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Bevezetés

A halozatok koriilvesznek minket. Halozatot alkotnak a barati tarsasagaink, az em-
beri tarsadalmak, az internet, a gazdasagi rendszerek, az élgvilag, és — nem utolso-
sorban — hélézatok talalhatoak benniink is. A halozat tulajdonképpen egy komplex
rendszerek leirdsara széleskoriien hasznalt modell, melynek alapfeltevése, hogy bo-
nyolult rendszerek mikodése megérthetévé valik, ha a rendszert nem egyben, fekete
dobozként, hanem elemeire és az elemek kozotti kolecsonhatasokra szétbontva vizs-
galjuk.

A halozatokrol 6sszegyijtott tudas a biologidban egyre nagyobb sebességgel sza-
porodé adatmennyiség ismeretében igen j6l kamatoztathatd, mivel érdekes, djfajta
vizsgalatokra nyuajt lehetGséget. A biologiaban gyakorlatilag csak bonyolult, komplex
rendszerekkel foglalkozunk, melyek miikodésének minél mélyebb megértése kulcsfon-
tossagu feladat.

Ahhoz, hogy egy halozatos modell segitségével a rendszert megfelel6 mértékben
megismerhessiik, és erds predikciokat tudjunk tenni a rendszer varhatoé viselkedésével
kapcsolatban, elkeriilhetetleniil “be kell kapcsolni” azt, azaz egy topoldgiai néz6pon-
ton kiviill a dinamikat, a rendszer allapotainak valtozasat is figyelembe sziikséges
venniink.

Az elektronikai rendszerelmélet (avagy jelek és rendszerek elmélete) a rendszert
ugy hatarozza meg, mint alkotdelemek egy fizikailag Gsszekotott csoportjat, mely
valamilyen bemeneti jel hatasara valamilyen kimeneti jelet produkal. A jel itt bar-
milyen id6ben valtozo fizikai mennyiséget jelent, amely segitségével informéacio koz-
vetithetd.

Egy ilyen rendszernek lehet egy vagy tobb bemenete, egy vagy tébb kime-
nete, illetve bels6 allapotvaltozodi, melyek a rendszer ,memoriai”, annak belss
allapotat hatarozzak meg, igy az allapotvaltozok pillanatnyi allapotatol fiiggéen egy

adott bemenetre a rendszer mas-mas kimenetekkel valaszolhat. A bemenetek ha-



tast gyakorolhatnak kozvetleniil a kimenetre, vagy az allapotvaltozokra, illetve az
allapotvaltozok is hatast gyakorolhatnak egymasra és a kimenetre.

Az elektronikai rendszerelmélet nagyon természetes modon atiiltethets a halo-
zatos vilagba. A halozat pontjainak allapotai lesznek az allapotvaltozoink, az élek
pedig az allapotvaltozok kozotti kolesonhatasok. A halozatot kiviilrsl tetszdleges
ponton érd zavarok lesznek a bemenetek, illetve szintén tetszélegesen vizsgalt pontok
értékei, vagy azok valamilyen kombinacioban szamolt Gsszegei/atlagai a kimenetek.

Van a dinamikai vizsgalatoknak egy maésik fontos teriilete is, amit sikerrel lehet
halézatos vizsgalatok soran kamatoztatni. Ez abbol a megfigyelésbél ered, hogy
egy magara hagyott rendszer nem tud barmilyen allapotot felvenni; ha hosszabb
idére magara hagyjuk, akkor a rendszer beall egy allandosult allapotba. Ezeket az
allapotokat nevezziik dinamikai megfogalmazassal attraktoroknak, mivel "magukhoz
vonzzak” a rendszert. Egy rendszernek — annak bonyolultsagatol fiiggéen — igen sok
attraktora is lehet, de az attraktorok szama altaldban az Gsszes lehetséges allapotnak
igy is csak egy kicsiny toredéke.

Biologiai rendszerekben az elsd, attraktoroknak megfeleltethets leiras Wadding-
ton 1957-es The Nature of the Genes cimi konyvében talalhato (1. dbra). A biologiai
rendszerek ilyen leirdsat sokaig csak elméleti érdekességként tartottak szamon, mig
Kauffman meg nem mutatta, hogy azok felépitésiiknél fogva viszonylag kevés attrak-
torral kell, hogy rendelkezzenek.

Ebben az idében azonban még igen kevés informécio allt rendelkezésre biologiai
rendszerekrdl, Kauffman maga 1.000.000 kiilonb6z6 emberi gén létezését josolta az
idézett cikkben. Az emberi genom nagy részének 2001-es kozlésével, majd a szek-
vencia 2003-as teljes feldolgozéasaval, valamint az adatfeldolgozési képességiink ex-
ponencialis névekedésével csak a 2000-es évek kozepétdl allt rendelkezésre elégséges
mennyiségi adat jelatviteli rendszerek héalézatos vizsgalatahoz.

