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Emlékeztető a múlt félévről:

-A sejtosztódás folyamata

A sejtek az osztódás révén önmagukkal azonos utódsejteket hoznak létre.
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A sejtciklusban megfigyelhető alapvető szabályozás:

az S és M szakaszok alternálása

A sejtciklus során a kromoszóma replikáció (S fázis) és szegregáció (M fázis) mindig felváltva kell, hogy bekövetkezzenek, és újabb replikációra csak az előző szegregáció befejeződése után kerülhet sor. A kromoszóma replikáció és szegregáció ezen szigorú alternálását az eukarióta sejtciklus alatt bonyolult, fehérjékből álló, molekuláris biokémiai szabályozó hálózat, a sejtciklusgépezet irányítja.

A sejtciklusgépezet

A sejtciklusgépezet legfontosabb komponensei az ún. ciklin dependens protein kinázok (Cdk). Akitvitásuk egy regulációs alegységgel (ciklin) való kapcsolódásnak a függvénye. A Cdk/ciklin komplexek közül a Cdk1 mitózisos, B-típusú ciklinnel (CycB) alkotott komplexe (amit M-fázis serkentő faktornak vagy röviden MPF-nek neveznek) lehet a legősibb, mert élesztőkben egymagában képes a DNS replikáció és a kromoszóma szegregáció felváltva történő elindítására. Mivel a kizárólag MPF-fel szabályzott sejtciklusokban is a DNS replikáció mindig megelőzi a mitózist, ezért ez egyben arra is utal, hogy az előbbinek kisebb lehet a Cdk/ciklin aktivitás igénye, mint az utóbbinak.

A kromoszóma replikáció és szegregáció megfelelő sorrendben történő alternálása megkívánja, hogy az MPF aktivitása kis és nagy értékek között változzon. 

Az MPF aktivitásának szabályozása pozitív, ill. negatív visszacsatolásokon keresztül

1. Pozitív visszacsatolás

Az MPF aktivitása inhibitor molekulákkal való kölcsönhatásban szabályozódik. Az MPF és ellenségei között fennálló kölcsönös gátlás tulajdonképpen pozitív visszacsatolást eredményez: az ellenség gátlása révén pozitív hatással vannak önmaguk szintjére, aktivitásukra.

2. Negatív visszacsatolás

A pozitív visszacsatolással ellentétben a negatív visszacsatolásnál az MPF aktivitása pozitívan hat az ellenség molekulákra. Ahhoz azonban, hogy az alternálás fennmaradjon, késleltetésre van szükség. Ehhez legalább 3 komponensű folyamatot kell vennünk, mert alaphelyzetben a negatív visszacsatolás stabilizál.

Az első félévben vizsgált modell:
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2.ábra Sejtciklus-modell 

A szaggatott nyilak azt jelzik, hogy az adott termék (ahonnan indul a nyíl) serkentőleg hat az adott folyamatra (ahova mutat a nyíl).

Ezek alapján a modell tartalmaz egy pozitív visszacsatolási kört:
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és egy negatív visszacsatolási kört (a késleltetést a több komponensű folyamat biztosítja).
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A szabályozási hálózatot a biokémiai reakciók kinetikai módszerével differenciálegyenletekké alakítjuk, és az egyenletek megoldása a szabályozási rendszer viselkedését szolgáltatja.

A termékek keletkezési sebességére írjuk fel az egyenleteket. Ehhez használjuk a Michaelis-Menten kinetikát.

A kinetikai vizsgálatokhoz először tekintsük az enzimhatás legegyszerûbb modelljét, amely két egymást követõ lépésbõl áll. Az elsõ lépésben az E-vel jelölt enzim az S-sel jelölt szubsztráttal ES jelû komplexet képez. Ez a komplexképzõdés megfordítható folyamat. A reakció második lépésében az ES komplex T jelû termékre és szabad enzimre bomlik. A folyamat tehát a következõ: 
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Ekkor a reakciósebesség a következő kifejezéssel adható meg, amit Michaelis-Menten egyenletnek nevezünk:
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J3 az ún. Michaelis-konstans, k3 arányossági tényező.

