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22.1. Wprowadzenie

Molekularne sieci regulatorowe odgrywaja kluczowa role w przetwarza-
niu sygnaléw biochemicznych w komorce. Przez sie¢ regulatorowa rozumie-
my uklad reagujacych ze soba substratéw (bialek, mRNA, genéw) odpowie-
dzialnych za regulacje okreslonych biologicznych proceséw komoérkowych,
takich jak odpowiedZ antywirusowa, cykl komérkowy, przejécie nablonkowo-
mezenchymalne. Od strony matematycznej, molekularna sie¢ regulatorowa
moze by¢ postrzegana jako nieliniowy uktad dynamiczny, w ktérym istot-
na role odgrywaja efekty stochastyczne zwiazane z mala liczba reagujacych
czasteczek, na przyktad kopii genéw, czasteczek mRNA lub cytokin. Choé
uklady takie powinny by¢ modelowane poprzez procesy stochastyczne, cze-
sto uzyteczne jest przyblizenie deterministyczne.

Przyblizenie deterministyczne umozliwia opis procesow regulatorowych
poprzez uklad nieliniowych réwnan rézniczkowych zwyczajnych badz czast-
kowych. Pozwala to na przeprowadzenie analizy bifurkacyjnej ukladu, zna-
lezienie stanéw stacjonarnych i cykli granicznych, ktére moga by¢ nastepnie
powiazane z biologicznymi stanami komorki. Rozwiazania przyblizenia de-
terministycznego sa czesto podstawa do wlasciwe]j interpretacji trajektorii
stochastycznych.

Molekularne sieci regulatorowe moga by¢ rozpatrywane z perspekty-
wy przetwarzania informacji i podejmowania decyzji przez komérke. Na
rys. 22.1 przedstawiony jest ideogram procesu decyzyjnego w odpowiedzi
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na sygnal zewnatrzkomoérkowy. W procesie mozemy wyrézni¢ transmisje in-
formacji, przetwarzanie zebranej informacji oraz aktywacje bialek efektoro-
wych badz bialek sygnalizacyjnych, np. cytokin umozliwiajacych transmisje
sygnaléw do sasiednich komérek. Wyodrebnienie poszczegdlnych faz prze-
twarzania sygnalu ma jedynie charakter formalny — w rzeczywistosci fazy
te nie sg rozdzielone ani w czasie, ani w przestrzeni komoérkowej.

ygnar,
zewnatrzkomorkowy

kanaty
transmisji
sygnatow

modut
"decyzji"
(sprzezenia
zwrotne)

sygnalizacja

biatka
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Rys. 22.1. Przekazywanie sygnalu w komérce.

22.2. Cele badawcze

Podstawowym celem modelowania jest wyznaczenie molekularnej sie-
ci sygnalowej rzadzacej obserwowanym eksperymentalnie procesem. Majac
zdefiniowany uklad dynamiczny mozemy scharakteryzowaé jego zachowanie,
np. wyznaczy¢ punkty stale, rozwiazania periodyczne, atraktory itp. Istota
modelowania jest rozwiazanie trudniejszego problemu odwrotnego: odgad-
niecie ukladu dynamicznego w oparciu o jego zachowanie zbadane ekspe-
rymentalnie. Nie ma uniwersalnej metody rozwiazywania tego problemu,
co wiecej, zazwyczaj istnieje wiele ukladéw dynamicznych/regulatorowych
zgodnych z obserwacjami; dodatkowo nawet dla konkretnego ukladu regula-
torowego parametryzacja jest zazwyczaj niejednoznaczna. Wobec niedostat-
ku danych eksperymentalnych konstrukcja i parametryzacja modelu dajaca
dobrg zgodno$é¢ z danymi eksperymentalnymi (dobry ,fit”) nie oznacza, ze
model jest poprawny, a jego parametry odpowiadaja parametrom rzeczywi-
stym. Intuicyjnie najwieksze szanse na poprawnos¢ ma najprostszy model
dajacy dobra zgodno$¢ z danymi eksperymentalnymi. W niniejszym opra-
cowaniu proponujemy podejécie do problemu konstrukcji modeli poprzez
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analize dynamiki prostych uktadéow regulatorowych, a nastepnie wykorzy-
stanie ich jako cegielek do konstrukcji bardziej zlozonych uktadow.

Celem naszych badan jest scharakteryzowanie proceséw podejmowania
decyzji w odpowiedzi na stres. Procesy decyzyjne zazwyczaj kojarzone sa
z wielostabilno$cia, w szczegdlnosci z bistabilnodcia. Atraktory uktadu takie
jak punkty stale czy cykle graniczne moga byé¢ rozpatrywane jako prede-
finiowane odpowiedzi majace sens fizjologiczny. W procesie przetwarzania
informacji komoérka stara sie przyporzadkowaé otrzymywanym sygnatom ta-
ka predefiniowana odpowiedZ. W pewnym sensie przypomina to rozpozna-
wanie mowy badz obrazéw. Mamy zakodowane pewne slowa i do wzorcéw
stéw redukujemy styszane dzwieki. Redukcja ta jest elementem rozumie-
nia i umozliwia dalsze przetwarzanie badz przekaz informacji. Przekazanie
zdania we wlasnym jezyku przez trzy kolejne osoby nie nastrecza trudno-
$ci, podczas gdy wykonanie tego zadania w nieznanym jezyku jest niemal
niemozliwe. Bistabilno$¢ badz wielostabilno$¢ pojawia sie juz w stosunkowo
prostych uktadach zawierajacych dodatnie sprzezenie zwrotne i dostatecznie
silna nieliniowos$¢. Uktady takie sa kandydatami na proste przelaczniki de-
cyzyjne, nie posiadaja jednak zdolnosci do integrowania sygnaléw. Bardziej
adekwatnymi kandydatami wydaja sie by¢ bardziej zlozone uklady zawie-
rajace kombinacje sprzezen ujemnych i dodatnich, umozliwiajace integracje
szeregu sygnaléw i tym samym podjecie bardziej wywazonej decyzji. Nawet
jesli repertuar odpowiedzi jest stosunkowo skromny, system moze przetwa-
rza¢ wiele informacji. Dobra analogie stanowi tu ustalanie wysokosci stop
procentowych przez bank centralny; cho¢ ilo$¢ przetwarzanych informacji
(przynajmniej wedlug zapewnien banku) jest ogromna, liczba potencjalnych
decyzji jest niewielka. W niniejszym rozdziale na przykladach skonstruowa-
nych przez nas modeli przeanalizujemy trzy charakterystyczne kombinacje
sprzezen zwrotnych dodatnich i ujemnych.

Punktem wyjscia do konstrukcji modelu matematycznego sa dane eks-
perymentalne. Optymalnie jest, gdy konstrukcja modelu i eksperyment po-
stepuja rownoczesnie. Pozwala to na biezaca weryfikacje modelu, a takze na
projektowanie eksperymentow tak, aby uzyskaé rozstrzygajace dane. Nasza
analize zaczniemy zatem od omoéwienia technik eksperymentalnych istotnych
w ilo$ciowym opisie proceséw regulatorowych. Nastepnie oméwimy charak-
terystyczne elementy regulatorowe i ich dynamike. W koncu przeanalizujemy
kilka modeli regulatorowych stworzonych przez nasza grupe.

22.3. Techniki eksperymentalne

Wspolczesna biologia uzywa wielu wyspecjalizowanych technik ekspery-
mentalnych umozliwiajacych wglad w niemal kazdy etap aktywacji komor-
kowej, poczynajac od wiazania liganda przez receptor, poprzez $ciezke prze-
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kazywania sygnatu do jadra komoérkowego i uruchomienie ekspresji genéw,
az do wydzielenia (sekrecji) przez komérke substancji efektorowych. Istnie-
jace techniki w duzej mierze skupiaja sie na okreslaniu poziomu mRNA
interesujacych nas genéw, a takze poziomu, lokalizacji i modyfikacji potran-
slacyjnych interesujacych nas bialek. Przeglad wazniejszych $ciezek sygna-
towych oraz metod eksperymentalnych wykorzystywanych do ich badania
mozna znalez¢ na przyklad w [1, 2].

22.3.1. Linie komérkowe

Znaczna czes¢ badan biologicznych jest wykonywana przy uzyciu pier-
wotnych lub unie$miertelnionych linii komoérkowych. Wprowadzanie per-
turbacji jest podstawowym narzedziem umozliwiajacym poznanie mechani-
zméw dziatania ukladu regulatorowego. W eksperymentach stosuje sie sze-
reg strategii stalego badz tymczasowego modyfikowania wybranych elemen-
t6w regulatorowych. Eliminacja ekspresji wybranych genéw (ang. knockout)
jest ostatnio najczesciej dokonywana poprzez edycje genomu za pomocg na-
rzedzi takich jak TALEN lub CRISPR, dzigki ktérym mozna wprowadzaé
mutacje punktowe lub zdefiniowane delecje genéw. Metody te wymagaja
wyizolowania pojedynczych klonéw i utworzenia nowej stabilnej linii ko-
mérkowej, co jest procesem czasochlonnym. Dodatkowo calkowita utrata
funkcji genu nie zawsze jest pozadana, poniewaz moze okaza¢ sie Smiertelna
dla komoérek. W tych przypadkach mozna dokonaé¢ wyciszenia (ang. knock-
down) genu, co skutkuje czedciowy 1 przejsciowa redukeja ekspresji, czesto
wystarczajaca do zbadania funkcji interesujacego nas genu. Jest to najcze-
Sciej wykonywane przez tzw. interferencje RNA, przy uzyciu matych czaste-
czek RNA (siRNA lub shRNA), ktére specyficznie wigza si¢ do docelowe-
go mRNA, przyspieszajac jego degradacje. Efektem koncowym jest potran-
skrypcyjne obnizenie ekspresji genéw bez ingerencji w sekwencje genetyczna,
czyli inaczej niz w przypadku knockoutéw genowych. Bardziej zaawansowa-
ne techniki polegaja na usunigciu wybranego genu lub zastapieniu go innym
genem kodujacym nieco zmienione biatko, np. z podmienionym pojedyn-
czym aminokwasem. Taka technika pozwala na poznanie funkcji poszcze-
gblnych domen biatkowych i specyficznych interakcji miedzy biatkami. Aby
poznaé wplyw danych czynnikéw transkrypcyjnych na synteze specyficznych
bialek, dokonuje sie réwniez edycji promotoréw gendéw kodujacych te bialka.

22.3.2. Techniki analizy ekspresji genéw

Translokacja czynnikéw transkrypcyjnych do jadra zwykle prowadzi do
zmian profilu ekspresji genéw. Najczesciej stosowang obecnie metoda analizy
ekspresji genéw, czyli oszacowania poziomu mRNA w komoércee, jest tancu-
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chowa reakcja polimerazy w czasie rzeczywistym (ang. real-time polymerase
chain reaction, RT-PCR). Jest to modyfikacja starszej metody PCR, ktéra
dziata na zasadzie amplifikacji czasteczek DNA (otrzymanych w procesie
odwrotnej transkrypcji z mRNA) przez enzym zalezny od temperatury na-
zywany polimeraza. Sekwencja docelowa (na przyklad pojedynczy gen lub
jego fragment) jest specyficznie amplifikowana przez zastosowanie pary star-
teréw (ang. primers), czyli krétkich fragmentéw jednoniciowego DNA, ktére
stanowia punkt wyjscia dla dwukierunkowej syntezy DNA przez polimeraze.
RT-PCR prowadzi si¢ przy uzyciu termocyklera wyposazonego dodatkowo
w uklady do wzbudzania i detekcji fluorescencji. W kazdym cyklu wzrostu
i obnizenia temperatury (prowadzacym do powielenia sekwencji) specyficzna
sonda wiaze sie do badanej sekwencji, a nastepnie jest usuwana przez po-
limeraze i rozpada sie, generujac fluorescencje mierzona przez urzadzenie.
Okreslenie ilosci mRNA odbywa sie poprzez analize zmierzonej fluorescen-
¢ji w funkcji liczby cykli. Mozliwe jest zaréwno bezwzgledne, jak i wzgledne
okreslenie poziomu mRNA, w zaleznosci od tego, czy stosuje sie krzywa
wzorcowa czy poréwnywanie probki mierzonej z probka referencyjna.

Nowsza alternatywa dla RT-PCR jest ,cyfrowy” PCR (ang. digital PCR,
dPCR). W metodzie tej wyjSciowa mieszanina zostaje rozdzielona na kilka-
nadcie tysiecy niezaleznych reaktoréw. Po dokonaniu okreslonej liczby cykli
rownolegle w kazdym reaktorze okresla si¢, w ilu z nich zarejestrowano emi-
sje fluorescencji, co oznacza obecnosé w reaktorze przynajmniej jednej ana-
lizowanej czasteczki mRNA (przepisanej uprzednio na DNA). Bezwzgledng
ilo§¢ produktu w poczatkowej reakcji okresla sie zakladajac poissonowski
rozklad mRNA w poszczegélnych reaktorach. Zaleta metody dPCR jest
mozliwo$¢ wyznaczenia liczby czasteczek mRNA w przeliczeniu na jedna
komérke.

Pomiary metodami RT-PCR i dPCR wykonuje si¢ na populacjach komoé-
rek wypreparowanych w réznych odstepach czasu od momentu stymulacji.
W ten sposéb mozna scharakteryzowac kinetyke aktywacji genéw. Stwier-
dzenie relatywnie malej liczby czasteczek mRNA istotnych komponentéw
Sciezki sygnalizacyjnej sugeruje duza heterogennosé odpowiedzi w populacji
komérek.

22.3.3. Techniki analizy bialek w komoérce

Okreslanie ilo$ci bialek oraz ich stanu modyfikacji potranslacyjnych (np.
fosforylacji na okreslonych rezyduach) jest zazwyczaj dokonywane za po-
moca techniki Western blot. W metodzie tej komorki sa poddawane li-
zie, dzieki ktorej uwolnione zostaja zawarte w nich bialka. Biatka te sa
nastepnie poddawane denaturacji i elektroforetycznej separacji na zelach
poliakryloamidowych. Po transferze z zelu na specjalne blony poszczegdlne
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biatka moga by¢ uwidocznione za pomoca specyficznych przeciwcial sprze-
zonych z enzymem, ktéry w miejscu oznaczanego biatka produkuje fluore-
scencyjny lub barwny produkt. Powstale w ten sposéb prazki odbite na
kliszy fotograficznej lub rejestrowane cyfrowo moga by¢ nastepnie anali-
zowane ilociowo lub péliloSciowo (za pomoca pomiaréw densytometrycz-
nych).

