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Osszefoglalas

Az egyedi sejtek osztédasanak preciz szabdlyozasa kulcsfontossagu az élGlények
fejlédéséhez és ndvekedési egyensulyanak fenntartasahoz. A sejtek tilszaporoddsa rakhoz,
mig az osztédasok hidnya fejl6dési rendellenességekhez vezet. Az eukaridta sejtek
osztdodasat egy komplex molekuldris reguldcidés halézat szabilyozza. A f6 szabalyozd
molekuldk és azok kdlcsénhatasai nagymértékben konzervaltak. A sejtciklus periodicitasaért
az ugyancsak evoluciésan konzervalt Ciklin-Fliggé Kinazok aktivitasanak oszcillacidja felel.
Ezeket a kozponti sejtciklus regulatorokat szabalyzo jeldtviteli utak és az &altaluk
szabdlyozott molekuldk azonban mar nagyobb diverzitast mutatnak. Munkam folyaman a
kozponti konzervalt rendszer, valamint az alsébb és fels6bb jelatviteli utvonalak dinamikus

viselkedését vizsgaltam matematikai modellekkel.

Tér- és id6beli szimulacidkkal, valamint a nemlinearis dinamika maddszereivel
vizsgaltam a sejtosztddasi ciklust szabalyozd haldozatot és annak kapcsolatat a
sejtndvekedést, valamint a napi ritmust szabalyozé haldzatokkal. A munka legnagyobb része
élesztékon megfigyelt kisérleti eredményekre tdmaszkodik és modelljeink josldsait is
élesztékon teszteltiik, azonban modelljeink szerint a legtébb megallapitds magasabb

szervezettségl eukaridtakra is érvényes.

Saccharomyces cerevisiae, sarjadzo éleszté modelliinkbdl kiindulva megallapitottuk,
hogy a sejtciklus kozponti regulaciés moduljanak molekularis kapcsoltsagaban
megfigyelhet6 pozitiv visszacsatolasok felelGsek a sejtciklusatmenetek pontos sorrendjéért.
Hasadd éleszté, Schizosaccharomyces pombe sejtekre kidolgoztuk a sejtndvekedés és a
sejtosztodasi ciklus kapcsolatanak matematikai és haldzati modelljeit, és azok predikcioit
kisérletesen igazoltuk. A napi ritmus és a sejtciklus kapcsolatdanak matematikai modelljei
segitettek minket megérteni és kés6bb kisérletesen vizsgalni ezt a kapcsolatot Neurospora
crassa modell organizmusban. Ezeken kivil szamos megfigyelést tettiink a molekularis
szabdlyozo haldzatok altalanos dinamikai viselkedésére, és moddszereket fejlesztettiink ki a
modellek rendszerszintl vizsgdlatdra is. Eredményeink hozzdjarulnak a sejtosztddas
szabdlyozasanak alaposabb megismeréséhez, és ezaltal megteremtik a rak kialakuldsanak és

megfékezésének rendszerszintl vizsgalatanak lehetGségét.
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1. Bevezetés

A sejtek egészséges fejlédéséhez és szaporoddsdhoz elengedhetetlen, hogy az
osztédasi ciklusuk pontos ellen6rzés alatt alljon, és a sejtciklus egyes fazisai kotott
sorrendben kdvessék egymast. Egy komplex regulacios halozat felelGs a sejtciklus pontos
szabalyozasaért. A sejtciklust szabalyozé molekuldk kdlcsénhatdsai bonyolult el6re- és
visszacsatolasi hurkokat hoznak |étre a szabalyozd halézatban, és ezek altal szabalyozzak a
sejtciklus fazisainak atmeneteit. A sejtciklust szabalyozé molekuldk nagy részét ismerjik, és
a kapcsoltsagukrél is rendelkeziink informaciokkal, de sokkal kevésbé értjik, hogy a komplex
kdlcsdnhatasaik hogyan vezetnek a megfigyelt fenotipusos vdlaszokhoz. A szamitdsos
rendszerbiolégia modszereinek alkalmazasaval vizsgalni tudjuk, hogy a kisérletes alapon
feltételezett regulacids haldzatok milyen dinamikai viselkedéshez vezethetnek, és ezek
mennyire egyeznek mas, flggetlen kisérletes eredményekkel. Matematikai modellekkel
osszefoglalhatjuk eddigi tudasunk, és vizsgalhatjuk, hogy azok mennyire képesek a valdsagot
leirni (1. dbra). A modell egyezése a kisérlettel a rendszer megértését segitheti, mig ha a
modell csak részben egyezik a kisérletekkel, akkor predikciék megalkotasdban és a tovabbi

kisérletes munka tervezésében segithet.
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1. dbra: Bioldgiai rendszerek matematikai modellezéses vizsgalatanak lépései.



dc_836_14

A bioldgiai rendszerek vizsgalatdhoz az ismert molekularis kélcsonhatasok halézata
alapjan egy egyenletrendszert allitunk fel. Az egyenleteket szimulacidkkal és a dinamikai
rendszerek vizsgalati modszereivel elemezziik, és ezaltal megprdbaljuk megérteni a sejtek
fizioldgiai viselkedését. Az 1. abran bemutatott példdban a hasadd éleszté sejtciklus
szabdlyozd haldézata alapjan egy differencidlegyenlet-rendszert allitottunk fel, és az
egyenletek megoldasanak id6beni lefutasat, valamint az egyensulyi allapotok kozotti
atmeneteket vizsgaltuk. A szimuldcids gorbék alakja és az egyensulyi allapotok
megfeleltethet6k a sejtek fizioldgiai viselkedésének, igy a mddszer alkalmas arra, hogy
megvizsgaljuk, hogy az ismert tudasanyag alapjan képesek vagyunk-e megfelel6en leirni a

sejtek viselkedését.

Kutatasaim soran a sejtciklust szabalyozd kozponti reguldcidés haldzat és az ahhoz
kapcsolt fizioldgiai viselkedésért felel8s jelatviteli Utvonalakat vizsgaltam a fent bemutatott

modszerekkel. Munkam soran a kovetkez6 kérdésekre kerestem a valaszt:

- Milyen molekularis interakcidk felel6sek a sejtciklus fazisok kozotti atmenetek
pontos sorrendjéért?

- A sejtciklusszabalyzas kozponti rendszerének dinamikai viselkedése mennyire
konzervalt eukariétakban?

- A sejtosztodasi és sejtnovekedési ciklus hogyan kapcsolddik egymashoz?

