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Rozdziatl 1

Wprowadzenie

1.1 Motywacja prowadzonych badan i przedmiot pracy

Gdy zdrowa komoérka eukariotyczna starzeje sie, staje sie zbedna dla tkanki i organizmu
badz ulega infekcji otrzymuje sygnatl do samouémiercenia na drodze apoptozy. Decyzja o
zaprogramowanej Smierci podjeta moze zostaé¢ réwniez przez sama komoérke w momencie
wykrycia przez nig swego uszkodzenia, a w szczegdlnoéci uszkodzenia materialu gene-
tycznego. Komérki nowotworowe, posiadajace zmutowane DNA i zagrazajace tkance nie
popelniaja apoptozy. Staja sie one unieSmiertelnione z powodu nieprawidlowosci wyste-
pujacych badz to w samej Sciezce apoptozy badz w modutach regulatorowych odpowie-
dzialnych za przekazanie sygnalu o koniecznosci samounicestwienia, w szczegdlnosci w
module p53|Mdm2. Zrozumienie proceséw i zmian zachodzacych w czasie nowotworzenia
oraz ich identyfikacja prowadzi¢ moga do lepszego poznania schorzenia, a w przysztosci
do opracowania skutecznej metody jego zwalczania. Eksperymenty biologiczne pozwalaja
na poznanie sieci potaczen pomiedzy poszczegdlnymi biatkami oddzialujacymi na siebie w
komorce. Obecnie technika umozliwia obserwacje zmian stezenia poszczegdlnych zwiazkdw
w pojedynczych komoérkach czy nawet na obserwacje pojedynczych czasteczek we wnetrzu
komorki, co daje mozliwosé zapoznania sie z dynamika proceséw w niej zachodzacych.

Symulacje komputerowe pozwalaja na jeszcze lepsze poznanie i zrozumienie ztozonych
sieci powiazan wraz z dynamikg oddzialywan. Prawidlowo zbudowany model, nie tylko w
sposéb prawidtowy oddaje istniejaca wiedze biologiczna, lecz moze stuzyé¢ do stawiania i
wstepnej weryfikacji hipotez, ktérych udowodnienie eksperymentalne jest do$é¢ kosztowne.

Motywacja badan zaprezentowanych w niniejszej rozprawie byta cheé lepszego zrozu-
mienia naturalnych mechanizméw regulatorowych zwiazanych z odpornoscia immunolo-
giczng, naprawa DNA i apoptoza; zapoznanie sie z dzialaniem w przyrodzie elementéw
takich jak petle sprzezenia zwrotnego czy uklady wzmacniajace oraz zaznajomienie sie
z procesami prowadzacymi do apoptozy. Motywacja badan byta réwniez cheé stworzenia
modeli matematycznych pozwalajacych na oddanie istniejacych eksperymentéw i prze-
widywanie zachowan ukltadu przy réznych protokotach wymuszen i warunkach dziatania
jak na przyklad wyciszenie niektorych biatek; modeli, ktére umozliwia weryfikacje hipo-
tez jak i ich stawianie, co pozwoli na lepsze planowanie badZ unikniecie niepotrzebnych i
kosztownych eksperymentéw biologicznych.

Przedmiotem badan sg modele stochastyczne szlaku sygnatowego pb3 oraz jego pota-
czen ze Sciezka NF-kB i ich przyblizenia deterministyczne. Modele stochastyczne zbudo-
wane zostaly w oparciu o postulat Haseltine’a i Rawlingsa [30] przy$pieszajacy algorytm
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Gillespiego [25]. Przyblizenia deterministyczne modeli stochastycznych zbudowane zostaly
w oparciu o réwnania rézniczkowe zwyczajne (ODE).

1.2 Cel i tezy pracy

Celem pracy bylo odtworzenie w formie modelu matematycznego struktury Sciezek sy-
gnalowych p53 i NF-xB na podstawie istniejacej wiedzy biologicznej, przyjetych zalozen
i uproszczen oraz rozwazan teoretycznych. Nastepnie takie dobranie parametrow aby od-
tworzy¢ obserwowane w eksperymentach zachowanie badanych uktadéw. Do celu pracy
nalezy réwniez analiza zbudowanych modeli i proba przewidzenia ich zachowania w przy-
padkach nie posiadajacych jeszcze weryfikacji eksperymentalne;j.

Przeprowadzone badania symulacyjne pozwalaja na postawienie nastepujacych dwoch tez:

1. Zaprezentowany w rozprawie model Sciezki sygnalowej pb3 zawiera dwie petle sprze-
zenia zwrotnego. Petla ujemnego sprzezenia wraz z wystepujacym w niej opdznieniem
zwigzanym z transkrypcja i translacja Mdm2 wprowadza do modelu cykl graniczny odpo-
wiadajacy za obserwowane eksperymentalnie oscylacje pozioméw p53 i Mdm2 wystepuja-
ce po uszkodzeniu DNA. Sprzezenie dodatnie, w ktérym w zwiazku z obecnodcia bialek
posrednich (PTEN, PIP3 i Akt) wystepuje znaczne opdznienie, pelni role przetacznika
wprowadzajac do uktadu bistabilno$é. Jezeli naprawa uszkodzonego DNA jest wydajna,
komoérka wraca z cyklu granicznego do pierwotnego stanu ustalonego kojarzonego z przezy-
ciem. Jezeli naprawa jest nieskuteczna badz zajmuje zbyt wiele czasu, dzialanie sprzezenia
dodatniego powoduje ustalenie sie wysokiego poziomu pbH3 w komoérce przetaczajac ja z
cyklu granicznego w drugi stan ustalony kojarzony z apoptoza. Stochastycznosé procesu
regulatorowego uwzgledniona w modelu umozliwia separacje populacji komérek podda-
nych naswietleniu na frakcje przezywajaca i apoptotyczna.

2. Zaproponowany model taczny systeméw NF-xB i p53, bedacy pierwsza préba zamo-
delowania dynamiki interakcji obu czynnikow transkrypcyjnych, pozwala wyjasni¢ obser-
wowane w eksperymentach anty- i pro-apoptotyczne zachowanie sie NF-x£B, uzalezniajac
je od protokotu podawania wymuszen. Stochastycznos$é proceséw molekularnych pozwala
na separacje populacji komérek na dwie frakcje: przezywajaca i podlegajaca apoptozie.
Wielkosé¢ frakeji apoptotycznej przy ustalonej wielkoéci wymuszen IR i TNF« zalezy od
kolejnosci ich podawania. Podanie TNF« przed naswietleniem zwigksza szanse komoérek
na przezycie, podczas gdy podanie go po naswietleniu zwieksza ich $émiertelnosc.

1.3 Przewodnik po rozdzialach

Niniejsza rozprawa doktorska sklada sie z o$miu rozdziatéw i bibliografii. Kazdy z roz-
dzialéw rozpoczyna sie krétkim streszczeniem oraz omdwieniem jego uktadu po ktérym
nastepuje wlasciwa czes¢.

Rozdziat pierwszy stanowi wstep, w ktérym przedstawitem motywacje prowadzonych
badan, przedmiot pracy, cel oraz jej tezy.

W rozdziale drugim oméwitem podstawowe elementy wiedzy biologicznej wykorzysta-
ne w modelowaniu. Przedstawitem budowe komérki pod katem elementéw wystepujacych
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w modelach takich jak receptory, cytoplazma z rybosomami, jadro komérkowe z zawar-
tym w nim materialem genetycznym. Wyjasnilem pojecie szlaku sygnatowego jak i istote
przesytanego sygnatu. W dalszej czeéci rozdzialu drugiego oméwilem obydwa czynniki
transkrypcyjne wystepujace w rozprawie, to jest NF-xB oraz p53 zwracajac uwage na pet-
nione przez nie w komorce funkcje jak i konsekwencje wynikajace z powstania zaburzen w
ich regulacji. Przedstawilem pojecie apoptozy wyjasniajac jej mechanizm i funkcje w orga-
nizmie. Na koncu rozdzialu zaprezentowatem przyktadowe dane biologiczne na podstawie
ktérych opracowywana jest dynamika modeli.

Rozdziat trzeci prezentuje prawa i zaleznosci jakimi postuzyliémy sie przy budowie mo-
deli takie jak prawo dziatania mas, kinetyke Michaelisa-Menten czy wspoélczynnik Hilla.
W czedci tej postaratem sie rowniez odpowiedzie¢ na pytanie o zasadno$¢ modelowania
stochastycznego jak i deterministycznego szlakéow sygnatowych. Przedstawitem algorytm
Gillespiego bedacy wzorcem modelowania stochastycznego oraz jego modyfikacje 7-leap
i postulat Haseltine’a Rawlingsa, o ktory oparliSmy implementacje numeryczna modeli
stworzonych w ramach rozprawy. Wyjasnitem sposéb uzyskiwania przyblizenia determini-
stycznego jak i procedure dopasowywania modelu do danych eksperymentalnych.

Rozdzialy czwarty i piaty opisuja istniejace w literaturze modele szlakéw sygnatowych
odpowiednio NF-kB oraz p53. Przestawilem w nich budowe i dynamike istniejacych roz-
wigzan. W sposéb rozszerzony opisatem nasz model Sciezki sygnalowej NF-xB stworzony
w 2007 roku (Lipniacki i in. [56]), ktory stal sie podstawa do budowy modelu tacznego,
przedstawionego w rozdziale si6dmym.

Rozdziaty szésty i siddmy stanowia gléwna czesé¢ pracy doktorskiej prezentujac zbu-
dowane w jej ramach modele éciezki sygnatowej pb3 i taczny systeméw NF-xB i p53. Roz-
dzial szosty zawiera doktadny opis struktury stworzonego modelu pb3 z uwzglednieniem
wiedzy biologicznej na ktorej oparliSmy poszczegdlne jego elementy, zatozen i uproszczen
jakimi sie postuzyliémy. W dalszej czesci rozdzialu széstego zaprezentowalem parametry
jak i rownania modelu i jego przyblizenia deterministycznego. Ostatnia cze$é rozdziatu
szostego stanowi przedstawienie wynikéw symulacji uzyskanych przy réznych protokotach
wymuszenia oraz réznych warunkach dzialania modelu (wylaczenie i zalaczenie proceséw
naprawczych DNA oraz produkeji biatka PTEN).

Rozdziat sibdmy rozpoczyna sie¢ od przedstawienia znanych z literatury potaczen po-
miedzy Sciezkami NF-xB i p53. Nastepnie opisana jest wiedza biologiczna, zalozenia i
uproszczenia wykorzystane w budowie modelu tacznego. Kolejna czes¢ rozdziatu sibdmego
prezentuje parametry oraz réwnania modelu stochastycznego i jego przyblizenia determi-
nistycznego. Po niej nastepuje omdwienie wynikéw symulacji modelu z uwzglednieniem
jego zdolnosci do odtwarzania wynikéw uzyskanych przez modele bazowe ( NF-xB i p53).
Zaprezentowane tez zostaja wyniki symulacji modelu przy uzyciu réznych protokotéw za-
ktadajacych pobudzenie przez obydwa sygnaly wejéciowe: TNFa i IR.

Osmy, ostatni rozdzial stanowi podsumowanie rozprawy.
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Rozdziat 2

Podloze biologiczne

2.1 Streszczenie

Rozdzial drugi zawiera krétki opis podstawowych pojeé¢ i wiedzy biologicznej wykorzysta-
nych podczas opracowywania modeli. Przedstawilem w nim istotne z punktu modelowania
elementy komorki takie jak btona komérkowa z receptorami, jadro komérkowe zawierajace
material genetyczny i cytoplazma z zawartymi w niej rybosomami. Wyjasnitem pojecie
szlaku sygnalowego i oméwitem czynniki transkrypcyjne p53 oraz NF-xB. Zwiazane z ty-
mi czynnikami uktady regulatorowe sa przedmiotem rozprawy. Omoéwitem skrétowo proces
apoptozy oraz zaprezentowalem przykitadowe dane wykorzystywane przy dopasowywaniu
modeli zwracajac uwage na problemy pojawiajace si¢ przy ich pozyskiwaniu z populacji
badz z eksperymentéw transfekcyjnych na pojedynczych komérkach.

2.2 Budowa i dzialanie komorki

Opis wszystkich sktadnikow komorki i ich dziatania nie miedci sie¢ w ramach niniejszej
rozprawy i moze by¢ znaleziony w wigkszosci podrecznikéw biologii. Ponizej oméwitem
elementy komorki, istotne w budowie prezentowanych modeli, pod katem ich roli w prze-
kazywaniu sygnaltu.

Blona komérkowa oddziela wnetrze komérki od srodowiska zewnetrznego. Na jej po-
wierzchni znajduje sie wiele struktur stuzacych na przyktad identyfikacji komorki przez
mechanizmy obronne organizmu czy wykrywaniu bodzcéw zewnetrznych dziatajacych w
otoczeniu komorki. Struktury te nie pozostaja w spoczynku, lecz ciagle przemieszczaja sie
w sposdb chaotyczny majacy charakter ruchéw Browna. Struktury biatkowe wykrywajace
sygnal na zewnatrz komorki i w przypadku jego pojawienia sie aktywujace biatka sygna-
lizacyjne w cytoplazmie komoérki zwane sa receptorami. Na powierzchni komérki znaj-
duje sie wiele rodzajéw receptorow, z ktérych kazdy reaguje zazwyczaj na jeden rodzaj
pobudzenia. Dziatanie receptoréw mozna przedstawi¢ na przyktadzie receptora TNFR1
wykorzystanego w rozprawie. Bodzcem na ktéry TNFRI1 reaguje jest pojawienie sie w
otoczeniu komoérki ligandu TNFa (tumor necrosis factor alpha) wystepujacego w postaci
trymeru (trzech polaczonych ze soba czasteczek). Przylaczenie si¢ trymera TNFa do re-
ceptora powoduje jego trymeryzacje, czyli przylaczenie sie do tak powstatego kompleksu
dwdéch dodatkowych receptorow. Cze$é wewnetrzna tak stworzonego trymeru receptoro-
wego zyskuje zdolnoéé przytaczania do siebie miedzy innymi czasteczek RIP i TRAF2, co
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prowadzi do aktywacji calego kompleksu i uzyskania zdolnosci aktywacji kinazy IKKK,
przekazujacej impuls w glab komorki, poprzez odpowiedni szlak sygnatowy. Samoistne
badZz wymuszone odlaczenie sie ligandu badz ktérego$ z biatek od kompleksu receptora
dezaktywuje go.

Cytoplazma jest uktadem koloidalnym biatek zawieszonych w roztworze wodnym wy-
pelniajacym wnetrze komérki. W cytoplazmie znajduja sie organelle takie jak mitochon-
dria, jadro komérkowe czy interesujace z punktu widzenia modelowania szlakéw sygnato-
wych rybosomy, w ktérych zachodzi proces translacji mRNA do postaci gotowego biatka.
Gléwnym zadaniem czesci cytoplazmatycznej omawianych w ramach niniejszej rozprawy
szlakéw sygnatowych jest wzmocnienie odebranego przez komoérke sygnatu i przekazanie
go do jadra komérkowego.

Jadro komoérkowe z perspektywy budowanych modeli jest miejscem w komérce, w kto-
rym przechowywany jest material genetyczny i w ktérym zachodzi proces transkrypcji.
Mozliwe jest w nim réwniez przekazywanie sygnatu podobnie jak w cytoplazmie. Produk-
cja mRNA w procesie transkrypcji zachodzi po uaktywnieniu genu poprzez odpowiednie
biatko zwane czynnikiem transkrypcyjnym. W uproszczeniu przyjmuje sie, iz kompleksy
transkrypcyjne gotowe sg do produkeji mRNA i czekaja jedynie na dotaczenie si¢ czynnika
transkrypcyjnego do obszaru promotora. Po jego przylaczeniu proces transkrypcji prze-
biega z pelna mozliwa szybkoscia do chwili samoistnego badZz wymuszonego odlaczenia
sie czynnika transkrypcyjnego z wspomnianego obszaru. Normalna, niezmodyfikowana ko-
morka posiada dwie kopie wigkszosci genéw, z ktérych kazda moze byé aktywowana badz
dezaktywowana niezaleznie.

2.3 Szlaki sygnalowe

Szlakiem sygnalowym (Sciezka sygnalowa, modulem regulatorowym) nazywamy zbiér re-
agujacych ze sobg substratéow takich jak bialka, transkrypty, geny badz receptory, wspot-
pracujacych przy kontroli jednej lub wiecej funkcji komorki. Sekwencyjne aktywacje i
dezaktywacje bialek (w szczegblnosci kinaz biatkowych) stuza przetwarzaniu informacji
i wypracowaniu wlasciwej odpowiedzi na stymulacje.

Sktadniki szlaku sygnalowego najczesciej tworza strukture tancuchowa ze sprzezeniami
zwrotnymi. Proces przekazywania sygnalu polega na fosforylacji, acetylacji badz ubikwi-
tynacji kolejnych typéw bialek jak na przyklad (oméwiona dalej) aktywacja kinazy IKK
przez kinaze IKKK czy (réwniez oméwiona dalej) fosforylacja Akt przez PIP3. Szlak sy-
gnalowy tworza nastepujace moduty funkcyjne:

o Aktywacja i dezaktywacja receptoréw - modul stuzacy wychwyceniu sygnatu z oto-
czenia komoérki i przekazaniu go w jej glab. Wiele szlakéw sygnatowych jak na
przyktad oméwiony dalej NF-xB rozpoczyna sie od aktywacji receptoréow. Prawdo-
podobienstwo aktywacji receptora jest proporcjonalne do koncentracji aktywujacej
cytokiny w otoczeniu komorki. Jego dezaktywacja moze by¢ samoistna (na skutek
odlaczenia aktywatora lub endocytozy - wciagniecia receptora do wnetrza komoérki)
badz zalezna od sygnaléw zewnetrznych.

o Aktywacja i dezaktywacja gendéw - aktywacja gendéw nastepuje poprzez przylacze-
nie sie czynnika transkrypcyjnego do obszaru promotora, co pozwala na rozpoczecie
procesu transkrypcji. Dezaktywacja zwigzana jest z samoistnym badZ wymuszonym
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odczepieniem si¢ czasteczki czynnika transkrypcyjnego z tego obszaru lub przycze-
pieniem si¢ represora.

e Transkrypcja i translacja - gen w stanie aktywnym produkuje mRNA bialtka ktére
koduje. Produkcja ta jest ciagta i trwa do czasu dezaktywacji genu. W jej wyni-
ku jedna kopia aktywnego genu moze wyprodukowaé kilkadziesiat - kilkaset kopii
mRNA, ktére po przedostaniu sie do cytoplazmy ulegaja translacji w rybosomach,
przy czym jedna kopia mRNA moze stanowi¢ matryce dla kilkudziesieciu czy kilkuset
czasteczek bialka.

o Kaskady sygnatowe - w rezultacie aktywacji pojedynczej kopii genu powstaje kilka-
dziesiat - kilkaset kopii mRNA, a z nich kilkadziesiat - kilkaset tysiecy kopii biatka.
Podobnie aktywna czasteczka kinazy moze stuzyé¢ jako katalizator aktywacji kilku-
dziesieciu czy kilkuset czasteczek kolejnych kinaz. Jezeli beda one aktywowaly na-
stepne kinazy, to niewielka poczatkowo ilos¢ aktywnych kinaz pierwszego rodzaju
skutkuje ogromng liczbg aktywnych kinaz na koncu tancucha. Lancuch kolejnych
aktywacji prowadzacy do efektu wzmocnienia sygnatu nazywany jest kaskada sygna-
lowa.

e Petle ujemnego i dodatniego sprzezenia zwrotnego - przeplyw sygnatlu w komorce
nie jest jednokierunkowy. Zazwyczaj w modulach regulatorowych jak na przykilad w
oméwionych dalej modutach p53 czy NF-xB wystepuja liczne petle sprzezen zwrot-
nych zaréwno ujemnych jak i dodatnich. Powszechnie wystepujace sprzezenia ujemne
jak na przykltad aktywacja przez czynnik transkrypcyjny genu swego inhibitora za-
pewniaja homeostaze komorki (istnienie stanu stacjonarnego). Sprzezenia ujemne
zwigzane ze znacznymi opodznieniami moga prowadzi¢ do wystepowania w komor-
ce oscylacji (cykli granicznych). Sprzezenia dodatnie wzmacniajace sygnal jak na
przyktad aktywacja przez czynnik transkrypcyjny genu kodujacego inhibitor swego
inhibitora wprowadzaja do ukladéw bistabilnoéé¢, ktéra umozliwia komorce podjecie
decyzji (na przyklad apoptoza czy proliferacja).