Analiza bezposredniej interakcji miedzy biatkami moze by¢ eksperymen-
talnie weryfikowana np. za pomoca immunoprecypitacji komplekséw bial-
kowych (ang. protein complex immunoprecipitation, Co-IP). W metodzie
tej poziom réznych kompleksow biatkowych zawierajacych interesujace nas
bialtko X okreslany jest poprzez wychwycenie bialtka X za pomoca prze-
ciwcial zwigzanych na zlozu agarozowym. Nastepnie za pomoca techniki
Western blot (przy uzyciu specyficznych przeciwcial) okreslany jest poziom
biatek zwiazanych z wychwyconym biatkiem X.

22.3.4. Techniki analizy bialek wydzielanych przez komoérke

Komérki po stymulacji czesto uwalniaja male biatka zwane cytokina-
mi, ktére moga wplywaé na zachowanie sie komérki uwalniajacej (sygna-
lizacja autokrynna), otaczajacych komoérek (sygnalizacja parakrynna) lub
nawet bardziej odleglych komoérek i narzadéw (sygnal endokrynny). Ekspe-
rymentalnie iloéci uwolnionych cytokin i innych czasteczek mozna precyzyj-
nie okresli¢ stosujac test immunoenzymatyczny, ELISA (ang. enzyme-lin-
ked immunosorbent assay). Jest to rodzaj testu immunologicznego (tj. wy-
korzystujacego przeciwciala) opierajacego sie na podobnej zasadzie co We-
stern blot. Medium zebrane z naczynia, w ktérym przebywaly stymulo-
wane komorki, przenosi sie do plytki wielodotkowej pokrytej specjalnym
przeciwcialem zaprojektowanym do przechwytywania docelowej cytokiny.
Nastepnie wymywa sie z dotkéw medium wraz z niezwiazanymi bialkami,
i aplikuje kolejne zestawy przeciwcial: pierwszorzedowe (réwniez wiaze po-
zadana cytokine), a potem przeciwcialo drugorzedowe (wiazace przeciwcialo
pierwszorzedowe) sprzezone z enzymem prowadzacym reakcje fluorescencyj-
na lub barwna. Intensywno$¢ zabarwienia pojawia sie proporcjonalnie do
ilodci bialtka zwiazanego przez przeciwciala i moze byé odczytywana przez
czytnik spektrofotometryczny. Jako ze seryjne rozcienczenia standardowego
bialka sa analizowane jednoczesnie z badanymi probkami, mozliwe jest wy-
generowanie krzywej wzorcowej i obliczenie z jej uzyciem stezenia cytokiny.
Modyfikacja testu ELISA w postaci testu ELISPOT (ang. enzyme-linked
immunospot assay) laczy cechy metody analizy populacyjnej i analizy po-
jedynczych komorek, poniewaz umozliwia wizualizacje poszczegdlnych ko-
moérek wydzielajacych cytokiny. Osiaga sie to przez wysianie komoérek na
membrane pokryta przeciwcialami, ktére przechwytuja cytokine uwalnia-
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na z komoérek po stymulacji. Dalsza detekcje przeprowadza sie w podobny
spos6b do testu ELISA, co skutkuje powstaniem kolorowych plam w miej-
scach, gdzie cytokina zostata wydzielona. Wyniki moga informowac o liczbie
i przestrzennym rozmieszczeniu komérek wydzielajacych dana cytokine.

22.3.5. Mikroskopia fluorescencyjna
— badanie odpowiedzi pojedynczych komoérek

Do zrozumienia proceséw regulatorowych istotna jest analiza sygnaliza-
cji na poziomie pojedynczych komorek. Jest to kluczowe w przypadku, gdy
pod wplywem sygnalu komorki dziela sie na jakodciowo rézne podpopula-
cje. Wtedy dane populacyjne nie opowiadaja zadnemu z proceséw zacho-
dzacych w pojedynczych komoérkach. Wsréd metod wykorzystywanych do
wizualizacji proceséw na poziomie pojedynczych komérek najbardziej po-
pularne sa metody wykorzystujace mikroskopie fluorescencyjna. Komorki
mozna zaszczepiaé, stymulowaé i utrwalaé¢ na szkietkach mikroskopowych,
a wybrane bialka mozna ,zabarwi¢” uzywajac przeciwcial (jest to zatem
kolejna forma immunobarwienia, tak jak Western blot i ELISA /ELISPOT).
W tym przypadku przeciwciala drugorzedowe sprzezone sa z fluorochro-
mami (barwnikami fluorescencyjnymi), ktére pochlaniaja energie Swiatla
o okreslonej diugodci fali 1 emituja Swiatto o dtuzszej fali. Mikroskopy flu-
orescencyjne lub ich zaawansowana modyfikacja, mikroskopy konfokalne, sa
wyposazone w kilka Zrédel $wiatla (zazwyczaj sa to lasery lub LED wy-
sokiej mocy) o réznych dlugosciach fali, detektory i wzmacniacze sygnatu,
i sa zdolne do jednoczesnej wizualizacji kilku bialek. Pozwala to na obser-
wacje obecnosci i lokalizacji tych biatek, ich wspélwystepowania z innymi
barwionymi bialkami, a nawet ich stanu aktywacji (gdy stosuje si¢ przeciw-
cialo specyficzne dla aktywnej formy biatka, np. sfosforylowanej) w kazdej
komorce w badanej populacji.

Oprogramowanie do przetwarzania obrazu mikroskopowego moze by¢
wykorzystane do uzyskania informacji dotyczacych poziomu i lokalizacji bia-
tek. Poza pojedynczymi biatkami, cate przedzialy i struktury subkomoérkowe
(takie jak jadra lub cytoszkielet) moga by¢ barwione przy uzyciu czasteczek
fluorescencyjnych nie bedacych przeciwcialami. Barwienie kwaséw nukle-
inowych jest mozliwe z kolei przy uzyciu sond FISH (ang. fluorescent in
situ hybridization). Sa to fragmenty DNA i RNA znakowane fluorochromem
z duza komplementarnoscia do sekwencji docelowej. Zastosowanie sond jest
podobne do technik opartych na przeciwcialach i moze dostarczy¢ danych
dotyczacych obecnodci okreslonych markeréw genowych lub zakazen wiru-
sowych, a takze, poprzez wiazanie z mRNA, ujawnié¢ przestrzenne i czasowe
wzorce ekspresji genéw (jako alternatywa do metody RT-PCR).
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22.3.6. Cytometria przeplywowa

Inna metoda wykorzystywania przeciwcial znakowanych fluorochroma-
mi jest cytometria przeptywowa. Komorki znakowane, podobnie jak w przy-
padku mikroskopii fluorescencyjnej, zawiesza sie w strumieniu cieczy, ktéra
przechodzi przez zautomatyzowany system wykrywania (np. laser-detektor-
wzmacniacz). W ten sposéb mozna przeanalizowaé do kilku tysiecy komo-
rek na sekunde, z natychmiastowa kwantyfikacja zestawu parametréw, ta-
kich jak intensywno$¢ fluorescencji znakujacych przeciwcial czy wielko$é
komérek. Wyniki moga by¢ prezentowane w postaci histogramu albo dwu-
lub tréjwymiarowych wykreséw punktowych. W ten sposéb mozna ujawnié
niejednorodnosé¢ hodowli komérkowej, na przyklad pod wzgledem obecno-
$ci pewnego receptora na powierzchni komoérek. Sortowanie komoérek akty-
wowane fluorescencja (ang. fluorescence-activated cell sorting, FACS) idzie
o krok dalej i umozliwia fizyczne rozdzielenie populacji analizowanych komo-
rek w oparciu o réznice w analizowanych parametrach. Oba typy cytometrii
majg w biologii i medycynie wiele zastosowan, takich jak diagnoza zmian
nowotworowych, analiza ekspresji i lokalizacji bialek czy pomiar wybuchu
tlenowego.

Jednym z powszechnie stosowanych zastosowan cytometrii przeplywowe;j
jest pomiar frakcji komorek apoptotycznych. Apoptoza jest procesem zapro-
gramowanej $mierci komoérkowej, zachodzacym powszechnie w organizmach
wielokomérkowych i bardzo istotnym z punktu widzenia badan nad cho-
robami zakaznymi czy rakiem. Bedac procesem $ciSle regulowanym, apop-
tozie towarzyszy kilka charakterystycznych wydarzen komoérkowych, ktore
moga by¢ wykorzystane do iloSciowego okreslania frakeji komérek apopto-
tycznych w badanej populacji i odrézniania ich od komérek nekrotycznych
(umierajacych z powodu uszkodzen w sposéb ,nieregulowany” ). Przyklado-
wa metoda pomiaru apoptozy przy uzyciu cytometrii przeplywowe;j jest test
aneksyny V, ktéry wykrywa fosfatydyloseryne eksponowana na powierzchni
komorek, ktére ulegaja apoptozie.

22.3.7. Badania przyzyciowe na pojedynczych komérkach

Oméwione metody analizy poziomu bialek daja wglad w heterogennosé
populacji komorek, ale nie pozwalaja na analize odpowiedzi pojedynczych
komorek w czasie. Mozna to uzyskaé¢ poprzez uzycie komorek, ktére przy
uzyciu technik inzynierii genetycznej zostaly zmodyfikowane do ekspresji
bialek polaczonych z fluorescencyjnym reporterem. W ten sposéb ekspresje
i lokalizacje bialka mozna obserwowa¢ w czasie rzeczywistym przy uzyciu
mikroskopu wyposazonego w komore hodowlang z regulowana temperatura
i atmosfera. Wada tej metody jest silna ingerencja w badany uktad. Na przy-
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ktad analiza translokacji waznego czynnika transkrypcyjnego NF-kB wyma-
ga uzyskania linii wyrazajacej zamiast biatka RelA (bedacego podjednostka
NF-kB) biatko RelA polgczone z fluorescencyjnym bialkiem znacznikowym.
Nie nalezy oczekiwaé, ze takie zmodyfikowane bialko zachowa wszystkie
funkcje oryginalnego biatka.

22.4. Matematyczny opis dynamiki sieci regulatorowych

W tej sekcji omoéwimy podstawowe narzedzia wykorzystywane do ma-
tematycznego opisu dynamiki sieci regulatorowych, takie jak rownania réz-
niczkowe zwyczajne i czastkowe, oraz procesy Markowa. Szczegblowe opra-
cowanie tych metod mozna znalezé w ksiazkach [3-5].

22.4.1. Réwnania rézniczkowe zwyczajne

Podstawowym narzedziem wykorzystywanym do opisu dynamiki sieci
regulatorowych sg ukltady réwnan rézniczkowych zwyczajnych wynikajace
z prawa dzialania mas. Rozwazane przez nas modele opisane sa przez row-
nania, ktore, tak jak ponizsze rownanie, zawierajg czlony trzech typow:

dX(t)

X(t)
Pierwszy czlon wyraza synteze produktu X (o stezeniu X (t)) w wyniku ta-
czenia si¢ substratéw Y i Z (o stezeniach Y (¢) 1 Z(t)). Zgodnie z prawem
dzialania mas powstawanie komplekséw X jest proporcjonalne do iloczynu
stezen reagujacych substratéw. Drugi czlon opisuje ubytek kompleksu X na
skutek reakcji katalitycznej typu Michaelisa-Menten; b x X (t) odpowiada
maksymalnej szybkosci reakeji osiaganej, gdy X (¢t) < K, za$ stala Micha-
elisa K odpowiada stezeniu substratu, przy ktérym reakcja osigga polowe
swojej maksymalnej szybkosci. Ostatni czlon opisuje spontaniczng degrada-
cje X z tempem c. Czlon typu Michaelisa-Menten powstaje jako przyblizenie
trzech reakcji: formowania kompleksu enzym-substrat, konwersji substratu
do produktu przez enzym oraz rozpadu kompleksu enzym-produkt [2].

22.4.2. Réwnania rézniczkowe czastkowe

Opis poprzez réwnania rézniczkowe zwyczajne jest uzasadniony, gdy re-
aktor (komérka badZ wyszczegdlniony przedzial subkomérkowy) moze byé
traktowany jako dobrze wymieszany, a liczba reagujacych czasteczek jest
duza. W rzeczywistos$ci oba kryteria rzadko sa spelnione. Reaktor moz-
na traktowaé jako dobrze wymieszany, gdy charakterystyczny czas dyfuzji,

558 22. Modelowanie sieci sygnalowych

Ty=1L? /D, tj. czas, w ktérym czasteczka o wspolezynniku dyfuzji D poko-
nuje $rednio dystans rowny Srednicy reaktora L, jest mniejszy niz charakte-
rystyczny czas reakeji Ty, bedacy odwrotnoscia tempa reakcji (w reaktorach
chemicznych dobre wymieszanie moze byé¢ uzyskane na skutek wymuszo-
nych przeplywéw turbulentnych). W przeciwnym wypadku mozemy ocze-
kiwaé, ze stezenia substratéw istotnie zaleza od ich polozenia. W takim
przypadku wlasciwym sposobem opisu sa réwnania rézniczkowe czastkowe
typu reakcji-dyfuzji:

W — DVEX(7 ) + f(X(7.1),

gdzie funkcja f(X (7, t)) opisuje procesy reakcji biochemicznych. Stosunkowo
czesto mozna podzieli¢ komorke na przedzialy, w ktérych stezenia substra-
téw sa przestrzennie jednorodne, i dzieki temu zastapi¢ réwnania czastkowe
rownaniami zwyczajnymi w poszczegdlnych przedziatach, z dodatkowymi
czlonami transportu miedzy przedzialami [6].