- A napiritmus hogyan hat a sejtciklus periodicitasara?

Doktori tézisem harom részbdl all: a masodik fejezetben 6sszefoglalom a sejtciklus
kozponti szabalyozé haldzatanak vizsgalatara iranyuld munkankat, a harmadik fejezetben e
kozponti haldzat és a lokalizalt sejtnovekedés, valamint sejtméret-szabdlyozas kapcsolatat
ismertetem, mig a negyedik fejezetben a sejtciklus és a napi ritmus kapcsoltsagat vizsgald
munkdinkat mutatom be. A fejezetek logikai felépitése azonos: irodalmi adatok alapjan
felallitunk egy, az 1. abranak megfelel6 modellt, azt kiilonb6z6 matematikai mddszerekkel
vizsgaljuk, majd az eredmények alapjan javaslatokat tesziink a rendszer viselkedésének
korabban ismeretlen pontjara, és sok esetben Ujabb kisérleteket javasolunk a rendszer

pontosabb megértéséhez.
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2. A sejtciklus-szabalyozas matematikai modelljei

A sejtciklus kdzponti szabalyozé molekulai a Ciklin-Fligg6 Kinazok (CDK). A szubsztrat
felismerd ciklin molekuldk a sejtciklus alatt periodikusan szintetizalédnak, és a CDK-val
komplexet képezve tobb szaz fehérjét foszforilalnak a sejtciklus kiilonb6z6 fazisaiban. A
ciklin  molekuldk specificitdsa és a CDK sajat foszforilaciés allapota, valamint
sztochiometrikus inhibitorok felel6sek a CDK aktivitasanak periodikus szabalyozasaért.
Ugyanakkor a CDK-szabalyozd molekuldak nagy része a CDK-nak direkt szubsztratja is, igy a
CDK szabalyozza sajat regulatorait is. Mind a ciklinek, a CDK és a visszacsatolasi hurkok
jelenléte is konzervalt eukaridota sejtekben, ezaltal feltételezhetjik, hogy a
visszacsatolasoknak is jelent6s szerepik van a pontos sejtciklus-szabdlyozasban.
Kutatasainkban azt vizsgaltuk, hogy milyen dinamikai viselkedéshez vezetnek a kisérletesen
megfigyelt kdlcsonhatasok, és hogy a modellek szamitégépes szimulacidi mennyire
egyeztethet6ek Ossze az egyes mutans sejtek fenotipusos viselkedésével. Az alabb
ismertetett eredményeket két dsszefoglald cikkben is targyaltam korabban (Tyson és mtsai.

2002, Csikasz-Nagy 2009).
2.1.  Célkitlizések
- Az éleszt6 sejtciklusok dinamikajanak a vizsgdalata

A legtobb sejtciklus-szabalyozé haldzattal foglalkozo kisérletes eredmény sarjadzé és hasado
élesztén végzett kisérletekbdl szarmazik. El6szor ezeket az eredményeket hasznaltuk fel

matematikai modelljeink megalkotasara, és a modell paramétereinek beallitasara.
- A sejtciklus konzervalt dinamikai funkcidinak vizsgalata

A szabdlyozo molekuldk és azok kapcsoltsaganak konzervacidjat felhasznalva megnéztik,

hogy az élesztén megfigyeltek mennyire terjeszthet6k ki fejlettebb eukariotakra is.
- Egyedi sejtek viselkedésének szimulacidja

A legujabb kisérletes technoldgidk mar az egyedi sejtek sejtciklusardl is képesek adatot

szolgaltatni. Fenti, atlag sejtet leir6 modelljeinket kiterjesztjiik egyedi sejtek vizsgalatara is.
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2.2. Eredmények

Az éleszts sejtciklusok dinamikdjanak a vizsgalata

Az eukaridéta szervezetek kozil a Saccharomyces cerevisiae sarjadzo éleszt6
sejtciklusat ismerjuk a legrészletesebben. Ez volt az els6 eukaridta, amelynek genomjat
leszekvenaltdk, és az elsd, amelyben teljes genomot atfogd vizsgalatokat végeztek. A
kozponti sejtciklus-szabdlyozdé rendszer kapcsoltsagi haléjat megalkottuk, és egy atfogd
matematikai modellt készitettiink, amely szimulalja a sejtciklus kezd6 (G1-S) és befejezd (M-
G1) atmeneteinek dinamikdjat (Chen és mtsai. 2004). A modell paraméterei ugy lettek
beallitva, hogy az képes szimuldlni 131 mutdns viselkedését (életképesség, sejtméret,
sejtciklus fazisok hosszai). A modell részletes dinamikai elemzése megmutatta, hogy a
sejtciklus két kialonbozd idGskalan mozog, egy lassu, a sejtek novekedésétdl fliggd periodust
egy megfutd periddus kovet. A lassu fazisok megfeleltethetéek G1 és G2 fazisoknak, mig a
gyors, autokatalitikus fazisok a sejtciklus atmeneteknél figyelhet6ek meg (Lovrics és mtsai.
2006). A modell paramétereinek érzékenységanalizise megmutatta, hogy az egyes
paraméterek elhangolasa altal okozott dinamikai valtozasok mely mas paraméterek

valtoztatdsaval kompenzalhatdak (Lovrics és mtsai. 2008).

A sejtcikluskutatas madsodik legismertebb  éleszt6 tesztorganizmusa a
Schizosaccharomyces pombe hasadd éleszté. Kisérletes partnerekkel egylttm(ikodve
vizsgaltuk, hogy a sejtek hogyan reagdlnak arra, ha az egyes sejtciklus-szabalyozé génekbdl
tobb képiat tartalmaznak. Matematikai modelliink képes volt szimulalni a korabban leirt
sejtciklus génhidanyos mutansok, valamint az Ujonnan megalkotott gén tulkifejezéses

mutdnsok viselkedését is (Moriya és mtsai. 2011).

