz vezet. A ciklinek lebontasa az MPF-
nullklina mit6zisbdl valé kilépéshez sziikséges Cdcl4-kiiszobszintjének csokkenését
okozza. A Cdcl4 aktivalodasanak és a Cdcl4-kiiszobérték csokkenésének egytittes
kovetkezménye a madsik bistabilis kapcsold irreverzibilis atmenete, melynek soran
MPF teljesen inaktivalddik, az APC:Cdhl-aktivitas pedig megemelkedik. E két
bistabilis kapcsold osszehangolt miikodése biztositja a mitdzisbol vald kilépés
robusztus, megbizhatd szabalyozasat.

Az elorecsatoldsi hurkok szerepe a mitdzis befejezésében

Az el6recsatolasi hurkok a mitézis kés6i szakaszaban és a Gl-fazisban
megfigyelhetd expresszids hullam szabalyozasaban betoltott szerepének vizsgalatahoz
olyan modellt készitettem, mely egy egyszeri sejtciklusmodellbél, valamint két TF-
bdl és két VE-bol all. Az egyenletek a (++/-) és a (--/-) tipusu el6recsatolasi hurkokat
irjak le, figyelembe véve, hogy a foszforilezés és a fehérjeszintézis nagysagrendileg
eltéré idéskalan megy végbe. A modellel végzett id6beli szimulacié tantsaga szerint
az emlitett tipusu elérecsatolasi hurkokban szereplé VEF-k tranziens moédon
aktivalédnak, csak és kizardlag a mitdzis befejezésekor. A mitdzis befejezésekor

11
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hirtelen lezuhané MPEF-aktivitds miatt ugyanis megsziinik a révid karon keresztiil
érvényesiild, kizarolag VF-k foszforilezésén alapuld, tehat a masodperces idéskalan
mikodd gatlo hatds. Mivel a hossza karon keresztiil torténé aktivalasban a
fehérjeszintézisnek is szerepe van, ez a hatas a néhany perces idéskalan érvényesiil,
ezért lassabban sztinik meg, mint a rovid karon keresztiili gatlas. Megallapithato
tehat, hogy a (++/-) és a (--/-) tipusu el6recsatolasi hurkok a sejtciklus
szabalyozérendszerének egy altalanosan hasznalhat6 haldzati motivumat alkothatjak,
melyek segitségével a sejt a mitdzis befejezésekor képes lehet végrehajtd fehérjék
tranziens aktivalasara.

A mitézis és a kemoimmunitdsi rendszer kapcsolatdnak vizsgdlata

A kemoterapias szerek sejtciklusra gyakorolt hatdsanak alaposabb megértéséhez
elkészitettem a kemoimmunitdsi rendszer reakcidkinetikai modelljét és részt vettem
az ABC-transzporterek mutacios adatbazisanak fejlesztésében. A modell egyetlen
gyogyszerhatéanyag kolcsonhatasat képes leirni két ABC-transzporterrel, egy
citokrom-oxiddzzal és egy glutation-transzferdzzal, melyek transzkripciés és
transzlacios el6re- illetve visszacsatolasi hurkokon keresztil megval6suld
szabalyozasat is tartalmazza. A gyogyszerhatéanyag és metabolitjainak toxicitasanak
figyelembe vétele altal a toxikus terhelésbdl fakado sejtpusztulds aspektusainak
elemzésére is alkalmas.

Az ABC-transzporterek mutdcids adatbazisanak létrehozasahoz elGszor a
MutMiner' adatbanydszati keretrendszert fejlesztettiik ki, mely nagy pontossiggal és
érzékenységgel képes fehérjék mutacidinak leirasat azonositani PDF fajlokban. Ezt
kovetéen a MutMiner segitségével a PubMed adatbazison keresztiil letoltott
cikkekbdl dsszegytijtottilk az ABC-szupercsalad A, B, C, D és G alcsalddjaiba tartozo
fehérjéinek a mutdcidit. Mdédszeriinkkel az egyéb adatbazisokban fellelheté mutaciok
80%-at sikeriilt megtaldlnunk és ezen tal szamos, ezen adatbazisokban nem szerepl6
mutaciot is azonositottunk. Az igy nyert mutaciokat a
http://abcmutations.hegelab.org cimen nyilvanosan elérheté ABCMdb adatbazisban
tettitk kozzé. A webes feliileten lehetéség van mutaciok keresésére, bongészésére, a
fehérjék harom dimenzids szerkezetén valé megjelenitésére és mas ABC-fehérjék
homolég pozicidiban taldlhaté aminosavakkal vald sszevetésére.

18 A MutMiner a http://mutminer.hegelab.org cimen érhetd el.
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Tézisek

1.

Kidolgoztam egy 1j reakcidkinetikai modellt az afrikai karmosbéka (Xenopus
laevis) korai embriondlis ciklusainak mitézisanak a vizsgalatdra, mely a
korabbi hasonlé modellekben modellezéstechnikai okokbdl hasznalt, am
kisérletekkel kell6en ald nem tdmasztott intermedier enzim (IE) feltételezése
nélkiil magyardzza az APCP:Cdc20 komplex aktivdlodasaban megfigyelhet6
idokésleltetést. A valtoztatdst az MPF Cdc20-ra gyakorolt gatlo
foszforilezésének els6ként alkalmazott matematikai leirdsa teszi lehetdvé,
ugyanis igy az MPF két ellentétes, am eltéré id6skalan miikodoé hatassal van az
APCP:Cdc20 komplexre, és ez az embrionalis sejtciklusok leirasara jol
hasznélhatd hatarciklusos oszcillaciok kialakulasdhoz vezethet (Ciliberto et
al., 2005).