22.4.3. Procesy Markowa

Zastosowanie procesu stochastycznego do opisu uktadéw biologicznych
pozwala na uwzglednienie losowych fluktuacji stezen molekul, a tym sa-
mym na analiz¢ heterogennosci odpowiedzi komorek, niewidoczna w opisie
poprzez réwnania rézniczkowe. Do opisu sieci regulatorowych uzywa sie pro-
ceséw Markowa z czasem ciaglym, w ktorym dyskretna przestrzen standéw
procesu zdefiniowana jest przez liczby molekul poszczegélnych typow. Niech
PAt(a?l — xg) okredla prawdopodobiefistwo przejScia w interwale czasu At
pomiedzy x1 i xo nalezgcymi do przestrzeni stanéw. Zgodnie z definicja
jednorodnego procesu Markowa P! (z; — x3) nie zalezy ani od biezacego
czasu t ani od historii przej$¢ miedzy stanami poprzedzajacej osiagniecie
stanu z; [7]. Intensywnoéci przejsé, zdefiniowane jako pochodne prawdopo-
dobienistw przejéc:

. PAt(CL‘l — .’172)
m —

plor = m) = Im TR

zwigzane sg ze stalymi reakcji w opisie deterministycznym. Rozwazmy pro-
sty przyklad, w ktérym dwa rodzaje bialek, A i B, moga tworzy¢ kom-
pleks AB. Niech z; oznacza stan ukladu, w ktérym liczby molekul A, B
i kompleksu AB wynosza odpowiednio Ny, N i Nap, a x2 stan, w ktérym
liczby molekul A, B i kompleksu AB wynosza odpowiednio Ny — 1, Ng — 1
i Nap+1. W tym przypadku intensywnosci przejsé spelniaja p (z1 — x2) =
kcNANB i p (21 < 22) = kp(Nap + 1) gdzie ke jest stala asocjacji A i B,
a kp stala dysocjacji kompleksu AB.
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Ewolucje prawdopodobiefistw P(X (t)) poszczegdlnych stanéw ukladu
opisuje réwnanie M (ang. chemical master equation) [5]:

% = Ip(a,a) P(X(t) = ') = p (/) P(X (1) = )],

gdzie p(x, 2') jest intensywnoscia przejécia ze stanu 2’ do stanu . W powyz-
szym réwnaniu sumowanie odbywa sie po wszystkich stanach 2/, z ktérych
mozliwe jest przejscie do stanu x badz do ktérych mozliwe jest wyjscie (w ra-
mach jednej reakcji) ze stanu z. Matematycznie, réwnanie to jest tak zwa-
nym réwnaniem prospektywnym dla ciaglych w czasie tancuchéw Markowa.
Réwnanie M mozna rozwiazaé jedynie dla niektérych ukladéw, dlatego do
analizy uzywa sie zwykle symulacji numerycznych, pozwalajacych uzyskaé
trajektorie realizacji procesu Markowa w oparciu o algorytm Gillespiego [8].
Prawdopodobienstwa stanéw mozna wtedy oszacowaé¢ na podstawie duzej
liczby trajektorii. Pierwszym krokiem algorytmu jest zadanie poczatkowych
liczb molekut i statych reakcji definiujacych intensywnosci przejsé pomiedzy
mozliwymi stanami uktadu. Nastepnie na podstawie intensywnoéci przejéé
losowana jest kolejna reakcja oraz z rozkladu wykladniczego czas jej zaj-
$cia. Po wykonaniu wylosowanej reakcji adekwatnie aktualizowane sa liczby
molekul w ukladzie i tym samym intensywnosci przejsé. W kolejnych kro-
kach symulacji losowanie czasu i typu reakcji oraz aktualizacja liczb molekut
powtarzane sg iteracyjnie. Jako ze algorytm jest obliczeniowo kosztowny, po-
wstalo wiele jego modyfikacji skracajacych czas obliczen za cene dokladno-
$ci [9]. Algorytm Gillespiego zostal zaimplementowany w wielu narzedziach
do symulacji stochastycznych, np. BioNetGen [10], oraz w postaci bibliotek
dla jezykéw R i Python [11, 12].

22.4.4. Procesy Markowa w przestrzeni

Czwartym, najbardziej dokladnym, ale tez najbardziej wymagajacym
obliczeniowo sposobem opisu sieci regulatorowych jest opis poprzez procesy
Markowa z rozdzielczoScia przestrzenna. W opisie tym stan ukladu okre-
$lony jest nie tylko poprzez liczbe molekul danego typu, ale réwniez przez
ich pozycje w koméree. Rozpatrywanie modeli stochastycznych w ukladach
niejednorodnych bez rozdzielczosdci przestrzennej nie ma sensu. Okazuje sie,
ze nawet gdy liczba czasteczek w ukladzie jest duza, efekty stochastyczne
moga odgrywaé lokalnie decydujaca role. W pracy Kochanczyka i in. [13] po-
kazujemy, ze lokalna aktywacja bistabilnego ukladu prowadzi do aktywacji
globalnej na skutek propagacji fali biegnacej. Co wiecej, w odr6znieniu od
uktadéw dobrze wymieszanych, dla ktérych prawdopodobienistwo aktywa-
cji maleje wykladniczo z rozmiarem uktadu, prawdopodobienstwo inicjacji
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fali aktywujacej rosnie wraz z rozmiarem ukladu. Istnieje szereg narzedzi
numerycznych pozwalajacych na symulacje ukladéw stochastycznych z roz-
dzielczo$cia przestrzenng [14-18]. Zastosowane algorytmy sa jednakze albo
przyblizone, albo bardzo kosztowne numerycznie.

22.4.5. Modelowanie oparte na regulach
(ang. rule-based modeling)

Biatka, ktérych interakcje tworza sieci regulatorowe, same maja zlozona
strukture wewnetrzna, a niektore ich rezydua aminokwasowe moga podlegaé
chemicznym modyfikacjom. Potranslacyjnym modyfikacjom ulega 15 spo-
§rod 20 typéw aminokwaséw biatkowych. Do modyfikacji potranslacyjnych
zaliczamy miedzy innymi fosforylacje, acetylacje, metylacje, hydroksylacje,
ubikwitynacje czy glikozylacje [2]. Modyfikacje te moga wplynaé na ak-
tywno$¢ biatka, stabilno$¢, wlasciwodci fizykochemiczne. Na nieco wyzszym
poziomie mozna wyr6zni¢ domeny pelniace okreslone funkcje regulatoro-
we, katalityczne lub strukturalne. Wszystkie te elementy skladowe moga
potencjalnie wystepowaé¢ w roznych stanach i pelna charakterystyka da-
nej czasteczki biatka wymaga ich zdefiniowania. Reakcje opisujace zmiany
tych stanéw moga zachodzi¢ niezaleznie od siebie lub by¢ uzaleznione od
konkretnych stanéw innych elementéw biatka. W zaleznosci od biatka ami-
nokwasy moga by¢ fosforylowane niezaleznie od siebie badz tez fosforylacja
jednych aminokwaséw moze wymagaé sfosforylowania innych, tworzacych
uprzednio miejsce wigzania odpowiedniej kinazy. Ten stan rzeczy znaczaco
komplikuje opis systemu. Przyktadowo kinaza CRAF posiada co najmniej
5 istotnych miejsc fosforylacji, zatem moze istnie¢ w 2° = 32 stanach; co
wigcej, kinaza ta tworzy heterodimery z kinaza BRAF réwniez posiadajaca
5 istotnych miejsc fosforylacji, co oznacza, ze liczba potencjalnych typdéw
dimeréw wynosi (2°)2 = 210, Stan ukladu jest zatem zadany przez poda-
nie ponad 210 zmiennych okreslajacych liczby monomeréw i heterodimeréw
w kazdym ze stanéw. Oznacza to, ze w opisie deterministycznym taki uklad
wymaga ponad 1000 réwnan rézniczkowych.

Zadanie tak duzego ukladu wymaga zastosowania modelowania oparte-
go na regulach, ktére pozwala w stosunkowo prosty sposob zapisaé reakcje
z uwzglednieniem wielu stanéw zaréwno poszczegdlnych biatek, jak i innych
substratéw, np. genéw. Wystepujace w ukladzie czasteczki reprezentowa-
ne sg jako obiekty o okreslonej strukturze zawierajacej informacje zaréwno
o ich transformacjach i stanach konformacyjnych lub chemicznych, takich
jak fosforylacja, jak i o tworzeniu komplekséw z innymi czasteczkami. Dla
kazdego typu reakcji zachodzacej w ukladzie formutowane sa reguly. Reguly
moga by¢ wspdlne dla molekul danego typu niezaleznie od ich stanu, badz
rézne w zalezno$ci od stanu molekul bioracych udzial w reakcji. Mozliwos¢
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zastosowania jednej wspolnej reguly dla wielu mozliwych stanéw molekuty
znaczaco redukuje zapis modelu.

Jednym z narzedzi wykorzystywanych do modelowania opartego na re-
gutach jest program BioNetGen [10]. Pozwala on na zdefiniowanie modelu
za pomocy regul, wedlug ktérych generowane sa reakcje biochemiczne. Pro-
gram umozliwia przeprowadzenie symulacji numerycznych zaréwno stocha-
stycznych (z uzyciem algorytmu Gillespiego), jak i ich przyblizen determini-
stycznych (poprzez calkowanie réwnan rézniczkowych zwyczajnych). Meto-
da ta pozwolila nam na analize zlozonych modeli uktadéw biochemicznych
(19, 20]. W pierwszej pracy analizowany model aktywacji receptoréw limfo-
cytow typu B opisany byt ukladem przeszto 1000 réwnan rézniczkowych.

BioNetGen uzywa metod symulacji, ktére sa wlasciwe, kiedy dyfuzja cza-
steczek w badanym ukladzie jest na tyle duza, ze reaktor, w ktérym zacho-
dza modelowane reakcje, czyli komoérka lub przedzial subkomérkowy, moz-
na uznaé za dobrze wymieszany. Do opisu i symulacji ukladow, dla ktorych
efekty przestrzenne sa istotne, stworzyliSmy pakiet SPATKIN [14]. Pakiet
ten umozliwia analize¢ proceséw biochemicznych w uktadach bialek zlokali-
zowanych na blonie komérkowej. Ograniczona dyfuzja reagujacych ze soba
bialek blonowych prowadzi do powstania niejednorodnosci przestrzennych,
ktére maja istotny wplyw na dynamike uktadu i proces przekazywania sy-
gnatu. Pakiet SPATKIN uwzglednia jednoczesnie niejednorodnosci rozkladu
substratéw oraz stochastyczno$é procesu wynikajaca z malej liczby reagu-
jacych czasteczek. Modele specyfikowane sa przez uzytkownika w oparciu
o reguly w jezyku bedacym rozszerzeniem jezyka BioNetGen, co umozliwia
uwzglednienie efektéw przestrzennych symulowanych procesow.

22.5. Elementy regulatorowe i ich funkcje

Sieci regulatorowe koduja i bezblednie przetwarzaja informacje o sta-
nie fizjologicznym komorki oraz o jej otoczeniu, a nastepnie uruchamiaja
adekwatna odpowiedZ. Tworza niezwykle zlozona strukture skladajaca sie
z tysiecy oddzialywan. Poszukiwanie regul rzadzacych tymi oddzialywa-
niami jest mozliwe dzieki rozwojowi technik eksperymentalnych opisanych
w poprzednich sekcjach. Okazuje sie, ze mozna sformulowaé ogdlne zasady
dzialania sieci regulatorowych, poniewaz skladaja sie one z powtarzalnych
elementow — motywow, z ktérych zbudowana jest kazda zlozona sieé¢ regu-
latorowa. Wyodrebnienie takich powtarzalnych elementéw ulatwia intuicyj-
ne zrozumienie dziatania bardziej skomplikowanych ukladéw. Szczegdlowe
omoéwienie dzialania podstawowych motywéw regulatorowych mozna zna-
lezé w [21]. W tej sekcji przyblizymy dzialanie najczeSciej wystepujacych
elementow regulatorowych zilustrowanych na przykladach badanych przez
nas ukltadéw.
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22.5.1. Modyfikacje potranslacyjne

Istotnym mechanizmem przekazu sygnaléw sa potranslacyjne odwracal-
ne modyfikacje bialek. W tym kontekscie najistotniejsza modyfikacja jest
fosforylacja, ktérej moga ulega¢ 3 aminokwasy: seryna, treonina i tyrozyna.
Fosforylacja katalizowana jest przez enzymy zwane kinazami, a defosforyla-
cja katalizowana jest przez fosfatazy. Poszczegdlne aminokwasy biatka moga
podlegaé wielokrotnej przemianie miedzy forma sfosforylowana i niesfosfory-
lowang, z szybkoscig zalezna od aktywnosci kinaz i fosfataz specyficznych dla
danego bialka i miejsca fosforylacji w komoéree. Fosforylacja czesto prowadzi
do aktywacji bialek, w szczegdlnosci kinaz. Mechanizm ten odpowiedzialny
jest za funkcjonowanie tzw. kaskad kinazowych. Wiele kaskad zaczyna sie na
poziomie receptoréw — biatek aktywowanych zwykle na skutek przylaczenia
okreslonego liganda. Dla receptoréw blonowych aktywujacymi ligandami sa
m.in. cytokiny wydzielane przez inne komoérki (regulacja parakrynna). Ak-
tywacja receptora prowadzi do fosforylacji/aktywacji oddzialujacych z nim
kinaz, ktore nastepnie przekazuja sygnal do kolejnej warstwy kinaz inne-
go typu. Kaskady sygnalowe umozliwiaja wzmocnienie sygnatu. W pracach
Lipniackiego i in. [22] i Taya i in. [23] przewidzieliémy teoretycznie, a na-
stepnie wykazaliSmy eksperymentalnie, ze aktywacja pojedynczych recepto-
row cytokiny TNF prowadzi poprzez kaskade sygnalizacyjna do aktywacji
dziesiatek tysiecy molekul czynnika transkrypcyjnego NF-kB i tym samym
aktywacji szeregu genow.