2006-ban Fauré és mtsai. mutattak be az elsG, valodi modellen végrehajtott

attraktor-elemzést. Az altaluk hasznalt 10 elemi halozat a sejtciklus miikodését
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lyamatarol. A lejtén legurltott labda jelképezi azon allapotokat, melyeket a sejt
a differenciacié soran felvehet. A lejté aljan talalhato négy volgy szimbolizalja a
rendszer lehetséges végallapotait, azaz a differenciacios folyamat attraktorait.

modellezte, és Osszesen két allandosult allapotot, egy nyugalmi és egy proliferalo
attraktort talaltak.

Ezt kovetSen tobb cikk is sziiletett, ahol kiilonféle rendszerek attraktorait vizs-
galtak. Ezek koziil kiemelkedGen részletesen, két teljes cikken keresztiil is elemezésre
keriilt a Zhang és mtsai. altal 2008-ban leirt 60 elemid T-LGL leukémias halozat.
Ezt a hélozatot alkalmaztam az értekezésemben is verifikacios célbol.

Az irodalomban mar tébb helyen megmutattak, hogy a jelatviteli rendszerek
attraktorai megfeleltethetGek azok kiilonb6zd lehetséges fiziologias vagy patologias
allapotainak. A daganatos elvaltozasokat, és az egyéb komplex betegségeket is ha-
sonloképp t6bbszor kotstték mar a rendszer attraktoraihoz. Igy az a feltételezés sem
alaptalan, hogy a sejten beliili halozatok altalanos esetben stabil allapotban 1évének

vagy ahhoz kozelinek tekinthetSek.



Célkitizés
1. Osszhangban a halozatkutatas jelenleg a vilag élvonalaban 1évé egyik legfon-
tosabb célkitiizésével, munkam els§ célja biologiai hélozatok dinamikijanak

elemzése volt. Ehhez egy igen gyors, 4ltalanos hélézatdinamikai elemz6 prog-

ramot készitettem el.

2. Doktori munkam masodik célkitiizése az volt, hogy a hal6zatdinamikai elem-
z6 programot a dinamikus rendszerek attraktorainak megkeresésére alkalmas
modullal bévitsem. Az attraktorkeres6 modult tobb halozaton, koztiik bio-
logiai rendszerek jelatviteli halézatain sikerrel teszteltem zajmentes és zajjal

rendelkez6 koriilmények kozott.

3. Munkdm harmadik célkitiizése a hal6zatdinamikai programcsomag egy olyan
tervez6 moduljanak az elGallitasa volt, mellyel olyan beavatkozasokat lehet
tervezni, amelyek a komplex rendszereket egyik attraktorukbol egy altalunk
meghatarozott masik attraktorba (pl. a beteg allapotra jellemzé attraktorbol
az egeészséges allapotra jellemzs attraktorba) viszik at. Ezt a programcsomag
modult rékos sejtekre jellemzd jelatviteli halozatokon teszteltem. A tervezs
programmal olyan egy-, vagy tobbcentrumu beavatkozasokat lehet azonositani,
melyek akar személyre szabott gyogyszeres kezelések majdani tervezéséhez is

elvezethetnek.

Moédszerek

A vizsgalatokat a sajat fejlesztésti, C+- nyelven irt, Turbine-nak nevezett program-
mal készitettem, mivel jelenleg nincs elérhetd, hasonlé tudésu program. A program
lelke egy gyors halozatszimulator, mely kevesebb, mint 30 masodperc alatt képes egy
osszesen 10 milli6 pontbél és élbél allo halézaton 1000 lépés kiszamitasara. Kisebb,
par szaz vagy ezer elemi halézatokon egy hasonl6 szimulacié a masodperc toredékét

veszi csak igénybe. Annak felismerésével, hogy ezres-tizezres elemszamu hélézato-



kon egy masodperc vagy kevesebb id6 alatt elvégezhets egy szimulacio, elérhetévé
valt szimulaciok sokasaganak futtatéasa egy adott héldzaton, amely rengeteg 1j és
hasznos felhasznalési lehet&séget nyitott meg szamunkra.

Amennyiben ugy futtatunk egy szimulaciosorozatot, hogy a pontok kezdéértékeit
véletlenszertien valtoztatjuk, feltérképezhetjiik a rendszer attraktorait, azaz allando-
sult allapotait, igy a Turbine attraktorkeresésre is alkalmas, és képes felismerni nem
csak a fixpont-attraktorokat, hanem a hatarciklusokat és egyes hatéartoruszokat is,
tetsz6leges folytonos vagy diszkrét dinamika és kiils6 allando6 vagy periodikus gerjesz-
tések hasznalataval is. Amennyiben viszont nem csak "vakon”, véletlenszertien indit-
va futtatunk kisérleteket, hanem a szimulacios feltételek koronkénti beallitasat egy
mesterségesintelligencia-algoritmusra bizzuk, gy tovabbi rendkiviil hasznos vizsga-
lati lehet&ségek valnak elérhetévé. Jo példa erre a Turbine beavatkozas-tervezési
algoritmusa. A beavatkozéas-tervezd algoritmus képes arra, hogy egy adott "beteg”
kezddallapotot és egy adott “egészséges” célillapotot megadva megéllapitsa, hogy
mi az a minimalis (illetve kozel-minimalis) beavatkozés-sorozat, melynek hatasara a

rendszer a beteg allapotbol az egészséges allapotba vihetd at. A sziikséges beavat-