A Xenopus laevis korai embriondlis ciklusainak leirasara készitett modellt
kiegészitettem a magorsd ellenérzési pont egyszeri leirdsaval, majd
elkészitettem a bdvitett modell két dinamikus valtozéra egyszer(sitett
valtozatat is. Fazissik-analizissel megmutattam, hogy a ciklizalé embrionalis
kivonatot modellez6 rendszer egyetlen stabilis attraktora a hatarciklusos
oszcillacié, mely Mad2 hozzaadasakor megsziinik és a rendszer egyetlen
stabilis allapotava egy magas MPF- és magas APCP-szinttel jellemezhetd
egyensulyi pont valik, mely a mitézisban valé megrekedésre utal. Bifurkacios
analizis segitségével megmutattam, hogy a magorsé ellenérzési pont
aktivalédasa hatterében a szabalyozorendszer végtelen periddusu
(homoklinikus) nyereg-hurok vagy végtelen periédusi nyereg-csomd
bifurkacidja allhat (Ciliberto et al., 2005).

A Xenopus laevis korai embrionalis ciklusainak leirasara készitett modellt
tovabb bdvitettem az MPF Weel altali gatld foszforilezésének leirasaval. A
korabbi modellekben gyakorta hasznalt matematikai leirassal szemben — mely
nem felel meg maradéktalanul a Michaelis—-Menten-kinetika alkalmazhatdsagi
feltételeinek - a tomeghatdstorvény és az enzimkinetikai leirds egy olyan
kombinacidjat alkalmaztam, mely az emlitett feltételnek is eleget tesz
(Ciliberto et al., 2005).

Elkészitettem a sarjadzo éleszté mitdzisanak vizsgalataira Queralt és
munkatarsai altal Lkészitett modell (2006) két dinamikai valtozora
egyszerusitett valtozatait. Az MPF-Cdcl4 fazissik analizisével ramutattam,
hogy a mitozis befejezéséhez a rendszernek egy nyereg-csomé bifurkacion
kell keresztiilmennie, melyhez a Cdcl4-aktivitasnak meg kell haladnia egy
adott kiiszobértéket. Kimutattam egy gatld és egy aktivalé MPF-kiiszobszint
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létezését is, és megmutattam, hogy a mitdzisbol torténd kilépéshez az MPF-
aktivitasnak e két kiiszobszint kozott kell lennie (T6th et al., 2007).

5. Ramutattam, hogy sarjadzé éleszt6ben a mitézisbol vald kilépés a
szabalyozérendszer  két  bistabilis  kapcsoldjanak  egymast  kovetd,
meghatarozott sorrendben torténd irreverzibilis atmenete révén valdsulhat
meg, melyhez vad tipusu sejtekben az APCP:Cdc20 mindkét szubsztratjanak
lebontasa esszencialis. A mitozisbol vald kilépés robusztus, megbizhat6
szabalyozasat e két bistabilis kapcsolo 6sszehangolt mtikddése biztositja (Toth
et al., 2007).

6. Kidolgoztam egy olyan modellt, melynek segitségével a (++/-) és a (--/-)
tipusu eldrecsatolasi hurkok szerepe vizsgalhaté a mitdzis befejezésében. A
modellel végzett idébeli szimulacio segitségével ramutattam, hogy ezek az
el6recsatolasi hurkok olyan halézati motivumokat alkotnak, melyek altalanos
szerepet tolthetnek be a mitézis befejezésekor tranziens modon aktivalédo
fehérjék szabalyozasaban (Csikasz-Nagy et al., 2009).

7. Részt vettem az ABC-traszporterek mutdcids adatbdzisanak fejlesztésében. Az
ABCMdb a mas adatbazisokbdl elérheté mutaciok nagy részén tul szamos,
mas adatbazisokban nem megtaldlhaté mutdcidt tesz egyszertien elérhet6vé
barki szamara (Gyimesi et al., 2013).

Alkalmazasi lehetoségek

Doktori munkam soran a korabbiakhoz képest részletesebb, feltehetéen
bioldgiailag adekvatabb, és t6bb szempontbél matematikailag is helytallobb
modelleket készitettem a korai mitézis és a mitozis befejezésének leirasara. E
modellek legfontosabb haszna a mitdzist szabalyozé molekularis halézat
mukodésének dinamikai szempontbdl mélyebb megértése, mely a tovabbi kutatasok
szempontjabol gondolkodasformalé erével bir. A hipotetikus intermedier enzim és az
egyes korabbi modellekben nem teljesen megalapozottan hasznalt Michaelis—
Menten-kinetika kivaltasara alkalmazott modellezési fogasok felhasznalhatok a mar
meglévé kinetikai modellek tovabbfejlesztése, illetve 1j modellek kidolgozasa soran.
Eredményeim a tovabbi kutatdsra is inspirdciot adhatnak. Példdul az dltalam
kifejezetten csak a mitozis eseményeinek vizsgalatara létrehozott modellek altalanos
sejtciklusmodellekbe torténd beépitése kivald lehetdség lehet a teljes sejtciklus
realisztikusabb  modellezésére. A  kemoimmunitasi rendszer modelljének
sejtciklusmodellekkel valé Osszekapcsolasa pedig a kemoterapias szerek fejlesztése
soran bizonyulhat hasznosnak.
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