22.5.2. Podwdjna fosforylacja/modyfikacja biatek

Jedna z najwazniejszych i najintensywniej badanych kaskad sygnatowych
jest kaskada MAPK (ang. mitogen-activated protein kinase). Kaskada ta od-
grywa kluczowa role w aktywacji podzialu komérki i pomocnicza w szeregu
innych proceséw komoérkowych. Cecha charakterystyczna tej kaskady jest
konieczno$¢ podwdjnej fosforylacji kinaz wystepujacych w kaskadzie: MEK
(przez kinaz¢ RAF) i ERK (przez MEK); pojedynczo sfosforylowane kina-
zy MEK i ERK wykazuja znikoma aktywnos¢ katalityczna. Konsekwencje
takiej regulacji przedstawione sa na rys. 22.2a. Dla niskiego poziomu sy-
gnatu liczba pojedynczo sfosforylowanych kinaz MEK ro$nie liniowo wraz
z poziomem sygnalu, a liczba kinaz podwdjnie sfosforylowanych rosnie kwa-
dratowo wraz z sygnatem. Jako ze ten sam mechanizm wystepuje w kinazie
ERK fosforylowanej przez MEK, liczba czasteczek aktywnej kinazy ERK
jest proporcjonalna do czwartej potegi poziomu sygnatu. Podwojna fosfo-
rylacja wprowadza wiec nieliniowo$é, ktéra powoduje ignorowanie matych
sygnaléw, a wzmocnienie silnych.
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Rys. 22.2. Elementy regulatorowe — charakterystyczne odpowiedzi uktadu.

22.5.3. Kinetyka wysycenia

O kinetyce wysycenia méwimy w sytuacji, gdy dwa substraty X i Y wia-
Zza sie ze soba z duzym powinowactwem (rys. 22.2b). Zmiany ilo$ci wolnego
Y zaleza od iloSci Y w stosunku do X. Jesli poziom Y jest mniejszy niz X,
to ilos¢ wolnego Y jest znikoma. Wolny Y pojawi sie, gdy pod wplywem
sygnalu poziom catkowitego Y przekroczy poziom catkowitego X. Jest to
jeden z najprostszych mechanizméw nieliniowej odpowiedZ na sygnal. Taki
mechanizm wystepuje na przykltad w regulacji NF-kB. W niestymulowanych
komorkach poziom inhibitora IkBa przekracza poziom NF-kB, ktére wiaze
sie z nim z duzym powinowactwem i w kompleksie pozostaje nieaktywne.
W odpowiedzi na sygnal (np. stymulacje cytokina TNF) IkBa jest degrado-
wane. Gdy jego poziom spadnie ponizej poziomu NF-«kB, pojawia si¢ wolne

564 22. Modelowanie sieci sygnalowych

NF-kB, ktore moze by¢ translokowane do jadra, gdzie aktywuje ekspresje
genéw istotnych w odpowiedzi odpornosciowej. W rezultacie iloé¢ NF-kB
translokowalnego do jadra zalezy nieliniowo od wartosci sygnatu.

22.5.4. Ujemne sprzezenie zwrotne

Przetwarzanie sygnalu w komorce zalezy od topologii sieci interakcji
i skal czasowych petli sprzezen zwrotnych. Powszechnie wystepujace sprze-
zenia ujemne zapewniaja homeostaze komorki. Skutkiem stosunkowo szyb-
kiego ujemnego sprzezenia jest pulsowa odpowiedZ, a nastepnie adaptacja
ukladu do stalego sygnalu, tj. powrét w poblize stanu sprzed wystepowania
sygnatu (rys. 22.2¢). Sprzezenia ujemne zwiazane ze znacznymi opéznienia-
mi moga prowadzi¢ do wystepowania w komérce gasnacych badz niegasna-
cych oscylacji (cykli granicznych). Przykladem takiej regulacji jest Sciezka
NF-«kB. Stymulacja prowadzi do aktywacji NF-kB poprzez degradacje je-
go inhibitora IkBax. W $ciezce kluczowa role odgrywa ujemne sprzezenie
zwrotne NF-kB-IkBa: czynnik transkrypcyjny NF-«kB aktywuje transkryp-
cje IkBa, ktore nastepnie wiaze NF-kB wylaczajac jego aktywnos¢ trans-
krypcyjna. Szereg posrednich proceséw, takich jak synteza mRNA IkBe,
jego redagowanie (ang. splicing), translokacja do cytoplazmy i translacja
wprowadzaja opdznienie umozliwiajace wystepowanie oscylacji [24]. Podob-
ne oscylacje obserwowane sa w uktadzie czynnika transkrypcyjnego p53 i je-
go inhibitora Mdm2 [25].

22.5.5. Kinetyczna weryfikacja

Mechanizm kinetycznej weryfikacji pozwala wychwycié nawet niewiel-
kie réznice w powinowactwie ligandéw do receptora. Wiazanie liganda do
receptora inicjuje ciag transformacji. Kazda kolejna transformacja wymaga
obecnosci liganda, aktywacja receptora nastepuje dopiero po ostatniej, n-tej
transformacji. Zalézmy, ze stala dysocjacji liganda wynosi kp, a stala reak-
cji dla kazdej transformacji wynosi k. Wtedy prawdopodobienstwo pokona-
nia dowolnego kroku transformacji (pod warunkiem, ze kroki wczesniejsze
zostaly pokonane) wynosi pg = k/(k+ kp). Zatem prawdopodobiefistwo ak-
tywacji receptora wynosi p = (pg)", czyli dla duzego n silnie maleje wraz ze
wzrostem stalej dysocjacji kp.

Mechanizm ten wystepuje w procesie aktywacji limfocytéw T typu kil-
ler. Limfocyty T skanuja powierzchnie innych komérek w poszukiwaniu an-
tygenéw — fragmentéw obcych bialek, na przyklad biatek wirusa. Mecha-
nizm kinetycznej weryfikacji umozliwia wykrycie nawet niewielkiej liczby
obcych antygenéw o dlugim czasie wiazania (malym kp) na tle duzej liczby
zwigzanych wiasnych antygenow, ktore majac krétszy czas wiazania nie sa
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Rys. 22.3. Kinetyczna weryfikacja.

w stanie przejéé kinetycznej weryfikacji i doprowadzi¢ do aktywacji recepto-
ra. Mechanizm ten jest dodatkowo wspomagany przez sprzezenie dodatnie,
w ktorym uczestniczy aktywny receptor, i sprzezenie ujemne aktywowane na
wezedniejszym etapie [26, 27]. Wykrycie obeych antygenéw prowadzi do ak-
tywacji limfocytu T killer, ktéry inicjuje apoptoze w komorce prezentujacej
antygeny. Mechanizm kinetycznej weryfikacji wystepuje réwniez w aktywacji
receptoréw w innych komorkach, w elongacji peptydéw podczas translacji,
w procesie naprawy DNA i degradacji bialek w komérkach eukariotycznych
(rys. 22.19b i 22.19¢).

22.5.6. Sprzezenie zwrotne dodatnie i sprzezenie wyprzedzajace

Mozna wyréznié¢ dwa typy dodatnich sprzezen zwrotnych: ,klasyczne”
dodatnie sprzezenie zwrotne oraz sprzezenie wyprzedzajace (rys. 22.4a
i 22.4b). Dodatnie sprzezenie zwrotne wystepujace samodzielnie moze wpro-
wadzi¢ do ukladu bistabilno$é. Wykresy bifurkacyjne (rys. 22.4a-11 22.4a-4)
prezentuja odpowiednio bistabilno$é odwracalna i nieodwracalna. Przez sg
i 1 oznaczono punkty bifurkacji siodlo-wezel. W przypadku, gdy sygnal S(t)
jest mniejszy od sg, wéwezas odpowiedz Y (t) jest bardzo mala; sygnal zo-
staje zignorowany, rys. 22.4a-2. Jezeli sygnal S(t) przekroczy warto$é so
i bedzie przez dostatecznie dlugi czas pozostawal powyzej tej wartosci, wow-
czas uklad zostanie aktywowany, tj. przejdzie do wysokiego stanu stabilnego
(gbérna galaz diagramu bifurkacyjnego). Uktad powréci do stanu poczatko-
wego dopiero, gdy sygnal przyjmie wartodci ponizej s1 < so (rys. 22.4a-3).
System bistabilny konwertuje zatem wejSciowy sygnal na jedna z dwdch
predefiniowanych odpowiedzi okreslonych przez stany stabilne ukladu.

W przypadku bistabilnosci nieodwracalnej (rys. 22.4a-4), uktad po ak-
tywacji pozostanie aktywny nawet jesli sygnal zostanie wylaczony
(rys. 22.4a-5). Taka bistabilno$é wykorzystuje sie do modelowania proce-
sow nieodwracalnych takich jak np. apoptoza.
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Rys. 22.4. a) ,Klasyczne” dodatnie sprzezenie zwrotne, b) sprzezenie wyprzedzajace.

Drugim istotnym typem dodatniego sprzezenia jest sprzezenie wyprze-
dzajace. Sprzezenie to sklada sie z dwdch réwnoleglych $ciezek regulacji:
krétszej oznaczonej jako Sciezka bezposrednia od sygnatu S do Y, oraz diuz-
szej prowadzacej przez X (rys. 22.4b). Do wzmocnienia sygnalu dochodzi
tylko w przypadku koincydencji czasowej sygnaléw przekazywanych krét-
sza 1 dluzsza $ciezka. Sprzezenie wyprzedzajace moze zatem stuzyé jako
filtr, wzmacniajacy odpowiednio dlugo trwajacy sygnal wejéciowy oraz po-
mijajacy ten, ktéry jest zbyt krétki. Sprzezenia zwrotne wyprzedzajace sa
wnikliwie oméwione w ksigzce Uriego Alona [21].

22.5.7. Bifurkacje

Mozna wyrdznié cztery gléwne typy bifurkacji kowymiaru 1 (bifurkacje
powstale w wyniku zaburzenia tylko jednego z parametréw) prowadzace
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do oscylacji: nadkrytyczna Hopfa (SuperH), podkrytyczna Hopfa (SubH),
siodlo-wezel na cyklu niezmienniczym (ang. sadle-node on invariant circle,
SNIC), oraz bifurkacje homokliniczna (ang. saddle-loop, SL) [28]:

e W bifurkacji SuperH stabilny cykl graniczny rodzi sie z zerowa am-
plituda i skofczonym (niezerowym) okresem w punkcie bifurkacji.
Jednoczes$nie punkt stabilny, w otoczeniu ktérego narodzil sie cykl,
traci swoja stabilno$é.

e W bifurkacji SubH stabilny punkt staly traci stabilno$¢ w wyniku sca-
lenia z niestabilnym cyklem granicznym. Ten rodzaj bifurkacji jest za-
zwyczaj zwiazany z bifurkacja siodlo-wezel dla orbit okresowych (ang.
cyclic fold, CF), w ktérej powstaje para skladajaca sie ze stabilnej
i niestabilnej orbity okresowej; para ta znika dla A < Ag. Powstaja-
ce orbity maja skonczony okres i niezerowa amplitude. Takie ukta-
dy wykazuja histereze; stabilne i niestabilne oscylacje rodza si¢ wraz
ze wzrostem parametru bifurkacji dla A > Ag. Oscylacje niestabilne
zanikaja, gdy parametr bifurkacji przekroczy A;. Dla A € (Ao, A1)
stabilny stan staly i stabilny cykl graniczny wspolistnieja.

e W bifurkacji siodlo-wezel na cyklu niezmienniczym (SNIC) w punkcie
bifurkacji punkt siodlowy laczy si¢ z niestabilnym stanem stalym
prowadzac do powstania orbity homoklinicznej. Orbita ta nastepnie
przeksztalca sie w stabilny cykl graniczny.

e Bifurkacja homokliniczna (SL) jest w pewnym sensie podobna do
SNIC; w punkcie bifurkacji powstaje orbita homokliniczna do sio-
dta, ktéra nastepnie daje poczatek stabilnemu cyklowi granicznemu.
7 racji tego, ze cykle graniczne w bifurkacjach SNIC i SL powstaja
z orbity homoklinicznej okres oscylacji dazy do nieskonczonosci przy
zblizaniu sie parametru bifurkacyjnego do punktu bifurkacji. Nalezy
zauwazy¢, ze minimalny uktad wykazujacy bifurkacje SL nie ma zad-
nego stabilnego stanu stacjonarnego lub cyklu granicznego dla A < Ag.
Nie jest wigc dobrym kandydatem dla modelu biologicznego.

Bifurkacja SuperH moze powsta¢ w ukladach regulacji majacych po-
jedyncza petle sprzezenia zwrotnego ujemnego. Uklady wzajemnie pola-
czonych ujemnych i dodatnich petli sprzezenia zwrotnego moga generowac
bifurkacje SubH lub SNIC, ale takze bifurkacje SuperH. Ogdlnie rzecz bio-
rac, uklady oparte na bifurkacji SuperH posiadaja oscylacje o stosunkowo
dobrze zachowanym okresie (ktéry zmienia si¢ powoli wraz z parametrem
bifurkacji), ale o zréznicowanej amplitudzie. Natomiast w przypadku bifur-
kacji SNIC i SL amplituda jest raczej stala, ale okres oscylacji moze by¢
arbitralnie duzy.
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Rys. 22.5. Typy bifurkacji prowadzace do oscylacji.

22.5.8. Kombinacje dodatnich i ujemnych sprzezen zwrotnych

Polaczenie dodatnich i ujemnych sprzezen zwrotnych (rys. 22.6) pozwala
na bardziej zlozone, jako$ciowo odmienne typy zachowan. Przedyskutujemy
tu trzy, naszym zdaniem najistotniejsze, jako$ciowo rézne przypadki istotne
w modelach sieci regulatorowych stworzonych przez nasza grupe.