kozéasokat a program egy genetikus algoritmus segitségével keresi meg (2. 4bra).
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2. dbra. A genetikus algoritmus mtikddése. A populaciobdl (A) a probléméankat
meghatarozo fitness-fiiggvény segitségével (B) kivalasztjuk azokat a sziiloket, akik
a ,génjeiket” atorokithetik (C). Ebbdl a készletbdl az utdodokat atkeresztezéssel (D)
hozzuk létre, majd azok esetleges mutéalodasa (E) utan alakul ki véglegesen a kovet-
kezs generécio. A populacié a Turbine esetében kiilonféle lehetséges beavatkozéasok-
bol all, az egyes elemek fitness-értékeit egy szimulacié futtatasaval hatérozza meg a
program. Abra: http://project.mit.bme.hu/mi almanach/books/aima/ch04s03



Eredmények
Altalanos modellezés

Els6ként egy olyan modellt készitettem, melynek dinamikaja a kozlekedGedények
viselkedésébdl szarmaztathato, és altalanos esetben egy elsé kozelitést tud adni a
rendszer perturbéciokkal szemben tanusitott viselkedésére. Fehérjék szabadkoncen-
tracid-perturbécioi is ilyen, exponenciélis fliggvényekkel irhatoak le. Ezen modell
segitségével definidltam egy, a pontok hélézatban vett fontossagat mérs kbzponti-
sagi mérdszamot. Igen sok ilyen mérdszam létezik, ennek a dinamikét is figyelembe

vev$ valtozatnak a “terjesztési kozpontisag” (perturbation centrality) nevet adtam.

Fehérjeszerkezet-halézat vizsgalata. ElGszor a Ghosh és Vishveshwara altal
2007-ben lefrt E. coli metionil-tRNS szintetdz (MetRS) halozatok alapjan kezdtem
részletes vizsgalatba. Az eredeti PDB fileok alapjan a RINerator nevii programmal
elkészitett fehérjeszerkezet-halozat minden pontjara kiszamoltam a terjesztési koz-
pontisag értékeket. Ezutan a zart (tRNS-t kots) és a nyilt konformécio terjesztési
kozpontisag értékeit kivontam egyméasbol, és az igy kapott értékek fels 20%-at vizs-
galtam. A legfontosabb pontok két csoportban voltak megtalalhatoak, a nagyobb
csoport a Met-kots aktiv centrum és a Met-tRNS kotShely koriil, a kisebb csoport
pedig a tRNS antikodon hurok kérnyékén. Ezzel a terjesztési kbzpontisagok kiilonb-
ségei a két konformacio kozott valoban sikeresen kijelolték a fehérje miikodésében
szerepet jatszo legfontosabb helyeket. Fontos megemliteni, hogy a szimulacié soran
a tRNS maga nem szerepelt a halozatban, igy ezt a program a tRNS kétshelyek is-
merete nélkiil, kizarolag a fehérje aminosav-halozatabol szamitotta ki, tehat a tRNS
kotGhely koril oly modon valtozott meg a fehérje aminosavainak konformacioja,
hogy a zart konforméaciéban a fehérje fontos pontjaiban jelentésen kénnyebbé valt

az informécio terjesztése.



Fehérje-fehérje kolcsonhatas-halézat vizsgalata. Ezutan megvizsgaltam a mod-
szert egy masik tipust iranyitatlan halozaton, éleszts (S. cerevisiae) fehérje-fehérje
kolcsonhatéas-halozatan is. A vizsgélathoz a Mihalik és Csermely altal kozolt, kiilon-
féle tipusu (hosokk, oxidativ stressz, ozmotikus stressz) stresszeknek kitett éleszték
fehérje-fehérje kolcsonhatasi hélozatat hasonlitottam Ossze terjesztési kdzpontisag
szempontjabol, pontosabban a terjesztési kozpontisdgok nyugalmi allapothoz ké-
pest torténs megvaltozasanak szempontjabol. Az igy kapott funkciok megfeleltek
a stresszre jellemzs, ismert valaszoknak. Mindharom fajta stresszben a (terjeszté-
si kozpontisag szerint) fontosabbé valo fehérjék kozott jelents dasulast talaltam a
“response to stimulus”’, “carbohydrate metabolism”, “trehalose metabolic process”,
“glycogen metabolic process” kulcsszavakra, illetve hGsokkban és ozmotikus stressz-
ben a "response to stress” kulcsszo is a legfontosabbak kozott volt megtalalhato. A
szénhidrat-metabolizmus ilyen valtozasa élesztében a szakirodalomban ismert. A
stresszben a halozatos fontossag jelentds csokkenését mutatod fehérjék kozott egyér-
telmten a riboszéma-szintézissel és a transzlacidéval kapcsolatos kulcsszavakat emelte
ki a modszer. A fehérje-transzlacio leallitasa stresszben szintén egy jol ismert va-
laszreakeio. Igy a terjesztési kozpontisag mérdszam ebben az esetben is sikeresen
kimutatta az ismert, jelentGs stresszvélaszokat, tehat a halézatos kézpontisagi mé-
részamok altal mért fontossag, és annak megvaltozasa jo Osszefiiggésben allhat az

egyes elemek hagyoményos értelemben vett fontosséagaval.