2.4 Czynnik transkrypcyjny p53

Ludzkie biatko p53 (oficjalna nazwa: cellular tumor antigen p53) skladajace si¢ z 393 ami-
nokwaséw kodowane jest przez gen TP53 potozony na chromosomie 17. Odkryte zostalo
w roku 1979 przez Lionela Crawforda, Davida Lane, Arnolda Levine’a i Lloyda Olda. Po
raz pierwszy ludzki gen TP53 udato si¢ sklonowa¢ w roku 1984. Poczatkowo sadzono, iz
pb3 sprzyja powstawaniu nowotworéw i dopiero w 1989 roku Bert Vogelstein pokazal jego
role przeciwdzialajaca powstawaniu raka. Nazwa p53 pochodzi od jego masy molekular-
nej okredlanej na podstawie wedrowki po zelu w analizie SDS-PAGE wynoszacej 53 kDa
(kilodaltony). W roku 1993 p53 zostalo ogloszone czasteczka roku przez magazyn Science.

Biatko p53 pelni role czynnika transkrypcyjnego, czyli czasteczki wiazacej DNA w ob-
szarze promotora, co umozliwia rozpoczecie procesu transkrypcji genéw. Zaangazowane
jest w wiele proceséw komérkowych, w szczegdlnoéci w zatrzymanie cyklu komoérkowego,
procesy naprawcze DNA i proces apoptozy. Pelni ono role supresora nowotworowego uak-
tywniajac sie w momencie wykrycia uszkodzenia czy mutacji DNA i w razie niepowodzenia
jego naprawy kierujac komoérke na droge samobodjczej Smierci, dlatego zwane jest czesto
"straznikiem genomu”.
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Mutacja w genie kodujacym p53 lub jego calkowity brak obserwowany jest w okoto
polowie rodzajéw nowotwordéw. Pozostala ich czesé w wickszosci wykazuje nieprawidlo-
woéci w funkcjonowaniu bialek zaangazowanych w modul regulatorowy p53 (np. PTEN).
Dziedziczne mutacje w genie TP53 sa przyczyna zespotu chorobowego Li-Fraumeni, ktory
znacznie zwieksza szanse zachorowania na raka przed 45 rokiem zycia. Poznanie pelnego
mechanizmu regulacji i dzialania p53 moze sie przyczyni¢ do wynalezienia lekéw hamuja-
cych rozwdj nowotworu i wymuszajacych $mieré zmutowanych komérek.

2.5 Cgzynnik transkrypcyjny NF-xB

Czynnik transkrypcyjny NF-xB (nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated
B cells) zostal odkryty w roku 1986 przez Davida Baltimora. Nazwa NF-xB odnosi sie
do kompleksu bialek zbudowanego z NF-kB1 (p50) lub NF-kB2 (p52) oraz RelA (p65),
RelB lub c-Rel. Heterodimer p50|RelA(p65) jest najczesciej spotykana forma i do niego
odnoszono sie uzywajac w rozprawie nazwy biatko NF-xB.

Biatko NF-xB pelni role czynnika transkrypcyjnego dla szeregu genéw zwigzanych mie-
dzy innymi z odpowiedzig komoérki na bodZce zewnetrzne takie jak stres, cytokiny, wolne
rodniki czy antygeny. Gtéwnym jego zadaniem jest jednak regulacja wczesnej odpowiedzi
immunologicznej na infekcje oraz regulacja genéw odpowiedzialnych za procesy proliferacji
i przezycia komorki.

Mutacje genu NF-xB badz nieprawidtowoéci w ukladzie regulatorowym biatka NF-xB
prowadzi¢ moga do zapalen, choréb autoimmunologicznych, szoku septycznego, zmniejsze-
nia odpornosci na infekcje wirusowe jak réwniez do powstawania i rozwoju raka. Mutacja
genu NF-kB badZ jego inhibitora z rodziny IxB prowadzi w komérkach nowotworowych
do cigglej aktywnosci biatka NF-xB, co umozliwia im proliferacje. Dezaktywacja NF-xB
moze doprowadzi¢ do ich obumierania jak réwniez zwiekszy¢ ich wrazliwos¢ na leki. Z tego
powodu NF-kB i jego modut regulatorowy podobnie jak pb53 ze swym uktadem regulacji
sg jednymi z najczestszych obiektéw badan zwiazanych z rakiem.

2.6 Apoptoza

Termin apoptoza oznaczajacy zaprogramowana $mier¢ komérki wprowadzony zostal do-
piero w roku 1972, pomimo, ze juz w 1842 Carl Vogt opisal jej gléwne zalozenia. Apoptoza
jest sposobem na pozbycie sie przez tkanke starych badz uszkodzonych komoérek w spo-
s6b nie powodujacy stanu zapalnego. W odréznieniu do nekrozy (martwicy) w jej trakcie
nie dochodzi do rozerwania blony komoérkowej i wycieku wnetrza komorki. Przebiegiem
procesu apoptozy steruja enzymy proteolityczne z grupy kaspaz. W jej trakcie chroma-
tyna jadrowa ulega kondensacji, DNA zostaje pociete przez nukleazy takie jak DFF czy
CAD na kawalki o dlugoséci okoto 180 par zasad. W miedzyczasie nastepuje niszczenie
cytoszkieletu komérki. W rezultacie odrywa sie ona od tkanki, a na jej powierzchni for-
muja sie charakterystyczne pecherzyki, zwane cialkami apoptotycznymi, zawierajace w
sobie nienaruszone organelle komérkowe. W koncowym etapie pecherzyki odrywaja sie od
pozostatoéci komorki i zostaja pochloniete przez fagocyty. Apoptoza moze byé¢ induko-
wana na skutek pojawiania sie nienaprawialnych uszkodzen organelli komdrkowych badz
zawartego w komérce DNA, infekeji wirusowej lub utrzymujacego sie stanu stresu czy nie-
dozywienia. Sygnat inicjujacy apoptoze pochodzi¢ moze z wnetrza komoérki bedac reakcja
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na uszkodzenie, od otaczajacej komdrke tkanki, gdy komérka staje sie w niej zbedna badz
od komérek immunologicznych, ktére skanujac btone komérkows sprawdzaja czy badana
komorka nie zostala zainfekowana i w przypadku wykrycia zagrozenia aktywuja na niej
tak zwany receptor $mierci.

Kazdego dnia w ciele dorostego cztowieka miliony komérek umieraja droga apopto-
zy umozliwiajac odnawianie si¢ tkanek. Rownie wazna role odgrywa apoptoza w procesie
ksztaltowania sie organizmoéw jak na przyktad w procesie rozdzielania sie palcéw w kon-
czynach czlowieka. Zaburzenia procesu apoptozy prowadza do zwiekszenia odpornoéci ko-
morek na stres i sg cecha charakterystyczna nowotworéw. W komorkach rakowych poprzez
mutacje kluczowych bialek zablokowana jest sama $ciezka apoptotyczna kaspaz badz Sciez-
ki sygnatowe indukujace sygnal apoptotyczny jak na przykltad sciezka p53. Powoduje to,
ze pomimo, iz DNA komérki zostaje znacznie zmienione w stosunku do stanu pierwotnego
i komérka zaczyna zachowywad sie w sposéb zagrazajacy tkance jak i calemu organizmowi,
to nie reaguje na sygnaly probujace zmusié¢ ja do Smierci. Z powodu ewidentnego zwiazku
zaburzen w procesie apoptozy z wystepowaniem nowotworéw oraz teoretyczng mozliwo-
$cig usmiercania komoérek rakowych po usunieciu tych zaburzen, programowana $mieré
komoérki znajduje sie wéréd najczesciej badanych mechanizmoéw biologicznych.

2.7 Dane eksperymentalne

Dane eksperymentalne, do ktérych dopasowywane sg modele szlakow sygnatowych, nie sa
danymi iloSciowymi. Rezultaty czesto przedstawiane sa w literaturze w postaci tak zwanych
blotéw (rysunek 2.1) badz zdjeé¢ ukazujacych zmiany pozioméw oznaczonych zwiazkiem
fluorescencyjnym biatek (rysunek 2.2a). Obydwa sposoby przedstawiania danych daja ob-
raz jakoSciowy charakteru odpowiedzi na zastosowany protokét wymuszen. Prezentowane
wykresy przebiegéw zmiennosci pozioméw bialek jak na rysunku 2.2b odnoszone sa do
jednostek umownych. Z tak przedstawionych wynikéw mozna odczytaé charakter zacho-
wania sie uktadu jak na przykitad wystepowanie nietlumionych oscylacji, state czasowe
takie jak okres drgan czy przesuniecie w fazie kolejnych zmiennych. Niemozliwe jest nato-
miast bezwzgledne okreslenie stezenia czy iloéci molekut konkretnego biatka w okreslonym
czasie.

Dane zaprezentowane na rysunku 2.1 pochodza z pracy Lee i in. [51]. Przedstawiaja
one zmiany poziomu NF-xB (panel A) oraz IkBa (panel B) w komérkach niezmodyfiko-
wanych (+/+) i pozbawionych genu A20 (-/-), ktére poddano ciaglemu wymuszeniu za
pomoca 10 ng/ml TNFa. Zmiany w poziomie czynnika transkrypcyjnego (panel A) zosta-
ly zmierzone przy uzyciu techniki EMSA (Electrophoretic Mobility Shift Assay), za$ jego
inhibitora (panel B) za pomoca Western-blot. Obydwie te techniki wykorzystuja material
pozyskany z frakcji komorek i wyniki uzyskane za ich pomoca sa wynikami populacyjnymi.
Eksperymenty populacyjne, pomimo, iz tansze i dajace wyniki méwiace o ogdlnej tenden-
¢ji komérek do pewnego typu zachowan nie sg w stanie oddaé¢ zachowania sie pojedynczej
komorki. W skrajnym przypadku mozna sobie wyobrazi¢ do$wiadczenie, w ktérym komor-
ki dziela sie po rowno na dwie frakcje, z ktorych jedna posiada wysoki poziom pewnego
biatka, za$ druga niski. Analiza populacyjna sugerowa¢ bedzie w tym przypadku istnie-
nie $redniego poziomu przedmiotowego biatka w populacji, co jest wynikiem btednym, nie
oddajacym faktycznego zachowania sie zadnej z komérek. Podobnie oscylacje wystepujace
w populacji na poziomie komérkowym w zwiazku z desynchronizacja komérek dadza przy
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analizie populacyjnej wynik nie odzwierciedlajacy faktycznego ich zachowania [54].
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Rysunek 2.1: Dane z eksperymentu populacyjnego zaprezentowane przez Lee i in. w [51],
uzyskane za pomoca techniki EMSA (panel A) badz Western-blot (panel B). Panele A i
B prezentuja zmiane pozioméw NF-xB i IkBa w komoérkach poddanych cigglemu wymu-
szeniu dawka 10 ng/ml TNF«, w ktérych zablokowano (-/-) badz nie (+/+) produkcje
biatka A20.

W odroéznieniu od powyzszych wynikéw dane pokazane na rysunku 2.2 pochodzace
z pracy Geva-Zatorsky i in. [24] obrazuja odpowiedzi pojedynczych komoérek na dziala-
nie bodzca jakim bylo naswietlenie dawka 5 lub 2.5 Gy. Wykorzystana w [24] technika
eksperymentu zwana transfekcja polega na wprowadzeniu do komorki odpowiednio zmo-
dyfikowanych kopii genéw biatek, ktére majg podlegaé obserwacji. Do spreparowanych
genéw doczepiane sa koncowki kodujace czesci fluorescencyjne. W przypadku prezento-
wanego eksperymentu zielonym fluorescentem oznaczono gen pb3, a czerwonym Mdm2.
Panel A przedstawia wyniki uzyskane dla przyktadowej komérki przy wymuszeniu dawka
5 Gy. Pierwszy rysunek panelu B przedstawia zmiany pozioméw oznaczonych biatek dla
komorki z panelu A, pozostale rysunki przedstawiaja kolejne badane komoérki przy czym w
ich przypadku zastosowano wymuszenie dawka 2.5 Gy. Jak wida¢ odpowiedzi poszczegol-
nych komoérek posiadaja ten sam typ jako$ciowy wyrazajacy sie istnieniem niettumionych
oscylacji o okresie okolo 5.5 godziny i wyraznym przesunieciu w oscylacjach p53 i Mdm?2.
Widoczna jest rowniez desynchronizacja w odpowiedzi na ten sam bodziec pomiedzy ko-
morkami 2-6 wynikajaca z istniejacych w ukladzie stochastycznosci.

Pomimo, iz opisana powyzej technika pozwala na obserwacje i pozyskanie wynikéw z
pojedynczych komoérek posiada dwie zasadnicze wady. Pierwsza z nich wynika ze sposobu
zamiany informacji z kamery rejestrujacej zmiany poziomdw intensywnosci poszczegdlnych
fluorescentéw na odpowiednie wykresy. Operacja ta nie jest zautomatyzowana, lecz prze-
prowadzana przez czlowieka, ktéry obserwujac kolejne zarejestrowane klatki filmu zaznacza
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obszary z ktérych odczytany ma byé poziom intensywnosci $wiecenia. Powoduje to dosé
duze znieksztalcenia faktycznego zachowania sie komoérki oraz utrudnienia w odtworzeniu
otrzymanych wynikéw przez innych badaczy. Glowng wada metody jest pojawiajaca sie
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Rysunek 2.2: Dane z eksperymentu Geva-Zatorsky i in. [24] na pojedynczych komérkach
MCEF7 uzyskane przy uzyciu transfekcji genow ze znacznikiem fluorescencyjnym. Kolorem
zielonym oznaczono biatko p53, kolorem czerwonym Mdm2. Panel A i pierwszy rysunek
panelu B przedstawiaja ta sama komoérke poddana promieniowaniu 5 Gy. Pozostalte rysunki
panelu B przedstawiaja odpowiedzi kolejnych komérek poddanych wymuszeniu 2.5 Gy.

przy transfekcji zmiana ilosci kopii badanych genéw. Nie zawsze istnieje mozliwo$é¢ wyga-
szenia niezmodyfikowanych kopii genu w jadrze komoérkowym, czasami jest to zbyt trudne
badz kosztowne, podobnie jak doktadne okreslenie iloSci wprowadzonych do komoérki i ak-
tywnych kopii zmodyfikowanego genu. Prowadzi to do sytuacji gdy komérka posiada wiecej
niz normalne dwa geny danego typu. Dodatkowo wprowadzone do komérki nadmiarowe
kopie produkowa¢ beda biatko oznaczone, za$ geny normalne biatko nieoznaczone. Obydwa
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jego rodzaje spetniajag swoje normalne funkcje w organizmie, wiec odczyt odpowiednich
poziomdéw moze by¢ obarczony sporym bledem. Co wiecej wprowadzenie dodatkowych ko-
pii danego genu powoduje ze jego produkcja jest kilkukrotnie szybsza niz w komorkach nie
zmodyfikowanych, co prowadzi do zaburzen w badanych szlakach i mozliwe staje sie, ze
obserwowany w eksperymencie efekt nie jest specyficzny dla zadanego wymuszenia i nie
wystepuje w ogdle badz nie z taka sita w komoérkach niezmienionych o ktérych zachowaniu
tak naprawde chcemy wnioskowac¢. Mozliwa jest zatem sytuacja, w ktérej obserwowane w
uktadzie pb3 oscylacje nie wynikaja z rzeczywistej jego odpowiedzi na napromieniowanie,
lecz sa artefaktem metody [31].



Rozdziat 3

Deterministyczne i stochastyczne
modelowanie Sciezek
regulatorowych

3.1 Streszczenie

Budowa modeli matematycznych wymaga stworzenia réwnan adekwatnych do wybranej
metody modelowania jak na przyktad algorytm Gillespiego czy modelowanie za pomoca
ODE. Réwnania te powinny opieraé sie na znanych prawach i zaleznosciach, zas para-
metry muszg pozwoli¢ by model jak najlepiej odwzorowywal rzeczywisto$é, przy czym
ich wartosci nie moga przekraczaé fizycznych ograniczen takich jak na przyktad maksy-
malne tempo transkrypcji. Aparat numeryczny wykorzystany do znalezienia rozwigzania
powinien zapewni¢ szybkie uzyskanie wyniku przy jednoczesnej minimalizacji btedéw me-
tody. Rozdzial trzeci rozprawy poswiecony jest omdwieniu podstawowych praw i zalez-
nosci wykorzystanych przy budowie modeli opisanych w rozdziatach 5-7, przedstawieniu
najpopularniejszych algorytméw modelowania jak i procedury znajdowania parametréw
tworzonych modeli.

W drugiej czesci rozdziatu trzeciego przedstawiono prawo dziatania mas, rownanie
Michaelisa-Menten oraz znaczenie wspoétczynnika Hilla. Trzecia cze$¢ rozdzialu poswieco-
na jest odpowiedzi na pytanie o zasadno$é¢ stosowania modeli stochastycznych lub deter-
ministycznych. Cze$¢ czwarta zawiera opisy najpopularniejszych rodzajéow modelowania
stochastycznego takich jak algorytm Gillespiego, jego modyfikacja 7-leap oraz zastosowa-
ne w pracy podejécie zaproponowane przez Haseltine’a i Rawlingsa. Znajduje sie w niej
takze opis sposobu uzyskiwania przyblizenia deterministycznego. Kolejna cze$¢ omawia
procedure znajdowania wartosci parametréow w trakcie dopasowywania modelu do danych
zwang potocznie fitowaniem (ang. fitting).

3.2 Podstawowe zaleznosci wykorzystywane w modelowaniu

Modelowanie §ciezek sygnatowych opiera si¢ na prawach znanych z biochemii. Reagujace ze
soba biatka rozpatrywane sa w ten sam sposob, co wystepujace w terminologii biochemicz-
nej enzymy, produkty i substraty. Ponizej oméwitem gléwne zaleznosci wykorzystywane w
modelowaniu Sciezek sygnatowych.
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Prawo dzialania mas

Podstawowe prawo uzywane w chemii, biochemii i modelowaniu szlakéw sygnatowych.
Pierwszy raz zaproponowane zostalo w roku 1864 [92], czesto od nazwisk swych twércoéw
zwane jest prawem Guldberga i Waagego. Zgodnie z nim, przy zalozeniu, ze prawdopodo-
biefistwo zderzen reagujacych ze soba czasteczek nie zalezy od tego, co sie z nimi dziato
wczedniej, a jedynie od ich obecnej iloéci w jednostce objetosci i éredniej energii kinetycz-
nej ich ruchu,

szybko$é reakcji chemicznej jest proporcjonalna do steienia wszystkich uczestniczgcych w
niej reagentow.

Co wynika z faktu, iz szybko$¢ reakcji zalezy od ilosci zderzen reagujacych ze soba czaste-
czek w jednostce czasu.

Z powyzszego sformutowania wynikajg dos¢ oczywiste wnioski. Po pierwsze jezeli ste-
zenie ktoregos z substratéw jest zerowe, to reakcja nie zachodzi. Po drugie zwickszenie
stezenia substratéw powoduje przyspieszenie reakcji, podczas gdy zmniejszenie stezenia
ktoregokolwiek z nich jej spowolnienie. Po trzecie, przy reakcjach réwnowagowych, gdy
reakcja zachodzi w obie strony w uktadzie zamknietym, to przy$pieszenie jej w jednym
kierunku na przyktad poprzez uzycie katalizatora powoduje automatyczne jej przys$pie-
szenie w kierunku przeciwnym. Tym samym stezenie substratow i produktéw w takim
uktadzie jest state i nie mozna go zmienié¢ przy uzyciu katalizatoréw.

W modelach stworzonych w ramach rozprawy wykorzystano dwa typy reakcji oparte
o prawo dziatlania mas: reakcje addycji oraz reakcje réwnowagowa. Reakcja addycji to
prosta reakcja taczenia sie kilku substratéw w jeden produkt finalny. Na przykiad dwa
biatka A i B laczg sie w finalny kompleks AB przy czym reakcja ta nie jest odwracalna
(czyli kompleks AB nie rozpada sie na A i B).

A+ B — AB (3.1)

Tempo powyzszej reakcji zalezy od prawdopodobienstw efektywnych zderzen A i B, co
przy zatozeniu, iz prawdopodobienstwa te sg proporcjonalne do aktywnosci chemicznych
oddziatujacych substratéw mozna zapisaé¢ jako:

r=kxAxB (3.2)

gdzie k to wspolczynnik szybkosci reakcji, zas r to tak zwana szybkos¢ zaniku substratow A
i B. Zaktadajac, iz kompleks A B nie ulega dalszym przemianom, rozpadowi czy degradacji
mozna zapisaé¢ rézniczkowe réwnanie szybkoéci jego powstawania. Bedzie miato ono postaé:

D AB(1) = b x A(t) x B0) (33)

Reakcja rownowagowa, to reakcja odwracalna, czyli taka, gdzie powstajacy z biatek A
i B kompleks AB moze si¢ ponownie rozpadaé¢ na pojedyncze czasteczki A i B.
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A+ B« AB, (3.4)

co przy zaltozeniu, iz biatka A i B oraz kompleks AB nie biorg udziatu w zadnych innych
reakcjach daje réwnanie rézniczkowe opisujace tempo zmian ilos¢ kompleksu w postaci:

%AB@) — ko X A(t) x B(t) — kq x AB(t) (3.5)

gdzie k, jest wspotczynnikiem szybkosci reakcji powstawania komplekséw, zas kg wspot-
czynnikiem szybkosci ich rozpadu.