(i) W przypadku gdy szybka dodatnia petla sprzezenia zwrotnego
(Y —» Z — Y) dziala w krétkiej skali czasowej i jest osadzona wewnatrz
wolnej petli ujemnego sprzezenia zwrotnego (X — Y — Z -4 X; rys. 22.5a),
uklad moze przelaczaé sie okresowo pomiedzy dwoma predefiniowanymi sta-
nami, np. aktywnym i nieaktywnym. Stany te wyznaczone sa przez punkty
stacjonarne ukladu bez sprzezenia ujemnego. Gdy pojawia sie sygnal S o od-
powiednio duzej wartoéci, wéwczas uktad Y — Z — Y regulowany dodatnim
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Rys. 22.6. Kombinacje dodatnich i ujemnych sprzezen zwrotnych.

sprzezeniem przechodzi do gérnego stanu stacjonarnego. Aktywacja Z po-
woduje dezaktywacje X, a nastepnie Y i Z; uktad Y — Z — Y powraca do
swojego dolnego stanu stacjonarnego. Dezaktywacja Z likwiduje inhibicje
X i uklad jest znowu podatny na sygnal S. Opisany mechanizm prowa-
dzi do oscylacji Z pomiedzy stanem aktywnym i nieaktywnym. Zauwazmy,
ze amplituda oscylacji jest prawie niezalezna od amplitudy sygnalu, nato-
miast frakcja czasu, ktéra spedza uklad w czasie aktywnym, roénie wraz
z sygnatem. W zaleznosci od parametréw, dla odpowiednio duzej amplitu-
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dy sygnatu uklad moze trwale przejsé do stanu aktywnego. Oscylacje tego
typu sa spodziewane, jesli mozna wyrézni¢ dwa dobrze zdefiniowane stany,
a przelaczanie miedzy nimi moze mie¢ funkgcje fizjologiczna.

Taka kombinacje sprzezen rozwazamy w modelu MAPK [29], w mode-
lu autofagii (przelaczenie miedzy stanem translacji a stanem autofagii) [30],
w modelu aktywacji limfocytéw typu B (przelaczenie miedzy stanem aktyw-
nym a nieaktywnym) [19]. Charakterystyczna bifurkacja dla tego typu ukla-
du jest bifurkacja siodlo-wezel na cyklu niezmienniczym (SNIC, rys. 22.5).
W bifurkacji tej oscylacje rodza sie z niezerows amplituda i nieskoficzonym
okresem. W punkcie bifurkacji, A = Ay, obserwujemy orbite homokliniczna
do siodla, ktora dla A > Ao zostaje zastapiona przez cykl graniczny. W za-
leznosci od parametréw opisany uklad moze posiadaé (zamiast bifurkacji
SNIC) bifurkacje subkrytyczna Hopfa oraz CF (rys. 22.5). Tak jak w przy-
padku bifurkacji SNIC, orbita stabilna ma zawsze amplitude wigksza od
pewnej krytycznej wartoéci. Oba przypadki sa jakosciowo rézne od bifur-
kacji superkrytycznej Hopfa (rys. 22.5), w ktérej oscylacje powstaja majac
skonczony okres i zerowa amplitude.

(ii) W kolejnym przypadku wolna dodatnia petla sprzezenia zwrotne-
go (X =Y = I) 41y 4X) wylacza szybsze ujemne sprzezenie zwrotne
(X =Y — I; 4X; rys. 22.6b). Pod wplywem sygnalu uklad przechodzi
do fazy oscylacyjnej. Jezeli czas trwania sygnalu jest na tyle krotki, ze sy-
gnal nie pokona wolnej petli dodatniej, oscylacje wygasaja i uktad powraca
do stanu wyjsciowego. Natomiast dla dlugotrwalych sygnaléw petla ujem-
nego sprzezenia zostaje przerwana i uklad przelacza sie do stanu réznego
od wyjséciowego. Mozna powiedzieé, ze faza oscylacyjna zapewnia przedzial
czasowy zbierania i integracji réznych sygnaléw zanim nastapi przetaczenie
na inny (potencjalnie nieodwracalny) stan (np. apoptoze). Taka kombinacje
sprzezen rozwazamy w modelu p53 [31], w ktérym czas przejscia sygnalu
przez wolna petle to czas, ktéry komérka przeznacza na naprawe DNA. Je-
zeli komérka naprawi DNA, wowczas sygnal S znika i poziom p53 spada.
Jezeli komérka nie naprawi DNA, to po kilku oscylacjach p53 przekracza
pewien krytyczny poziom i zainicjowana zostaje apoptoza.

(iii) W przypadku, gdy wolna dodatnia petla sprzezenia zwrotnego
(X =Y — Z —1; —» X) obejmuje szybka ujemna petle sprzezenia zwrot-
nego (Y — Z — I} 4 X; rys. 22.6¢), uklad moze wykazywaé autonomiczne
oscylacje. Pod wplywem sygnatu S uklad zaczyna oscylowaé. Dzieki dodat-
niej petli sprzezenia wzrost poziomu Z zwieksza poziom X. Wzrost X umoz-
liwia dalsze oscylacje nawet po zaniku sygnalu S. Istotne jest opdznienie
czasowe pomiedzy Z a S, powodujace wygladzenie oscylacji S i utrzymanie
pobudzenia ukladu na wystarczajacym poziomie. Te kombinacje sprzezen
zaproponowaliSmy jako mechanizm dodatniej regulacji autokrynnej poprzez
TNF dla szlaku sygnalowego NF-kB.
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22.5.9. Elementy regulatorowe w przestrzeni

Fale biegnace stanowia wazna klase rozwiazan dla wielu typéw ukla-
déw réwnan rézniczkowych czastkowych typu reakeji-dyfuzji. Heteroklinicz-
ne fale biegnace moga opisywaé procesy przejsé fazowych czy budowania
sig tkanek. Wystepuja w uktadach bistabilnych. Front heteroklinicznej fali
biegnacej przedstawionej na rys. 22.7a taczy dwa stabilne stany stacjonarne,
uy 1 ug, 1 przesuwa si¢ w taki sposéb, ze jeden ze stanéw rozprzestrzenia sie.
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Rys. 22.7. Profil: a) heteroklinicznej i b) homoklinicznej fali biegnace;j.

Fale homokliniczne opisuja zjawiska polegajace na propagacji impul-
sow 1 wzbudzen oérodka, np. propagacje impulséw elektrycznych w ukla-
dzie nerwowym. Wystepuja czesto w ukladach, w ktoérych zachodzi bifur-
kacja SNIC. Rysunek 22.7b, lewa strona, przedstawia portret fazowy dla
uktadu posiadajacego jeden stan stacjonarny stabilny, oraz punkt siodlo-
wy i wezel odpychajacy. Niewielkie odchylenie od stabilnego punktu sta-
cjonarnego (do punktu P) powoduje, ze trajektoria musi najpierw okra-
zy¢ wezel zanim wréci do punktu stacjonarnego. Taka nieproporcjonalna
do zaburzenia odpowiedZ ukladu okresla sie jako wzbudzenie. Natomiast
w ukladzie, ktérego portret fazowy jest przedstawiony na rys. 22.7b po
prawej stronie, propaguja sie oscylacje. Oba uklady rozdziela bifurkacja
SNIC.

%
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22.6. Elementy regulatorowe w dziataniu
— wybrane studia szlakéw sygnatowych

22.6.1. Sie¢ regulatorowa NF-«kB

NF-«kB (ang. nuclear factor kB) jest kluczowym czynnikiem transkryp-
cyjnym aktywowanym w procesach wrodzonej odpornosci komérkowej.
W przypadku stwierdzenia przez odpowiednie receptory komérkowe obecno-
$ci czynnikéw pochodzacych od patogenéw (np. lipopolisacharydéw Sciany
komérkowej bakterii Gram-ujemnych czy wirusowego dwuniciowego RNA)
badz cytokin pro-zapalnych (takich jak IL-1 czy TNFa), NF-kB jest im-
portowany do jadra komérkowego, w ktérym uruchamia transkrypcje wielu
genéw zaangazowanych w walke z infekcja. Aby umozliwi¢ szybka reakcje
obronng, czynnik transkrypcyjny NF-kB jest stale obecny w komdrkach;
w zwyklych warunkach braku stresu przebywa on w cytoplazmie w formie
nieczynnej, zwigzany ze swoimi inhibitorami — biatkami z rodziny IkB. Mole-
kularny mechanizm inhibicji NF-kB przez IkB polega na zastonigciu sekwen-
¢ji lokalizacji jadrowej (ang. nuclear localization sequence, NLS) NF-kB.
Sygnal od receptoréw stymulowanych specyficznie wymienionymi powyzej
czynnikami jest przekazywany przez kinazy IKKK i IKK, prowadzac do fos-
forylacji IkB (patrz tys. 22.8). Najwazniejsza w regulacji NF-kB izoforma
IkB, czyli IkBa, jest fosforylowana przez IKK na Ser32 oraz Ser36, w rezul-
tacie czego ulega ubikwitynacji i degradacji w proteasomach w ciggu kilku
minut od stymulacji. Degradacja IkBa prowadzi do odsloniecia sekwencji
NLS w NF-kB i translokacji czynnika transkrypcyjnego do jadra. Po 15-30
minutach poziom jadrowego NF-«kB osiaga maksimum.

Rys. 22.8. Schemat uktadu regulatorowego NF-kB. Linie zakonczone grotami strzatek
oznaczaja oddziatywanie aktywujace, linie zakonczone tepymi grotami — oddzialywanie
dezaktywujace; linie przerywane oznaczaja aktywnos$é transkrypcyjna.

Wiréd wezesnych gendw, ktorych ekspresje uruchamia NF-«kB, jest gen
NFKBIA, ktéry koduje IkBa. Nowo powstale IkBa wnika do jadra i two-
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rzy kompleks z NF-kB, ktéry jest transportowany (dzigki sekwencji eksportu
w czasteczce IkBx) z powrotem do cytoplazmy. To sprzezenie zwrotne ujem-
ne sprawia, ze NF-kB nie pozostaje dluzej w jadrze. Jezeli kaskada kinaz jest
wciaz aktywna, niedawno zsyntetyzowane IkBa sekwestrujace NF-kB w cy-
toplazmie moze zostaé sfosforylowane przez IKK, prowadzac do powtérzenia
sie serii powyzej opisanych zdarzen. Takie nastepujace po sobie wzbudzenia
NF-kB przejawiaja si¢ jako oscylacje cytoplazmatyczno-jadrowe o okresie
ok. 100 minut.

Sygnalizacja w kaskadzie kinaz jest kontrolowana przez ligaze ubikwi-
tynowa A20, ktéra zaréwno dezaktywuje IKK, jak i zatrzymuje aktywa-
cje IKKK. NF-kB jest czynnikiem transkrypcyjnym TNFAIPS (genu A20),
a zatem wspoOttworzy z A20 kolejna petle sprzezenia zwrotnego ujemne-
go, modulujac sygnalizacje pro-zapalna. W komérkach pozbawionych A20,
IkBx jest stale degradowane, co sprawia, ze NF-kB utrzymuje sie w jadrze
na wysokim poziomie kilka godzin po stymulacji.

NF-kB jest réwniez czynnikiem transkrypcyjnym dla TNFA, czyli genu
cytokiny pro-zapalnej TNF-«, ktora uwolniona z produkujacych ja komo-
rek auto- i parakrynnie aktywuje czynnik NF-kB, wspéltworzac z nim petle
sprzezenia zwrotnego dodatniego. W komorkach typu dzikiego majacych
wysoki poziom ekspresji TNF-« i jednocze$nie wysoki poziom receptoréw
TNF, dochodzi do spontanicznej aktywacji NF-kB, ktdérego oscylacje (tzn.
cyrkulacja miedzy cytoplazma a jadrem) moga byé podtrzymywane dzie-
ki regulacji autokrynnej bez dodatkowej stymulacji zewnatrzkomoérkowe;j.
Spontaniczna aktywacja NF-kB, do ktérej dochodzi w niektérych komor-
kach w populacji komorek, jest mozliwa wskutek stochastycznosci wlacza-
nia i wylaczania gendéw oraz zréznicowania pozioméw ekspresji receptoréw
TNF oraz samego NF-kB.
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Rys. 22.9. Diagramy bifurkacyjne przedstawiajace zachowanie jadrowej frakeji NF-kB

0znaczonej NF—KB“/NF—KBWL w funkeji intensywnosci ekspresji genu TNF, A: a) w komoér-

kach typu dzikiego posiadajacych oba allele genu A20 oraz b) w komoérkach z knock-outem
genu A20.
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W komérkach z delecja genu A20 stymulacja wzglednie niska dawka
TNF-a moze powodowaé¢ dlugotrwala aktywacje NF-kB. Taki skutek mu-
tacji genu A20 jest przewidziany w pracy Pekalskiego i in. [32] jako ja-
kosciowa zmiana struktury bifurkacyjnej naszego modelu matematycznego
ukladu NF-kB (patrz rys. 22.9), ktéry dla komoérek typu dzikiego wykazuje
obecnosé cykli granicznych, natomiast dla komérek z delecja genu A20 wy-
kazuje bistabilnosé. Dlugotrwale podniesiony poziom NF-«kB prowadzi do
chronicznego stanu zapalnego oraz utrudnia usuwanie komérek przeksztal-
conych nowotworowo, poniewaz NF-kB jest czynnikiem transkrypcyjnym
dla genéw o dzialaniu anty-apoptotycznym.

22.6.2. Sie¢ regulatorowa p53

p53 jest jednym z najwazniejszych bialek supresorowych, ktére nadzoru-
je kluczowe procesy komérkowe takie jak zatrzymanie cyklu komoérkowego,
naprawa uszkodzen DNA, oraz, jezeli uszkodzenia sg zbyt duze, inicjacje
apoptozy.

Gléwna funkcja pb3 jest regulacja procesu transkrypcji. p53 kontrolu-
je ekspresje licznych genéw kodujacych biatka pelniace przeciwstawne role:
pro-przezyciowe lub pro-apoptotyczne. Jego zdolno$é do regulacji ekspre-
sji poszczegdlnych typéw gendéw kontrolowana jest przez modyfikacje po-
translacyjne. W szczegélnosci p53 moze przyjmowaé dwa stany fosforylacji:
‘PH3ARRESTER (sfosforylowane na Serl5 i Ser20 — dziala pro-przezyciowo)
oraz ‘pb3kiLLER’ (sfosforylowane na Serl5, Ser20, oraz dodatkowo na Serd6
— dziala pro-apoptotycznie). Fosfoforma p53arresTER reguluje transkryp-
cje Mdm?2 (swojego gléwnego inhibitora), p21 (bialka zatrzymujacego cykl
komoérkowy przez blokowanie cykliny E), oraz fosfatazy Wipl. Fosfoforma
PS3kILLER reguluje transkrypcje pro-apoptotycznej fosfatazy PTEN oraz
pro-apoptotycznego biatka Bax.