A jelatvitel specifikus modellezése

Természetesen varhato, hogy sokkal pontosabb és jelentGsebb predikcidkat tudunk
adni egy halozatra, ha arra nem &ltalanos, hanem a hélozat specifikus miikodé-
sét leiré modellt tudunk alkalmazni. Ehhez a fehérjék kozotti jelatvitel folyamatat
valasztottam, mivel az irodalomban tébb példat talaltunk ra, hogy a jelatvitel di-
namikajanak igen egyszert, absztrakt lefrasaval is kisérletileg igazolt predikciokat

sikeriilt tenni.



A tovabbi vizsgalatokhoz kétféle, a szakirodalomban leirt jelatviteli modellt készi-
tettem el a Turbine-hoz: a Zhang és mtsai altal leirt T-LGL leukémia modellezésére
hasznalt Boole-modellt, illetve a Fumia és Martins altal 2013-ban leirt humén daga-
natos jelatvitel modellezésében hasznalt egyenlet szerint miikod6é modellt. Mindkét
modellt megvizsgaltam az eredeti cikkekben szereplé hal6zatokon, és tgy talaltam,
hogy azok az eredeti dinamikai miik6dést az eredeti cikkekben szerepld leirassal és

eredményekkel Gsszehasonlitva teljes mértékben reprodukaltak.

Verifikacié a T-LGL halézaton. A T-LGL halozat citotoxikus T-limfocitak ak-
tivaciojaban, és az aktivacio altal okozott apoptozisaban szerepet jatszo fehérjék altal
alkotott jelatviteli halozat, melyhez az alkotok az Gsszes fehérje aktivaciojanak fel-
tételeit Boole-szabalyként mellékelték. A rendszer jelentGsége, hogy a késGbbiekben
a halozat egyszertisitésével, majd az egyszertsitett haldzat teljes, Osszes lehet&séget
figyelembe vevl elemzésével mind attraktorkeresést, mind beavatkozas-tervezést vé-
geztek rajta, ezért a készitett mesterségesintelligencia-modszereim ezen a rendszeren
verifikalhatoak voltak.

A nyugalmi T-LGL hélozatban a Turbine programmal 100.000 futtatas soran
mindGssze egyetlen, apoptotikus attraktort talaltam. Az eredeti cikknek megfelelGen
az IL15, Stimuli és PDGFR bemenetek bekapcsolasa esetén két mésik, a leukémias
allapotnak megfeleltethetd, koros proliferaciot eredményezé attraktor is megjelent a
rendszerben.

Ezutan tovabbi vizsgalatként a Turbine beavatkozas-tervezs eszkozével olyan be-
avatkozasokat terveztem a rendszerbe, melyek segitségével a leukémias allapotnak
megfelel§ attraktorbol az egészséges attraktorba lehet mozditani a rendszert.

A 20 talalt egyedi beavatkozasabol 19 megegyezik a forrascikkben leirt 19 kon-
szenzus beavatkozassal, a huszadik (CREB aktivacio) hatésossagat csak valoszint-
sitik. A kombinéciés beavatkozasok gyakran el6forduld elemei a forrasban hasznalt
elemzésben szintén nagy valoszintiségli beavatkozasi célpontok (sFas, TBET, Fas,

FLIP).



Ezek alapjan mondhatjuk, hogy mind a Turbine attraktorkeres, mind a beavat-
kozés-tervezd algoritmusa képes volt reprodukalni az eredeti eredményeket, illetve
azokon feliil 4j kombinécidos beavatkozasokat josolni, ezzel verifikdlva az eszk6z mi-

kodsképességét.

Zaj hatasa az attraktorokra. Az egyedi beavatkozasi lehetéségek széles skalé-
jat megfigyelve arra jutottam, hogy a proliferativ attraktorok jelenléte a standard
hélézatban valéban érdekes, de annak mérete mas mutéacidk nélkiil olyan kicsi, hogy
egyéb diszregulacidk nélkiil abba valés koriilmények kozott varhatéan nem is keriil
bele a sejt, illetve onnan konnyen kimozdul természetes tton is. Erre vonatkozo
hivatkozas az irodalomban is taladlhato, itt a T-LGL leukémiat a Fas utvonalban
talalhato patologias valtozasokhoz kotik.

Tudjuk, hogy egyetlen kommunikaciés médszer sem miikodik tokéletes pontos-
saggal, bizonyos hibaszazalékkal mindig szamolnunk kell. Hipotézisem ezért az volt,
hogy a rendszer lényeges stabil allapotainak j6 zajtiiréssel kell rendelkezniiik, azaz
az attraktor medencéjének akkoranak kell lennie, hogy a rendszert érd véletlen zaj
ne vihesse at egy masik, az adott koriilményeknek nem megfelel6 miikodést eredmé-
nyez§ attraktorba a sejt miikodését.