A sejtciklus konzervalt dinamikai funkcidinak vizsgalata

A két élesztd sejtciklusanak vizsgalata ravilagitott arra, hogy szamos hasonld
szabdlyozasbeli, molekularis és dinamikai funkcié konzervalt a két organizmus kozott. Ebbdl
kiindulva egy 6sszehasonlitd elemzést végeztiink a két éleszt6, az afrikai karmos béka
Xenopus laevis és egy altalanos emlds sejtciklus modell kozott. Megallapitottuk, hogy a

kilénbozé élélények sejtciklus-szabalyozd rendszere hasonldan kapcsolt, és egy altalanos
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modellt is megalkottunk, amely egyedi paraméter készletekkel képes szimuldlni az 6sszes
vizsgalt organizmus sejtciklusat (Csikdsz-Nagy és mtsai. 2006). Az altaldnos eukaridta
sejtciklus vizsgalataval megallapitottuk, hogy a sejtciklus kozponti regulaciés moduljanak
molekuldris kapcsoltsagaban megfigyelhetd pozitiv visszacsatolasok felel6sek a
sejtciklusatmenetek egyiranyusagaért (Novak és mtsai. 2007) (2. dbra). Szinén megmutattuk,
hogy a CDK altal szabalyozott transzkripciés — poszttranszlaciés elGrecsatolasi hurkok
felelGsek a sejtciklus fazisok pontos sorrendjéért (Csikdsz-Nagy és mtsai. 2009). Ezekben az
el6recsatolasi hurkokban a CDK foszforilezéssel szabalyozza a sejtciklusatmenetek legf6bb
transzkripcids faktorait (TF) és az azok altal indukalt sejtciklusatmenet-inditd fehérjéket is (2.
abra). A CDK indukalt foszforilacid és a transzkripicds faktorok is lehetnek pozitiv és negativ
hatdssal is a fehérjék képz&désére és aktivaldodasara. Ez a két hatas kilénboz6 id6skalan hat
a fehérjékre, a foszforilacio sokkal gyorsabban valtoztatja meg a fehérjék aktivitasat, mint
ahogy a transzkripcié valtozasai hatnak a fehérjeszintre. A CDK igy egy lassu és egy gyors
hatast is kifejthet ugyanarra a fehérjére. Modelljeink azt josoltak, hogy a kilonbozé
sejtciklusatmeneteknél ezeknek a hatdsoknak az elGjele valtozik. A kiilonb6z8 sejtciklus
fazisoknal és azok datmeneteinél a gyors és lassu hatdsok elGjelet valthatnak (CDK
foszforilacioval egyes fehérjéket aktival, masokat gatol), és ezaltal a CDK képes egyedill
kontrollalni a sejtciklus Osszes fazisanak kulcsfehérjéit. Protein-protein interakcids és

transzkripcids regulaciét  tartalmazo adatbazisok (http://string.embl.de/  és

http://www.yeastract.com/) segitségével elemeztik az élesztében el6forduléd CDK regulalt

el6recsatolasi hurkokat. Az eredmények egyértelmlien afelé mutatnak, hogy a sejtciklus
kilénboz8 fazisaiban valdban masfajta topoldgidju el6recsatolasi hurkok mikoédnek, a G1
fazisban a CDK mindkét agon gatolja a fehérjéket, a G1-S atmenetnél a CDK transzkripcidsan
gatol, mig foszforilaciésan aktival, G2 és korai M fazisban mindkét mddon aktival, a mitdzis
meta-anafdzis atmeneténél pedig transzkripcidsan aktival, kozvetlenil pedig gatol (Csikasz-
Nagy és mtsai. 2009). Bioinformatikai és modellezéses mddszerekkel szintén megmutattuk,
hogy a CDK-aktivitast, és ezaltal a sejtciklusatmeneteket szabalyozé fehérjék periodikus
transzkripcidja egyedi mintat mutat. Kilonb6z6 él6lényekben az atmenetek mds és mas
szabalyozdja irédik at periodikusan, annak fliggvényében, hogy az adott él6lény melyik

sejtciklusatmenetet szabalyozza a legkoriltekint6bben (Romanel és mtsai. 2012). (2. abra)
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Az dltalanos modellekbdl kiindulva kidolgoztunk egy modellt az emlés sejtek
restrikcidos pontjanak szabalyozasara is, és a modell metabolikus kontroll analizise altal
megallapitottuk, hogy a p27 gatlé hatasa a Cdk2-CycE komplexekre a restrikcios pont egyik

f6 kulcsreakcidja (Conradie és mtsai. 2010).
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2. dbra: A sejtciklus kulcslépéseinek szabdalyozasa a CDK - ciklin B komplexek altal pozitiv
és negativ visszacsatolasi és el6recsatolasi (FFL) hurkok altal. Az egyes lépéseket leiré f6bb

modelljeink referencidi sziirkével jelolve. (TF: Transzkripciés Faktor)

Egyvedi sejtek viselkedésének szimulacidja

A fent ismertetett differencidlegyenlet-rendszer alapu modellek egy atlagos sejt
viselkedését tudjak leirni. Azonban, hala a legujabb mikroszkdpias technikaknak, tudjuk,
hogy egy sejtpopulaciéban egymadstdl sokban eltérd viselkedési sejtek is megfigyelhetéek. A
fent emlitett sarjadzé éleszt6 modellt (Chen és mtsai. 2004) a Petri Net modellezési mddszer
felhasznaldsaval atalakitottuk olyan rendszerré, amelyben az egyedi molekuldk fluktuacidit is

le tudjuk irni, és a Gillespie-féle sztochasztikus szimulacids algoritmus segitségével vizsgaltuk
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az egyedi sejtciklusok dinamikdjat. Megallapitottuk, hogy a sejtciklushossz eloszlasa a
sarjadzd éleszt6 szamos mutdnsanal sokkal szélesebb, mint a vad tipusu sejteknél. Ezzel
magyardzatot tudtunk adni arra a megfigyelésre, hogy ezek a torzsek populdcié szinten
életképesek, de sok egyedi sejt képtelen a sejtosztddasra (Mura és Csikdsz-Nagy 2008).
Sztochasztikus szimulaciokkal megmutattuk, hogy az mRNS-ek tobblépéses képzbdése és
lebomlasa adhat magyarazatot a kisérletesen megfigyelt alacsony molekuldris zajszintre
(Csikdsz-Nagy és Mura 2010). Hasonlé moddszerekkel megdllapitottuk, hogy a
sejtciklusatmenetek szabalyozdinak egyed szinten regulalt transzkripcidja szabhatja meg a
sejtciklus egyes szakaszainak hosszat (Romanel és mtsai. 2012). Szintén a sztochasztikus
sejtciklus modellek segitettek abban, hogy megmutassuk, hogy a sejtciklus G2 és M fazisa
kozotti dtmenetet szabdlyozé Cdk-Cdc25-Weel hdlézat mind dinamikajdban, mind
strukturajaban hasonlit a szamitastechnikaban, a disztributiv rendszerek szabalyozasara
egyik leggyakrabban haszndlt algoritmus viselkedéséhez (Cardelli és Csikasz-Nagy 2012).
Kés6bb azt is megmutattuk, hogy ez a hasonldsag fennall akkor is, ha a sejtciklus kilonb6z6

komplexitasu modelljeit hasonlitjuk 6ssze egymassal (Cardelli és mtsai. 2016)
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3. Asejtnovekedés és a sejtciklus 6sszehangolasa