Réwnanie Michaelisa-Menten

W roku 1913 Leonor Michaelis i Maud Menten zaproponowali opis reakcji katalitycz-
nych (enzymatycznych), to jest takich, w ktorych dziatanie enzyméw powoduje ogromne
przyspieszenie przeksztalcania sie substratéw w produkt [65]. W opisie tym zaklada sie,
ze produkt nie moze by¢ ponownie przeksztalcony w substraty oraz, ze enzymy nie tacza
sie z produktem. Reakcja ma wiec postac:

E+S—ES—E+P (3.6)

Oznaczajac przez ki tempo powstawania kompleksu ES, przez ko powstawania produktu
P ienzymu E z kompleksu ES oraz przez di tempo rozpadu kompleksu ES na enzym i
substraty S mozemy zapisa¢ rézniczkowe rownanie opisujace tempo zmian ilosci kompleksu

ES

%ES(t) % B(t) x S(t) — dy x BES(t) — ky x ES(1) (3.7)

zaktadajac nastepnie, iz koncentracja komplekséw ES zmienia si¢ duzo wolniej niz kon-
centracja substratéw i produktu, a takze, iz ilos¢ substratéw jest na tyle duza, ze mozna
zaniedbaé ich ubytek w wyniku reakcji oraz, iz ilo$¢ enzymu w trakcie trwania reakcji sie
nie zmienia, czyli:

d
ZES(t) =0 (3.8)
d
st =0 (3.9)
B = E(t) + ES(t) = const (3.10)

otrzymujemy

0= k1 x (Eior — ES(t)) x S(t) — (dy + k2) x ES(#), (3.11)
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co po przeksztalceniach daje

S(t) x Broy = S(t) x ES(t) + ES(t) x & x iy (3.12)
1
Whprowadzajac
oy = B R2 (3.13)
kq

oznaczajace stalag Michaelisa-Menten oraz przeksztalcajac réwnanie 3.12 do postaci

S(t) X Eor = (kpr + S(t)) x ES(t) (3.14)
otrzymujemy
ES(t) = m (3.15)

co po podstawieniu do zalezno$ci wyrazajacej tempo zmiany ilosci produktu

d
&P(t) = k:g X ES(t) =9 (316)
daje rownanie wyrazajace szybkos¢ reakcji vy (powstawania produktu P) w zaleznosci od
stezenia substratéw zwane réwnaniem Michaelisa-Menten:

S(t)

S (3.17)

V0 = Umaz X

gdzie Vmee = k2 X Ei¢ 0znacza maksymalna mozliwa predkosé tej reakcji, zas stata kp,
moze by¢ interpretowana jako stezenie substratu, przy ktérym reakcja osiagga polowe swej
maksymalnej predkosci.

Wspélczynnik Hilla

W roku 1910 Archibald Vivian Hill badajac proces przyltaczania sie czasteczek tlenu do
hemoglobiny zauwazyl, ze jezeli wiele czasteczek hemoglobiny skupi sie ze soba, to przyla-
czanie tlenu jest wydajniejsze [33]. Podobne zachowanie jak i proces odwrotny polegajacy
na oslabieniu reakcji przy zwiekszajacym sie skupieniu jednego z reagentéw obserwowa-
ne jest w wielu procesach. W celu opisu tej zaleznosci stosuje sie wprowadzony przez
Hilla wspétczynnik (n) nazwany jego nazwiskiem. Wartos¢é wspélezynnika Hilla réwna 1
oznacza catkowicie niezalezne przytaczanie sie ligandu, warto$¢ wspotczynnika wieksza od
jednosci oznacza dzialanie pozytywne w sensie zwigkszania si¢ przyczepnosci ligandu w
obecnosci innych ligandow, za$ warto$é¢ wspdlezynnika mniejsza od jednos¢ dzialanie osta-
biajace przyczepnosé. Ogdélnie réwnanie opisujace ilo$é zajetych przez ligand miejsc (Q)
wykorzystujace wspoétczynnik Hilla nazywa sie rownaniem Hilla i ma ono postaé:
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L'I’L

=i (3.18)

gdzie L oznacza koncentracje ligandu, zas k taka jego koncentracje, przy ktorej zajeta jest
polowa miejsc przytaczeniowych. Jak mozna zauwazy¢ przy n = 1 i wprowadzeniu odpo-
wiedniego wspolczynnika postaé¢ réwnania Hilla odpowiada réwnaniu Michaelisa-Menten.

3.3 Modelowanie stochastyczne czy deterministyczne 7

Zywa komérke mozna rozpatrywaé jako zlozony reaktor biochemiczny, w ktérym oddziatu-
ja ze soba czasteczki biatek zgodnie ze specyficznymi dla nich regutami reakcji. Tempa sa-
mych oddzialywan uzaleznione sa od stezenia reagujacych ze soba sktadnikéw jak réwniez
od warunkéw srodowiska, ktore moga by¢ prezentowane w rownaniach przez wspétczynniki
reakcji. Ogolnie kazde zachodzace w badanym reaktorze zjawisko jak np. polaczenie si¢ po
jednej czasteczce dwu substratéw w jedna czasteczke produktu powinno byé traktowane
jako zdarzenie losowe. Prawdopodobienstwo zajscia takiego zdarzenia, a co za tym idzie
rowniez sama chwila jego zajscia $ciSle zwiazane sa ze wspomnianymi parametrami. Co
wiecej pojedyncze zdarzenie losowe jak na przykilad aktywacja jednej kopii genu prowa-
dzi¢ moze do powstania z niego kilkudziesieciu tysiecy kopii odpowiedniego biatka czego
wplyw na komoérke bedzie ogromny. Sam opis stochastyczny skomplikowanych uktadéw jak
na przyktad rozbudowane éciezki sygnatowe nastrecza jednak pewnych trudnosci, dodatko-
wo uzyskany model stochastyczny jest ciezki w analizie. Problematyczne jest odwolywanie
sie w niej do poje¢ znanych z uktadéw deterministycznych takich jak punkty stabilne czy
cykle graniczne, ktére to pojecia wykorzystano w analizie budowanych modeli w dalszych
rozdziatach. Z tych powodéw pozadana bylaby mozliwosé opisu zachowania sie badane-
go uktadu przy pomocy jedynie réwnan rézniczkowych i uzyskanie w ten sposéb modelu
deterministycznego. Oprécz wspomnianej wyzej tatwosci analizy i mozliwosci odwotywa-
nia si¢ w niej do znanych pojeé¢, modele deterministyczne umozliwiaja dokonanie analizy
bifurkacyjnej (wykorzystanej przez nas do badania odpornosci modeli Sciezki sygnalowej
p53|Mdm?2 przedstawionej w Hat i in. [31]) oraz charakteryzuja si¢ znacznie wieksza szyb-
koscia dziatania niz modele stochastyczne. Modelowanie deterministyczne posiada jednak
zasadniczg wade. Jak mozna zauwazyé w wielu eksperymentach jak na przyklad w [24]
poszczegblne komorki nalezace do tej samej tkanki wykazuja zréznicowang odpowiedz na
doktadnie ten sam bodziec zewnetrzny. OdpowiedZ ta moze diametralnie si¢ r6znié¢ po-
miedzy komoérkami jak na przyktad odpowiedZ na uszkodzenie DNA powstale na skutek
promieniowania IR moze przyjaé forme przezycia badz apoptozy, czyli samobdjczej Smierci.
Opis deterministyczny w swej specyfice nie pozwala na uzyskanie zréznicowanych odpo-
wiedzi przy zalozeniu tych samych warunkéw poczatkowych, parametréow i takiej samej
wartosci pobudzenia. Interpretacja wyniku uzyskanego z modelu deterministycznego jako
srednie zachowanie sie komoérek moze okazaé sie mylna i takie srednie zachowanie z powodu
desynchronizacji wystepujacej pomiedzy pojedynczymi komérkami tak naprawde nie be-
dzie oddawalo zadnego z obserwowanych do$wiadczalnie zachowan [55]. Zatem gdy zalezy
nam na opisie zachowania sie pojedynczych komérek, wykazujacych duze zréznicowanie w
odpowiedzi na bodzce, koniecznym staje sie stosowanie modeli stochastycznych. W celu
odwolywania sie¢ w analizie tych modeli do pojeé¢ znanych z uktadéw ciagltych dobrze jest
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posiadaé przyblizenie deterministyczne badanego modelu stochastycznego. Takie podejscie
zastosowalem w niniejszej rozprawie.

3.4 Algorytmy stochastyczne i przyblizenie deterministycz-
ne

Powszechnie stosowanym algorytmem stuzacym do modelowania proceséw stochastycz-
nych zachodzacych w komorkach jest algorytm Gillespiego. Jest to w pelni stochastyczne
podejécie do modelowania, co pociaga za sobg duze obciazenie obliczeniowe 1 wynikajaca
stad czasochtonnoéé obliczen. Z tego powodu powstaly liczne modyfikacje majace na celu
jego przyspieszenie. Sam algorytm oraz wybrane usprawnienia, tacznie z podejéciem sto-
sowanym w rozprawie oméwitem ponizej.

Algorytm Gillespiego

Zanim Dan Gillespie opublikowal w roku 1977 prace prezentujaca jego algorytm symu-
lacji reakcji chemicznych stosowano tradycyjna metode wyznaczania zmian stanu takiego
uktadu w czasie. Polega ona na zbudowaniu réwnania gltéwnego (ang. master equation), a
nastepnie jego rozwiazaniu. W takim podejséciu system opisywany jest przez zbiér réwnan
rozniczkowych, w ktorych zmiennymi sg prawdopodobienstwa znajdowania sie uktadu w
danym czasie w okreslonym stanie. Kazdy mozliwy stan uktadu wymaga oddzielnej zmien-
nej, wiec uklad rownan gwaltownie rozrasta sie w miare jak zwieksza sie liczba rodzajéw
zwiazkéw bioracych udzial w reakcji jak i czasteczek kazdego z tych zwiazkow. Rozwiaza-
nie takiego uktadu okazuje si¢ bardzo trudne. Gillespie zaproponowal by symulowaé tylko
jedng trajektorie systemu, a nastepnie uzyé statystyki do estymacji koncentracji czaste-
czek [25]. W ujeciu Gillespiego symulacja stochastyczna stuzy do opisania zmian w czasie
wektora stanu S(t) przy zalozeniu stanu poczatkowego S(0). W kazdym kroku symulacji
uklad znajduje sie¢ w dokladnie jednym okreslonym stanie, w ktérym nalezy podjaé¢ dwie
decyzje:

e po jakim czasie od chwili obecnej zajdzie nastepna reakcja
e ktora z mozliwych reakcji zajdzie w tym czasie

By odpowiedzie¢ na powyzsze pytania Gillespie definiuje funkcje gestoéci prawdopo-
dobienstwa reakcji P(u, 7):

P(p,7)dr jest prawdopodobieristwem, iz reakcja R,, zajdzie w nieskoriczenie malym prze-
dziale czasu (t + 7,t + 7 + dr) zakladajgc, zZe w czasie t system znajduje sie w stanie S(t)

Warto zauwazy¢, ze funkcja gestosci P(u, ) z zalozenia jest proporcjonalna jedynie do
dr. Prawdopodobienstwo P(u, T) dr oblicza sie z zaleznosci:

P(p,7)dr = Py(1) P, (dr) (3.19)

gdzie

P,(dr) = a, dr (3.20)
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jest prawdopodobiefstwem tego, iz reakcja R, zajdzie w przedziale czasu (t+7,t+7+dr),
za$ a, oznacza sktonno$¢ (ang. propensity) zajécia reakcji p. Py(7) jest prawdopodobien-
stwem, ze przy danym w chwili ¢ stanie S(t) zadna z reakcji nie zajdzie w przedziale czasu
(t,t + 7). Bazujac na powyzszym, prawdopodobiefnstwo, ze ktérakolwiek z mozliwych M
reakcji zajdzie we wspomnianym przedziale czasu wynosi

M
P*(dr) = Z a,dr =a* dr (3.21)
pn=1
Tak wiec prawdopodobienstwo, iz w przedziale d7 nie zajdzie zadna reakcja wynosi 1—a* dr
stad

Py(t+dr) = Py(7) (1 — a™ dr), (3.22)

co mozna przedstawi¢ w postaci rownania rézniczkowego jako

d Py .
— =—a" P, 3.23
b ap, (3.23)
ktérego rozwigzanie ma postaé
Py(r) =e 0" (3.24)

Bazujac na powyzszych réwnaniach, z rozktadu tacznego mozna otrzymaé prawdopo-
dobienstwo, ze ktérakolwiek z mozliwych reakcji zajdzie w przedziale czasu (t+7, t+7+dr)
sumujac réwnanie 3.19 po wszystkich reakcjach

M
P(r)dr = Z P(u,7)dr =a*e " dr (3.25)
pn=1

Warto zauwazy¢, iz rownanie 3.25 daje nam prawdopodobienstwo, ze ktérakolwiek z reakcji
zajdzie w przedziale czasu dr, a nie w okre$lonym czasie. stad potrzeba zalozenia, iz dr
jest pomijalnie mate. Daje to podstawe do wyznaczenia dokladnego, czasu kiedy zajdzie
kolejna reakcja.

Prawdopodobienstwo, ze reakcja ktéra zajdzie w czasie T bedzie typu p jest prawdo-
podobiefistwem warunkowym P(u,7) i jako takie wyraza sie wzorem:

P(u,7)  a,e @7
P = LRV = 3.26
(ul7) P(1) a*e~a'T  g* ( )

Roéwnania 3.25 oraz 3.26 daja nam prawdopodobienstwa odpowiadajace na pytania kiedy
zajdzie nastepna reakcja i jakiego typu ta reakcja bedzie.



24 Deterministyczne i stochastyczne modelowanie Sciezek regulatorowych

W celu ujecia powyzszych réwnan w algorytm obliczeniowy potrzebne sa kolejne prze-
ksztalcenia. Chcac wyznaczyé doktadny czas, w ktorym zajdzie kolejna reakcja, trzeba
skorzystaé z funkcji gestosci prawdopodobienstwa dla réwnania 3.25, ktéra ma postac

P(r)=a*e T (3.27)

stad jej dystrybuanta zdefiniowana jest jako

t t
F(t) = / P(r)dr = a*/ e Tdr=1—e"" (3.28)
0

—00

Majac dana liczbe r; wylosowang z rozktadu réwnomiernego z przedziatlu < 0,1 >, chcac
wybraé czas t tak by F'(t) = r1 i korzystajac z faktu, iz postaé funkcji gestosci dla ¢ bedzie
taka jak w réwnaniu 3.27, mozna wyznaczy¢ wartos¢ ¢t z zaleznosci:

t:F_l(rl):al*ln< ! ) (3.20)

1—’!‘1

Liczba ripochodzi z rozktadu rownomiernego z przedziatu < 0,1 >, wiec wyrazenie 1 — 1
moze zostaé zastapione przez r1, co daje nam czas 7 do nastepnej reakcji rowny:

1 1 1

a* 1 a

Typ reakcji jaka zajdzie w tak ustalonym czasie mozna okresli¢ korzystajac z zaleznosci
3.26. Jezeli wylosowana zostanie liczba ro z rozkltadu réwnomiernego z przedziatu < 0,1 >,
to typ reakcji ktéra zajdzie w chwili 7 odpowiada takiemu p, ktore spelnia nieréwnosé:

p—1 a; I a;
E e ro < E e (3 31)
Jj=1 J=1

Przy powyzszych przeksztatceniach mozna juz sformutowaé algorytm Gillespiego:

1. Ustal ¢ = 0 oraz poczatkowe ilodci wszystkich czasteczek bioracych udzial w reak-
cji. Zainicjuj generator liczb pseudolosowych

2. Dla danego czasu t oraz ilosci molekul przelicz wszystkie funkcje sklonnosci a, oraz
* M
wyznacz a* =}, ay

3. Wylosuj dwie liczby 71 i ro z rozkladu rownomiernego z przedzialu < 0,1 >. Znajdz
7= (1/a*)In(1/r1) oraz takie yu, ktére spelnia nieréwnosé: 25:—11 aj <rga* < Y a;

4. Zmien ilosci molekul zgodnie z schematem wylosowanej reakcji R, podstaw czas t =
t+T1

5. Sprawdz czy osiggnigto czas T' kofica symulacji lub czy wszystkie a, = 0, jezeli tak,
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zakoncz obliczenia, jezeli nie, wr6¢ do punktu 2.

Modyfikacja 7 — leap

Podstawowy algorytm Gillespiego, pomimo, iz w spos6b znaczacy utatwia rozwiazanie
problemu modelowania stochastycznego posiada réwniez zasadnicza wade. Po wylosowa-
niu czasu zajsScia nastepnej reakcji 7 oraz typu reakcji ktora zajdzie okreslanego przez
przeprowadza sie doktadnie jedng reakcje wylosowanego typu. Przyktadowo jezeli posiada-
my sto tysiecy czasteczek A i sto tysiecy czasteczek B, ktére w reakeji R, lacza sie z soba
tworzac kompleks AB, to jezeli reakcja u okaze sie reakcja zwycieska, to w chwili ¢t 4+ 7
doktadnie jedna czasteczka A polaczy sie z jedna czasteczka B tworzac jeden kompleks
AB. Zakltadajac wiec nieodwracalnosé tej reakcji oraz brak innego typu reakcji w systemie,
do pelnego przereagowania A i B potrzeba sto tysiecy krokéw algorytmu Gillespiego w
jego formie podstawowej. Jest to przyczyna duzego obcigzenia obliczeniowego algorytmu.
Gillespie [26] zauwaza, ze przy zalozeniu duzej iloéci czasteczek A i B w systemie stan
uktadu miedzy chwilami ¢ i ¢ + 7 zmienia si¢ minimalnie. Zaktadajac dodatkowo, ze reak-
cja zachodzi szybko, to znaczy sktonnos¢ do zajscia reakcji jest bardzo wysoka na mocy
3.30 uzyskujemy czas T dazacy do zera. Tak wiec po wykonaniu pojedynczego kroku algo-
rytmu uktad znajduje si¢ w przyblizeniu w tym samym stanie co przed jego wykonaniem.
W zwiazku z tym prawdopodobienstwa typéw reakcji w nastepnym kroku sa podobne do
tych w kroku poprzednim. Przejécia pomiedzy kolejnymi stanami uktadu maja charakter
procesu Markowa, wiec w danej chwili ¢ do wykonania kolejnego kroku nie musimy znaé
doktadnej kolejnosci zachodzenia poprzednich reakcji. Do poznania biezacego stanu ukla-
du wystarczy informacja ile razy kazda z reakcji zaszla od chwili startu obliczen (przy
znajomosci warunkéw poczatkowych). Bazujac na powyzszych spostrzezeniach Gillespie
zaproponowal w roku 2001 modyfikacje swojego algorytmu zwana 7-leap [26]. Zaklada
ona omijanie niektérych stanéw w trakcie symulacji i estymowanie ilosci reakcji jaka w
zaszta w pominietym czasie na podstawie rozktadu Poissona. Doktadnosé estymacji opiera
sie na wspomnianych zalozeniach o niezmiennosci funkcji sktonnosci w uktadzie. Oczywi-
Scie w miare wydluzania sie skoku, a tym samym iloSci reakcji jakie zaszlty w miedzyczasie
zalozenie to przestaje byé¢ prawdziwe, co wynika z faktu, iz warto$ci funkcji sktonnosci
zaleza od liczby reagujacych ze soba czasteczek. W celu przyspieszenia algorytmu nale-
zy zmaksymalizowa¢ dlugosé skoku 7, wiec optymalnym rozwiazaniem bedzie znalezienie
najwickszego mozliwego 7, ktére w przedziale < ¢, ¢+ 7 > nie powoduje znaczacej zmiany
zadnej z funkcji sktonnoéci w uktadzie. Warunek ten zwany jest przez Gillespiego warun-
kiem skoku. W skroécie algorytm po modyfikacji 7-leap wyglada nastepujaco:

1. Dla danego uktadu w chwili ¢ znajdz czas 7 spelniajacy warunek skoku

2. Korzystajac z rozkladéw Poissona wylosuj liczbe reakcji kazdego typu jaka zaszta w
przedziale czasu < t,t + 71 >

3. Zmien stan ukltadu zgodnie ze schematami reakcji, podstaw ¢t = ¢t + 7 i wréé do kroku 1.

Dokladna procedura wyznaczania czasu 7 opisana jest w [26]. Warto zauwazy¢, ze je-
zeli iloéé reagujacych molekut w ukladzie jest niewielka, rzedu kilkunastu, kilkudziesieciu
czasteczek, to kazda zmiana ich liczby bedzie miata wplyw na funkcje sktonnosci, co w
skrajnym przypadku prowadzi do dtugosci kroku 7 réwnemu czasowi do zajécia kolejnej
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reakcji i algorytm 7-leap staje si¢ rownowazny algorytmowi podstawowemu.