Ezért ezen vizsgalataimat a folytonos modellel vizsgalhatd, human daganatokban
érintett fehérjék jelatviteli atvonalait dbrazold halozattal végeztem. Beallitottam
az egyetlen olyan mikrokornyezetet, ahol a szerzdk egy fiziologias és egy patologias
attraktort is taladltak. Ebben a kdrnyezetben a sejt genotoxikus stressz alatt van, no-
vekedési faktorok és tapanyagok jelenlétében, TNF-« jelenléte nélkiil, normoxiaban.
Ilyen koriillmények kozott a sejt fiziologias valasza az apoptozis, a masik megfigyel-
het6 valasz — a proliferacio — pedig patologias. A szimulaciéim soran az apoptotikus
attraktor mellett két kiilonb6z6 proliferalé attraktor is megfigyelhetd volt. A stabil
proliferalonak” nevezett attraktorban csak a ciklinek ciklikus mozgésa volt megfi-
gyelhetd, ezzel szemben az “instabil proliferalonak” nevezett attraktorban ezen kiviil

mas fehérjék aktivitasa is ciklikusan valtozott.



A Atviteli valészinliségek magas zaj mellett B Atviteli valészintiségek kozepes zaj mellett C Atviteli valosziniiségek alacsony zaj mellett

N
99,1% 100% 100%

99,9% 98,6%

0,01%

0,2%

1.1% 63,3%

100%

3. abra. A daganatos sejtek jelatviteli atvonalait leird halézat attraktorai kozti
atmenetek kiilonféle zajszintek hatasara. Magas és kozepes szintd zaj mellett (A
és B tablak) csak a legnagyobb, apoptotikus attraktor (A) stabil, alacsony zajszint
mellett (C tabla) az S jeld, stabil proliferalé attraktor is stabilizalodik. A természetes
zajszintnek leginkabb a kiézepes szintd zaj feleltethetd meg (B tabla).

Ezutan a harom kiilonboz6 attraktort kezddéallapotként beéllitva egy olyan ki-
sérletsorozatot inditottam, melyben mindharom attraktorra 1000 alkalommal kis (5
lépés ideig £0,001 egység), kozepes (10 lépés, +0,1 egység) és nagy (30 lépés, +0,4
egység) rozsaszin zaj alaki beavatkozast tettem, és vizsgaltam az attraktor viselke-
dését. Az eredményeket nagy, kozepes és alacsony zaj esetében a 3. abra A, B és
C tablaja mutatja, ahol A jeloli az apoptotikus attraktort, S a stabil proliferalot,
I pedig az instabil proliferalot. A fiziologids apoptotikus attraktort a méretének
megfelelen igen nehéz volt elmozditani, csak a legnagyobb meértéki zaj esetében
sikeriilt 0,9% eséllyel atvinni a stabil proliferalo attraktorba. Az instabil proliferalo
attraktorban levé rendszereket ezzel szemben mar a legkisebb zaj is képes volt el-
mozditani, nagyrészt (98,6%) az apoptotikus attraktor felé, kisebb részben (1,2%) a
stabil proliferalé allapotba. A stabil proliferalo allapot kis zaj esetén még stabilnak
bizonyult, kbzepes és nagyméreti zaj esetében tapasztaltunk csak lehetGséget az att-
raktor elmozdulasara, f6ként (36,2%) az apoptotikus attraktor felé. Ez azt jelenti,
hogy — amennyiben a fiziologias attraktorok a patologias attraktoroknél altaldnos

esetben is nagyobbak — a természetes zaj segiti a jelatvitel szabalyozasat, annak
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megfeleld keretek kozott tartasat. Ezen eredmények segitenek annak a hipotézisnek
az alatdmasztasaban is, mely szerint az allapottér méretétdl fliggben a legnagyobb
attraktorok azonositasa elég lehet a f6 miikodési folyamatok megértéséhez, mivel

természetes zaj mellett a kisebb attraktorok hamar destabilizalodnak.

Mutacios profilok meghatarozasa. Ugyan az attraktorok azonositasa, és a be-
161k kinyerhets adatok vizsgalata 6nmagaban is érdekes kutatasi munkara ad lehe-
tGséget, esetemben az attraktorkeresésnek kifejezett célja az volt, hogy azonositani
tudjuk a vizsgalt halézatunk olyan allapotait, melyek a beavatkozés-tervezd algorit-
mus logikus kezdd-, és célallapotai lehetnek, és igy mod nyiljon adott modelleken
val6 konkrét beavatkozasok megtervezésére.

A mutéciok altal érintett sejt allapottere azonban mar jo eséllyel nem ugyanaz,
mint mutaciomentes esetben. Tébben feltételezték méar, hogy a daganatos allapotok-
hoz tartozoé attraktorok normal allapotban nem elérhetéek, és a mutéiciok hatasara
valtozik meg gy az allapottér alakja, hogy azok immar kénnyen elérhetévé valnak.

Ez a feltételezés nem alaptalan. Egy kddolo szakaszban tortént mutécio egy adott
sejt genomjaban, amennyiben az befolyasolja a pont aktivitasat, egy folyamatosan
fenndllo beavatkozasnak tekinthets, ami ezért képes modositani a sejt attraktor-
térképét (allapotterét).