A sejtek osztédasi ciklusa szorosan kapcsolt a novekedési ciklussal. A DNS-allomany
megduplazasa az S-fazis és két (] sejtmagba osztdsa a mitdzis alatt 6ssze van hangolva a
sejtek novekedésével, és a sejtosztddas csak akkor kdvetkezhet be, ha a mitdzis rendben
befejez6dott. A sarjadzo éleszt6ben az S-fazis, mig a hasadd éleszt6ben a mitdzis all
ugynevezett sejtméretkontroll alatt, azaz ezek a sejtciklus szakaszok csak akkor
kezdédhetnek el, ha a sejtek elértek egy kritikus méretet. Mindkét éleszt6 sejt képes
polarizalt sejtnovekedésre. A sarjadzd éleszt6k a sarj megjelenésekor, a hasadd éleszték
egész interfazisuk alatt csak a sejtmembran egy kis lokalizalt teriiletén noévekednek. Ez a
polarizadlt novekedés a G2-fazisban a sarjadzo éleszténél atvalt a sarj izotrdpikus
novekedésére, a hasadd éleszté sejtek pedig ekkor aktivalnak egy madasodik polarizalt
novekedési zénat. A novekedés és a sejtciklus reguldcidjanak kapcsoltsagara szamos

matematikai modellt készitettlink.
3.1. Célkitlizések
- Alokalizalt sejtnévekedés sejtciklusos kontrolljanak vizsgalata

A hasado éleszt6 sejtek a sejtciklus folyaman tobbszor is valtoztatjak a lokalis novekedési
zonaik helyzetét. Célunk az volt, hogy a kisérleteket helyesen szimuldlé tér- és id6beni
matematikai modelleket dolgozzunk ki a rendszer vizsgalatara, elemezziik a szabdlyozd
molekularis hdlozatot, és ezek alapjan kisérleteket javasoljunk a rendszer pontosabb

megismerésére.
- A sejtosztédast szabdlyozo regulacids halézat matematikai modellezése

A hasadd éleszt6 sejtosztédasa egy komplex molekuldris reguldciés haldzat 3ltal
szabalyozott. A sejtosztddas inditasaért felel6s molekularis szabalyozd haldzat viselkedését

akartuk megérteni a rendszer tér- és id6beni matematikai modelljeinek vizsgalataval.

10
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- A sejtméret szabalyozasanak vizsgdalata

Homeosztatikus allapotban a legtobb eukaridta sejt egy viszonylag szik tartomanyban tartja
méretét, és ez a sejtpopulaciéban egy kontrolldlt sejtméreteloszlast eredményez.
Matematikai modellekkel vizsgaltuk a méretkontroll-szabalyozé rendszert élesztGkben és

azt, hogy ez hogyan moédosul a kdrnyezeti paraméterek megvaltoztatasaval.
3.2. Eredmények

A lokalizalt sejtndvekedés sejtciklusos kontrolljanak vizsgalata

Szamtalan eukariota sejttipusnal megfigyelhetd az egyes intracellularis és membran
strukturdk polarizalt lokalizaciéja. Neuronok, hamszoveti sejtek, makrofagok és egysejti
organizmusok is képesek a sejtmembran egy adott zdndjara lokalizalni bizonyos
molekuldkat. Ezek a molekuldk fontosak lehetnek iranyitott kommunikacio, mozgas, vagy
polarizalt novekedés szabalyozasaban. A rud alaku hasadd éleszté sejtek a ndvekedési
zondjukat lokalizaljak a rad végeire, és csak itt n6nek. Méghozza a sejtciklus G1 fazisaban
csak azon a végen, amelyik mar létezett az el6z6 hasaddsos sejtosztddas el6tt (un. Oreg Vég
— OV), és a G2 fazis kezdetekor aktivaljdk az Uj Véget (UV), és egészen a mitdzisig mindkét
végen ndének (3. dbra). A novekedésért a lokalizaltan polimerizalt aktin felel6s, mig a pontos
lokalizaciéért a mikrotubulusokon szallitott fehérjekomplexek felelnek. Erdemes
megjegyezni, hogy a legfontosabb szabdlyozd fehérjék, amelyek felelsek a lokalizacidért,

konzervaltak az eukariotak kozott.
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3. dbra: Hasado éleszt6 novekedési mintazata (a) és a rendszer matematikai modelljének

szimulacidja (b).

A rendszer vizsgalatara kidolgoztunk egy reakcio-diffuzidos matematikai modellt,
amelyben lassan diffundalé autokatalitikusan polimerizalédo, szubsztrat limitalt komplexek
indukaljak a sejtnévekedést (Csikasz-Nagy és mtsai. 2008). Ez a modell képes szimulalni az
egyiranyu novekedésbdl a kétirdnyu novekedésre valtast (3. b dbra), és kiilonb6z6 mutansok
fenotipusat is helyesen irja le. A késGbbiekben kisérletes egylttm(ikod6é partnereinkkel
kozdsen megallapitottuk, hogy a sejtek végén a molekuldk klasztereket képeznek, és ezek
kialakulasaért a modelliinkben feltételezett autokatalitikus asszociacio a felel6s (Dodgson és

mtsai. 2013) (4. dbra).

4. 3bra: Hasadd éleszté sejt végén lokalizalt fehérjék klaszterezett elrendezédése

kisérletesen (a) és szimulacionkban (b).