Uszkodzenie DNA prowadzi do aktywacji kinazy ATM. Aktywne ATM
fosforyluje Mdm?2, przyspieszajac jego degradacje. To stabilizuje i aktywuje
p53 przez sfosforylowanie do formy p53srrEsTER. Fosfoforma pS3ARRESTER
moze by¢é nastepnie sfosforylowana do formy pb3kmier. Fosfoforma
p53aRRESTER indukuje synteze Wipl podtrzymujac w ten sposéb sygnatl
o uszkodzeniu DNA i zatrzymaniu cyklu komérkowego poprzez defosforyla-
cje ATM oraz hamuje apoptoze przez utatwianie defosforylacji p53kiLLer do
formy p53arrEsTER. Gdy DNA zostanie naprawione, Wipl umozliwia po-
wrét uktadu do stanu przed uszkodzeniem DNA. p53kirer reguluje trans-
krypcje PTEN. PTEN inhibuje Akt i Mdm2, przez co umozliwia wzrost
p53kILLER do poziomu inicjujacego apoptoze.

Decyzja o losie komorki z uszkodzonym DNA: model. Skonstru-
owalidémy matematyczny model sieci regulatorowej biatka p53, pozwalajacy
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zrozumieé, jakie mechanizmy odpowiedzialne sa za podejmowanie jedno-
znaczne]j decyzji o losie komérki: przezyciu lub $mierci [31]. Model sktada
sie z trzech modutéw: ukladu gléwnego oraz dwoch podporzadkowanych
uktadéw: odpowiedzialnego za zatrzymanie cyklu komoérkowego i odpowie-
dzialnego za apoptoze (patrz rys. 22.10).

Czynniki
wzrostu

opoz-
nienie

Q
Modut wstrzymania cyklu Modut apoptotyczny

komérkowego

Rys. 22.10. Uproszczony schemat modelu. Linie przerywane zakonczone strzatka ozna-

czaja oddzialywania transkrypcyjne; linie ciagle zakoniczone strzaltka — transformacje bia-

lek; linie ciagle zakonczone kotem — pozytywny wplyw lub aktywacje; linie ciagte zakon-

czone tepym grotem — ujemny wplyw. Bialka pro-przezyciowe sa przedstawione w niebie-

skich polach; biatka pro-apoptotyczne — w z6ttych; biatka indukujace zatrzymanie cyklu
komérkowego — w zielonych.

W naszym modelu uszkodzenie DNA wywolane jest przez promienio-
wanie jonizujace. Niewielkie uszkodzenia DNA skutkuja tymczasowym za-
trzymaniem cyklu komoérkowego, a nastepnie naprawa DNA i powrotem do
cyklu komoérkowego, podczas gdy rozlegle uszkodzenia DNA prowadza do
zatrzymania cyklu komoérkowego, a nastepnie do apoptozy. W przyblizeniu
deterministycznym uklad regulatorowy reprezentowany jest przez 33 row-
nania rézniczkowe zwyczajne, w zrédlowym modelu stochastycznym stan
uktadu zadany jest przez liczebnosci 33 substratéw wyrazane w liczbach
czasteczek na komorke.

Analiza bifurkacyjna modelu. Analiza bifurkacyjna pozwala znalezé
rozwiazania (w tym stabilne stany stacjonarne i cykle graniczne), ktére okre-
$laja mozliwe tymczasowe odpowiedzi na uszkodzenia DNA. Osiagniecie jed-
noznacznej decyzji o losie komorek jest zapewnione przez bistabilno$¢ modu-
hi wstrzymania cyklu komérkowego, modutu apoptotycznego, oraz przede
wszystkim przez szczegdlny typ bistabilno$ci modulu gléwnego (bistabil-
no$¢ rozumiana jako wspolistnienie dwoch stabilnych stanéw ustalonych
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lub wspolistnienie jednego stabilnego stanu ustalonego i jednego stabilnego
cyklu granicznego).

Modut glowny. Modul ten kontrolowany jest przez fosfatazy Wipl
i PTEN, ktérych poziomy ekspresji réznia sie zasadniczo wérdéd komérek
nowotworowych. Z tego powodu wspoélczynniki syntezy Wipl i PTEN wy-
braliémy jako parametry bifurkacyjne. Dodatkowo, PTEN wykazuje wolna
dynamike w poréwnaniu z innymi zmiennymi modelu, a jego stopniowa aku-
mulacja po uszkodzeniu DNA kontroluje zachowanie calego ukladu. W re-
zultacie mozna przewidzie¢ zachowanie ukladu poprzez analize bifurkacyjna,
w ktorej PTEN jest parametrem bifurkacyjnym. Struktura bifurkacyjna mo-
dutu gléwnego umozliwia wspdlistnienie stabilnego cyklu granicznego oraz
stabilnego stanu ustalonego. Taka struktura w procesie podejmowania decy-
zji o losie komérki pozwala komérkom na bezposrednie przetaczenie z cyklu
granicznego (oscylacje p53ARRESTER 1 PO3kILLER indukujace zatrzymanie
cyklu komérkowego i naprawe uszkodzen DNA) do apoptotycznego stanu
stabilnego. Prég apoptotyczny przekroczony zostaje tylko dla ,wysokiego”
stanu ustalonego p53kiLLER 1 ,niskiego” stanu ustalonego sfosforylowanego
Akt.
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Rys. 22.11. Dwuwymiarowy diagram bifurkacji. Czarna kropka wskazuje warto$ci nomi-
nalne parametréw si i sz. Linie bifurkacji dziela obszary parametréw na siedem podob-
szarow D1, ..., D7.

Ten rodzaj regulacji zapewnia, ze decyzja o losie komorek jest nieod-
wracalna. Takie przelaczenie jest mozliwe dzigki istnieniu subkrytycznej bi-
furkacji Neimarka-Sackera, w ktérej cykl graniczny traci swoja stabilno$¢
poprzez polaczenie z niestabilnym torusem inwariantnym. Bardzo dobre
oméwienie analizowanych w modelu bifurkacji znajduje si¢ w monografii
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Yurija A. Kuznetsova, wspoltwércy pakietu MATCONT, ktéry umozliwit
nam wyznaczenie diagraméw bifurkacyjnych [28]. Dwuwymiarowy diagram
bifurkacji w plaszczyznie wspélezynnikéow syntezy mRNA Wipl i PTEN
obejmuje trzy istotne rodzaje bifurkacji: Hopfa, siodlo-wezel i Neimarka-
Sackera. Uklad oscyluje w obszarze parametréw na prawo od linii bifurkacji
Hopfa, tzn. oscylacje moga wynikaé¢ albo ze wzrostu syntezy Wipl, albo
zmniejszenia syntezy PTEN. Linie bifurkacji dzielg plaszczyzne na podob-
szary charakteryzujace sie réznymi typami zachowan ukladu: monostabil-
noécia, bistabilnoscia i oscylacjami periodycznymi. Bistabilnosé wystepuje
w obszarze pomiedzy dwiema liniami bifurkacji siodlo-wezel.

Modut wstrzymania cyklu komoérkowego — bistabilnos$é odwra-
calna. Modul ten kontrolowany jest przez p53armrester. Fosfoforma
P53arRESTER indukuje synteze p21. p21 wiaze i hamuje cykling E (CycE),
ktéra odgrywa kluczowa role w przejsciu od fazy G1 do fazy S i jest rozwa-
zana w modelu jako znacznik progresji cyklu komérkowego. p21 jest obecne
na niskim poziomie przez wiekszo$é cyklu (tj. gdy wiekszo$é CycE jest wol-
na). Wraz ze wzrostem poziomu p21 zmniejsza sie frakcja wolnej CycE (co
prowadzi do defosforylacji Rb1 i inhibicji E2F1). Dla pewnego poziomu p21
uktad szybko przechodzi do stanu, w ktérym wiekszosé E2F1 jest inhibowa-
na oraz poziom CycE jest bliski zera (rys. 22.12b).
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Rys. 22.12. Schemat i diagram bifurkacji modutu wstrzymania cyklu komoérkowego.
a) Bialka indukujace zatrzymanie cyklu komérkowego sg przedstawione w zielonych po-
lach, biatka wzbudzajace cykl komérkowy — w niebieskich, inne biatka lub kompleksy bial-
kowe — w szarych. Pogrubione 'P’ oznacza sfosforylowane rezyduum biatka. Konwencja
strzalek jest taka sama jak na rys. 22.10. b) Diagram bifurkacyjny CycE vs. p53ARRESTER
(parametr bifurkacyjny). Linie ciagte i przerywane odpowiadaja stabilnym i niestabilnym
stanom stacjonarnym. SNy i SN2 oznaczaja bifurkacje siodto-wezet. 17 oraz 0 oznaczaja
liczbe wartosci wlasnych z dodatnimi czesciami rzeczywistymi dla odpowiednio niestabil-
nego oraz stabilnych stanéw ustalonych.

Modut wstrzymania cyklu komérkowego wprowadza bistabilnosé dla pew-
nego zakresu pozioméw pS3ARRESTER (rozwazanego jako parametr bifur-

%
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kacyjny) i umozliwia wyjécie z cyklu komdrkowego i powrdt do niego na
zasadzie przelacznika (rys. 22.12b). Niski poziom p53srrEsTER 0dpowiada
wysokiemu poziomowi CycE, przy ktérym komoérka moze przechodzié przez
fazy cyklu komoérkowego. Wraz ze wzrostem poziomu p53ARRESTER, POziom
CycE maleje do momentu, gdy stan stabilny straci stabilno$é¢ w punkcie bi-
furkacji siodlo-wezel; wtedy uktad przelacza sie na nizszy stabilny stan staly,
w ktorym cykl komérkowy zatrzymuje sie. Gdy wysoki poziom pS53 ARRESTER
obniza sig, uklad przechodzi bifurkacje i komérka powraca do cyklu komor-
kowego.

Modut apoptotyczny — bistabilno$é nieodwracalna. Modul ten jest
kontrolowany przez p53kiLLER, ktéry aktywuje transkrypcje pro-apopto-
tycznego bialka Bax, oraz przez Akt, ktéry hamuje apoptoze przez fos-
forylacje bialka 14-3-3. W tym module rozwazamy dwa typy parametréw
wejéciowych zwigzane z wystepowaniem dwéch efektéw: pro-przezyciowego,
ktéry nasila si¢ wraz z poziomem fosforylowanego Akt (Akty), oraz pro-
apoptotycznego, ktory nasila si¢ wraz z poziomem p53kiLLer. Akumulacja
pP53kILLER powoduje akumulacje Bax. Komorki nieapoptotyczne charakte-
ryzujg sie stosunkowo wysokim poziomem Akt, oraz brakiem lub bardzo
niskim poziomem p53kLEr. W komorkach tych nie dochodzi do apopto-
zy, poniewaz Bax zostaje zneutralizowany poprzez sekwestracje przez pro-
przezyciowy Bel-xy,. Jest to mozliwe, poniewaz inne bialko pro-apoptotyczne,
Bad, ktére moze wiazaé Bcl-xy,, jest nadal fosforylowane przez Akt i sekwe-
strowane przez biatko pro-przezyciowe 14-3-3. Defosforylacja Akt (uwazana
tutaj za sygnal pro-apoptotyczny) prowadzi do defosforylacji Bad i jego
uwolnienia z kompleksu z 14-3-3. Nastepnie Bad wiaze si¢ z Bel-xy, wypie-
rajac Bax, co prowadzi do aktywacji kaspaz i apoptozy.

Do analizy bifurkacyjnej modulu apoptotycznego wybraliémy jako para-
metry bifurkacyjne p53kirier 1 Aktp (rys. 22.13b i 22.13¢). Model przewidu-
je, ze dla bardzo niskiego poziomu Akt,, oraz odpowiednio niskiego poziomu
pPH3kILLER komoérka moze pozostawaé zaréwno w stabilnym stanie apop-
totycznym, jak i w stabilnym stanie przezyciowym, charakteryzujacymi si¢
odpowiednio wysokim i niskim poziomem kaspaz. Apoptotyczny przelacznik
(aktywacja kaspaz) nastepuje w punkcie bifurkacji siodlo-wezel gdzie znika
stabilny stan przezyciowy (istnieje tylko stan apoptotyczny). Dla wysokie-
go poziomu p53kiLLER oraz odpowiednio wysokiego poziomu Akt uktad
wykazuje bistabilnosé.

Najwazniejsza roznicg pomiedzy dynamika modulu zatrzymania cyklu
a modulem apoptozy jest to, ze ta pierwsza oparta jest na odwracalnej
bistabilnosci i obejmuje jeden sygnal wejsciowy, p53ARRESTER, Ktérego po-
ziom jest wystarczajaco wysoki, aby zatrzymac¢ cykl komérkowy, podczas
gdy poziom pb3kirrEr hie przekracza progu apoptotycznego. Z kolei in-
dukcja apoptozy wymaga obecnodci dwoch sygnaléw jednoczesnie (wzrostu
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Rys. 22.13. Schemat i diagram bifurkacji modulu apoptotycznego. a) Biatka pro-

przezyciowe przedstawione sa w niebieskich polach, biatka pro-apoptyczne — w z6ttych,

inne biatka lub kompleksy biatkowe — w szarych. Oznaczenia strzalek sa takie same jak

na rys. 22.10. b) Diagram bifurkacji dla kaspazy vs. p53kiLLer (parametr bifurkacji).

¢) Diagram bifurkacji dla kaspaz vs. Akt, (parametr bifurkacji). Skala logarytmiczna na
pionowych osiach w b) i c).