Algorytm Haseltine’a i Rawlingsa

W roku 2002 Eric Haseltine i James Rawlings zaproponowali swoja modyfikacje podsta-
wowego algorytmu Gillespiego [30]. Modyfikacja ta zaklada podzielenie wszystkich typéw
reakcji zachodzacych w ukladzie na dwie grupy, tak zwanych reakcji szybkich i reakcji
wolnych. Zgodnie z prawem dzialania mass tempo reakcji zalezy od stezenia reagujacych
ze soba substratéw, co mozna rozumieé réwniez tak, iz sktonnosé (ang. propensity) danej
reakcji jest tym wieksza, im wiecej jest czasteczek substratow tej reakcji. Reakcjami szyb-
kimi sa zatem te reakcje, w ktérych liczba reagujacych czasteczek jest bardzo duza, rzedu
dziesiatek czy setek tysiecy. W takim przypadku odchytka rzedu kilku, kilkunastu reakc;ji,
ktore zaszty do czasu t ma niewielki wplyw na warto$é¢ funkcji sktonnosci reakcji w danym
czasie. Dhugos¢ kroku 7 do zajdcia kolejnej reakcji jest réwniez niewielka, wiec mozna z
duzg dokladnoscia przyblizyé stochastyczny proces reakcji zaleznoscig deterministyczna
wyrazona réwnaniem rézniczkowym zwyczajnym (ODE). W przypadku reakeji, w ktérych
liczba reagentéw jest niewielka ich funkcja sklonnosci réwniez przyjmuje niewielkie war-
tosci, wiec reakcje te beda zachodzi¢ wolno, z duzymi odstepami 7 pomiedzy kolejnymi
zdarzeniami. Powoduje to, iz przyblizenie deterministyczne wolnych reakcji obcigzone be-
dzie sporym btedem. Reagujacych czasteczek jest w nich niewiele, rzedu kilku, kilkunastu
do kilkudziesieciu, wiec odchytka w ilosci dokonanych reakcji rzedu kilku-kilkunastu zda-
rzen ma spory wptyw na wartos¢ funkeji sktonnosci w danym czasie. Stad tez zastosowanie
w przypadku tych reakcji przyblizenia za pomoca réwnan rézniczkowych zwyczajnych jest
niewskazane. Wykorzystujac powyzsze spostrzezenia Haseltine i Rawlings przedstawili al-
gorytm, ktéry mozna w skrocie opisa¢ nastepujaco:

1. Majac dany uktad rozdziel wszystkie reakcje w nim zachodzace na wolne i szybkie.
Opisz szybkie reakcje za pomoca ODE

2. Dla danego czasu t oraz danej ilosci molekul przelicz wszystkie funkcje sktonnosci a, ()
dla wolnych reakcji oraz catkowity funkcje sktonnosci

M
a*(t) = au(t) (3.32)
pn=1

3. Wylosuj dwie liczby 71 i ro z rozktadu réwnomiernego z przedziatu < 0,1 >

4. Rozwiaz uktad ODE dla szybkich reakcji od czasu t do czasu t + 7 takiego, ze:

log(r1) + /tH—T a*(s)ds = 0. (3.33)

5. Wyznacz ktéry typ () wolnych reakeji zajdzie w czasie t + 7 korzystajac z nieréwnosci:

) a;(t +7) (3.34)

1 Iz
=1

aj(t+7)<rga’(t+7) <
1 J

<.
Il
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gdzie a;(t+7) oznacza funkcje sktonnosci poszczegélnych wolnych reakcji, a p indeks zwy-
cieskiej reakcji.

6. Zmien ilo§¢ molekul zgodnie regutami zwycieskiej reakcji u. Jezeli nie osiagnieto wa-
runkéw stopu podstaw t =t 4+ 7 i wroé¢ do punktu 2

Powyzszy algorytm wykorzystalem w rozprawie do przeprowadzenia symulacji zbudowa-
nych modeli stochastycznych.

Przyblizenie deterministyczne

Przyblizenie deterministyczne stworzonych modeli stochastycznych najprosciej uzyskaé
przez zastapienie opisu stochastycznego rownaniami rézniczkowymi zwyczajnymi opisuja-
cymi zmiane iloéci badanych molekut w czasie.

Rozpatrzmy proces produkcji mRNA z aktywnego genu. Iloé¢ kopii mRNA w chwili
t+dt moze zwigkszy¢ sie na skutek syntezy badz zmniejszy¢ na skutek degradacji. Zatézmy,
ze w danej chwili uktad znajduje sie w stanie n oznaczajacym iloéé¢ kopii mRNA. Stan ten
moze by¢ osiagniety w wyniku syntezy dodatkowej molekuty mRNA o ile uktad znajdowat
sie wezedniej w stanie n — 1 badZz w wyniku degradacji jednej molekuly mRNA jezeli
uktad znajdowal si¢ w stanie n + 1. Stan n ukladu moze zostaé opuszczony w wyniku
syntezy (uktad przejdzie do stanu n + 1) badZ degradacji (uklad przejdzie do stanu n —
1) jak pokazano na rysunku 3.1. Tempo syntezy nie zalezy od stanu ukladu i wynosi

dn d(n+1)

Rysunek 3.1: n - ilo$é kopii mRNA| s - tempo syntezy, d - tempo degradacji

s, tempo degradacji zalezy od stanu uktadu i wyraza sie iloczynem wspélczynnika d i
ilosci kopii mRNA w danym stanie (na przyktad dn dla stanu n). Oznaczajac przez x,
prawdopodobienistwo, iz uktad w chwili ¢ znajduje sie w stanie n mozemy przedstawi¢ jego
rownanie master:

d
23T = $Tn-1 +dzpi1 (n+1)—sx, —dz,n. (3.35)
Stacjonarna gestos¢ prawdopodobienstwa powyzszego réwnania wyraza sie rozkladem Po-

issona o $redniej A = s/d:
e M A"

P:
n!

(3.36)

w rozkladzie Poissona Srednia réwna jest wariancji, a wiec szum o zdefiniowany jako

stosunek odchylenia standardowego do $redniej wyrazi sie zaleznoscia:
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VAL
O‘—T—\/X. (3.37)

Zgodnie z powyzszym rownaniem szum maleje wraz ze Srednig ilodcia czasteczek, wiec w
przypadku gdy srednia ta jest dostatecznie duza, uzasadnione jest przyblizenie determini-
styczne wyrazajace zmiane ilosci czasteczek mRNA w postaci:

d
pria e dn, (3.38)

w ktérego stanie ustalonym ilosé czasteczek n rowna jest sredniej A z rozktadu Poissona.

Powyzsze spostrzezenie wykorzystalem w rozprawie do tworzenia przyblizen determini-
stycznych. Stacjonarne gestosci prawdopodobienstw dla bardziej skomplikowanych reakcji
nie wyrazajg sie rozktadem Poissona. Przyjalem jednak, ze warto$é szumu w tych reakcjach
réwniez maleje wraz ze wzrostem $redniej iloéci czasteczek. Liczba kopii mRNA czy biatek
w stworzonych modelach jest duzo wieksza od jednosci, wiec takie przyblizenie wydaje sie
racjonalne.

3.5 Procedura dopasowania modelu do danych

Budowa modelu wymaga oprécz okreslenia substratow bioracych udziat w reakcjach, po-
dania réwniez tempa tych reakcji. Wartosci te tworza zbiér parametréw modelu. Wartosci
niektérych elementéw tego zbioru zostaly wyznaczone eksperymentalnie i moga zostaé od-
nalezione w literaturze. Dla czeéci parametréw mogg by¢ znane granice w ktérych powinny
sie one znajdowacé. Przykladowo maksymalna wydajnos¢ transkrypcji mRNA z jednej ko-
pii genu wynosi okolo 0.16 mRNA /s, co wynika z predkosci przesuwania si¢ polimerazy
RNA po nici DNA wynoszacej 40 nukleotydéw (nt) na sekunde oraz minimalnej odlegto-
$ci pomiedzy kolejnymi polimerazami wynoszacej 250 nt (v=40/250=0.16) [52]. Podobnie
maksymalna wydajnos¢ translacji z jednej nici mRNA w pojedynczym rybosomie wynosi
15 aminokwaséw (a.a.) na sekunde, co przy dziesieciu jednoczesnie pracujacych na niej
rybosomach daje nam 150 a.a. na sekunde. Przyjmujac dtugos¢ pojedynczego biatka na
poziomie 300 a.a (przyktadowo biatko IkBa u czlowieka ma dlugosé 317 a.a) otrzymujemy
maksymalna wydajnosé translacji z jednej kopii mRNA réwna 0.5 biatka/s [52]. Niestety
dla wiekszosci parametréw nie sa znane ani dokladne wartosci ani tez granice w jakich
powinny sie one znajdowaé i w trakcie budowy modelu parametry te muszg zostaé oszaco-
wane. Zmiana ich wartosci pociaga za sobg zmiany w zachowaniu si¢ budowanego modelu,
wiec dobiera sie je tak, by uzyskana dynamika odwzorowywata znane z eksperymentéw
zachowania uktadu.

Mozliwe sg dwa zasadnicze podejscia do dopasowywania modelu. Pierwsze z nich za-
ktada jak najlepsze dopasowanie modelu do konkretnego eksperymentu (stosowane miedzy
innymi przez grupe Hoffmana), drugie zaklada takie dobranie parametréw, by charakter
zachowania modelu przy réznych wymuszeniach zgadzal sie ze znanymi eksperymentami,
przy czym nie musi by¢ on do nich dokladnie dopasowany. Wada podejscia pierwszego jest
to, ze model dokladnie dopasowany do jednego eksperymentu nie posiada w ogdlnym przy-
padku zdolnosci generalizacji, to znaczy nie bedzie w stanie w sposéb prawidlowy oddaé
zachowania sie obserwowanego ukladu przy eksperymentach z innym protokotem wymu-
szenia badzZ wyciszeniem niektérych gendéw. Model dopasowany wedtug podejécia drugiego
nie oddaje dokladnie zadnego z eksperymentéw w sensie stosunkéw ilosciowych, jednak
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oddaje prawidlowo charakter odpowiedzi uktadu przy réznych protokotach eksperymentu.
Wyniki kolejnych powtoérzen doswiadczen biologicznych réznia sie zazwyczaj iloSciowo, sa
jednak zgodne jezeli idzie o charakter odpowiedzi uktadu, wiec wydaje sie, iz takie podej-
Scie jest uzasadnione i prowadzi do budowy modeli lepiej oddajacych rzeczywistosé. Drugie
z omowionych tu podejsé zostalo zastosowane w dopasowywaniu modeli stworzonych w
ramach rozprawy (model p53 i model taczny) jak i modelach Lipniackiego i in. (NF-xB)
[56].

W przypadku szukania parametréw modelu deterministycznego, zwlaszcza przy zasto-
sowaniu pierwszego z podejs¢ mozliwe jest stworzenie algorytmu znajdowania optymalnego
dopasowania modelu do danych w sensie wskaznika jakosci jak pokazali na przyklad Fuja-
rewicz i in. w [21]. Jednakze, jezeli chcemy uzyskaé¢ dopasowanie modelu do kilku roznych
eksperymentow, a dodatkowo rozwazamy model stochastyczny koniecznym staje sie reczne
dobranie wartosci parametrow.

Procedure dopasowywania modeli w ogélnym przypadku rozpoczynano od ich przybli-
zenia deterministycznego, co wynikato z faktu, ze modele dopasowywane byly czeSciowo
do danych z eksperymentéw populacyjnych. Odtworzenie ich przez model stochastyczny
wymagatoby wielokrotnego powtérzenia symulacji pojedynczej komérki w celu znalezienia
trajektorii oddajacej $rednie zachowanie populacji komoérek, a wiec duza czasochtonnosé.
Ponadto poniewaz modele stochastyczne budowane byty zgodnie z postulatem Haseltine’a
i Rawlingsa, to znaczna cze$é ich réwnan ODE posiada dokladnie ta samg forme co réw-
nania przyblizenia deterministycznego. Po dopasowaniu przyblizenia deterministycznego
przyjmowano wartosci jego parametréw jako wyjsciowe do dostrojenia w modelu stocha-
stycznym. Zastosowany algorytm dopasowywania mozna w sposOb uproszczony przedsta-
wi¢ w nastepujacych krokach:

1. Przyjmij rozsadne w rozumieniu intuicyjnym wartosci wyjSciowe parametréw przybli-
zenia deterministycznego.

2. Znajdz parametry przyblizenia deterministycznego najlepiej oddajace wszystkie z do-
stepnych wynikow eksperymentéw.

3. Wykorzystujac wielkosci parametréw znalezione w punkcie 2 jako wyjsciowe dla modelu
stochastycznego znajdz ich najlepsze dostrojenie w sensie jakoSciowego oddania wynikéw
wszystkich dostepnych eksperymentow.

W zaproponowanych modelach wystepuja sprzezenia zwrotne, a modele dopasowywano
do kilku eksperymentéw réwnocze$nie, wiec kroki 2 i 3 posiadaja charakter iteracyjny.
Zaprezentowane podejscie pomimo, ze czasochlonne pozwala na uzyskanie bardziej uni-
wersalnych modeli w rozumieniu ich zdolnosci do generalizacji.
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Rozdziat 4

Istniejgce modele Sciezki
sygnalowej NF-xB

4.1 Streszczenie

Czynnik transkrypcyjny NF-xB reguluje wczesng odpowiedz immunologiczna przez prze-
kazanie informacji o pobudzeniu patogenami czy cyklinami do jadra komoérkowego powo-
dujac odpowiedz w postaci zmian ekspresji odpowiednich gendéw.

Rozdzial czwarty poswiecony jest istniejacym w literaturze modelom $ciezki sygna-
lowej NF-kB ze szczegbélnym uwzglednieniem modelu zaproponowanego przez Tomasza
Lipniackiego i wspdlpracownikéw. w roku 2007 [56]. Model ten, rozwijany od 2004 roku, w
odréznieniu od reszty modeli, jest rozwiazaniem stochastycznym umozliwiajacym symu-
lacje zachowania sie pojedynczych komérek. Zawiera on dwie petle ujemnego sprzezenia
zwrotnego. Pierwsza z nich wigze czynnik transkrypcyjny z jego inhibitorem IxBa i w przy-
padku zaistnienia wymuszenia powoduje powstawanie w uktadzie oscylacji. Druga petla
ujemnego sprzezenia zwrotnego prowadzaca przez A20 jest nowym rozwigzaniem wprowa-
dzonym przez autorow. Dziatanie tej petli polega na utrwalaniu oscylacji produkowanych
przez petle pierwsza. Jak pokazuje eksperyment Lee i in. [51] brak drugiego sprzezenia
zwrotnego prowadzi do zaniku oscylacji w module NF-xB. Rozwiazania powstate przed
modelem [56], na przyklad proponowane grupe Hoffmanna i Levchenki [34], nie posiadaly
sprzezenia poprzez A20 i skupialy sie na interakcji trzech form biatka IkB. Powyzsza cecha
jak i brak dbatosci o zdolno$é do generalizacji, sprawiaja, iz modele te nie sa w stanie w
sposéb prawidlowy oddaé zachowania sie komérki przy roznych protokotach wymuszenia
i blokadzie A20.

Opracowany przez Lipniackiego i in. [56] model stal sie podstawa do budowy modelu
tacznego Sciezek NF-kB i pb3 przedstawionego w rozdziale siédmym.

Modele Lipniackiego i in. oraz zespolu Hoffmanna-Levchenki stanowig dwie gtéwne
grupy modeli modutu NF-xB spotykane w literaturze i one zostang omdwione w rozdziale
czwartym. Drugi podrozdzial zawiera opis modeli opracowanych przez grupe Hoffmanna-
Levchenki, podrozdziat trzeci opis dwdch wersji modeli Lipniackiego i in. z roku 2004 i 2006.
W czwartej czesci rozdziatu czwartego omowitem szczegdétowo budowe modelu Lipniackiego
iin. z roku 2007, w podrozdziale piatym przedstawiono rezultaty jego symulacji.
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4.2 Modele grupy Hoffmana

Modele sciezki sygnalowej NF-kB proponowane przez grupe Hoffmanna-Levchenki, do
ktérej naleza miedzy innymi Cheong, Kearns i Werner sg modelami deterministycznymi.

Model Hoffmanna-Levchenki zaproponowany zostal po raz pierwszy w roku 2002 [34] w
celu wyjasnienia obserwowanych w eksperymentach oscylacji w poziomach NF-xB wyste-
pujacych po pobudzeniu jego $ciezki sygnatowej. Zawieral on biatko IKK, czynnik trans-
krypcyjny NF-kB (rysunek 4.1) oraz trzy formy biatka IkB (a, 3,€) bedace inhibitorem
NF-kB.

input

L

output

Rysunek 4.1: Model sciezki sygnatowej NF-kB grupy Hoffmanna-Levchenki z roku 2002
[34]. Wystepuja w nim 3 formy IxB, brak sprzezenia od A20. Wymuszenie podawane jest
za pomocy profilu IKK.

Przy braku pobudzenia NF-x£B znajduje sie w cytoplazmie uwiezione w kompleksie z IxB.
W wyniku pobudzenia na przyktad przez TNFa w komérce pojawia sie aktywne biatko
IKK. W modelu [34] pominigto czes$¢ $ciezki znajdujaca sie pomiedzy receptorami wychwy-
tujacymi TNFq, a biatkiem IKK przyjmujac pojawienie sie aktywnego IKK jako wejécie
do uktadu. Aktywne biatko IKK fosforyluje czasteczki IkB zaréwno swobodne jak i te w
kompleksie z NF-kB, co prowadzi do ich rozpadu. Uwolnione w ten sposéb biatko NF-xB
przedostaje sie do jadra, gdzie pelni role czynnika transkrypcyjnego dla wszystkich trzech
form swego inhibitora. Po procesie transkrypcji IkB mRNA ulega translacji w cytoplazmie
i wraca do jadra komérkowego gdzie przyczepia sie do NF-«kB wypychajac je do cytopla-
zmy. Sprzezenie pomiedzy NF-xB, a wszystkimi trzema formami kB pelni w uktadzie
role ujemnego sprzezenia zwrotnego, co razem z opdéznieniem wynikajacym z transkrypcji
i translacji IxB prowadzi do pojawienia sie oscylacji w przypadku ciaglego wymuszenia.
Powyzszy model stal si¢ podstawa dla pojawiajacych sie w literaturze kolejnych modeli
Sciezki sygnalowej NF-xB. Wszystkie one zawieraja w sobie element oscylacyjny oparty o
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sprzezenie NF-xB z 1xB.

W ciggu paru nastepnych lat wspdétpracownicy Hoffmana i Levchenki przeprowadzili
szereg eksperymentow starajac sie dokladniej wyjaénié role i wspotdziatanie trzech izo-
form IxB [100], [43], [12]. Do analizy swych eksperymentéw uzywali oni bazowego modelu
z roku 2002 modyfikujac go, a w szczegdlnosci jego parametry tak by oddawal on jak
najlepiej uzyskane przez nich rezultaty. Niestety przy dopasowywaniu modelu do kolej-
nego eksperymentu nie zwracano uwagi na do$wiadczenia poprzednie, w efekcie grupa
nie wypracowata spdjnego modelu oddajacego zachowanie sie $ciezki NF-xB przy réznych
protokotach wymuszenia. Powstalo za to kilka modeli dopasowanych do indywidualnych
eksperymentéw.

W roku 2008 grupa Hoffmanna-Levchenki badajac role ujemnych sprzezen w module
regulatorowym NF-xB rozszerzyta swoj model o sprzezenie zwrotne pochodzace od biatka

A20 [101].
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Rysunek 4.2: Najnowsza wersja modelu $ciezki sygnatowej NF-xB grupy Hoffmanna-
Levchenki z roku 2008 [101]. Wystepuje tu jedna forma IxB, ujemne sprzezenie zwrotne
biegnace przez A20 oraz wymuszenie poprzez receptory wychwytujace TNFa. Powyzsze
zmiany w stosunku do modelu pierwotnego (rysunek 4.1) spowodowaly, iz stal sie on toz-
samy z deterministycznym przyblizeniem modelu [56].