Az eredeti modellliinket tobb Iépésben tovabbfejlesztettiik, és a legujabb kisérletes
eredmények alapjan kiegészitettiik a szimpla autokatalitikus aktivatort egyinhibitorral. Ezzel
a publikdlds alatt allé6 modellel mar a legujabb kisérleti eredményeket is sikeresen tudjuk

szimulalni.
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Mindezek az eredmények magyarazatot adnak arra, miért kell a sejteknek egy
kritikus méretet elérnitik az Uj vég ndvekedésének aktivalasahoz, de nem ad magyardazatot
arra, miért sziikséges, hogy a sejtek G2 fazisban legyenek ekkor. Hogy molekularis szinten
ezt megértsiik, a hasadd éleszt6 sejtpolarizaciéjaval osszefliggésbe hozott tébb mint 80
kiilonb6z6 fehérjét és azoknak a leirt kolcsonhatasait vizsgaltuk a grafelmélet haldzati
analizis modszereivel (Vaggi és mtsai. 2012). Kidolgoztunk egy Uj haldzati mérészamot, ami
segit felderiteni, hogy mely molekulak szolgdlhatnak informacidatvivéként a sejtciklus és a
sejtpolaritas szabalyozd haldzata kozott. Ezzel a mddszerrel jutottunk el az Sts5 RNS koté
fehérjéhez, mint potencidlis kapcsoléelemhez a sejtciklus és a sejtpolarizacié kozott.
Korabban felderitették, hogy ez a fehérje fontos a masodik novekedési vég aktivaldodasahoz,
és egylttm(kodd partnereink kisérletei igazoltak, hogy az Sts5 lokalizacidja a sejtciklus altal
szabdlyozott (Vaggi és mtsai. 2012). A haldzati megkozelitést alkalmazva szamos egyéb
predikciot tudtunk tenni a sejtpolarizaciot szabalyozd hdldzat kolcsOnhatdsaira. Ezek a

joslasok jelenleg kisérletes tesztelés alatt allnak.

Sejtpolarizaciés kutatasi eredményeink alapjan meghivast kaptam, hogy a
Philosophical Transactions of the Royal Society Biological Sciences folydirat egy
kiilonszamanak tarsszerkesztGje legyek. Egy szerkeszt6i kozleményben mutattuk be a téma
kiilonb6z6 kutatasi eredményeit, és foglaltuk dssze a sejtmorfoldgiai kutatasok legnagyobb

sikereit (Csikdsz-Nagy és mtsai. 2013).

A sejtosztddast szabalyozo reguldcids haldézat matematikai modellezése

Az eukaridta sejtek osztddasa csak azutan indulhat meg, hogy a mitézis befejez6dott.
Molekularis szinten ez ugy szabalyozddik, hogy a mitdzisos CDK-ciklin B komplexek
inaktivalodasa szikséges a sejtosztddas meginduldasdhoz. A hasado élesztd sejtek, mint azt a
neviik sugallja, a sejt kozepén kialakulé szeptum segitségével, hasadassal osztédnak. A
szeptum kialakuldasanak (szeptacid) tobb |épése van. Mitdzis kozben egy aktin gy(rd alakul ki
a sejt kozepén, ami a CDK-aktivitas csokkenésének hatasara 6sszehuzddik, és ahogy az aktin
gylrl zarddik, a sejtmembran betiiremkedik, és Uj sejtfal szintetizalodik, ami elvalasztja a
két leanysejtet egymastdl. A kovetkezd |épésben a leanysejteket Osszetartd szeptum rész
feloldédik, és a sejtek elvdllnak egymastél. A szeptaciét indukald jelatviteli dtvonal (SIN —

Septation Initiation Network) aktivaldoddsa inditja a szeptaciot. Egy matematikai modellt

13



dc_836_14

dolgoztunk ki annak megértésére, hogy a CDK-aktivitas mitdzisos magas, majd azutani
alacsony szintje hogyan szabalyozza azt, hogy a sejtosztédas a sejtciklus folyaman csak
egyszer torténik meg (Csikdsz-Nagy és mtsai. 2007)(5. dbra). A modell leirja a vadtipusu
sejtek és szamos mutdns viselkedését, és segitett annak megértésében, hogy a CDK egy
el6recsatolasos hurkon keresztiil éri el, hogy a sejtosztddas csak egyszer torténhet meg. Ez a
megfigyelés vezetett a 2. fejezetben targyalt kés6bbi munkahoz, amelyben belattuk, hogy a
CDK ilyen el6recsatolasos hurkokon keresztil képes az 0Osszes sejtciklusatmenetet

szabalyozni (Csikasz-Nagy és mtsai. 2009).

Also

SIN 0.5

@)
0 50 idé (min) 100 150

5. abra: Hasado éleszt6 sejtosztédasat szabalyozd halézat (a), és a halézat matematikai
modelljének szimuldciéja mutatja, hogy a SIN alsé utvonalai csak a CDK-aktivitas

csokkenése utan aktivalodnak (b).

Azt is megfigyelték, hogy a SIN minden komponense az éleszt6k sejtmagjaba
agyazodott centroszémajahoz kot6dik, és a mitdzis elején a mindkét leany centroszoman
aktivalédnak a SIN fels6é elemei. Ugyanakkor az alsé elemek aktivdldodasukkor a kezdeti
szimmetrikus eloszlasbdl aszimmetrikusra valtanak. igy a SIN alsé jelatviteli Utja csak az
egyik centroszéman aktivalodik, mikézben a masikon az egész SIN inaktivalddik. Korabbi
kisérleti eredmények kimutattak, hogy a SIN aktivaldoddsa az egész SIN lokalizaciojaért felel6s
Cdc11 molekuldk foszforilezéséhez vezet. Az is ismert volt, hogy a CDK is képes a Cdcll-et
foszforilezni, mas helyeken. Arra voltunk kivancsiak, hogy ezek a foszforilacios |épések
hogyan hatnak a SIN aszimmetridjanak kialakuldsara. Kiilonb6z6 matematikai modelleket
dolgoztunk ki a foszforilacid esetleges hatasainak a vizsgdlatara. A modellek kozil sikerdlt

kivalasztanunk egyet, amely a SIN komponenseinek id6beni lokalizacids valtozasait helyesen
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irja le (6. abra). A kivdlasztott modell kisérletes tesztelésére javaslatot adtunk, és

s

egyluttm(ikodés keretein belll igazoltuk is, hogy a SIN aszimmetridjanak kialakitasaért a