P53KILLER | zmniejszenia fosforylowanego Akt) i jest procesem nieodwracal-
nym, tzn. nie ma mozliwosci powrotu z apoptozy do stanu przezycia (nawet
jesli pb3krLrer spada do zera lub Akt, rosnie do swojej maksymalnej war-
tosci).

Rola petli sprzezen zwrotnych. Podjecie jednoznacznej decyzji o lo-
sie komorki, przezyciu lub $mierci, mozliwe jest dzieki istnieniu licznych
przeplatajacych sie petli sprzezen zwrotnych obejmujacych rézne skale cza-
sowe, dajacych poczatek szerokiemu spektrum zachowan. Sieci regulatorowe
z ujemnymi petlami sprzezefn zwrotnych moga powodowaé oscylacyjne re-
akcje na stymulacje i umozliwiaja adaptacje do zmiany poziomu stymulacji.
Istnienie dodatnich sprzezen zwrotnych moze z kolei prowadzi¢ do bistabil-
nosci (lub wielostabilnosci).
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W module gléwnym mozna wyrézni¢ ponad dziesie¢ petli sprzezen zwrot-
nych, z ktérych nastepujace cztery pelnia kluczowe funkcje: dwie petle ujem-
nego sprzezenia zwrotnego (regulowane odpowiednio przez Mdm?2 i Wip1)
odpowiedzialne za oscylacje, oraz dwie antagonistyczne petle dodatniego
sprzezenia zwrotnego (regulowane odpowiednio przez Wipl i PTEN) odpo-
wiedzialne za bistabilnosé. Petla ujemna, w ktérej posredniczy Wipl, za-
pobiega gromadzeniu sie p53kiLEr (poprzez defosforylacje p53kiLrer do
P53ARRESTER ), podczas gdy petla dodatnia, w ktérej posredniczy PTEN,
wspiera akumulacje pb3kirLEr. Petla PTEN wynika z podwdjnej nega-
¢ji i obejmuje kilka substratéw posredniczacych (PTEN, PIP2/PIP3, Akt,
Mdm?2), dlatego jej dynamika jest wolniejsza. W rezultacie nawet w ko-
morkach ze znacznym uszkodzeniem DNA, akumulacja p53kiLLer (2 tym
samym przejscie do stanu apoptozy) trwa dluzej, co daje czas koméree na
naprawe DNA. Jesli DNA zostanie naprawione zanim sygnal przejdzie przez
petle PTEN, komérka przezyje. Jedli jednak naprawa DNA trwa zbyt diu-
go, zwycieza petla sprzezenia zwrotnego z udzialem PTEN i komérka ulega
apoptozie.

Rola Wipl i PTEN - modelowanie rakowych linii komérko-
wych. Decyzja o przezyciu lub $mierci komorki jest osiagnieta w wyniku
interakcji dwdch antagonistycznych fosfataz, Wipl i PTEN. Nasz model po-
kazuje, ze wrazliwos¢ na apoptoze wzrasta wraz z ekspresja PTEN i zmniej-
sza sie wraz z ekspresja Wipl, co potwierdza funkcje pro-przezyciowe Wipl
oraz funkcje pro-apoptotyczne PTEN.

Analiza modelu pokazuje, dlaczego linie komérkowe wyprowadzone z li-
nii rakowych, ktore charakteryzuja sie¢ réoznymi poziomami ekspresji fosfa-
taz Wipl i PTEN, wykazuja szerokie spektrum odpowiedzi na uszkodzenie
DNA: z szybkiego przejscia do wysokiego poziomu p53kirper W komorkach
z wysokim poziomem PTEN oraz niskim Wipl, do dlugotrwalych oscylacji
pozioméw p53 w komoérkach ze zmetylowanym promotorem PTEN (np. linia
komérkowa raka piersi MCF-T7).

Jako ze linie komérek nowotworowych maja rézne poziomy ekspresji
Wipl i PTEN, spodziewamy sie, ze beda réznie reagowac¢ na napromie-
niowanie (r6zne nowotwory maja zréznicowana wrazliwo$é na radioterapie).
Nasza analiza wskazuje, ze sktonno$¢ komérek do apoptozy wywolywanej
napromieniowaniem wzrasta wraz z poziomem ekspresji PTEN i maleje wraz
z poziomem ekspresji Wipl. W szczegdlnosci przeprowadzona analiza wy-
jaénia wysokie wskazniki przezycia napromieniowanych komérek MCF-7,
dla ktérych ekspresja Wipl jest znacznie zwiekszona, podczas gdy ekspresja
PTEN jest zmniejszona [33, 34]. Ta linia komérkowa reaguje na wysoka daw-
ke napromieniowania poprzez dlugotrwale oscylacje, pokazujac, ze nawet
trwale uszkodzenie DNA nie wywoluje apoptozy. Silna zaleznosé krytycz-
nej dawki napromieniowania od ekspresji PTEN i Wipl moze sugerowac,
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ze wstepne potraktowanie komdrek nowotworowych (z funkcjonalnym p53)
czasowo dzialajacymi lekami w celu podwyzszenia ekspresji PTEN lub w ce-
lu wyeliminowania ekspresji Wipl moze zwiekszy¢ skuteczno$¢ radioterapii.

22.6.3. Sie¢ regulujaca procesy autofagii i translacji

Ograniczenie dostepnych substancji odzywczych kieruje komérki do apop-
tozy. Innym typem odpowiedzi komérkowej w takich warunkach moze byé
autofagia (zwana tez autofagocytoza), polegajaca na trawieniu przez ko-
moérke mniej istotnych bialek w celu uzyskania energii badZ odzyskania cza-
steczek budulcowych, gtéwnie aminokwaséow. Komoérki wdrazajace program
autofagii jednocze$nie wstrzymuja synteze nowych bialek. Wzajemne wy-
kluczanie katabolicznej autofagii i anabolicznej translacji jest mozliwe dzigki
ukladowi regulatorowemu, ktérego dwa gléwne elementy, czyli sprzyjajacy
translacji kompleks MTORCI i uruchamiajacy autofagi¢ ULK1, wzajemnie
sie inhibuja (rys. 22.14). Proces translacji jest kontrolowany przez kinaze
MTOR, ktéra skompleksowana z RPTOR w MTORCI1 fosforyluje repre-
sory translacji (takie jak czynnik EIF4EBP1 i kinaza S6K1), dezaktywujac
je. Uruchomienie autofagii przez kinaz¢ ULK1 gléwnie polega na uwolnieniu
zwiazanego z cytoszkieletem bialka AMBRA1, ktére (wspomagajac interak-
cje BECN1 z PIK3C3) uczestniczy w przestrzennej organizacji autofagoso-

moéw.
MTORC1

@

EIF4E @
BP1
Rys. 22.14. Schemat przelacznika translacja-autofagia. Inhibicja EIF4BP1 wspomaga
translacje, za$ aktywacja AMBRA inicjuje autofagie.

Wspomniana wzajemna inhibicja mTORC1 oraz ULK1 wynika z ich
aktywnosci kinazowej 1 bezposredniej wzajemnej inhibitorowej fosforylacji.
Fosforylacja RPTOR w MTORCI przez ULK1 sprawia, ze potencjalne sub-
straty MTOR nie sg rekrutowane do MTORCI1. Z kolei ULK1 sfosforylo-
wana przez mTOR nie wykazuje aktywnosci kinazowej i dodatkowo traci
powinowactwo do kinazy AMPK. AMPK jest istotnym dla autofagii czujni-
kiem poziomu energii w komoérce, ktérego aktywnosé kinazowa roénie wraz
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ze wzrostem proporcji AMP do ATP. Brak interakcji ULK1 i AMPK unie-
mozliwia aktywujaca fosforylacje ULK1 przez AMPK.

Gdy interakcja ULK1 i AMPK jest mozliwa, ULK1 dezaktywujaco fos-
foryluje AMPK. W ukladzie regulatorowym z dotychczas oméwiong wza-
jemna inhibicja wprowadza to dodatkowe sprzezenie zwrotne ujemne. Na-
lezy oczekiwaé, ze dziala ono w skali czasowej wolniejszej anizeli aktywa-
cja ULK1 przez AMPK; w przeciwnym razie sprzezenie to uniemozliwitoby
ULK1 osiagniecie dluzszego okresu pelnej aktywnosci, powaznie ogranicza-
jac mozliwoé¢ zainicjowania programu autofagii.

Analiza modelu matematycznego [30] opisane] sieci interakcji pokazu-
je, ze bez sprzezenia ujemnego ULK1-AMPK uklad regulatorowy wykazu-
je bistabilno$é w szerokim zakresie poziomu aktywnego AMPK, ktory jest
w modelu surogatem zapotrzebowania komorki na energie. Uwzglednienie
relatywnie wolnego sprzezenia ULK1-AMPK powoduje oscylacje poziomdw
aktywnych bialek o kilkugodzinnym okresie (rys. 22.15, dolne panele). Wy-
sokiemu (niskiemu) poziomowi aktywnego biatka AMBRA1 towarzyszy ni-
ski (wysoki) poziom aktywnego EIF4AEBP1. Oscylacje te, majace charakter
relaksacyjnego oscylatora, mozna interpretowaé jako odpowiadajace naste-
pujacym po sobie fazom, w ktérych naprzemiennie stabilnie dominuja trans-
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Rys. 22.15. Diagramy bifurkacyjne (gérny rzad) i oscylacje pozioméw aktywnego biatka
AMBRA, oznaczonego AMBRA¥, oraz aktywnego EIF4EBP1, oznaczonego EIFAEBP1*,
w odpowiedzi na a) aktywacje AMPK, AMPK* oraz b) rapamycyne zwiazana z pomoc-
niczym biatkiem FKBP1A, oznaczona Rapamycyna*. Z wyjatkiem parametréw bifurka-
cyjnych, poziomy wszystkich biatek sa podane jako utamek wszystkich czasteczek danego
rodzaju w komoérce. Na diagramach a) i b) ciagte niebieskie linie oznaczaja wartosci stanéw
stacjonarnych, niebieskie linie kropkowane dolny i gérny zakres oscylacji, a linia czerwona
okres oscylacji, ktéry logarytmicznie rozbiega do nieskoniczonosci w punktach bifurkacji
SNIC; i SNICs.
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lacja (wysoki poziom aktywnego EIF4EBPI; faza dluzsza) oraz autofagia
(wysoki poziom aktywnego AMBRAL; faza krétsza).

Co ciekawe, réwniez w przypadku alternatywnej stymulacji rapamycyna
— lekiem immunosupresyjnym, ktérego mechanizm dzialania polega na inhi-
bicji MTOR — mozna zaobserwowaé oscylacyjne zachowanie modelowanego
uktadu. W przeciwienstwie do oscylacji spowodowanych niskim poziomem
ATP w komorce (czyli wysokim poziomem aktywnego AMPK), charakter
oscylacji w przypadku stymulacji rapamycyna zdaje si¢ nie mie¢ charakteru
relaksacyjnego oscylatora (czasy trwania obu faz sa zblizone, a przebieg po-
zioméw aktywnych bialek jest blizszy sinusoidalnemu). Szczegbélowa analiza
bifurkacyjna ukladu pokazuje (rys. 22.15, gbrne panele), ze gdy parametrem
bifurkacyjnym jest aktywny AMPK, cykl graniczny powstaje/znika wskutek
dwdch nielokalnych bifurkacji (typu SNIC oraz typu subkrytycznego punktu
Hopfa z towarzyszacym mu CF (rys. 22.5), natomiast gdy parametrem bifur-
kacyjnym jest poziom rapamycyny, cykl graniczny powstaje/znika wskutek
bifurkacji SNIC oraz bifurkacji nadkrytycznej Hopfa). Taka nietrywialna
struktura dynamiczna modelowanego uktadu wynika z potaczenia motywu
dodatniego sprze¢zenia opartego na wzajemnej inhibicji (odpowiadajacej po-
dwdjnej negacji) z petla sprzezenia zwrotnego ujemnego o dluzszej skali
CZasowej.

7Z perspektywy fizjologii komoérki w warunkach niedoboru aminokwaséw
przeplatajace si¢ fazy autofagii i translacji wydaja si¢ by¢ logicznym rozwia-
zaniem. Niedobér skladnikow budulcowych bialek wstrzymuje translacje,
a proces autofagii umozliwia ich uzupelnienie. Wzrost poziomu aminokwa-
s6éw umozliwia kontynuacje translacji — procesu koniecznego do przetrwania
komorki. Autofagia pelni réwniez istotna role w odpowiedzi immunologicz-
nej, prowadzac do zamkniecia i trawienia patogenéw w autofagosomach,
ktoére moga tworzy¢ si¢ z szorstkiej siateczki wewnatrzplazmatycznej po usu-
nieciu z niej rybosoméw. Co ciekawe, rybosomy znajdujace si¢ na siateczce
wykorzystywane sa do syntezy bialek wirusowych. A zatem uruchomienie
autofagii zaréwno blokuje synteze bialek wirusowych, jak i umozliwia ich
degradacje.

22.6.4. Sie¢ regulatorowa MAPK/ERK

Wspomniane w podrozdziale 22.5 motywy sprzezonych i odwracalnych
reakcji, takich jak cykli fosforylacji-defosforylacji czy np. cykl GTP-az,
sa wykorzystywane w kluczowym szlaku sygnalizacyjnym uzywanym do
stwierdzania obecnosci i generowania odpowiedzi na czynniki wzrostu, czyli
w $ciezce kinaz MAP (ang. mitogen-associated protein kinase). W stwo-
rzonym przez nas modelu [29], opartym na ukladzie réwnan rézniczkowych
zwyczajnych, uwzgledniliSmy petle sprzezenia zwrotnego dodatniego miedzy
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RAS i SOS oraz trzy petle sprzezen ujemnych inicjowane przez aktywna ki-
naze ERK i wylaczajace MEK, RAF, oraz SOS (rys. 22.16). W oparciu
o symulacje dynamiki sieci interakcji oraz analize bifurkacyjna pokazano,
ze polaczenie wymienionych petli sprzezen zwrotnych prowadzi do oscylacji
poziomu aktywnego (czyli podwdjnie sfosforylowanego) ERK (rys. 22.17).
Taka dynamika ERK zostala zaobserwowana w eksperymentach na poje-
dynczych komérkach przeprowadzonych w grupie Johna Albecka (UC Da-
vis) za pomoca szybkich bioczujnikéw opartych na zaleznej od fosforylacji
translokacji jadrowej (ang. kinase translocation reporter, KTR) [35]. W zgo-
dzie z wynikami eksperymentalnymi otrzymany model generuje oscylacje
o czestotliwosei zaleznej od poziomu stymulacji receptora EGF (EGFR)
i wrazliwe na poziom ekspresji EGFR.