(Megj.: Az egyenlet felírásánál feltételeztük, hogy S>>E, azaz a folyamat telített, és a termék képződése folyamatos, továbbá, hogy [image: image6.wmf]dES

dt

=
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; a komplex szint egyensúlyi állapotban van)

Ennek segítségével a sejtciklusgépezet komponenseinek mennyiségi változásaira az adott modellben a következő differenciálegyenletek írhatóak fel:
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Feltételezzük, hogy az össztermék mennyisége a folyamatban nem változik:

APCtot=APCp+APC

Cdc20tot=Cdc20+Cdc20a

Cdh1tot=Cdh1+Cdh1a

Azonban a ki és a Ji jellemzõ állandók kísérleti meghatározása nehézkes, számítógépes szimulációval keressünk megfelelő értékeket! 

Újabb modellek:

Előző félévben a [3] cikk alapján egy új modellt vizsgáltunk. A szerzők szerint míg az bizonyított, hogy az MPF aktiválja  APC-t, az új kutatási eredmények azt sejtetik, hogy Cdc20 az MPF ellensége, és így kölcsönös gátlás, antagonizmus alakul ki közöttük. A cikk szerzői ez alapján egy új modellt állítottak fel, és ezt tanulmányozták.

Előzőfélévben ennek a bonyolult modellnek egy önmagában is tanulmányozható kis részét vizsgáltuk.
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3.ábra

Ugyanúgy megtalálható a pozitív és a negatív visszacsatolási kör ezen modellben is.

A sejtciklusgépezet komponenseinek mennyiségi változásaira a következő differenciálegyenletek írhatóak fel: 
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 Most is feltételezzük, hogy az össztermék mennyisége a folyamatban nem változik:
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Ebben a félévben ezeken kívül még másik két modellel is foglalkoztunk.

a 3.modellünk:    
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4.ábra

Itt a sejtciklusgépezet komponenseinek mennyiségi változásaira a következő differenciálegyenletek írhatóak fel: 
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Végül a 4.modell:
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5.ábra

Erre az alábbi egyenleteket írhatjuk fel:
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A félév során a cél az volt, hogy megpróbáljuk megállapítani, hogy a modellek közül melyik menyire érzékeny a paraméterváltozásra. A vizsgálat módszerét az [5] cikk alapján végeztük, erre később térek ki részletesebben.

Egy biológiai rendszer alapvető tulajdonságai közé tartozik a robosztusság. Ez minden életképes, stabil rendszernél megfigyelhető, nemcsak a biológiában, de még a kifinomult mérnöki szerkezeteknél is. Az evolúció is az ilyen szerkezeteket részesíti előnyben. Minél kevésbé érzékeny a rendszer a külső, ill. belső körülmények perturbációjára, minél jobban tud alkalmazkodni, annál életképesebb, robosztusabb. A biológiai rendszereknek különböző környezeti változásokat és genetikai mutációkat kell eltűrniük. Az evolúció során főként azok a tulajdonságok maradnak meg, amelyek a rendszer robosztusságát növelik. A legtöbb életképes, robosztus rendszernél megfigyelhető a pozitív, ill. a negatív visszacsatolás a szabályozásban. A negatív szabályozás a rendszer alapvető része, a rendszer érzékenysége kicsi lesz a kis perturbációkkal szemben. A pozitív visszacsatolás pedig erősíti az ingerre adott választ, bistabilissá téve a rendszert. Az aktív és inaktív állapot határozottan elkülönül. Ezek fenntartásában alapvető a pozitív visszacsatolási kör.

Érzékenység vizsgálat:

Azt már megállapítottuk, hogy ahhoz. Hogy sejtosztódás menjen végbe, és a sejtciklusgépezetben az S és M szakaszok felváltva kövessék egymást, szükséges, hogy az MPF koncentrációja kis- és nagy értékek között változzon, azaz oszcilláljon. Ez alapján fogjuk eldönteni, hogy egy adott paraméterhalmazzal leírható környezetben végbe megy-e a sejtosztódás.