Cdcl11 tobblépéses foszforilacidja a felelds (Bajpai és mtsai. 2013).
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6. dbra: Hasado éleszt6 sejtosztodasat szabalyozé halézat aszimmetrikus aktivacidja. (a) A
kisérleteket helyesen leiré halézat a két centroszoma (kék alapon szammal jel6lve) és az
azokhoz kapcsolédo Cdcll, SIN és Byrd molekulak interakcidjara. b) A modell szimulacidja
azt mutatja, hogy cdc16” mutans sejtekben a SIN altal indukalt foszforilaciok gatlasa (z6ld,
cdc11-S5A mutans) nem, mig a CDK altal indukalt foszforilacidk gatlasa (kék, cdc11-S8A
mutdns) késlelteti az aszimmetria kialakulasat. (c) A cdc11-S5A mutansok valébban nem
képesek késleltetni a szeptaciét cdc16® hattérben, azonban a cdc11-S8A mutéansok
képesek erre, és eziltal elGsegitik a cdc16® mutans sejtek tulélését és normalis

szeptaciojat.
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A sejtméret szabdlyozdsanak a vizsgalata

A legtobb eukaridta sejttipus egy viszonylag allandé mérettartomanyban tartja
térfogatat azaltal, hogy két sejtosztodas kozott annyit nének a sejtek, hogy az Ujonnan
megsziletd leanysejtek az anyasejt kezdeti méretéhez hasonldak lesznek. Ez a sejtméret
homeosztazis ugy érhetd el, hogy a sejtek csak akkor kezdik meg a sejtciklus egy kritikus
lépését, ha mar elértek egy bizonyos méretet. Ezt a kapcsoltsagot a sejt osztddasi és
novekedési ciklusa kozott nevezzilk méretkontrollnak. Tébb sejttipusnal azt is megfigyelték,
hogy a tdpanyagban gazdagabb taptalajon novesztett sejtek nagyobb, mig a minimalis
taptalajon novesztett sejtek kisebb méretnél osztdodnak. Egyedi sarjadzd éleszté sejtek
mikroszkdpos vizsgdlatdval megfigyeltiik, hogy egy adott populacidban is igaz, hogy a
gyorsabban nové sejteknek egy nagyobb kritikus méretet kell elérnitik, hogy atmenjenek a
sejtciklus START eseményén (az emlGs sejtek restrikcios pontjdnak megfeleltetheté atmenet,
amikor az S-fazist indit6 transzkripcids faktorok aktivalédnak). Azt is megallapitottuk, hogy
kiilonb6z6 tdptalajokon novesztett egyedi sejtekre is igaz, hogy nem a tdptalaj maga, hanem
a sejtek egyedi novekedési sebessége hatarozza meg kritikus méretiiket (7. a dbra). A mérési
adatok alapjan felallitott modellel egyrészt reprodukalni tudtuk ugyanezt az eloszlast (7. b
abra), masrészt a lednysejtek és a populacid kritikus méreteit (7. c dbra), és ezek j6 egyezést
mutattak a kisérleti eredményekkel (7. d abra). A modell segitett annak megértésében, hogy
a kritikus méret kapcsoltsdga a novekedési sebességgel milyen evollcids elényt ad a
populacidnak egy olyanhoz képest, amelyben minden sejt azonos kritikus méretet kell, hogy
elérjen (Ferrezuelo és mtsai. 2013). A kisérleti eredmények megmutattdk, hogy ez a
kapcsoltsag eltlinik tobb START szabalyozé molekula egyiittes kititésekor, de akkor is, ha az
egyik sejtciklus szabalyozasban is fontos dajkafehérjét (Ydjl, éleszt6 HSP40) kiltjik a
sejtekbdl. Legujabb munkankban azt vizsgaljuk, hogy milyen molekularis mechanizmus all

ennek a kapcsoltsagnak a hatterében.

Komoly tudomanyos vita folyik a méretkontroll szerepérdl az eml6s sejtek sejtciklus
szabdlyzdsaban. Kilonbozé kisérletek egymastdl eltér6 eredményt talaltak arrdl, hogy
mennyire fontos a méretkontroll kilonb6z6 eml6s sejttenyészetekben. Ennek a
diszkrepancidanak a feloldasara a 4. fejezetben részletesen ismertetett napi ritmus és a

sejtciklus kapcsoltsagat vizsgald egyik modelliink adott egy javaslatot. A szimulacidink azt
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sugalltdk, hogy a sejtek novekedési sebessége itt is hatdssal lehet a kritikus méretre, de ez a
hatas elveszik, ha a sejtek a 24 6ras, a napi ritmusnak megfelel6 novekedési sebességgel

nének, mert ekkor a sejtciklus f6 szabalyozdja a napi ritmus (Zamborszky és mtsai. 2007).
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7. abra: A sarjadzo éleszt6 sejtek kritikus mérete (Vs) fiigg az egyedi sejtek novekedési
sebességétdl. (a) Kisérleti eredmények egyedi sejteken, (b) egyedi sejtciklusok szimulacios
eredményei. (c) Fels6 abra: egyedi lednysejt-vonal szimulacidja, alsé abra: egy anyasejt
Osszes leszarmazottjanak szimuldacidja (fentrdl lefelé, a ledanysejtek mindig jobbra jelennek
meg az anyasejtek mellett, az osztddas iddpillanataban). (d) Aszinkron populdcidk kisérleti

és szimulacids (szaggatott vonal a ¢ panel alsé abrajan) eredményeinek 6sszevetése.
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4. A sejtciklus és a napi ritmus kapcsoltsaganak vizsgalata

Szamos fizioldgiai és sejtfunkcid 24 6ras periodicitast mutat, és ez az oszcillalé
viselkedés sok esetben allandd koriilmények (fény, h6mérséklet, stb.) kozott is fennmarad.
Egy, a napi ritmust szabalyozé molekularis halézat képes fenntartani ezeket az oszcillaciokat,
és ezdltal az élélények és egyedi sejtek is képesek el6re megjdsolni a kérnyezet valtozasait,
és ahhoz alkalmazkodni. A napi ritmust szabdlyozé molekularis halézat tébb helyen is
megjelent az evollcié folyaman, igy a szabalyozd molekuldk nem konzervéltak, de az
élélények legnagyobb része egy transzkripcids — poszttranszlacidos késleltetett negativ
visszacsatolasos hurkon alapuld oszcillatorral kontrollalja napi ritmusat. Sok él6lényben a
sejtosztddasi ciklus is hasonld 24 6ras periodust mutat. Emiatt feltételezték, hogy a két
periodikus rendszer kapcsolt, igy a sejtciklus kritikus pillanatai (DNS-replikacié, mitdzis)
megfelel§ napszakhoz kéthetd. Ezt a kapcsoltsagot kimutattak emlds sejtekre is, és azt is
megfigyelték, hogy a DNS-kdrosodas jelatviteli utvonala képes a napi ritmust is megzavarni,
ezaltal a sejtciklus is vissza tud hatni a napi ritmusra. Ez a kapcsoltsag napi ritmus, sejtciklus
és DNS-karosodas jeldtvitele kozott egészségligyileg is nagyon fontos. Rakos betegek
kronoterapids kezelésekor a DNS-karositdo gyogyszereket vagy sugdrzast a nap egy adott
szakaszaban adjak, hogy ezzel elkertiljék a 24 6ras periddusu normalis sejtek megzavarasat,
és minimalizadljak a mellékhatasokat, mikdzben a gyorsan szaporodd, napi ritmusukat
vesztett rakos sejteket effektiven roncsolja. A rendszer jobb megértéséhez matematikai
modelleket dolgoztunk ki, amelyekben vizsgaltuk a napi ritmus hatasat a sejtciklus idejére, a
DNS-karosodas hatdsat a napi ritmusra, és modelljeink alapjan kifejlesztettliink egy mddszert
e kapcsolatok kisérletes vizsgalatara az egyik kozkedvelt napi ritmus tesztorganizmusban.
Eredményeink jo alapot nyujthatnak a terapias célu DNS-karositd beavatkozasok idealis napi