Na podstawie modelu scharakteryzowano funkcjonalne znaczenie po-
szczegblnych petli sprzezen w odniesieniu do ich topologicznej lokalizacji
w sieci interakcji. W ten sposéb pokazano, ze petla ujemnego sprzezenia od
ERK do SOS oraz petla dodatniego sprzezenia miedzy RAS i SOS, ktéra
jest zlokalizowana wewnatrz tej pierwszej, sa wystarczajace do generowania
obserwowanych relaksacyjnych oscylacji aktywnego ERK w odpowiedzi na
stymulacje EGF (rys. 22.17). Pokazalidémy, ze pozostale dwie petle sprzezen
ujemnych od ERK do MEK i od ERK do RAF, czyli bialek znajdujacych
sie w kaskadzie ponizej bialek petli sprzezenia dodatniego SOS-RAS, maja
mniejsze znaczenie dla dynamiki ukladu, przejawiajace sie gléwnie w mo-
dulacji ksztaltu profilu czasowego aktywnego ERK.

Konstruujac model czasoprzestrzenny, przeanalizowaliémy konsekwen-
cje lokalizacji bialek bioracych udzial w poszczegdlnych petlach w réznych
przedzialach subkomérkowych (rys. 22.18) [36]. PokazaliSmy, ze kombinacja
szybkiego sprzezenia zwrotnego dodatniego miedzy biatkami wolno dyfun-
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Rys. 22.16. Schemat ukladu regulatorowego kinaz MAP (MAPK). Migdzy RAS i SOS
wystepuje sprzezenie zwrotne dodatnie. ERK wspoéltworzy az trzy sprzezenia zwrotne
ujemne, z ktérych jedno angazuje SOS.
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Rys. 22.17. Charakterystyka dynamiki modelu MAPK. a) Trajektoria oscylujacego ak-
tywnego (tj. podwdjnie sfosforylowanego) biatka ERK (czyli ERKpp) dla stymulacji ko-
moérki nablonkowym czynnikiem wzrostu (EGF) o stezeniu 20 pg/ml, dla domyslnych pa-
rametréw opisujacych sity sprzezeri zwrotnych. b) Diagram bifurkacyjny pokazujacy moz-
liwe zachowania ukladu w zaleznosci od sily sprz¢zenia zwrotnego ujemnego ERK,,-SOS
i stezenia EGF-u. c), d), e) Zachowania ERK,,;, dla sily sprzezenia zwrotnego ujemnego
ERK;p-SOS dwa razy wiekszej od domyélnej w modelu (c), dla domyslnej sity sprzezenia
ERK;pp-SOS (d), przy wylaczeniu sprzezenia ERKpp,-SOS (e). Zielone pogrubione linie
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Rys. 22.18. Przestrzenny aspekt procesu aktywacji kaskady MAPK. W odpowiedzi na

puls EGF (lewy panel) aktywowane jest blonowe biatko Ras do formy Ras-GTP ($rod-

kowy panel), co prowadzi do podwéjnej fosforylacji i tym samym aktywacji kinazy ERK
w cytoplazmie (prawy panel).
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dujacymi na blonie komérkowej oraz powolnego ujemnego sprzezenia zwrot-
nego angazujacego relatywnie szybciej dyfundujace biatka cytozolu prowadzi
do dynamiki lokalnego wlaczania/globalnego wylaczania (ang. local excita-
tion/global inhibition, LEGI). Jest to prawdopodobny mechanizm, dzigki
ktéremu kaskada MAPK moze zamienia¢ parakrynne sygnaty EGF, prowa-
dzace do niejednorodnej na blonie komérkowej aktywacji (i nanoklasteryza-
¢ji) RAS, w niejednorodne pulsy cytozolowej aktywnosci ERK.

22.7. Eksperymenty i modelowanie w sygnalizacji
immunologicznej

W ciagu ostatnich lat przeprowadzilidémy serie eksperymentow, w ktérych
analizowaliSmy odpowiedZ komoérek na analog wirusowego materialu gene-
tycznego, poly(I:C), oraz na bakteryjne lipopolisacharydy (LPS). Na pod-
stawie tych badan skonstruowaliémy matematyczny model nieswoistej odpo-
wiedzi immunologicznej [37]. Najwazniejsze interakcje uwzglednione w mo-
delu zostaly przedstawione na schemacie sieci regulatorowej, rys. 22.19a.

Laczac techniki eksperymentalne i stochastyczne symulacje modelu, wy-
kazali$émy, Ze sprzezenia zwrotne pomiedzy Sciezkami IRF3, NF-kB i STAT
prowadza do binarnej odpowiedzi na poly(I:C) oraz dynamicznie odmiennej,
pulsowej odpowiedzi na LPS, rys. 22.19b i 22.19c. W odpowiedzi na LPS
aktywowana jest $ciezka NF-«kB, natomiast w odpowiedzi na poly(I:C) ak-
tywowana jest zaréwno Sciezka NF-kB, jak i IRF3. Jednoczesna aktywacja
obu $ciezek jest konieczna do syntezy interferonu 3 (IFN), ktéry nastepnie
aktywuje $ciezke STAT. STAT z kolei stabilizuje aktywacje NF-kB i IRF3,
rys. 22.19¢c. Cze$¢ komérek w odpowiedzi na infekcje wydziela IFN@, ktory
przygotowuje sasiednie komérki do szybkiej odpowiedzi na kontakt z wiru-
sem. Komérki te szybciej ulegaja apoptozie, co ogranicza rozprzestrzenianie
sie wirusa, rys. 22.19d. W ten sposéb odpowiedz jest koordynowana na po-
ziomie populacji komorek.

Eksperymenty zostaly przeprowadzone na dzikich oraz zmodyfikowanych
mysich embrionalnych fibroblastach (MEF). Modyfikacje polegaly badZ na
nokautach: podjednostki RelA NF-kB lub genu STAT1, badz na wprowa-
dzeniu do genomu komoérek z nokautem RelA zmodyfikowanego genu ko-
dujacego biatko fuzyjne RelA-GFP. Zostaly zbadane odpowiedzi komérek
na trzy rodzaje stymulacji: LPS, poly(I:C) oraz poly(I:C) po wczesniejsze]
prestymulacji IFN{. PrzeprowadziliSmy réwniez eksperymenty, w ktorych
zostaly zablokowane receptory interferonu.

Na podstawie wynikéw przeprowadzonych eksperymentéw zbudowali-
$my model ukladu w postaci procesu Markowa. Do symulacji stochastycz-
nych wedlug algorytmu Gillespiego oraz analizy deterministycznej procesu
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Rys. 22.19. Model nieswoistej odpowiedzi immunologicznej [37]. a) Schemat sieci regu-
latorowej. Ostre groty strzalek oznaczaja interakcje aktywujace, tepe — dezaktywujace.
Ujemne sprze¢zenia zwrotne, w ktérych uczestniczy NF-kB, sa ostabiane przez sygnaliza-
cje IFNB-STAT. b) Immunostaining i obrazy przyzyciowe pokazujace pulsowa aktywacje
NF-kB w odpowiedzi na LPS. ¢) Binarna aktywacja NF-kB i IRF3 w odpowiedzi na
poly(I:C) jest stabilizowana przez autokrynna sygnalizacje STAT. d) Symulacje mode-
lu matematycznego. 24-godzinna prestymulacja IFNf zwigksza poziom aktywacji NF-xB
i IRF3 oraz frakcj¢ komoérek apoptotycznych.
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uzyliémy programu BioNetGen. W modelu uwzgledniliémy 19 genéw naste-
pujacych bialek: IkBa, A20, IFNB, PKR, OAS1A, IRF7, STAT1, STAT2,
RIG-I, SOCS1, TNF«, IL6, RANTES, CCL2, ISG54, ISG56, IRF1, IRF5,
ISG15, ich transkrypty, 4 typy receptoréw: TLR4, RIG-I, MAVS, IFNAR,
oraz 13 innych biatek: SOCS1, TBK1, TAK1, TRAF3, A20, IKK, PKR,
OASI1A, IkBa, NF-kB, IRF3, STAT1, STAT2. W modelu zostaly uwzgled-
nione takze rézne stopnie fosforylacji, translokacja czynnikéw transkrypcyj-
nych miedzy jadrem a cytoplazma oraz procesy homo- i heterodimeryzacji.
Uwzglednione zostaly réwniez trzy typy stymulacji: LPS, poly(I:C) oraz po-
ly(I:C) po wezesniejszej prestymulacji IFN . RozwazaliSmy takze przypadek
zablokowanych receptoréw interferonu.

Do parametryzacji modelu zostaly wykorzystane pomiary populacyj-
ne pozioméw mRNA przy uzyciu RT-PCR i dPCR. Na podstawie wyni-
kéow RT-PCR, metoda AACT, otrzymaliémy relatywne zmiany pozioméw
mRNA dla wszystkich typéw stymulacji w kilku punktach czasowych. Po-
miary uzyskane przy pomocy dPCR dla wybranych punktéw czasowych
pozwolily na przeliczenie uzyskanych wezedniej wartosci AACt dla wszyst-
kich punktéw czasowych i wszystkich typéw stymulacji na liczby czasteczek
mRNA na komérke. Dynamika zmian poziomu i aktywacji bialek w po-
pulacji komérek oraz translokacje jadrowe IRF3 i NF-«kB ($rednie popula-
cyjne) zostaly zmierzone metoda Western blot po uprzednim rozdzieleniu
na cze$¢ jadrowa i cytoplazmatyczna, z uzyciem przeciwcial specyficznych
dla natywnych i sfosforylowanych form biatek. Natomiast technika immuno-
staining dla utrwalonych komoérek oraz badania przyzyciowe na komérkach
z fuzyjnym biatkiem RelA-GFP pozwolily okreslié dynamike translokacji
NF-kB i IRF3 do jadra oraz aktywacje STAT1 w pojedynczych komoérkach,
rys. 22.19b i 22.19c. Do parametryzacji modelu wykorzystaliSmy réwniez
pomiary populacyjne poziomu IFNf uzyskane metoda ELISA. Pomiary cze-
stosci apoptozy poréwnywaliSmy z czestoscia aktywacji obu $ciezek: NF-xB
i IRF3, rys. 22.19d.

Dla wszystkich rozwazanych typow stymulacji oraz w przypadku zablo-
kowanych receptoréw interferonu uzyskaliémy dobra zgodnos$é odpowiedzi
w modelu z wynikami eksperymentéw. Uwzglednione w modelu sprzezenia
i interakcje pomiedzy biatkami wyjasniajg obserwowana w eksperymentach
dynamike odpowiedzi zar6wno na infekcje wirusowa, jak i bakteryjna.

Modelowanie tak zlozonych szlakéw sygnalowych jest niezwykle praco-
chlonne zaréwno w sensie budowy modelu jak i projektowania doswiadczen
potwierdzajacych lub falsyfikujacych model. Mozna tez spotkaé si¢ z pogla-
dem, ze prawie kazdy z mechanizméw zawartych w modelu jest juz znany.
Jednak tylko synteza tych wszystkich mechanizméw pozwala na poznanie
odpowiedzi systemu na rézne warianty bodzcow, oraz na refleksje dotyczaca
funkcji uktadu biologicznego i jego ewolucji.



22. Modelowanie sieci sygnalowych 589

22.8. Podsumowanie

Powyzszy rozdzial jest subiektywnym omdwieniem modelowania proce-
sow regulatorowych w komérkach w odpowiedzi na stres. Celem opracowania
bylo nie tyle obiektywne przedstawienie obecnego stanu nauki $wiatowej,
ile uwypuklenie aspektow modelowania, ktére wydaja sie autorom najwaz-
niejsze, i zilustrowanie ich badaniami prowadzonymi w naszej pracowni we
wspOlpracy zagranicznej.

Konstrukcja modeli matematycznych jest jedna z metod zrozumienia
sygnalizacji komoérkowej. Zazwyczaj uwaza sie, ze dane eksperymentalne
moga stuzy¢ do weryfikacji poprawnosci modeli, niemniej jednak czesto mo-
del waliduje dane badz umozliwia interpretacje serii eksperymentéw. Zbiér
wnioskéw z danych, niepolaczonych spdjna teoria iloSciowa, pozostaje tylko
zbiorem eksperymentalnie uprawdopodobnionych hipotez.

Odpowiedz na stres stanowi czes¢ procesow regulatorowych, ktére utrzy-
muja homeostaze komérki. Ta czesé jest zaréwno niezwykle interesujaca, jak
i istotna z medycznego punktu widzenia. Procesy obrony odpornoéciowej,
karcinogenezy, apoptozy, autofagii, a nawet podzialu komoérkowego moga
by¢ analizowane jako odpowiedZ na stres, o podlozu wewnatrz- lub ze-
wnatrzkomérkowym. W naszym rozumieniu istota odpowiedzi komodrkowej
jest zebranie informacji i przypisanie tej informacji zdefiniowanym odpowie-
dziom fizjologicznym. Przypisanie to moze nie oznaczaé deterministycznej
relacji. Wrecz przeciwnie, w organizmie wielokomoérkowym czesta strategia
jest roéznicowanie odpowiedzi w populacji komorek. Jest to mozliwe dzieki
szumowi molekularnemu i mechanizmom wzmocnienia sygnatu. Heterogen-
no$¢ odpowiedzi powoduje konieczno$é prowadzenia badan eksperymental-
nych na pojedynczych komorkach oraz zastosowania proceséw stochastycz-
nych w celu prawidlowej interpretacji zjawisk.
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