W swej najnowszej wersji (rysunek 4.2) wymuszeniem w modelu jest pojawienie sie
TNFa, ktory aktywuje receptory aktywujace z kolei biatko posrednie, ktére nastepnie fos-
foryluje IKK. Zrezygnowano z trzech form IkB zostawiajac IkBa. Po tych zmianach model
stal sie tozsamy w strukturze z modelem [56], dlatego tez nie zostal omdéwiony oddziel-
nie. Modele opracowane przez grupe Hoffmanna-Levchenki ze wzgledu na swéj determini-
styczny charakter sg w stanie prawidlowo odda¢ wyniki eksperymentu populacyjnego, nie
nadaja sie jednak do symulacji zachowania si¢ pojedynczych komoérek, ponadto z powo-
dow wymienionych powyzej nie nadaja sie do symulacji odpowiedzi komérki na szerokie
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spektrum protokoléw wymuszenia.

4.3 Modele Lipniackiego i wspoétpracownikéw

Odmienna filozofia w dopasowaniu modeli do danych eksperymentalnych widoczna jest
w pracach Lipniackiego i wspolpracownikéw. Zalozono w nich jak najlepsze dopasowanie
modelu, nie do konkretnego eksperymentu, ale jednoczeénie do wielu eksperymentéw wy-
stepujacych w literaturze. Pojawienie sie nowych danych eksperymentalnych prowadzito
do powstania kolejnej wersji modelu, ktérego zadaniem byto oddanie charakteru obecnego
jak i poprzednich eksperymentéw. Uzyskany w ten sposéb w 2007 roku model [56] moze
stuzy¢ do symulacji zachowania si¢ $ciezki sygnalowej NF-kB przy réznych protokotach
wymuszenia z aktywng i nieaktywna petla sprzezenia poprzez inhibitor A20. Najnowszy
model opisany szczegbétowo ponizej jak i uzyty do budowy modelu tacznego systemow NF-
kB i p53 w rozdziale siédmym jest rozwinieciem poprzednich modeli Lipniackiego i in.,
wiec zostana one omowione tutaj jedynie w skrétowej formie. Pelniejsze przedstawienie

zastosowanych zalozen i uproszczen znajduje sie w opisie aktualnej wersji modelu z roku
2007.
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Rysunek 4.3: Model Lipniackiego i in. z roku 2004 [54]. Widoczne dwa ujemne sprzezenia
zwrotne: poprzez [kBa oraz A20. wymuszeniem jest pojawienie sie sygnatu TNFa. Model
ten byl modelem deterministycznym

Pierwszym modelem opracowanym przez Lipniackiego ze wspotpracownikami byt mo-
del z roku 2004 pokazany na rysunku 4.3, zaprezentowany w [54]. Zostal on stworzony w
celu wyjasnienia obserwowanych w eksperymencie Lee i in. [51] r6znic w zachowaniu sie
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komérek normalnych i komoérek pozbawionych genu A20. Byl to model deterministyczny
oparty o jedna postaé¢ biatka IkB (IkBa) . Wymuszeniem w modelu bylo pojawienie sie
TNFa. Pominieto receptory oraz bialko posrednie IKKK zakladajac, ze pojawienie sie
wymuszenia powoduje aktywacje biatka IKK (IKKn) z jednej strony i jego powolna dez-
aktywacje do nowej formy (IKKi) z drugiej strony. Aktywne IKK (IKKa) degradujac IkBa
uwalnia NF-xB pozwalajac na jego import do jadra komoérkowego i odegranie roli czynnika
transkrypcyjnego dla IkBa i A20. Nowo zsyntetyzowane IkBa wraca do jadra wyciaga-
jac NF-kB do cytoplazmy i tym samym przerywajac transkrypcje. A20 po transkrypcji i
translacji powoduje przyspieszenie dezaktywacji IKK do formy nieaktywnej IKKi réznej
od IKKn, z ktérej nie moze ono by¢ powtornie aktywowane. Mamy wiec do czynienia z
dwoma petlami ujemnego sprzezenia zwrotnego. Model dobrze oddawal eksperyment Lee
i in. [51] przeprowadzony na myszach pozbawionych genu A20 jak réwniez eksperyment
[34].

Kolejny model Lipniacki ze wspodlpracownikami stworzyli w roku 2006 [55] (rysunek
4.4) w celu wyjasnienia zaobserwowanej przez Nelsona [68] desynchronizacji pojedynczych
komorek w odpowiedzi na wymuszenie. Oddanie wynikéw Nelsona stato si¢ mozliwe dzigki
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Rysunek 4.4: Model Lipniackiego i in. z roku 2006 [55]. W stosunku do wersji z roku 2004
zmieniony zostal sposob oddzialywania TNFa jak i A20 na ukiad. W modelu uwzgled-
niono stochastyczng aktywacje i dezaktywacje genéw IkBa i A20. Model z roku 2006 jest
modelem stochastycznym oddajacym zachowanie pojedynczych komorek. A. Aktywacja
modutu NF-xB. B. Petla autoregulacji NF-«B i IkBa. C. Petla autoregulacji NF-xB i
A20

uwzglednieniu w modelu stochastycznosci zwiazanej z aktywacja genéw A20 i IkBa, dzieki
czemu produkcja odpowiadajacego im mRNA nie jest ciagla. Poziom czynnika transkryp-
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cyjnego w jadrze nie odpowiada bezposrednio za tempo transkrypcji, lecz okresla praw-
dopodobienstwo aktywacji genéw, podobnie poziom inhibitora IkBa odpowiedzialnego za
dezaktywacje jadrowego NF-xB i jego przemieszczanie si¢ do cytoplazmy, odpowiada w
tym modelu za prawdopodobienistwo dezaktywacji genéw, a nie bezposrednio za obniza-
nie tempa transkrypcji. W modelu zatozono, iz w momencie aktywacji genu uruchomiona
zostaje produkcja odpowiadajacego mu mRNA. Produkcja ta zachodzi z maksymalna moz-
liwg wydajnoscia do czasu az gen ulegnie dezaktywacji. W rezultacie produkcja mRNA
odbywa sie w transzach tym wiekszych im dtuzszy jest czas aktywnosci genu. Poziomy
NF-kB jak i IkBa odpowiadaja jedynie za prawdopodobienstwa aktywacji i dezaktywacji
genow, wiec ze wzgledu na stochastyczny charakter tego procesu pomimo zastosowania te-
go samego protokotu wymuszenia w kolejnych realizacjach algorytmu pojawiaja sie réznice
utozsamiane w modelu z réznicami pomiedzy odpowiedziami réznych komérek. Przyjecie
takiej interpretacji umozliwia stwierdzenie, iz model jest w stanie oddawaé zachowanie si¢
pojedynczych komérek w odpowiedzi na bodziec. Dodatkowo w modelu zmieniono sposéb
oddziatywania TNF«a, ktore jedynie aktywuje kinaze IKKn do postaci IKKa nie dezakty-
wujac jej jak to bylo w modelu poprzednim.

Ostatnia wersja stworzona przez Lipniackiego ze wspotpracownikami jest model z ro-
ku 2007 zaprezentowany w [56]. Powstal on w celu przebadania potencjalnych mozliwosci
zréznicowania reakcji komorek na pojawienie sie matej dozy TNFa. Uwzgledniono w nim
stochastyczna aktywacje receptorow TNFRI1 oraz kinaze pos$redniczaca w przekazaniu sy-
gnalu do IKK zwana IKKK. Przemodelowano réowniez zachowanie sie IKK, ktére obecnie
ulega aktywacji dzieki dzialaniu IKKKa przechodzac z formy IKKn do IKKa, ktéra mo-
ze by¢ dezaktywowana do formy IKKi przy czym dezaktywacja ta jest przy$pieszana w
obecnoséci biatka A20. Biatko IKKi wraca do postaci nieaktywnej IKKn poprzez posrednia
forme IKKii. Najnowsza wersja modelu zostata wykorzystana do budowy modelu tacznego
przedstawionego w rozdziale siédmym i dlatego zostanie omoéwiona szerzej.

4.4 Struktura modelu Lipniackiego i wspoélpracownikow z
roku (2007)

Stworzony przez Lipniackiego i in. model $ciezki sygnatowej NF-xB zaktada dwu kom-
partmentalna kinetyke NF-xkB oraz jego inhibitoréw IkBa i A20. Model ten (rysunek
4.5) bedacy modelem stochastycznym pozwala na analize odpowiedzi pojedynczych ko-
mérek, zaréwno normalnych jak i z zablokowanym biatkiem A20, na wymuszenie réznymi
protokotami podawania TNFa. Model zawiera dwie petle ujemnego sprzezenia zwrotne-
go. Pierwszg wiazaca NF-kB z jego inhibitorem IkBa oraz druga prowadzaca przez A20,
IKKK, IKK i IkBa. Doktadne dziatanie modelu oraz podstawy biologiczne, na ktorych
oparto sie przy jego budowie przedstawione sa ponize;j.

Aktywacja receptoréw

Aktywacja Sciezki sygnatowej NF-kB rozpoczyna sie od aktywacji receptoréw. Poje-
dynczy trymer TNF«a dotaczajac sie do receptora TNFR1 powoduje jego trymeryzacje i po
przylaczeniu czasteczek takich jak RIP i TRAF2 powstanie aktywnego kompleksu recepto-
ra zdolnego do aktywacji IKKK. Dezaktywacja receptora nastepuje w sposdb spontaniczny.
Grell i in. w [28] pokazuja, ze trymery TNFa dysocjuja z receptor6w TNFR1 z pélokre-
sem réwnym 33 minutom, podczas gdy czas ich internalizacji wynosi okoto 10-20 minut.
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Bazujac na powyzszym zalozono, iz liczba receptoréw oznacza liczbe trymeréw receptora.
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Rysunek 4.5: Model Lipniackiego in. z roku 2007 [56]. W modelu pojawia sie dodatkowa
stochastyczno$é¢ zwiazana z aktywacja i dezaktywacja receptoréow. Wystepuja w nim dwie
petle ujemnego sprzezenia zwrotnego. Wymuszenie zwiazane jest z obecnoscia TNFa w
otoczeniu komorki.

Receptory aktywuja sie i dezaktywuja niezaleznie od siebie z prawdopodobienstwem akty-
wacji r2(t) proporcjonalnym do koncentracji TNFa(t) (ktéra moze byé zalezna od czasu)

i prawdopodobienstwem dezaktywacji r¢, ktére jest state

r2(t) = ky TNF(t), rd = k. (4.1)
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Transkrypcja i translacja

Wiele eksperymentéw wskazuje na to, ze proces transkrypcji RNA jest dyskretny, zas
czynniki transkrypcyjne reguluja prawdopodobienstwo tego, ze dany gen jest aktywny
badz nieaktywny, a nie tempo samej transkrypcji [95], [19], [78]. Przelaczanie genu z stanu
aktywnego w nieaktywny i odwrotnie wprowadza duza stochastyczno$é w ekspresji genéw
komérek eukariotycznych jak i w calej regulacji komérkowej [46], [44], [55], [71], przeglad
w [40]. Jezeli czas aktywnosci genu jest dostatecznie dlugi, to skutkuje to znaczacym
wzrostem ilosci zsyntetyzowanego mRNA, co z kolei przektada si¢ na jeszcze wigkszy wzrost
ilosci odpowiedniego biatka.

W modelu zatozono, ze geny A20 i IkBa posiadaja dwie jednakowe kopie aktywowane
niezaleznie, przez przytaczanie sic NF-kB do obszaru promotora i dezaktywowane przez
IkBa, ktore przytaczajac sie do NF-kB powoduje jego oderwanie z obszaru promotora.
Pomimo, ze nie ma dowoddéw, iz wspotczynniki aktywacji i dezaktywacji gendéw sa takie
same dla IkBa i dla A20, to dla zmniejszenia liczby parametrow w modelu przyjeto ze sa
one réwne. Stan kazdej kopii genu G* (i = 1,2) wynosi G* = 1 gdy NF-sB jest przyla-
czone do obszaru promotora, i G* = 0 w przeciwnym wypadku. W zwigzku z tym stan
zaleznych od NF-kB genéw G = G' 4 G? moze byé réwny 0, 1 lub 2. Prawdopodobiefistwa,
przylaczania i dysocjacji sa jednakowe dla kazdej kopii i wynosza odpowiednio 7°(t) i r?(t),
gdzie:

P (t) = qin NFrBy(t), r(t) = qon IkBay(t). (4.2)

Zalozono, ze gdy gen jest w stanie aktywnym, to transkrypcja nastepuje z tempem cy,,.
Predko$é polimerazy mRNA ~ 40nt/s i charakterystyczna minimalna odlegto$é pomiedzy
sgsiednimi polimerazami 250 nt daja gérny limit wydajnosci transkrypcyjnej pojedynczej
kopii genu c¢pax = 40/250 = 0.16 [mRNA /s]. Podobnie gérny limit wydajnosci translacji
tmax = 0.5 [protein/mRNA /s] [53].

Ujemne sprzezenie zwrotne poprzez IkBa

W komoérkach, ktore nie ulegly pobudzeniu NF-«B jest uwigzione w cytoplazmie w kom-
pleksie z IkB. Istnieje kilka izoform IxB, z ktérych najwazniejsza jest IkBa. Pobudzenie
komorki sygnalem zewnetrznym, w szczegdlnosci TNFa czy IL-1, prowadzi do aktywacji
kinazy IKKK aktywujacej z kolei biatko IKK. Aktywne IKK fosforyluje IkBa w serynie
32 i 36 prowadzac do jego ubikwitynacji w lizynie 21 i 22, a nastepnie do jego szybkiej
degradacji przez proteasom 26S [41]. Yang i in. w [104] oceniaja, ze w komorce znajduje
sie okoto 135000 czasteczek IkBa, z ktorych wigkszoé¢ jest degradowana w pierwszych
10 minutach po stymulacji komérki duza doza TNFa. Uwolnione w ten sposéb NF-xB
przenika do jadra komoérkowego gdzie jego wysoka koncentracja prowadzi do aktywacji
genu IkBa. Wyprodukowane mRNA przedostaje sie do cytoplazmy gdzie ulega transla-
cji tworzac biatka. Nowo zsyntetyzowane IxBa przenika do jadra komérkowego gdzie pod
nieobecnos¢ IKK odrywa NF-£B od obszaru promotora tworzac z nim kompleksy, ktére na-
stepnie sa transportowane do cytoplazmy [87]. Wedlug badan grupy Hoffmana-Levchenki
[34] po stymulacji komorki przez TNFa poziom IkBa powraca do stanu wyjsciowego po
30-75 minutach. Zmniejszenie si¢ liczby aktywnych czasteczek NF-xkB w jadrze powodu-
je zmniejszenie sie prawdopodobienstwa aktywacji odpowiednich genéw, a tym samym
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zmniejszenie liczby wyprodukowanego mRNA i odpowiadajacych mu biatek, w tym A20.
Zmniejszenie sie liczby A20 prowadzi do ponownej aktywacji IKK (opis ponizej), a w na-
stepstwie degradacji IxkBa i uwolnienia NF-xB, co rozpoczyna kolejny cykl oscylacji.

Ujemne sprzezenie zwrotne A20

Drugim ujemnym sprzezeniem zwrotnym wystepujacym w $ciezce sygnalowej NF-xB
jest sprzezenie prowadzace przez biatka IKKK, IKK, IkBa, NF-xB i A20.

W niepobudzonych komérkach nie wystepuje ekspresja A20. Aktywowany receptor
aktywuje biatko IKKK, ktére z kolei fosforyluje IKK. Z biologicznego punktu widzenia
istnieja co najmniej dwie kinazy biorace udzial w tym procesie: MEKK3 [69],[6] i TAK1
[6],[89], [82]. Shim i in. [82] pokazuja, iz TAK1 posredniczy w aktywacji IKK przy wy-
muszeniu za pomoca TNF«a i IL-1. Homozygotyczne, zmutowane komérki nie wykazuja
aktywnosci NF-kB po stymulacji TNFa i wykazuja mniejsza aktywnos¢ NF-xB niz ko-
moérki niezmutowane przy wymuszeniu IL-1. Nho i O'Dwyer [69] wykazali, ze wyciszenie
MEKKS3 zmniejsza aktywnos¢ IKK. Powyzsze spostrzezenia uzupelnione o wiedze po-
chodzaca z eksperymentu [6] sugeruja, iz TAK1 przylacza sie do kompleksu aktywnego
receptora TNFR1 przy udziale RIP i wspolpracujac z biatkiem MEKK3 aktywuje IKK.
W modelu uproszczono ta cze$¢ wprowadzajac jedno biatko posrednie IKKK i zatozono, iz
jest ono aktywowane przez aktywny receptor (przechodzi ono z formy IKKKn do IKKKa).
Przy braku aktywacji IKKK spontanicznie wraca do swej formy nieaktywnej IKKKn. Do-
datkowo zalozono stala liczbe czasteczek IKKK w koméree (na przyklad ich degradacja
jest réwnowazona przez produkcje.)

Aktywne IKK degraduje IkBa uwalniajac NF-kB, ktére przedostaje sie do jadra ko-
moérkowego aktywujac gen A20 [48]. A20 jest ligaza ubikwitynujaca, ktérej dokladne dzia-
tanie nie jest jeszcze znane. W modelu zalozono, iz oddzialuje ono na badana Sciezke
na dwa sposoby: (1) zgodnie z [102] inicjuje ono degradacje RIP, ktory jest niezbednym
elementem aktywnego kompleksu receptora TNFR1, tym samym go wylaczajac, oraz (2)
taczy sie bezposrednio z IKK~y zmieniajac aktywne IKK w nieaktywna forme IKKi, ktéra
nie ma zdolnosci do ponownej aktywacji [105]. Dokladny mechanizm dezaktywacji IKK
pozostaje nadal sprawg niewyjasniona. Wiadomym jest, iz nieaktywna forma IKKi prze-
chodzi w forme podstawowg IKKn poprzez szereg form poérednich, ktore réznig sie od
siebie zajetoscig miejsc regulatorowych na IKK/J3. Miejsc tych jest 16, wiec moze istnieé
wiele stanéw posrednich [81]. Aby oddaé¢ wystepujace tu opdznienie w modelu zalozono
istnienie stanu posredniego miedzy IKKi i IKKn zwanego IKKii.

Brak aktywnego IKK powoduje brak degradacji wolnego IxBa jak i IkBa w kompleksie
z NF-kB. W efekcie NF-kB zostaje wyciagniete z jadra komdrkowego, co powoduje zaprze-
stanie produkcji mRNA. W komorkach pozbawionych A20 ciagle aktywne IKK poprzez
szybka degradacje nowo zsyntetyzowanego IkBa zaburza dzialanie pierwszej petli ujemne-
go sprzezenia [54]. W komérkach pozbawionych genu A20 (A20 -/-) po stymulacji TNF«
zaobserwowa¢ mozna iz poziom jadrowego NF-xB nie oscyluje, lecz ustala sie w stanie wy-
sokim (rysunek 4.7). Hlustracja powyzszego jest eksperyment, w ktérym mozna zauwazy¢,
iz myszy pozbawione genetycznie biatka A20 wykazuja nadwrazliwo$¢ na TNF«, nawet
gdy produkcja IkBa mRNA jest w nich nie zaburzona [51]. Rola drugiej petli ujemne-
go sprzezenia zwrotnego (dzialajacej poprzez A20) jest zatem stabilizacja dzialania petli
pierwszej (dzialajacej poprzez IkBa).
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4.5 Rezultaty modelu Lipniackiego i wspolpracownikéw

Jak wspomniano [56] jest modelem stochastycznym. W modelach stochastycznych poziomy
molekul regulacyjnych jak na przyklad czynnikéw transkrypcyjnych nie okreslaja tempa
produkcji mRNA | a jedynie prawdopodobienstwa wyprodukowania porcji mRNA poprzez
zaktywowanie genu. Dzieki temu pomimo zastosowania tego samego wymuszenia oraz roz-
poczecia symulacji z tych samych warunkéw poczatkowych w kazdej realizacji mozemy
uzyskaé inne rozwiazanie jako$ciowe i iloéciowe. Przykladowo komérki moga przezyé badz
ulec apoptozie lub poziomy koncowe biatek, w komorkach ktore przezyly, moga by¢ roz-
ne. Réznice w realizacji kolejnych powtdrzen algorytmu numerycznego mozna traktowaé
jako odpowiedzi réznych komérek nalezacych do tej samej populacji. W celu zaprezento-
wania poprawnosci dzialania modelu [56] w niniejszej rozprawie oméwiono jego zgodnosé
z do$wiadczeniami Nelsona i in. [68] i Lee i in [51]. Zachowanie si¢ modelu w odpowiedzi
na inne protokoly wymuszen znane z literatury opisane jest dokladnie w [56]. Ponadto
ponizej pokazano wyniki symulacji przy ciaglym wymuszeniu duzg i mala dawka TNF«
jak 1 wymuszeniu czterogodzinnym pulsem TNFq, ktéry to protokdt wymuszenia znalazt
zastosowanie przy symulacji modelu tacznego.