idézitésének megjdslasanak kifejlesztésére.
4.1. Célkittizések
- A napi ritmus sejtciklusra gyakorolt hatasanak matematikai modellezése

Kisérleti eredmények ramutattak, hogy a sejtciklus G2-M atmenetének egyik
szabalyozofehérjéje a napi ritmus kontrollja alatt all. Meg akartuk érteni, hogy ez a

kapcsoltsag hogyan hat a sejtciklusok periodicitasara.
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- Napi ritmus és sejtciklus kapcsolatanak vizsgalata Neurospora crassa rendszerben

A mas él6lényekben megfigyelt kapcsoltsagot megprdébaltuk atiltetni a napiritmus-kutatas

egyik kedvenc tesztorganizmusara, amelynek azonban még nem volt ismert a sejtciklus

« 77

ritmus képes lehet-e szinkronizalni a fonalas gomba sejtmagjainak osztodasi ciklusat.

4.2. Eredmények

A napi ritmus sejtciklusra gyakorolt hatasanak matematikai modellezése

Az eml6s sejtek sejtciklusa gyakran 24 6ras peridodussal fut, de szdmos mar
organizmus is 6sszekapcsolja a sejtciklusat a napi ritmussal. Fiziologiai megfigyelések mar
tobb mint 6tven éve leirtak ezt a kapcsoltsagot, de a kapcsolat molekuldris hattere csak a
2000-es évek eleje 6ta kezd ismertté valni. A napi ritmus szabalyozasaért felel6s molekulak
egy késleltetett negativ visszacsatolasos hurkon (8. a abra) keresztil indukaljdk a
BMAL1/CLOCK transzkripcios faktor komplex 24 6ras periodikus aktivalédasat. Ugyanez a
transzkripcids faktor a sejtciklus G2-M atmenet egyik inhibitoranak, a Weel kinaznak az
atirdsat is indukalja. Ezaltal a napi ritmus képes lehet szinkronizalni egy sejtpopulaciéban a
sejtciklusokat, és azokat a 24 6rds napi ritmushoz kapcsolni. Matematikai modelleket
fejlesztettlink ki a két oszcillator kapcsoltsaganak vizsgalatara(8. a abra). Vizsgaltuk, hogy
milyen feltételekkel tudja a napi ritmus elérni, hogy a sejtciklusok is 24 6ras periddussal
fussanak. Megallapitottuk, hogyha a sejtek tomegduplazodasi ideje kozel all a 24 6rahoz,
akkor a napi ritmus 24 6ras periodusat kovetik a szinkron sejtciklusok, de ha a sejtek
novekedési sebessége ett6l nagyban eltér, akkor a sejttomeg kompenzalasa miatt egy
sejtpopulacidéban a sejtciklusidé tobbcsucsu elosztdst mutat (8. b abra) (Zdmborszky és
mtsai. 2007). Azaz, a populdciéban sejtek rovidebb és hosszabb ciklusid6vel is el6fordulnak,
igy hosszabb tavon elérve, hogy az egyedi sejtek mérete ne térjen el tulzottan egymastadl. Ez
az eredményilnk adhat magyarazatot arra, hogy a harmadik fejezetben mar targyalt
méretkontroll mechanizmus koélcsonhatasa a napi ritmussal lehet felel6s az irodalomban

mar megfigyelt kvantalt sejtciklusidé eloszlasért (8. c abra).
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Szintén vizsgdltuk, hogy a DNS meghibasodasatdl aktivalédd jelatviteli utvonalak
hogyan hatnak a napi ritmusra. Tobb napiritmus-modell 6sszehasonlitd vizsgalataval
megallapitottuk, hogy a napi ritmus szabdlyozasi halézataban egy pozitiv visszacsatolasi
hurok kell, hogy szerepeljen, maskiilonben a modellek nem képesek leirni a kisérletesen
megfigyelt viselkedést (Hong és mtsai. 2009). Az irodalomban megtaldlhatd, pusztan negativ
visszacsatolason alapuld napiritmus-modellekhez nem tudtunk olyan paraméterkészletet
talalni, hogy azok pontosan leirjak az indukalt DNS-meghibasodas utani valaszreakcidkat. A
modellekhez egy pozitiv visszacsatolast hozzdadva viszont a kisérletekkel jo egyezést

mutattak.
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8. abra: A napi ritmus és a sejtciklus kapcsolatanak kovetkezményei. (a) A napi ritmus és a
sejtciklus kapcsolatanak modellje. (b) Egyedi sejtek osztodasi periddus idejének eloszlasa,
amikor a napi ritmus 24h, a ndvekedési sebesség pedig 16h periédus idot diktal. (c)
Kisérleti eredmény, napi ritmus szinkronizalt sejtek elsé sejtciklusanak hosszeloszlasa
(Nagoshi és mtsai. 2004 alapjan). (d) Kiilonb6z6 kezdeti sejtciklus fazisokbodl elinditott
Neurospora crassa sejtmagok (30 db) G1-es (CLN-1) és G2-es (CLB-1) ciklinjeinek populacié
szintli szinkronizacidéjanak a szimuldacidja. (e) A mitdzisban lévé sejtmagok szazalékos

eloszlasa szinkronizalt napi ritmusu Neurospora crassa fonalas gombaban.
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Napi ritmus és sejtciklus kapcsolatanak vizsgalata Neurospora crassa rendszerben