A daganatos sejtekben tapasztalt jelentSs rezisztencia alapjan kovetkezd hipoté-
zisem az volt, hogy a daganatok kialakulasaban fontos ”driver” (vezérls) mutéaciok
a sejt allapotterét tgy valtoztatjak meg, hogy a patologias attraktor mérete a fi-
ziologidsnal jelentésen nagyobbra né, amely ponton a természetes zaj segit$ szerepe
hatraltatova valik, mivel a patologias attraktorbol valo kilépést ugyanigy megnehe-
ziti, mint mutacidmentes esetben az abba torténd belépést.

Kovetkezs 1épésként ezért megprobaltam ezen, a Fumia és Martins altal 2013-ban
leirt hal6zatban azonositani olyan mutécidkat, illetve mutéacidok olyan kombinacioit,

melyek alkalmazéasaval a proliferativ attraktor mérete jelentGsen nagyobbra ng, mint
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1. tablazat. A proliferalo attraktor dominancidjahoz vezeté mutéaciésorozatok. A
ki funkciovesztd, a be konstitutiv aktivaciohoz vezeté mutécio(ka)t jelent egy adott
fehérje neve mogott. A P53, az ATM/ATR és az NF-xB funkcidvesztése 6nmagéban
is elég erds hatés volt ahhoz, hogy egyeduralkodova tegye a daganatos attraktort. Az
NF-xkB azért nincs feltiintetve, mivel az altala okozott ,kvazi-proliferativ”’ allapotban
a ciklinek aktivalodasanak moédja nem egyezik teljesen meg az eredeti kozleményben
bemutatott, proliferaciot eredményezé aktivacios mintaval.

’ Sorszam \ Mutéciok ‘

1. P53 ki

2. BCL-2 be, PTEN ki

3] S-NAIL be, CHK1/2 ki
1. ATM/ATR ki

5, CHK1/2 ki, PTEN ki
6. BCL-2 be, AKT be

7. E-CADH ki, CHK1,/2 ki
8. PTEN ki, IKK be

9, AKT be, CHK1/2 ki
10. | PTEN ki, BAX ki

11. CHK1/2 ki, AKT be
12. | AKT be, B-CADH ki
13. | AKT be, BAX ki

a fiziologias, apoptotikus attraktor, esetleg ez utobbi teljesen meg is sziinik. 13 ilyen
mutacidsorozatot azonositottam, ezeket mutatja be az 1. tablazat.

Az eredmények igen biztatoak. A P53 természetesen igen ismert tumor-szupp-
resszor, emellett mind az ATM/ATR, a PTEN, az AKT, a BCL-2, a BAX, a CHK1/2
és az IKK fehérjék tablazatban szerepld megvaltozésainak daganatképzddésre illetve
sejtproliferaciéra gyakorolt hatasa megtalalhat6 az irodalomban. Ezek alapjan valo-
szintisithetd, hogy a valos daganathoz vezets patologias folyamatok kialakulasanak

mechanizmusa az allapottér alakjanak megvaltozasaval jol modellezhetd.

Beavatkozas-tervezés. A vezérl6 mutaciok altal okozott allapottér-valtozasok
feltérképezésével adodik a kérdés, hogy lehetséges-e egy adott mutacios profilhoz
specifikusan megtervezni egy olyan beavatkozést, mely a sejt allapotterét ugy val-

toztatja meg, hogy az a beavatkozas alatt apoptotikus allapotba tud keriilni.
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2. tablazat. Mutacio-specifikus beavatkozasok. A gtl. gatlast, az akt. aktivalast
jelent, a be konstitutiv aktivaciot, mig a ki konstitutiv inaktivaciot (funkciovesztést).
A dolt betiikkel jelolt beavatkozasok egészséges sejten futtatott szimulacié alapjan
varhatoan toxikusak, a csillaggal jeloltek pedig nem vezettek teljes apoptozishoz (a
halézat ,apoptozis” pontja ciklikusan kapcsolt csak be, nem volt minden lépésben
aktiv).

| Sorszém | Profil | Beavatkozds-sorozat \

. RTK gtl. ES (JNK akt. vagy TGF-B
L P53 ki akt. vagy BAX akt.)
. AKT gtl. ES (TGF-8 akt. vagy BAX
2. BCL-2 be, PTEN ki okt vacy JNK akt) *
. RTK gtl.* vagy RAS gtl.* vagy PI3K
3 S-NAIL be, CHK1/2 ki | o 20 pi0
4 ATM/ATR ki P53 akt.
5. CHK1/2 ki, PTEN ki | PDKI gfl. * vagy AKT gtl. *
6. BCL-2 be, AKT be N/A
. . | AKT gtl. * vagy PDK1 gtl. * vagy RTK
7 E-CADH ki, CHK1/2 ki gtl. * vagy RAS gtl. * vagy PI3K gtl. *
8 PTEN ki, IKK be NF-xB gtl. vagy BCL-2 gtl.
. P53 akt. vagy (IKK gtl. ES (VHL gtl.
9 AKT be, CHK1/2 ki vagy P14 akt. vagy ROS akt.))*
10. | PTEN ki, BAX ki AKT gil. vagy PDKI gil.
11. CHK1/2 ki, AKT be P53 akt.
12, AKT be, E-CADH ki IgIt{lK gtl. vagy NF-kB gtl. vagy BCL-2
13. | AKT be, BAX ki N/A

Ezt a vizsgélatot tigy oldottam meg, hogy kezd&allapotnak minden esetben az
adott mutaciés profilhoz tartozé legnagyobb attraktor egyik pontjat jelcltem meg,
végallapotnak pedig barmilyen apoptotikus allapotot. Mivel itt nem csak a rendszer
palyajat, hanem az dllapotterét kellett modositani, igy az alkalmazott beavatkozasok
szintén valamelyik fehérje aktivitasanak allandé megvaltoztatasat jelentették.