Doswiadczenie Nelsona i in. 2004

W roku 2004 Nelson i in. [68] zaprezentowali do$wiadczenie przedstawione na rysunku
4.6a. Widzimy na nim w jaki sposéb zmieniaja si¢ w czasie poziomy NF-xB dla czterech
przyktadowych komérek (oznaczonych réznymi kolorami), ktére zostaly poddane wymu-
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Rysunek 4.6: Doswiadczenie Nelsona i in. z roku 2004 [68]. Panel A. Odpowiedzi czterech
przykladowych komérek (rozréznionych kolorami) na wymuszenie ciagte dawka 10 ng/ml
TNFa. Panel B. Przewidywania modelu. Wida¢ wyraZnie zsynchronizowany pierwszy pik
odpowiedzi i p6zniejsza desynchronizacje komorek.
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szeniu 10ng/ml TNFa. Pierwszy pik odpowiedzi jest dobrze zsynchronizowany miedzy
komoérkami oraz jest zdecydowanie najmocniejszy. Wynika to z faktu, iz przy tak sil-
nym wymuszeniu wszystkie prezentowane komorki zostaja natychmiast zaktywowane przy
czym poziom aktywacji IKKK jest wysoki i efekty stochastyczne sg mniej widoczne. Przy
kolejnych pikach aktywacja IKKK jest stabsza, a wiec efekty stochastyczne sie uwypukla-
ja i komorki sie desynchronizuja. Doktadny mechanizm powstawania tych oscylacji oraz
powodéw desynchronizacji omdwiony zostal w czeSci poswieconej zachowaniu modelu w
odpowiedzi na wymuszenie ciagle. Na rysunku 4.6b zaprezentowano przewidywania mode-
lu [56] w odpowiedzi na takie samo wymuszenie jak w do$wiadczeniu [68]. Wyraznie widaé
synchronizacje komérek (oznaczonych réznymi kolorami) w pierwszym piku odpowiedzi,
ktéry jest réwniez najsilniejszy oraz dalsze ostabienie si¢ odpowiedzi i postepujaca desyn-
chronizacje miedzy komérkami. Jak wspomniano wezeéniej zatozeniem Lipniackiego i jego
wspoltpracownikéw nie bylo idealne dopasowanie modelu do konkretnego eksperymentu,
niemniej jednak mozna stwierdzié, iz jego zachowanie jest zgodne z wynikami [68].

Doswiadczenie Lee i in. z roku 2000

Dzigki uwzglednieniu dodatkowego sprzezenia zwrotnego od A20 model [56] jest w sta-
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Rysunek 4.7: Eksperyment Lee i in. z roku 2000 [51] oraz przewidywania modelu. Wyniki
eksperymentu przedstawione sg w formie blotow, rezultaty uzyskane z modelu w formie
plotéw nad nimi. Kolumna lewa przedstawia zachowanie sie komérek niezmodyfikowanych
podczas gdy prawa komorek pozbawionych genu A20.
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nie prawidlowo oddaé¢ eksperyment Lee i in. z roku 2000, opublikowany w [51] i pokazany
na rysunku 4.7. Lee i in. [51] korzystaja z dwdch linii komérkowych mysich fibroblastéw
zarodkowych, z ktérych jedna byla niemodyfikowana (tak zwana ”"wild type”), zas dru-
ga zmodyfikowana genetycznie nie posiadala genu kodujacego A20 (A20 -/-). Obie linie
komoérkowe zostaly poddane wymuszeniu TNFq, a nastepnie zmierzono w nich poziomy
jadrowego NF-kB, transkryptu IkBea, catkowitej ilosci biatka IxBa, aktywnego IKK oraz
w przypadku komérek wild type transkryptu A20.

Na rysunku 4.7 pokazano wyniki eksperymentu [51] w formie blotéw oraz przewidywa-
nia modelu [56] w postaci plotéw nad nimi. W przypadku komérek niezmodyfikowanych
(lewa kolumna) po wymuszeniu wzrasta poziom aktywnego biatka IKK, ktére degraduje
IkBa i uwalnia NF-xB pozwalajac na jego transport do jadra, co powoduje iz po okoto
20 minutach od wymuszenia jego poziom w jadrze osiaga maksimum. W efekcie nastepuje
aktywacja genéw i produkcja transkryptow IkBa oraz A20. Poziom biatka IkBa roénie, co
powoduje ponowne zwiazanie NF-xB z IkBa i jego transport do cytoplazmy. Jednoczesnie
biatko A20 blokuje aktywacje IKKK oraz dezaktywuje IKK. Brak aktywnego NF-«kB w
jadrze powoduje spadek ilosci transkryptow, a nastepnie odpowiadajacych im biatek, co
prowadzi do kolejnej oscylacji.

W komérkach pozbawionych genu A20 mamy do czynienia z inng dynamika (prawa
kolumna). Jego brak sprawia, ze przy ciaglym podawaniu TNF«a receptory pozostaja w
stanie aktywnym, aktywujac IKKK, ktére z kolei aktywuje IKK powodujac, iz jego poziom
jest wyzszy niz w komorkach z nieuszkodzonym genem A20. Wyzszy poziom aktywnego
IKK powoduje, iz pomimo wtaczonej transkrypcji poziom IxBa nie jest w stanie podnies¢
sie do poziomu wyjsciowego gdyz biatko to jest bezustannie degradowane. Tym samym
w jadrze komoérkowym stale obecne jest wolne NF-«B wilaczajace produkcje transkryptu
IkBa i wielu innych genéw. Jak widaé na rysunku 4.7 model [56] w sposéb prawidlowy
oddaje obserwowane w eksperymencie zachowanie sie komorek.

Zachowanie sie modelu przy wymuszeniu cigglym

Na rysunku 4.8 pokazano przebieg pozioméw gltéwnych zmiennych modelu [56] w odpo-
wiedzi na wymuszenie ciagle dawka 10 ng/ml TNFa. Kolorem czerwonym przedstawiono
zachowanie sie przykitadowej komorki w opisie stochastycznym, kolorem czarnym odpo-
wiedZ modelu w przyblizeniu deterministycznym. Wymuszenie ciaglte wspomniang dawka
zastosowane zostalo miedzy innymi w eksperymencie [68], w ktérym widoczna byla de-
synchronizacja komoérek oraz stabszy poziom kolejnych pikéw odpowiedzi po pierwszym
silnym piku.

Przed pojawieniem si¢ wymuszenia (Oh<t<5h) uklad w przyblizeniu deterministycz-
nym znajduje si¢ w stanie ustalonym. Receptory sa nieaktywne, brak jest aktywnego
IKKK, IKK, wiekszo$¢ NF-«B znajduje sie w cytoplazmie uwiezione w kompleksie z IxBa,
w zwiazku z czym geny zalezne od niego transkrypcyjnie sg nieaktywne. Poziom biatka
A20 jest bliski zeru. Po stymulacji komérki TNFa nastepuje aktywacja jej receptoréw
(panel A 5h<t<6h, kolor czarny). Aktywne receptory pod nieobecno$é¢ w komérce A20
(panel J) aktywuja duza ilo$é¢ biatka IKKK (panel B). Duza ilosé¢ aktywnego IKKK silnie
aktywuje IKK (panel C), co prowadzi do degradacji prawie catego IkBa w komérce (panel
D) i uwolnienia NF-xB, ktére nastepnie przedostaje sie do jadra komoérkowego (panel E).
Obecnosé w jadrze duzych ilosci czynnika transkrypcyjnego prowadzi do aktywacji genéw
IkBa i A20 (panele F i G) i nastepujacej po niej produkcji odpowiednich mRNA (panele H
iI). Biatko IkBa (panel D, ta 6h) zsyntetyzowane w cytoplazmie wraca do jadra komérko-
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Rysunek 4.8: Zachowanie sie modelu przy wymuszeniu ciaglym dawka 10 ng/ml TNFa.
Kolorem czerwonym oznaczono przyktadowsg realizacje przebiegéw modelu stochastyczne-
go, kolorem czarnym zachowanie sie przyblizenia deterministycznego.

wego, gdzie wiaze NF-xB powodujac jego eksport z jadra komérkowego (panel E, t= 6h).
Powoduje to zatrzymanie transkrypcji genéw regulowanych przez NF-xB (panele F i G).
Jednoczesnie biatko A20 (panel J) hamuje aktywacje IKKK, co pomimo ciagle obecnego
wymuszenia ze strony TNFa prowadzi do spadku ilosci jego aktywnej formy (panel B,
t ~ 6h) oraz bezposrednio przyspiesza dezaktywacje IKKa (panel C, t~ 6h). Nieaktywne
geny przestaja produkowa¢ mRNA w nastepstwie czego jego poziom spada, pociagajac
za sobg spadek iloéci aktywnych biatek IxBa i A20. Spadek poziomu A20 umozliwia po-
nowng aktywacje IKK. Jednak poziom aktywnego biatka A20 nie jest bliski zeru jak przy
pierwszym piku, a dodatkowo wiekszo$¢ IKK znajduje sie w stanach poérednich IKKi
oraz IKKii, a nie w mogacym by¢ aktywowanym stanie IKKn, wiec nastepujaca wskutek
dzialania IKKK aktywacja jest na bardzo niskim poziomie (panel C t>6h). Poziom ten
jest jednak wystarczajacy by doprowadzi¢ do degradacji pewnej ilosci IkBa, uwolnienia
NF-kB i uruchomienia transkrypcji. W efekcie w uktadzie wystepuja oscylacje niegasnace,
ktoérych amplituda jest sporo nizsza od pierwszego piku (panele A-J, t>6h).

Model stochastyczny zachowuje sie podobnie jak jego deterministyczne przyblizenie z
ta roéznica, iz na skutek samoistnej degradacji IkBa moze dojs¢ do uwolnienia niewielkiej
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ilodci czasteczek NF-xB, ktére po przedostaniu sie do jadra powoduja, ze prawdopodobien-
stwo aktywacji genéw od nich zaleznych jest niezerowe. Prowadzi to do powstania w ukla-
dzie niepoddanym wymuszeniu stochastycznych fluktuacji (panele D-J, 2.5h<t<4h, kolor
czerwony). Po stymulacji TNFa uwolnione NF-xB przedostaje sie do jadra, co znacznie
zwieksza prawdopodobienstwo aktywacji genéw. Podobnie pojawienie sie w jadrze IkBa
zwieksza prawdopodobienstwo ich dezaktywacji poprzez przytaczenie sie do NF-£B i jego
transport do cytoplazmy. O ile przy pierwszym piku poziom NF-kB jest na tyle wyso-
ki, iz prawdopodobienstwo aktywacji wszystkich genéw zaleznych jest bliskie jednoéci, to
przy nastepnych nizszych pikach NF-xB jest ono mniejsze, co zostawia margines na to,
by dany gen nie ulegnie aktywacji natychmiast, lecz dopiero po pewnym czasie. Podobnie
przy dezaktywacji genéw, nizszy przy poczatkowym piku poziom IxBa zostawia margines
na powstanie opéznienia w dezaktywacji genu. Oba te zjawiska sa powodem obserwowa-
nych w przebiegu stochastycznym fluktuacji amplitud (panele B-J, kolor czerwony) oraz
obserwowanej eksperymentalnie [68] jak i w modelu [56] silnej synchronizacji wszystkich
komorek przy pierwszym piku odpowiedzi oraz pdzniejszej ich desynchronizacji.
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Rysunek 4.9: Zachowanie si¢ modelu przy wymuszeniu ciaglym dawka 0.1 ng/ml TNFa.
Kolorem czerwonym oznaczono przyktadowa realizacje przebiegéw modelu stochastyczne-
go, kolorem czarnym zachowanie sie przyblizenia deterministycznego.

Wymuszenie mala dawka TNFa wynoszaca 0.1 ng/ml ujawnia stochastyczne efekty
zwiagzane z aktywacja i dezaktywacja receptoréw. Przyblizenie deterministyczne (rysunek
4.9 kolor czarny) wskazuje, iz w trakcie trwania wymuszenia aktywny jest caly czas jeden
receptor (panel A t>5h), a co za tym idzie, dzieki wzmocnieniu sygnalu w kaskadzie sygna-
towej, w jadrze komérkowym pojawia sie wystarczajaca ilos¢ czynnika transkrypcyjnego
NF-xB (panel E), by aktywowaé oba geny zaleznych od niego biatek IxBa i A20 (panele F
i G). W modelu stochastycznym mala dawka TNF« przeklada sie na niewielkie prawdopo-
dobienstwo aktywacji receptora. Mozliwa jest zatem sytuacja, w ktérej pomimo istnienia
w otoczeniu komoérki niezerowego stezenia TNF« zaden z receptoréw nie zostanie zakty-
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wowany (rysunek 4.9, panel A 10h<t<12h, kolor czerwony). Brak aktywnego receptora
oznacza brak czynnika transkrypcyjnego w jadrze (panel E 10h<t<12h), czyli brak akty-
wacji gendéw (panele F i G 10h<t<12h). Warto zauwazy¢, iz w sytuacji gdy ktorykolwiek
z receptoréw zostanie zaktywowany komoérka odpowiada w sposdb zdecydowany aktywu-
jac obie kopie gendéw obu bialek. Taka strategia zachowania sie komorek przy niewielkim
wymuszeniu, powodujaca, ze cze$¢ z nich ignoruje sygnal, podczas gdy reszta na niego
reaguje, przy czym reakcja jest zdecydowana, moze okazac sie skutecznym mechanizmem
obronnym na poziomie tkanki, czyniac barier¢ immunologiczng trudniejsza do pokonania.

OdpowiedZz modelu na wymuszenie pulsem 4h TNF«

Wymuszenie czterogodzinnym pulsem TNFa wykorzystane zostalo przy badaniu mo-
delu tacznego, dlatego tez oméwione zostanie ponizej. Przy braku wymuszenia oraz w
poczatkowych czterech godzinach po aktywacji TNFa uktad zachowuje sie doktadnie tak
jak przy wymuszeniu ciaglym (rysunek 4.10 t<9h). W chwili t=9h zanika wymuszenie.
Pociaga to za soba spadek liczby aktywnych receptoréw (panel A, t>9h), co powoduje
spadek poziomu aktywnej kinazy IKKK oraz spadek poziomu aktywnego IKK (panel C
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Rysunek 4.10: Zachowanie sie¢ modelu przy wymuszeniu czterogodzinnym pulsem 10 ng/ml
TNFa. Kolorem czerwonym oznaczono przykladowa realizacje przebiegéw modelu stocha-
stycznego, kolorem czarnym zachowanie sie przyblizenia deterministycznego.
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t>10h). Przy braku degradacji poziom IkBa wraca do poziomu wyjsciowego wiazac ze
soba jadrowe NF-kB, co powoduje dezaktywacje gendéw [kBa i A20. Przy braku produkcji
nowych protein poziom biatka A20 na skutek samoistnej degradacji spada do poziomu bli-
skiego zeru. W przyblizeniu deterministycznym (kolor czarny) komérka wraca do swojego
stanu ustalonego.

Na panelach F-J mozna wyraznie zauwazy¢ réznice w zachowaniu sie modelu sto-
chastycznego i przyblizenia deterministycznego. Pierwsza wyrazna réznicg jest aktywacja
genow [kBa i A20 w chwili ta11.5h. W przyblizeniu deterministycznym na skutek nie-
wielkiego podniesienia sie poziomu NF-xB w jadrze aktywacji ulegaja obydwa geny, przy
czym poziom aktywacji wskazuje na to, ze uaktywniona zostata jedna kopia genu IkBa i
jedna A20. W wersji stochastycznej, w ktérej poziomy NF-xB i IkBa reguluja prawdopo-
dobienstwa przelaczen, szansa na aktywacje ktoregokolwiek genu przy tak niskim poziomie
czynnika transkrypcyjnego byta na tyle niewielka, ze oba geny pozostaly nieaktywne. Z
biologicznego punktu widzenia mozna powiedzie¢, iz pomimo, ze czynnik transkrypcyjny
byt obecny w jadrze, to nie zdotal on potaczyé¢ si¢ z obszarem promotora odpowiednich
genéw. Druga wyrazna réznica pomiedzy modelami wystepuje w chwili ta~20h. Bliski zeru
poziom NF-kB w jadrze powoduje, iz w przyblizeniu deterministycznym geny pozostaja
nieaktywne. Jednakze w modelu stochastycznym oznacza to niezerowa szanse aktywacji
ktorego$ z gendéw zaleznych od niego transkrypcyjnie. W chwili t/~19.5h na skutek samoist-
nej degradacji IkBa nastepuje niewielkie podniesienie poziomu wolnego NF-xB w jadrze.
Ten niewielki wzrost powoduje zwiekszenie sie szans na aktywacje ktérego$ z gendéw w
efekcie czego zaktywowane zostaja oba geny A20 oraz jeden z gendéw IkBa. Skutkuje to
produkcja odpowiednich mRNA oraz bialek. W efekcie losowej aktywacji genéw obserwu-
jemy wiec dos¢ wyrazng reakcje uktadu.



Rozdziat 5

Istniejace modele modutu
regulatorowego p53|/Mdm?2

5.1 Streszczenie

Rola modutu regulatorowego p53|Mdm2 jest wykrycie powstatego uszkodzenia DNA, za-
trzymanie cyklu komérkowego (nie ujete w niniejszej pracy), rozpoczecie naprawy uszko-
dzonego tancucha DNA, a jezeli naprawa jest niemozliwa badz zajmuje by zbyt duzo czasu,
zainicjowanie procesu apoptozy.

W ostatnich latach pojawito sie wiele prac eksperymentalnych wyjaéniajacych zacho-
wanie si¢ $ciezki sygnatowej p53|Mdm2, powstalo jednak stosunkowo niewiele prac teo-
retycznych probujacych opisa¢ dynamike badanego uktadu. Wsréd nich mozna wyréznié
trzy zasadnicze grupy modeli.

Pierwsza grupa to modele proponowane przez zespot naukowcéw z instytutu Weizman-
na w Izraelu. Naleza do niego miedzy innymi Bar-or [3], Ma [58], Wagner [94] i Batche-
lor [5]. Cecha wspdlng modeli tej grupy jest pominiecie obserwowanej eksperymentalnie
bistabilnosci p53. Skupiaja sie one na wyjaénieniu oscylacji obserwowanych w uktadzie
p53|Mdm?2 wspdéldziataniem petli ujemnego sprzezenia zwrotnego i wystepujacych w niej
opéznien. Model [5] zawiera dodatkowa petle ujemnego sprzezenia zwrotnego. Ponizej omé-
wiono modele [58] i [5] jako najbardziej zwiazane z modelem proponowanym w ramach
rozprawy.

Druga grupe stanowig cztery modele zaproponowane przez zespél Tysona do ktore-
go naleza miedzy innymi Zhang [106] i Ciliberto [13] ktérych prace omoéwiono ponizej.
Proponowane przez nich modele pomijaja bistabilno$¢ w poziomie p53 jak i opdznienia
skupiajac sie na wyjaénieniu oscylacji w ukladzie wspdtdziataniem petli ujemnego i do-
datniego sprzezenia zwrotnego.

Trzeci rodzaj podejécia zaprezentowali Wee i Aguda [97]. Pomijaja oni w swych roz-
wazaniach obserwowane po uszkodzeniu DNA oscylacje skupiajac sie na zamodelowaniu
bistabilnosci p53 i Akt.

Wymienione powyzej rozwiazania sg modelami populacyjnymi, niezdolnymi do odda-
nia zachowania sie pojedynczej komoérki (u Ma i in. wystepuje symulacja réznic miedzy
komérkami poprzez stochastyczno$é w czasach opéznien).

We wszystkich opisanych modelach wystepuje petla ujemnego sprzezenia zwrotnego
wiazaca czynnik transkrypcyjny pb3 z jego inhibitorem Mdm2. W komorkach niepobu-
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dzonych Mdm?2 znajduje si¢ w stanie wysokim degradujac biatko p53. W momencie uszko-
dzenia DNA p53 jest aktywowane poprzez fosforylacje (nieujete w [106] i [13]), co powoduje
znaczne zmniejszenia sie tempa jego degradacji. Dodatkowo uszkodzenie DNA powoduje
znaczacy wzrost tempa degradacji Mdm2 (co pominieto w [97]). Sfosforylowane p53 akty-
wuje gen Mdm2 uruchamiajac jego produkcje. Powstale Mdm2 po translacji i aktywacji
przez Akt w cytoplazmie przemieszcza sie do jadra komoérkowego gdzie degradujac p53
powoduje dezaktywacje gendéw pb3-zaleznych. Prowadzi to do spadku ilosci transkryptu i
biatka Mdm2, a w nastepstwie spowolnienia degradacji p53, co rozpoczyna kolejny cykl
oscylacji.