Matematikai modellezéses eredményeinket és azok joéslasait Neurospora crassa
fonalas gombak tenyészetében kisérletesen teszteltiik. A Neurospora crassa szélesen
alkalmazott tesztorganizmusa a napiritmus-kutatasnak, de mivel ennek a fonalas gombanak
a sejtmagjai egy kozos citoplazmaban helyezkednek el, és azok aszinkron osztédnak, igy
sejtciklusardél korabban szinte semmit sem tudtunk. Genetikailag a Neurospora crassa
nagyfokd hasonldsagot mutat egyéb éleszt6kkel, és mivel teljes genomja leszekvenalt,
fehérjéi jelolhet6ek és géndeléciok nagy hatasfokkal indukalhaték, igy megvizsgaltuk, hogy a
sejtciklust szabdlyozd fehérjék hogyan viselkednek a napi ritmus kontrollja alatt.
Matematikai modelliink azt jésolta, hogy a sejtciklusszabalyzé f6 ciklinek 24 6rds periddust
mutatnak majd populdacio szinten (8. d abra), és ettél a sejtmagok szinkron tudnak osztodni.
Ha ilyen teljes foku kapcsoltsag nem is, de vilagos 24 6ras peridodusu mitdzisos hulldmokat
figyeltlink meg (8. e abra), és a CLN-1 és CLN-2 fehérjék periodicitasa is megfelelt a modell
altal jésoltaknak (Hong és mtsai. 2014). Eredményeink ramutatnak, hogy a fonalas gomba
sejtciklusa kontrollalhatd, és ezaltal ez az organizmus haszndlhaté a napi ritmus és a
sejtciklus kapcsolatanak vizsgalatara. Az ezdltal kindlkozé kisérletes lehetGségeket és az

eddigi eredményeket egy 6sszefoglald cikkben mutattuk be (Zdmborszky és mtsai. 2014).
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5. Az Uj tudomanyos eredmények Osszefoglalasa

Tudomanyos eredményeim a sejtciklust szabalyozé molekuldris rendszer és az azzal
kdlcsonhatd jeldtviteli utak dinamikai viselkedésének megértésében tettek jelent6s

[épéseket.

Megmutattuk, hogy a sejtciklus fazisai kozotti atmenetek pontos sorrendjéért a molekularis
szabalyozd haldzatban taldlhatdé pozitiv visszacsatolasi és el6recsatolasi hurkok felelések.
Matematikai modelljeink  szintén igazoltak, hogy a  sejtciklus  kozponti

szabalyozorendszerének dinamikai viselkedése konzervalt eukariétakban.

Modelljeink alapjan megjdsoltuk, és kisérletesen bizonyitottuk, hogy a kdzponti sejtciklust
szabdlyzd rendszer milyen molekuldakon keresztil indukal valtozasokat a hasadd éleszt6

sejtek polarizalt névekedésében, és hogyan szabalyozza a sejtek osztddasat.

Matematikai modelljeinkkel és kés6bb kisérletesen is megmutattuk, hogy a napi ritmust
szabdlyozd molekularis héaldzat milyen esetekben képes a sejtciklus periodicitasat

befolyasolni.

Ezeket és az ezekhez kapcsolddd egyéb eredményeket az aldabbi pontokban foglalndm 6ssze

(a pontokhoz kapcsolddé két legfontosabb publikacid kiemelésével):

1. A sejtciklus szabalyozasanak rendszerszintli matematikai modelljeivel megmutattuk,
hogy a sejtciklus fazisainak pontos dinamikajaért pozitiv visszacsatolasi és kiilonb6z6

el6recsatolasi hurkok felel&sek.

Csikasz-Nagy A., Kapuy O., Toth A,, Pal C., Jensen LJ., Uhimann F., Tyson JJ. & Novak B.
(2009) Cell cycle regulation by feed-forward loops coupling transcription and

phosphorylation. Mol Sys Biol5:236

Csikasz-Nagy A., Battogtokh D., Chen KC., Novak B. & Tyson JJ. (2006) Analysis of a

generic model of eukaryotic cell cycle regulation. Biophys J 90, 4361-4379
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2. Kidolgoztuk a sejtnovekedés és a sejtosztodasi ciklus kapcsolatanak matematikai és

halézati modelljeit, és azok predikcidit kisérletesen igazoltuk.

Bajpai A., Feoktistova A., Chen JS., McCollum D., Sato M., Carazo-Salas RE., Gould KL.,
Csikasz-Nagy A. (2013) Dynamics of SIN Asymmetry Establishment. PLOS Comp
Biol9(7):e1003147

Vaggi F., Dodgson J., Bajpai A., Chessel A., Jordan F., Sato M., Carazo-Salas RE., Csikasz-
Nagy A. (2012) Linkers of cell polarity and cell cycle regulation in the fission yeast
protein interaction network. PLoS Comp Biol8(10): e1002732

3. A napi ritmus és a sejtciklus kapcsolatanak matematikai modelljei segitettek minket
megérteni, és kés6bb kisérletesen vizsgalni ezt a kapcsolatot Neurospora crassa

modell organizmusban.

Hong Cl., Zdmborszky J., Baek M., Labiscsak L., Ju K., Lee H., Larrondo LF., Goity A., Chong
HS., Belden WIJ., Csikasz-Nagy A. (2014) Circadian Rhythms Synchronize Mitosis in
Neurospora crassa. Proc Natl Acad Sci USA111(4):1397-402

Zamborszky J., Hong Cl. & Csikasz-Nagy A. (2007) Computational Analysis of Mammalian
Cell Division Gated by a Circadian Clock: Quantized Cell Cycles and Cell Size Control. J
Biol Rhythms, 22: 542-53.

Ezek az alapkutatdsi eredmények hosszabb tdvon a rakkutatas és a sejtciklus-szabalyozas
egyéb betegségeinek megértését segithetik el6. Modelljeink tovabbfejlesztésével
allatkisérleteket lehet majd kivaltani, kiilonb6z6 gyodgyszeres beavatkozasok kimenetele
szamitogépesen szimuldlhatd, és a sejtek viselkedése ez alapjan josolhatd lehet. A
kifejlesztett modszereknek és eredményeknek igy messzire haté tudomdnyos és

egészségiligyben felhasznalhaté alkalmazasai lehetnek.
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