Az egyes profilokhoz tervezett beavatkozasokat mutatja a 2. tablazat. Meg-
nyugtaté, hogy az eredmények koézott tobb izben elkeriilt a receptor tirozin kinéz
gatlas, mint beavatkozas (RTK gtl.), mivel a legels§ és a mai napig eredménye-

sen alkalmazott célzott daganatterapias beavatkozasok receptor tirozin kinaz gatlok
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(cetuximab (Erbitux), panitumumab (Vectibix): EGFR, sunitinib (Sutent): széles
spektruma RTK inhibitor, sorafenib (Nexavar): VEGFR, PDGFR). Mindemellett
a tobbi gyakran el6forduld talalt beavatkozas is megjelenik az irodalomban, mint
igéretes kisérleti célpont, igy mind a BCL-2, a PDK1, az IKK, az AKT,a PI3K és

az NF-xkB gatloszerei.

Tervezés a toxicitas figyelembe vételével. A beavatkozasok egyes elemei ugyan
a szakirodalom &ltal igazoltan is helyesnek tiinnek, de magukat a teljes beavatkozé-
sokat sok esetben (1., ami, mint a P53 elvesztése, kiemelkedGen fontos, ezen kiviil
a 2., 4. és a 11. profil, ez utobbi kettd toxicitdsa a P53 kozvetlen aktivaciojé-
nak tulajdonithato) toxikusnak josolhatjuk, ha megvizsgaljuk a beavatkozas hatésat
mutéciémentes esetben, olyan mikrokdrnyezetben, melyben alapesetben egy csendes
(nem apoptotikus, nem proliferativ) attraktort talalunk. Az emlitett beavatkozasok
az ilyen sejtet is apoptoézisba viszik, ami arra utal, hogy a beavatkozas nem csak a
hibésan proliferativ sejtekre hat, hanem varhatéan a legtobb sejtet elpusztitja.

Az algoritmust ezért ugy alakitottam at, hogy minden beavatkozas-jelolttel két
szimuléciot is futtattam a fitness-érték kiszamitasahoz, egyet a mutaciokat elszenve-
dett sejtre, egyet pedig a mutaciémentes, nyugalmi allapotot eredményezd koérnye-
zetd sejtre, melyet a beavatkozas sem apoptozisba, sem proliferacioba nem vihetett.
Az igy szamolt két fitness-érték Osszeadasaval adodott az Gj beavatkozas szelekcios
értéke. Fzeket a beavatkozas-sorozatokat a 3. tablazat tartalmazza.

Erdekes jelenség, hogy a beavatkozas-sorozatok tobb esetben tartalmaztak a von
Hippel-Lindau fehérje gatlasat. (VHL gtl.). Ez nem egy természetes beavatkozas,
mert a VHL fehérje hibas miikodése von Hippel-Lindau szindréméaban épphogy ve-
sedaganat kialakulasdhoz vezet, mindazonaltal kézelebbrsl megvizsgélva ezeket a
beavatkozasokat kideriilt, hogy a VHL gatlasara valoban nem az effektivitashoz volt
sziikség, hanem ezen beavatkozas hozzaadasa védte meg az egészséges sejteket az

apoptozistol. Mindez azt jelentheti, hogy a VHL fehérje rovid ideji gatlasa a célzott
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3. tablazat. Nem toxikusra tervezett beavatkozasok. A g¢tl. gatlast, az akt. ak-
tivalast jelent, a be konstitutiv aktivaciot, mig a ki konstitutiv inaktivaciot (funk-
ciovesztést). Ezek a beavatkozasok az egészséges sejtnek a szimulaciok alapjan nem
artanak, de a proliferal6 sejtben apoptotikus jeleket mutatnak.

’ Sorszam \ Mutéciok \ Nem toxikus beavatkozés ‘
L P53 ki BCL-XL gtl. ES VHL g¢tI. ES (PDK
gtl. vagy AKT gtl. vagy PI3K gtl.)
2. BCL-2 ki, PTEN ki | TGF-B akt. ES P90 gtl. ES PDK1 g¢tl.
4. ATM/ATR ki VHL gtl. ES (RAS gtl. vagy PHD gtl.)
11 CHK1/2 ki, AKT be ]g?);L-Q gtl. ES PHD gtl. ES SMADE2F

kezelések toxicitasat csokkentheti, illetve eddig toxikusnak tartott beavatkozasok

valhatnak a fehérje gatlasinak szinergiajaval alkalmazhatové.