Kolejne czesci rozdzialu piatego zawieraja krotkie oméwienie gléwnych modeli istnie-
jacych w literaturze. Ich dokladniejsza analiza znajduje sie w naszej pracy Hat i in. [31].

5.2 Model Wee i Aguda

W roku 2006 Wee i Aguda opublikowali prace prébujaca wyjasnié¢ obserwowang ekspery-
mentalnie bistabilno$é wystepujaca w oddzialywaniu p53 z biatkiem Akt [97]. W zapropo-
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Rysunek 5.1: Model Wee, Aguda [97]. Jedna forma p53. Ujemna i rozbudowana petla
dodatniego sprzezenia zwrotnego zawierajaca PTEN, PIP3 i Akt. Uklad nie wykazuje
oscylacji, wystepuje w nim jedynie bistabilno$é pozioméw biatek p53 i Akt

nowanym przez nich modelu wystepuje jedna forma p53 (rysunek 5.4) oraz petla ujemnego
i dodatniego sprzezenia zwrotnego. Sprzezenie dodatnie zawiera biatka posrednie: trans-
krypcyjnie zalezny od p53 PTEN, dezaktywowane przez PTEN biatko PIP3 ktére w formie
aktywnej potrzebne jest do fosforylacji Akt. Sfosforylowane biatko Akt aktywuje Mdm2
umozliwiajac jego transport do jadra i degradacje p53. Aktywacja uktadu nastepuje na
skutek uszkodzenia DNA ktére powoduje zmniejszenie tempa degradacji p53 (jak zaklada-
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ja autorzy stabilno$¢ p53 rosnie wraz z poziomem uszkodzenia DNA). Sprzezenie dodatnie
powoduje bistabilnos¢ uktadu. Wysoki poziom p53 i niski poziom Akt autorzy utozsamiaja
ze stanem apoptotycznym podczas gdy niski poziom pb3 i wysoki Akt ze stanem przezycio-
wym. W modelu nie uwzgledniono proceséw naprawy materiatu genetycznego. Pominieto
wplyw jego uszkodzenia na tempo degradacji biatka Mdm2, ktére to oddzialywanie jak
pokazano w rozdziale széstym (rysunek 6.5) jest konieczne do wystapienia obserwowanych
eksperymentalnie oscylacji w poziomach p53 i Mdm?2.

5.3 Modele grupy Tysona

W roku 2007 grupa Tysona analizujac przyczyny powstawania po uszkodzeniu DNA oscy-

rd psa-\‘l ﬁ E 20 __5_ ;
e o 4 Bs < .
. =
> =]
._../Md:nz Mdm2 g0 % )
i \trlupl_uﬂn rmuur E 05 5 0
DNA s E
domage™™""> a0 a 2
a0 0 60 B 100 120 M0
3@ & Time
..... ’HEM-? ) . 206 12 = 06 15
|' nudn.r e .[ g es. T ‘-El]_s -------- i Wi
P\ PR Yy EW et g: =04 IV T
\hlmmg,/"— AAAAAAA \‘H_m'lm_/ 203 . g 03 | [~ 0
"_'.'. ------- s 02 | NS i 8 .
B e =l 02 50.2'—' 5
—_— Flthi'ﬂ =1 lnldrhnaz\ 20 0 Fo 0
. ytoplasm_. - Mudleor_/ S g 41 =& 05
r’DNk e Sh 2 0 0 wowm % @ 40 & 80 100
e damage 3% Time Time
7 e 210 08 S0 025
r,. \ g .
"B 3 3 Sy e 006 Ea.a o 51":
~— % E ' prees| g Semenseens L B eeees I —mm——— ]
I II = e EM '}/}1\ an %“ i :Q/L 010
— (MM o G2 S04 f i w  So4 i 008
s T Y c i) £ RV
H 5 02 g 0 = 02 A 0
DNA Eo am &0 005
T S0 %00 w0 150 200 0 50 100 150 0
mage Time Time
w 1h e b 20
—r- \ S 14 214
953 ‘ 38 % 12 212 16
e s 5. 12
X — ! R :
Iv = Hdm? s ’:'.‘Si?n? ) Eos = 08
s g e 04 S04 -
DH# ,l 'g 02 S02> - 4
0 & 0= - i
dumuge = 0 20 40 600 500 1000 1200
&8 -4 Time

Rysunek 5.2: Cztery warianty modelu grupy Tysona [106]. W pierwszej kolumnie model, w
drugiej odpowiedz na niewielkie uszkodzenie DNA, w trzeciej odpowiedz na duze uszkodze-
nie DNA. Linia ciagla - p53, linia przerywana - Mdm2 w jadrze, linia szara - uszkodzenie
DNA.
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lacji w ukladzie p53|Mdm2 przedstawila cztery warianty wspoéldzialania petli ujemnego
i dodatniego sprzezenia zwrotnego [106] (rysunek 5.5). Wszystkie biatka w zapropono-
wanych modelach poza p53 i Mdm2 wystepuja jedynie implicite. W kazdym z modeli
wystepuje opisane powyzej ujemne sprzezenie zwrotne, kazdy aktywowany jest poprzez
pojawienie sie uszkodzenia DNA ktére oddzialuje na uktad poprzez zwiekszenie tempa
degradacji biatka Mdm2. Pominieto proces apoptozy, a naprawa DNA nastepuje ze stala
predkoscia i jej tempo nie jest zalezne od ktéregokolwiek z poziomdéw pb3 czy Mdm2. We
wszystkich wariantach zaniedbano wystepujace w uktadzie opéZnienia. Stabilizacje p53 na
skutek uszkodzenia DNA pominigto, co jak pokazano na rysunku 6.5 wyklucza istnienie w
modelu bistabilnoéci. Modele posiadaja jeden punkt stabilny w przypadku gdy DNA jest
nienaruszone oraz cykl graniczny w przypadku istnienia jego uszkodzenia (rysunek 5.5).
Poszczegdlne modele roznia sie gléwnie forma sprzezenia dodatniego.

W pierwszym modelu (rysunek 5.5 I) wystepuja dwie formy Mdm2, cytoplazmatyczna
i jadrowa. Mdm2 cytoplazmatyczne aktywuje swéj czynnik transkrypcyjny p53 (petla
dodatnia), forma jadrowa przys$piesza degradacje p53. Uszkodzenie DNA zwieksza tempo
degradacji jadrowego Mdm?2.

Wariant drugi (rysunek 5.5 IT) zawiera dwie formy Mdm?2 - cytoplazmatyczna i jadro-
wa oraz dwie formy p53 - nieaktywne i aktywne. Jadrowe Mdm2 degraduje obie formy
p53 i jego degradacja jest przyspieszana w wyniku uszkodzenia DNA. Petla dodatniego
sprzezenia wynika z faktu przyspieszania przez aktywne p53 swej wlasnej aktywacji.

W trzecim wariancie (rysunek 5.5 I1T) zawarto tylko jedna forme Mdm2 ktérej degra-
dacja wzrasta w momencie uszkodzenia DNA i jedna forme p53. Mdm2 znacznie przy$pie-
szajac swa wlasng produkcje tworzy petle dodatniego sprzezenia.

Czwarty wariant (rysunek 5.5 IV) jest tozsamy z modelem Ciliberto i in. [13] z 2005.
Model [13] jako najbardziej zwiazany z zaproponowanym w niniejszej rozprawie opisany
jest doktadniej ponizej.

W modelu [13] wystepuja trzy formy jadrowego p53: normalna, z przylaczona jedna
ubikwityna oraz z dwiema ubikwitynami. Formy te réznia sie tempem degradacji przy
czym pierwsza z nich jest najstabilniejsza, a trzecia najszybciej ulega degradacji. Kolejne
ubikwitynacje wymuszone sg przez jadrowe Mdm2, ktore tym samym dziata jak inhibitor
pd3. Tempo produkcji Mdm2 zwigksza sie¢ wraz ze wzrostem calkowitej iloéci czynnika
transkrypcyjnego pb3, ktérego wysoki poziom blokuje jednoczesnie aktywacje (fosforyla-
cje) nowo zsyntetyzowanego Mdm2 uniemozliwiajac jego transport do jadra komérkowe-
go. Caly uktad aktywowany jest poprzez powstanie na skutek promieniowania uszkodzenia
DNA, co pociaga za sobg zwiekszenie tempa degradacji jadrowego Mdm?2. Tempo naprawy
DNA jest zalezne od catkowitego stezenia p53. W modelu wystepuja dwie petle sprzezenia
zwrotnego. Sprzezenie ujemne zwiazane jest z faktem, iz p53 jest czynnikiem transkrypcyj-
nym swojego wlasnego inhibitora Mdm2. Sprzezenie dodatnie wynika z faktu blokowania
aktywacji Mdm2 przez pb3, co uniemozliwia mu przenikanie do jadra i spelnianie roli in-
hibitora. W modelu autorzy zastosowali szereg uproszczen z ktérych najwazniejszym jest
znaczace skrocenie petli dodatniego sprzezenia zwrotnego. Pominieto biatka PTEN, PIP3
i Akt, wiec blokada aktywacji Mdm2 w cytoplazmie zachodzi bez zadnego op6znienia, co
zasadniczo zmienia dynamike uktadu. Zgodnie z przewidywaniem [13] Mdm2 kumuluje sie
w cytoplazmie, a nastepnie gwaltownie przemieszcza sie do jadra (rysunek 5.2), co nie
jest obserwowane eksperymentalnie. W efekcie mamy do czynienia z oscylacjami ktére sa
wynikiem wspoldziatania petli ujemnego i dodatniego sprzezenia zwrotnego. W [13] nie
uwzgledniono procesu apoptozy ani wplywu uszkodzenia DNA na stabilizacje p53, tak
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Rysunek 5.3: Model Ciliberto i in. [13]. Wystepuja w nim trzy formy p53 z 0, 1, 2 ubikwi-
tynami, im wiecej ubikwityn tym szybsze tempo degradacji. Petla ujemnego sprzezenia
zwrotnego wiaze p53 z jego inhibitorem Mdm2. Petla dodatniego sprzezenia w ktorej pb3
blokuje aktywacje Mdm2 jest zbytnio skrécona.

wiec niezaleznie od dawki promieniowania komodrka zawsze ulega wyleczeniu. Wielkosé
przyjetego promieniowania, a wiec wielko$é¢ uszkodzenia DNA nastepujacego w jego wyni-
ku, wptywa w modelu na ilos¢ pulséw p53 jakie pojawia si¢ w ukladzie przed catkowitym
wyleczeniem.

Uzaleznienie istnienia oscylacji od wspétdziatania petli ujemnego i dodatniego sprze-
zenia zwrotnego powoduje, ze modele grupy Tysona sa niezwykle czule na zmiane para-
metréw. Przykladowo zmiana tempa syntezy p53 w [13] o 10% powoduje, iz oscylacje w
ukladzie wystepuja nawet pomimo braku uszkodzenia DNA. Eksperymenty biologiczne na
pojedynczych komérkach oparte sa zazwyczaj na transfekcji ktéra zwiekszajac liczbe kopii
danego genu zwigksza tempo jego produkcji znacznie bardziej niz o 10%, wiec prawidto-
wo dzialajacy model powinien wykazywac¢ znaczng odpornoéé¢ na takie zmiany. Dokladna
analiza wplywu zmiany liczby kopii gendéw na zachowanie sie modeli miedzy innymi grupy
Tysona znajduje sie w naszej pracy [31]. PokazaliSmy w niej, ze aby uzyskaé¢ oscylacje
o stalym okresie takie jak obserwowane w eksperymencie Geva-Zatorsky i in. [24], a do-
datkowo zapewnié¢ ich wystepowanie dla szerokiego przedziatu parametru bifurkacyjnego,
zwiazanego z poziomem uszkodzenia DNA, konieczne jest ich oparcie o bifurkacje nadkry-
tyczna Hopfa, wystepujaca na skutek wspotdziatania petli ujemnego sprzezenia zwrotnego
i wystepujacych w niej opéznien. Modele proponowane przez grupe Tysona oparte sa o
bifurkacje podkrytyczna Hopfa ([106] I i III) badZ siodlo-wezel (SNIC - sadle-node-on-
invariant-circle, [106] II). W modelu [13] ([106] IV) oscylacje pojawiaja sie po przejsciu
przez bifurkacje siodto-wezel lub nadkrytyczna Hopfa w zaleznosci od ilosci kopii gendw,
przy czym tylko w przypadku bifurkacji nadkrytycznej oscylacje zachowuja okres i wyste-
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Rysunek 5.4: Wynik symulacji modelu Ciliberto i in. [13]. Na poczatku symulacji model
znajduje sie w stanie ustalonym. W przedziale czasu 10-20 minut podawane jest wymu-
szenie w postaci promieniowania IR. [A] OdpowiedZ ukladu na wymuszenie - przebiegi
caltkowitej ilosci p53 i Mdm2 w jadrze. [B] Przebiegi cytoplazmatycznych form Mdm?2. [C]
Oscylacje w ukladzie sg efektem zwigkszenia wartosci wspélczynnika degradacji Mdm?2
(kg2) przez uszkodzenie DNA. Gdy DNA ulega naprawie k4o wraca do swej wartosci bazo-
wej. [D] Hlo$é pulséw przed powrotem do stanu ustalonego zalezy od stopnia uszkodzenia
DNA wynikajacego z czasu naswietlania. Dtuzszy czas naswietlania oznacza wicksza dawke
i wieksza ilo$¢ pulséw

puja przy dosé duzej rozpietodci ilosci uszkodzen DNA.

W uktadzie p53|Mdm2 wystepuje petla dodatniego i ujemnego sprzezenia zwrotnego,
a do uzyskania odpornych oscylacji wystarcza petla ujemnego sprzezenia wraz z wystepu-
jacym w niej op6znieniem, wiec mozna spodziewac sie, ze sprzezenie dodatnie pelni inng
role niz zalozyla to grupa Tysona. Sprzezenie dodatnie moze jak zalozyli Wee i Aguda [97]
zapewnia¢ bistabilno$é. Wystepujace w nim opdznienie moze zas stuzy¢ odmierzeniu czasu
do zainicjowania procesu apoptozy. Rozwigzanie takie zostalo zaproponowane w ramach
niniejszej rozprawy w rozdziale széstym.

5.4 Model Ma i in. (2005)

Model Ma i in. [58] podobnie jak [13] prébuje wyjasnié¢ obserwowane w komérkach oscylacje
poziomoéw phH3 i Mdm2 wystepujace po uszkodzeniu DNA. W modelu tym nie wystepuje
dodatnie sprzezenie zwrotne, a oscylacje pojawiaja sie dzieki petli ujemnego sprzezenia
zwrotnego oraz znajdujacym sie w niej opéznieniom zwiazanym z transkrypcja i transla-
cja Mdm2 (rysunek 5.3a). W [58] mamy dwa stany p53, normalny i aktywny oraz jedna
postaé biatka Mdm2. Biatko p53 aktywowane jest poprzez sfosforylowane czasteczki ATM
pojawiajace sie w przypadku obecnosci uszkodzenia DNA. Oprocz aktywacji p53 ATM
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Rysunek 5.5: [A] Model Ma i in. [58]. Dwie formy p53: nieaktywna i po aktywacji przez
ATM ktore jest przekaznikiem informacji o uszkodzeniu DNA. Widoczne opdznienia na-
rzucone na transkrypcje i translacje Mdm2. [B] Odpowiedz modelu Ma na wymuszenie
dawka 5 Gy. Zielony - p53, niebieski - Mdm2 mRNA, czerwony - biatko Mdm2

odpowiedzialne jest réwniez za wzrost tempa degradacji Mdm2. Aktywne pb3 posiada
wolniejsze tempo degradacji i w odréznieniu od modelu [13] tylko ono odgrywa role czyn-
nika transkrypcyjnego dla Mdm2. Autorzy przyjeli istnienie dwdch rodzajéw uszkodzen
DNA (wolno i szybko naprawialnych), ograniczenie na ilo$¢ komplekséw naprawczych (20)
oraz zastosowali stochastyczny model naprawy DNA. Brak petli dodatniego sprzezenia
zwrotnego sprawia, ze po napromieniowaniu uszkodzone DNA zawsze zostaje naprawione
i komérka przezywa. W [58] wystepuja zatem dwa stany ukladu: cykl graniczny w trak-
cie istnienia uszkodzenia DNA oraz stan ustalony gdy DNA jest nieuszkodzone (rysunek
5.3b). Nasza analiza [31] wykazala, iz model [58] osiaga cykl graniczny poprzez bifurkacje
nadkrytyczna Hopfa i odporny jest na zmiane ilosci kopii genéw [31].

5.5 Model Batchelora i in. (2008)

W roku 2008 Batchelor i in. zaproponowali model Sciezki sygnalowej pb3 rozbudowany
o modul kinaz ATM i Chk2 bedacych aktywatorami p53 [5]. Model postuzyl do oddania
obserwowanych eksperymentalnie zaburzen w oscylacjach uktadu p53|Mdm2 wystepuja-
cych po zablokowaniu ujemnego sprzezenia zwrotnego miedzy pb3 i jego aktywatorami.
Model [5] zawiera pie¢ rodzajéw molekul: nieaktywne p53, aktywne p53, jedna forme
Mdm?2 oraz biatka zwane przez autoréw ’signal” i ”inhibitor”. Biatkami sklasyfikowanymi
jako 7signal” sa czasteczki zaangazowane w przekazanie informacji o powstalym w ko-
moérce uszkodzeniu DNA do modutu p53|Mdm?2 takie jak aktywne formy ATM czy Chk2.
Powoduja one aktywacje pb3 i przyépieszenie degradacji Mdm?2. ”Inhibitor” to kinazy
transkrypcyjnie zalezne od aktywnego p53 takie jak Wipl odpowiedzialne za dezaktywa-
cje kinaz ”signal”. Autorzy pomineli proces uszkadzania i naprawy DNA oraz apoptoze.
Zalozyli, ze pojawienie sie uszkodzenia DNA powoduje rozpoczecie produkeji biatek ”si-
gnal” zgodnie z funkcja skokowa Heaviside’a, co przy dziatajacych obu petlach ujemnego
sprzezenia zwrotnego (p53-Mdm?2 i ”signal”-p53-"inhibitor” ) prowadzi do cyklu granicz-
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Rysunek 5.6: Model Batchelora i in. [5]. W modelu wystepuja dwie petle ujemnego sprzeze-
nia zwrotnego. Pierwsza taczy p53 z jego inhibitorem Mdm?2, druga powoduje blokowanie
przez pb3 swego aktywatora.

nego. Zablokowanie dziatania ”inhibitora” (pozbawienie komérek biatka Wipl) prowadzi
do zaniku oscylacji i pojawienia si¢ wysokiego poziomu bialek ”signal”, co z kolei powo-
duje zanik oscylacji w poziomach pb3 i Mdm2. Zgodnie z postulatem autoréw istnienie
niezaburzonego sprzezenia zwrotnego taczacego pb3 z jego aktywatorami jest niezbedne
do podtrzymania oscylacji w module regulatorowym p53|Mdm2.

Model [5] w ktérym cykl graniczny pojawia sie poprzez bifurkacje nadkrytyczna Hopfa
odporny jest na zmiane ilodci kopii genéw [31].



Rozdziat 6

Model sciezki sygnalowe]
p53|Mdm2

6.1 Streszczenie

Harris i Levine [29] opisuja 10 sprzezen (trzy dodatnie i siedem ujemnych) kontroluja-
cych dziatanie czynnika transkrypcyjnego p53, zawierajacych miedzy innymi biatka p19/14
ARF, p21, p38, p73. Najwazniejszymi wydaja sie jednak wykorzystane w poprzednio omé-
wionych modelach sprzezenia zawierajace Mdm2, PTEN, PIP3 i Akt i na nich skupitem
sie w rozprawie.

Rozdzial sz6sty poswiecony jest stworzonemu przez nas [76] stochastycznemu modelowi
modutu regulatorowego p53|Mdm2. Model ten prezentuje catkowicie odmienna, bogatsza
od istniejacych modeli dynamike, wynikajaca z faktu uwzglednienia duzego opdznienia
wystepujacego w petli dodatniego sprzezenia zwrotnego. Petla dodatniego sprzezenia pelni
w naszym modelu role przelacznika odpowiedzialnego za skierowanie komorki na $ciezke
apoptozy w momencie gdy naprawa DNA jest nieefektywna. Otrzymane w eksperymentach
symulacyjnych rezultaty sa zgodne z istniejacymi danymi eksperymentalnymi dotyczacymi
zachowania sie elementéw badanej $ciezki. Prezentowany model stochastyczny jest w stanie
oddaé¢ obserwowane w doswiadczeniach zachowanie sie pojedynczych komorek, ktérych
rezultaty dostepne sa w literaturze.