Mindegyik modellhez definiáltunk egy-egy referencia paraméterhalmazt:

az első modellnél:

k1=6, k2’=0.2, k2’’=3, k2’’’=3, k3=6, k4’=0.2, k4’’=8, k5’=0.3, k5’’=2.2, k6=6, k7’=0.1, k7’’=1, k8=1, Cdh1tot=1, APCtot=4, Cdc20tot=7, J3=0.01, J4=0.02, J5=0.07, J6=0.3, J7=0.05, J8=0.05

a második modellnél:

 k1=0.55, k2’=0.05, k2=4.1, k3=17, k4=12, k5=65, k7=0.06, k8=0.04, k9=100, APCtot=1, Cdc20tot=1, J2=0.026

a harmadik modellnél:

k1=0.35, k2’=5.5, k2’’=0.7, k2’’’=1, k3=1.8, k4’=0.0001, k4’’=0.7, k5’=0.001, k5’’=2.2, k6’=0.005, k6’’=2.2, k7’=0.001, k7’’=0.8, k8=4.4, Cdh1tot=0.2, APCCdc20t=1.3, Polotot=2.5, J3=0.002, J4=0.01, J5=0.01, J6=0.7, J7=0.01, J8=0.01

a negyedik modellnél:

k1=0.03, k2’=0.001, k2’’=2, k3’=0.01, k3’’=1.2, k4’=0.1, k4=0.8, k5’=0.01, k5’’=0.45, k7=2, l1=1000, l2=1, PP2A=1, Cdc14tt=0.4, Net1tt=1, Cdh1tt=1, J3=0.001, J6=0.001

Első lépésként meghatároztam minden egyes paraméterre, hogy milyen határok közt változtatva marad fenn az MPF oszcillációja. A referencia halmazban a paramétereket úgy próbáltam optimalizálni, hogy minden paraméter lehetőleg az így kapott intervallum közepére essen. Az Oscill8 nevű programot használtam, amelynek a bifurkációs diagrammjai voltak a segítségemre.
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6.ábra

A kapott értékeket lenormáltam. Az alábbi diagrammon azt láthatjuk, hogy az egyes paraméterek a referencia paraméterük hányszorosára változhatnak, hogy az oszcilláció ne szűnjön meg.

Az egyes paramétereket változtatva azonban a többi paraméterre kapott intervallum is változik. A referencia paraméterhalmazt úgy próbálta megválasztani, hogy egyszerre a lehető legtöbb paraméter megközelítőleg az intervallum közepére essen.

első modellnél:   
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második modellnél:
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harmadik modellnél:
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negyedik modellnél:
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7.ábra

Második lépésként új, random paraméterhalmazt generáltunk. Ezután meghatároztuk a referencia- és a random-paraméterhalmaz távolságát. 
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,ahol tot.para a paraméterek számát, pi,ref az i-edik referecia paramétert, pi az  i-edik random-paramétert jelöli, amit úgy kaptunk, hogy pi,ref-t megszoroztuk egy 0.5-2 közötti véletlen számmal. A szimulációt többször lefuttatva megvizsgáltuk, hogy az MPF koncentráció a véletlen paraméter beállításokra oszcillál, oszcillál, de lecseng, vagy nem oszcillál. A szimuláció eredménye:

első modell:
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második modell:
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harmadik modell:
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negyedik modell:
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8.ábra

Az x tengelyen a random paraméterhalmaz távolsága látszik a referencia paraméterhalmaztól, míg az y tengely az oszcilláció periódusidejét mutatja. Azok a pontok vannak a diagramokban, amik olyan paraméterhalmazt jelölnek, melyekre oszillációt kaptunk.

Az alábbi diagrammok azt mutatják, hogy a lefutásokból milyen arányban kaptunk oszcillációt, lecsengést, és nem oszcillálást:

első modell:
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második modell:
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harmadik modell:
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negyedik modell:
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                                   9.ábra

Összefoglalás:

Vizsgálataink alapján az első, a hipotetikus modell tűnik a legrobosztusabbnak. De a második modell realisztikusabb, ám sokkal kevésbé bizonyult robosztusnak. Ebben a félévben célunk volt, hogy a második modellnél robosztusabb realisztikus modelleket találjunk. Ez sikerült, mind a harmadik, mind a negyedik modell robosztusabb a másodiknál. A harmadik és negyedik modell közül pedig a szimulációk alapján a negyedik modell tűnik robosztusabbnak.

Hivatkozások:

Program: XPP-AUT, freely available from G. Bard Ermentrout at Department of

Mathematics, University of Pittsburgh

(http://www.math.pitt.edu/%7Ebard/xpp/xpp.html)

Program: Oscill8, freely available from http://sourceforge.net/projects/oscill8
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