Zavar6é mutaciok. Amikor egy rosszindulatu daganat észlelhetévé valik, akkor
természetesen méar nem csak a vezérlé6 mutacidkat tartalmazza. A daganatos sejtek
genomjéaba olyan “potyautas” (passenger) mutéciok is bekeriilhetnek, melyek kifeje-
zetten rezisztenssé tehetik azt a célzott terapiara. Ennek legjobb példdja a kRAS gén
mutacidja, mely esetében a konstitutivan aktiv kRAS fehérje a tumort EGFR~gatlo
gyogyszerekkel szemben igen ellenallova teszi.

Ezért megvizsgaltam azon mutécios profilokat, melyekre tervezett beavatkozas
receptor tirozin kinaz gatlast is tartalmaz (1., 3., 7.), hogy egy Gjabb, RAS-t aktivalo
mutacié esetén a szimulacié szerint is elvesztik-e a hatékonysagukat.

Valoban ez tortént. Az Osszes vizsgalt beavatkozas elvesztette az apoptotikus
hatasat. FEzzel szemben azok a beavatkozésok, melyek mas ttvonalakat céloztak,
tovabbra is hatasosak maradtak, tehat példaul a PI3K gatlasa tovabbra is hatésos
terapia volt a konstitutivan aktivalt RAS-sal kiterjesztett 3. és 7. profil esetében,
tovabba a 7. profil esetében a PDK1 és az AKT gatlasa is.

Az 1. profil esetében viszont minden egyszerii beavatkozéas-sorozat tartalmazott

RTK gatlast. Igy, mivel a P53 fehérje funkciovesztése igen altalanos kiilonféle daga-
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natok kialakulasa soran, erre a specifikus esetre (P53 ki, RAS be) kiilon terveztem
egy kezelést.

A legegyszertibb ilyen beavatkozas-sorozat harom elembdl all: RAF gatlas, BAX
aktivalas és vagy a PI3SK vagy a PDK gatlasa. Ennek segitségével a sejt teljesen
apoptozisba vihets, cserébe az egészséges sejtekre szdmolt szimuléciok alapjan ma-
gas toxicitas varhato. Erdemes itt megemliteni, hogy az elsé, Vemurafenib nevi
bRAF gatloszer 2011 augusztusaban keriilt piacra, elérehaladott melanéma kezelé-
sére valo indikacioval. A legegyszertibb olyan kezelés, ami az egészséges sejteket nem
vitte apoptozisba, de a daganatos sejteken kifejtett apoptotikus hatéast (habar nem
teljeset), megegyezik az 1. profilra eredeti, kRAS-mutacio mentes esetben szamolt
nem-toxikus beavatkozassal a 3. tablazatban, azaz BCL-XL gatlas, VHL gatlas és
példaul AKT gatlas sziikséges hozza.

Kovetkeztetések
Munkam legfontosabb eredményei a kovetkez6 pontokban foglalhatoak Gssze:

e Elkészitettem a Turbine nevi gyors, altalanos hélézatszimulécios rendszert,
mely rendkiviil nagy halézatok hatékony szimulécidjara is képes, ezen kiviil
olyan, magasabb szinti dinamikai vizsgalatok is megvaldsithatdéak a program

hasznélataval, mint az attraktorkeresés, vagy a beavatkozas-tervezés.

o Készitettem a programhoz egy altalanos dinamikai modellt, melyet kozlekeds-
edény-modellnek neveztem el, illetve egy specifikus, jelatviteli halézatok pon-

tosabb elemzésére képes jelatvitel-dinamikai modellt.

e Ezen altalanos modell segitségével definialtam egy terjesztési kbzpontisag nevii
mérdszamot, mely az FE. coli Met-tRNS szintetaz enzimén a t6bbi kdzpontisagi
modszertSl eltérGen mindkét tRNS kotShely kiemelésére képesnek bizonyult.

Megmutattam tovabbéa, hogy a terjesztési kézpontisdgok értéke koveti a fehér-
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jék méasodlagos struktirainak rendezett-rendezetlen valtozasat, s6t élesztEben

ismert stresszreakciokat is sikeresen kiemelt.

Kisérleteim alapjan megallapitottam, hogy a rendszerek viselkedésének leira-
sahoz a legnagyobb attraktorok ismerete elég lehet azok szaméatol fiiggetleniil,
mivel a relativ kis attraktorok a természetes szintnek megfeleltethets zaj ha-

tasara destabilizalodnak.

Megmutattam, hogy sok, daganatokban jellemzd diszreguléacié ugy valtoztatta
meg egy sejt jelatviteli halozatanak allapotterét, hogy a patologias attraktor

valt a legnagyobb méretiiveé.

Végiil ezen diszregulacidkat alkalmazva a hasznalt jelatviteli hdlézatra megmu-
tattam, hogy a beavatkozas-tervezé eszkoz segitségével racionélisan tervezhe-
t6ek olyan beavatkozasok, melyek a diszregulalt sejtet apoptozisba viszik agy,
hogy kozben az egészséges sejteket a szimulécidk tanisidga szerint nem, vagy

kevésbé karositjak.
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uaton.

Koszonettel tartozom feleségemnek, Pintér Eszternek, hogy mellettem allt,
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