Jak pokazala wykonana przez nas analiza (Hat i in. [31]), zaproponowany model oparty
o bifurkacje nadkrytycznag Hopfa posiada duza odporno$é na zmiane liczby kopii gendéw
p53 i Mdm?2, co oznacza, ze pomimo, iz jest on dopasowywany do eksperymentéw z trans-
fekowanych komorek, jest w stanie oddawaé¢ réwniez zachowanie komoérek normalnych,
niemodyfikowanych. Model przedstawiony w powyzszym rozdziale postuzyl jako podsta-
wa do budowy modelu taczacego sie¢ NF-xB i pb3, przedstawionego w rozdziale siédmym.

W drugiej czedci rozdziatu umieszczono opis struktury stworzonego modelu ze szczegdl-
nym uwzglednieniem wykorzystanej wiedzy biologicznej, na ktorej jest on oparty. W czesci
trzeciej przedstawiono opis zmiennych i parametréw (wraz z wartosSciami) wystepujacych
w zbudowanych réwnaniach jak i przedstawiono same réwnania modelu stochastycznego.
Czes¢ czwarta prezentuje przyblizenie deterministyczne. Nastepujaca po niej czesé przed-
stawia rezultaty symulacji modelu stochastycznego i jego przyblizenia deterministycznego
ze zwroceniem uwagi na trzy rézne scenariusze symulacji jak i przewidywania modelu co
do losu pojedynczej komorki i populacji 200 komérek.
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6.2 Struktura modelu

Stworzony w ramach rozprawy model ukladu regulatorowego p53|Mdm2 opublikowany w
[76] zaklada dwukompartmentalna kinetyke p53, jego gtéwnego inhibitora Mdm2, fosfa-
tazy PTEN, fosfatydyloinozytolu 3-fosforu PIP3 i kinazy AKT. Poziom biatka p53 i jego
aktywnosé transkrypcyjna sa regulowane przez dwie petle sprzezenia zwrotnego: ujem-
nego obejmujaca Mdm2 i pb3 oraz dodatniego, ktora zawiera biatka PTEN, PIP3 i Akt
(Rysunek 6.1).

Cytoplasm

Nucleus

Rysunek 6.1: Model ukladu regulatorowego p53|Mdm2 zawierajacy sprzezenie ujemne i
dtuga petle dodatniego sprzezenia zwrotnego. Linie ciggle oznaczaja przejécia pomiedzy
stanami, linie przerywane - oddzialywania migedzy biatkami.

Sprzezenie ujemne wynika z faktu, ze sfosforylowane biatko pb53 aktywuje transkrypcje
Mdm2. Mdm?2 po zaktywowaniu przez Akt w cytoplazmie zostaje przetransponowane do
jadra komoérkowego gdzie ubikwitynuje p53, doprowadzajac do jego gwaltownej degradacji.
Druga petla sprzezenia zwrotnego jest petla sprzezenia dodatniego w tym sensie, iz blo-
kuje dziatanie petli sprzezenia ujemnego. W skrécie p53 indukuje produkcje PTEN, ktéry
nastepnie dezaktywuje PIP3 hydrolizujac go do PIP2, niezdolnego do aktywacji Akt. W
rezultacie p53 blokuje swoj wlasny inhibitor Mdm2, gdyz ten bez aktywacji za pomoca
aktywnej formy biatka Akt nie moze wnikaé¢ do jadra, a tym samym nie moze przyspieszac
degradacji p53.

Ponizej zawarto gléwne elementy wiedzy biologicznej i zatozenia, na ktoérych oparty
jest model.
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Petla ujemnego sprzezenia zwrotnego

Tloé¢ biatka pb3 w komorce jest regulowana gléwnie poprzez tempo jego degradacji,
nie za$ przez tempo jego produkcji [64] Biogeneza biatka p53 obejmuje dimeryzacje w
momencie translacji jak i potranslacyjna dimeryzacje dimeréw [70]. Dimeryzacja dime-
réw jest procesem malto wydajnym, stata dysocjacji w réwnowadze dimer-tetramer wynosi
ok 3 uM, jednakze dimery p53 taczac sie¢ w jadrze do obszaru promotora wykazuja duza
sktonnosé do wzajemnego zwigkszania swego powinowactwa [99], czego odzwierciedleniem
jest wspélezynnik Hilla wynoszacy 1.8 (dimer:DNA). W [99] wykazano, ze zmutowane p53
niezdolne do tworzenia tetrameréw wykazuje ponad szesciokrotnie mniejsze powinowactwo
do DNA niz biatko niezmutowane. Oznacza to, ze podstawows aktywna forma p53 jest
tetramer. Dodatkowo Meek oraz Brooks i Gu w [61], [62] i [9] wykazali, ze fosforylacja p53
znacznie zwigksza aktywnos$¢ p53 jako czynnika transkrypcyjnego. Zgodnie z powyzszymi
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Rysunek 6.2: Ujemne sprzezenie zwrotne w modelu p53|Mdm2. Linie ciagle oznaczaja
przejscia pomiedzy stanami, linie przerywane - oddzialywania miedzy biatkami.

informacjami przyjeto uproszczenie polegajace na tym, ze p53 jest produkowane z pewna
stala wydajnoscig jako dimer i natychmiast zostaje przeniesione do jadra komdrkowego,
gdzie moze dzieki fosforylacji uzyskaé zdolnosé inicjacji procesu transkrypcji. Zatozono
ponadto, ze tempo aktywacji transkrypcji genéw zaleznych od p53 (Mdm2 i PTEN) jest
proporcjonalne do kwadratu iloéci sfosforylowanej formy p53. W celu uzyskania zdolno-
Sci translokacji do jadra komoérkowego Mdm?2 musi zostaé zaktywowane przez biatko Akt,
ktore fizycznie taczy sie z nim fosforylujac je w miejscu Ser166 i Ser186 [59], [107]. Po fos-
forylacji Mdm2 moze porusza¢ sie pomiedzy jadrem i cytoplazma. Zgodnie z powyzszym



58 Model $ciezki sygnalowej p53|Mdm?2

zatozono, ze w cytoplazmie znajduja sie obie formy Mdm2 sfosforylowana i niesfosforylo-
wana, natomiast w jadrze komoérkowym jedynie sfosforylowana. Znajdujace sie w jadrze
biatko Mdm?2 odpowiada za przylaczenie pierwszej ubikwityny do p53, inicjalizujac w ten
sposéb proces jego poliubikwitynacji [32], katalizowany réwniez poprzez inne enzymy jak
np. p300. Wielokrotnie zubikwitynowane biatko p53 ulega degradacji bezposrednio w ja-
drze badz zostaje przetransportowane do cytoplazmy i zdegradowane przez proteasom 26S
[85]. Fosforylacja p53 prowadzi do jego acetylacji, ktora chroni p53 przed ubikwitynacja
zalezng od Mdm2 i nastepujaca po tym degradacja [7]. W pracy zalozono, ze tempo de-
gradacji pb3 jest suma pewnego tempa statego i zaleznego od iloéci Mdm2 w jadrze, przy
czym czeé¢ zalezna od Mdm2 modelowana jest przy wykorzystaniu funkcji Hilla ze wspét-
czynnikiem Hilla réwnym 2. Ponadto wspélczynnik degradacji sfosforylowanego p53 jest
dziesigciokrotnie mniejszy niz nie sfosforylowanego.

Petla dodatniego sprzezenia zwrotnego

Jak pokazano w [84] fosfataza PTEN jest transkrypcyjnie zalezna od p53, za$ ilogé
jej mRNA wzrasta okoto 3-4 krotnie po nadwietlaniu komoérek dawka 10 Gy przez 16
godzin. PTEN hydrolizuje PIP3 produkowany przez zaktywowana fosfatydyloinozytol 3-
kinaze (PI3K) do PIP2 [14]. Do aktywacji Akt potrzebny jest PIP3 a nie PIP2, wiec PTEN
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Rysunek 6.3: Dodatnie sprzezenie zwrotne w modelu p53|Mdm2. Linie ciagle oznaczaja
przejécia pomiedzy stanami, linie przerywane - oddziatywania miedzy biatkami.

dziala jak inhibitor Akt. Aktywny Akt jest potrzebny do aktywacji Mdm2 umozliwiajac
tym samym jego transport do jadra komoérkowego. W ten sposéb pb3 dziatajac poprzez
PTEN, PIP3 i Akt tworzy petle dodatniego sprzezenia zwrotnego, hamujac aktywacje swo-
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jego wlasnego inhibitora Mdm2. W modelu zalozono, ze catkowita ilos¢ PIP (PIP2+4-PIP3)
oraz Akt jest stala, czyli na przyktad istnieje rownowaga pomiedzy procesami ich produkcji
i degradacji. Dodatkowo w modelu pominieto znang z literatury mozliwos¢ bezposredniego
oddziatywania PTEN na p53 w sposéb niezalezny od Akt, gdzie PTEN zwieksza stabilnosé
p53 [20] lub tez zmniejsza transkrypcje Mdm2 przez blokade jego promotora P1 [10].

Aktywacja ukladu

Uktad regulatorowy pb3 odpowiada na wiele sygnaléow zewnetrznych, zas jego aktywa-
cja jest regulowana przez szereg kinaz. Uszkodzenie DNA, promieniowanie jonizujace czy
stres rakotworczy prowadza do modyfikacji p53 (fosforylacja, acetylacja i inne) zwieksza-
jacej jego stabilno$é i uaktywniajacej jego dzialanie transkrypcyjne [7]. Innym sposobem
na zwiekszenie aktywnosci p53 jest zablokowanie lub degradacja jego inhibitora Mdm?2.
Mozna tego dokonaé poprzez ekspresje onkogenéw [90], ktore blokuja Mdm2 poprzez ak-
tywacje pl44%F Jub przez uszkodzenie DNA, ktére zwieksza jego tempo autodegradacii.
Najczesciej rozpatrywanym sposobem aktywacji modutu p53 jest uszkodzenie DNA. Daw-
ka jednego Gy promieniowania prowadzi do okoto 35-40 podwdjnych przerwan nici DNA
(DBS - double strand brakes) [50], [79]. Powstale uszkodzenie jest wykrywane przez tak
zwane proteiny kontrolne i kinazy takie jak ATM, ATR, DNAPK, Chkl, Chk2, JNK i
kinaza P38, ktore nastepnie przekazujg sygnat do biatek p53 i Mdm2. Szczegdlnie czulym
i szybkim detektorem uszkodzenn DNA jest ATM. Bakkenist i Kastan w [2] pokazuja, ze
ATM jest fosforylowane w Ser 1981 w 5 minut po napromienieniu komérki, a jego akty-
wacja zaczyna sie przy dozie promieniowania rzedu 0,1-0,2 Gy by osiagnaé nasycenie przy
0,4 Gy. W rezultacie aktywacji ATM pb3 jest fosforylowane w wielu miejscach: Ser 15,
20, 33, 37, 315, 392 (z czego Ser 15 jest prawdopodobnie najwazniejsze), co prowadzi do
jego stabilizacji i zwiekszenia aktywnosci transkrypcyjnej [1], [7]. Jednoczesnie z aktywacja
p53, uszkodzenie DNA poprzez zalezne od niego kinazy (gléwnie ATM) powoduje fosfo-
rylacje Mdm2, co prowadzi do znacznego zwiekszenia jego auto ubikwitynacji i degradacji
przez proteazy [85], [86] i [63]. Stommel i Wahl w [85] wykazali, Zze przy uszkodzeniu DNA
okres poéttrwania Mdm?2 spada okoto siedmiokrotnie w ciagu 5 minut. W modelu doko-
nano szeregu uproszczen w stosunku do wiedzy eksperymentalnej. Zalozono, ze p53 moze
istnie¢ w dwoch formach: aktywnej i nieaktywnej. Tylko aktywna forma posiada zdolnosci
transkrypcyjne i odpowiednio nizszy wspoélczynnik degradacji zaleznej od Mdm2. Zalo-
zono réwniez, ze promieniowanie IR prowadzi do uszkodzenia DNA zgodnie z procesem
Poissona. Kolejne zalozenie polega na tym, ze uszkodzenie DNA oddzialuje na p53 i Mdm?2
(poprzez ATM lub inne kinazy nie modelowane bezposrednio) z sila dana funkcja Hilla
zalezna od liczby DSB (N). Wspdlczynnik Hilla w tym odwzorowaniu réwny jest 2, a prég
pét-nasycenia 7 DBS, co odpowiada dawce ok 0.2 Gy. Podsumowujac, zatozono, ze tempo
przejécia z nieaktywnej do aktywnej formy p53 wynosi

N2(t)
o~ 6.1

<“°+“1 hg+N2(t)> (6.1)
a tempo degradacji Mdm?2 jest rowne

2
(do + d m> . (6.2)
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Transkrypcja i translacja

Podobnie jak w modelu [56] oméwionym w rozdziale czwartym, zalozono, iz stan kaz-
dego z dwoéch gendw regulowanych przez pb3 jest suma stanéw jego kopii: Gy = G+
Gue, Gy € {0,1,2} dla Mdm2 i Gp = Gpi1+ Gpo, Gp € {0,1,2} dla PTEN. Tempo
aktywacji kazdej kopii zalezy od kwadratu poziomu sfosforylowanych dimeréw p53 (z po-
wodu réwnoczesnego przylaczania). W zwiazku z tym w nieskonczenie maltym odcinku
czasu At prawdopodobienstwo aktywacji genu P(t, At) wynosi

PY(t, At) = At (qo + q1 P532,(t)). (6.3)

gdzie P53, oznacza iloé¢ sfosforylowanych dimeréw p53 w jadrze, a go odpowiada pew-
nej bazowej produkcji transkryptu niezaleznej od pb3. Przyjeto, ze prawdopodobienstwo
dezaktywacji genéw jest state i wynosi

Pt At) = At go. (6.4)

Gdy P53,,,(t) zmienia si¢ wolno, prawdopodobiefistwo tego, ze gen znajduje sie w stanie
aktywnym wynosi w przyblizeniu P4 (doktadniej to wynosi ono Py gdy P53,,,(t) = const)

Palt) = q + q1 P532,(t)
A g2 + qo + q1 P532%,(t)

(6.5)

Prawdopodobienstwo P4(t) moze by¢ interpretowane jako ”"wydajnos$é transkrypcyjna
p53”. Gdy nie ma aktywnego pb3, Pa(t) = qo/(¢2 + qo), 1 geny transkrypcyjnie zalez-
ne od p53 sg nieaktywne przez wiekszo$¢ czasu. Gdy poziom aktywnego pb3 jest bardzo
wysoki, P4(t) ~ 1 i geny zalezne od niego sa aktywne przez wiekszosé¢ czasu. Pomimo
braku jakichkolwiek przestanek, ze qg, g1 and ¢o sa takie same dla wszystkich genéw pod-
legtych p53 w celu redukcji iloéci parametréow przyjeto, ze sa one takie same dla Mdm?2 i
PTEN.

Zalozono, ze gdy allel jest w stanie aktywnym, to transkrypcja nastepuje z tempem
so dla genu Mdm2 i tempem s; dla genu PTEN. Predko$¢ polimerazy mRNA ~ 40nt/s i
charakterystyczna minimalna odlegto$é¢ pomiedzy sasiednimi polimerazami réwna 250 nt
daja gérny limit wydajnosci transkrypcyjnej pojedynczego allela spax = 40/250 = 0.16
[mRNA/s]. Podobnie gérny limit wydajnosci translacji tmax = 0.5 [protein/mRNA /s] [53].

Procesy uszkadzania i naprawy DNA

W modelu przyjeto, ze w czasie naswietlania komérki iloéé uszkodzen DNA wzrasta,
w taki sposob, ze przy nieskonczenie matym czasie At prawdopodobiefistwo PPAM (t, At)
pojawienia sie nowego podwéjnego pekniecia nici DNA (DSB) wynosi:

PPAM (4 At) = Atdpay R. (6.6)

gdzie R oznacza moc promieniowania, a dpay = 35/Gy jest wspélezynnikiem uszkodzen
DNA. W rezultacie, przy zaniedbaniu procesu naprawy DNA w czasie fazy naswietlania
liczba pojawiajacych sie DSB przedstawia rozklad Poissona o $redniej rownej 35z, gdzie
x jest dawka przyjetego promieniowania w Gy.

W modelu nie zaimplementowano wprost zadnego mechanizmu naprawy DNA. Zamiast
tego w zwiazku z faktem, ze p53 reguluje transkrypcje wielu genéw naprawczych zatozono,
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ze tempo tej naprawy zalezy od aktywnosci transkrypcyjnej p53 Pa(t), danej rownaniem
(6.5).

Przy nieskonczenie krétkim czasie At prawdopodobienstwo PREF (¢, At), ze liczba DSB
(N(t)) zmniejszy sie o jeden wynosi:

Atdrgp Pa(t)
N(t) + Ngar PA(t) '

Taka forma PREP oddaje réwniez zalozenie, ze jezeli liczba DSB jest duza w stosunku do
liczby komplekséw naprawczych, to muszg one czekaé¢ na kolejny wolny kompleks.

PREP (¢t At) = N(t)

(6.7)

Czynniki apoptotyczne

Zaprezentowane powyzej mechanizmy powstawania i naprawy uszkodzen DNA nie za-
pewniaja jednoznacznosci decyzji co do losu komérki. W celu jej zapewnienia wprowadzo-
no do modelu czynniki apoptotyczne, ktorych synteza zalezna jest od poziomu aktywnego
biatka p53. Sama Sciezka apoptotyczna jest zlozona i wystepuja w niej trzy gtéwne grupy
gendéw pro-apoptotycznych regulowanych przez pb3, ktére akumuluja sie odpowiednio w
blonie komérkowej, w cytoplazmie i mitochondriach (przeglad w [18] i [91]). Wiele molekul
moze odgrywac role czynnika apoptotycznego, w niniejszej pracy nie beda one identyfiko-
wane. Przyjeto, ze poziom czynnikéw apoptotycznych A(t), jest dany réwnaniem:

d 5 P532 (1
At 43 P533, ()

) =m @+ qs P532,(t) dA(D) (6.8)

Dla uproszczenia modelu pominieto ich transkrypcje i zalozono, ze sg one produkowane
w sposéb deterministyczny regulowany poziomem aktywnego p53. Nastepnym zalozeniem
jest fakt, ze czynniki apoptotyczne dzialaja poprzez ciecie nici DNA, prowadzac do po-
jawiania sie kolejnych DSB. Wynika to z faktu, ze jednym z etapow apoptozy jest ciecie
DNA na niewielkie fragmenty. Przy tych zalozeniach w nieskoniczenie krétkim czasie At
prawdopodobienstwo PPAM (¢, At) pojawienia sie nowego DSB wynosi:

At \*
PPAM ( At) = Atdpay R+ At ag < ) : (6.9)

max
gdzie Apax = p1/dg jest maksymalnym poziomem czynnikéw apoptotycznych wynika-
jacym z roéwnania (6.8), zas ag jest miarg ich zdolnosci do uszkadzania DNA. Na poziomie
pojedynczej komérki apoptoza jest decyzja Tak lub Nie, wiec w powyzszej zaleznosci
zalozono czwarty potege, ktora zapewnia, ze przy niewielkim poziomie czynnikéw apop-
totycznych ich wptyw na ilos¢ uszkodzen DNA jest pomijalnie maly, zas przy duzym jest
on decydujacy.

6.3 Rownania

Oznaczenia zmiennych

o AKT), - aktywna forma Akt
o MDM; - transkrypt Mdm?2

e M DM - cytoplazmatyczne Mdm?2
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M DM, - sfosforylowane cytoplazmatyczne Mdm?2
MDM,, - sfosforylowane Mdm2 w jadrze

P53, - nieaktywna forma dimeréw p53 w jadrze
P53y, - aktywna forma dimeréw p53 w jadrze
PTEN, - transkrypt PTEN

PTEN - (cytoplazmatyczny) PTEN

PIP, - aktywna forma PIP (PIP3)

N - Liczba podwdjnych peknigé nici DNA (DSBs)

R - natezenie promieniowania

Gy = Gyt Gage - stan genu Mdm2, Gy € {0, 1,2}

Gp = Gp1+ Gps - stan genu PTEN, Gp € {0,1,2}
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Parametry

Tabela 6.1. Parametry modelu ukladu regulatorowego p53|Mdm2

Parametr Opis Wartosé
ag tempo spontanicznej aktywacji P53, 1x107%/s
ax tempo fosforylacji P53,, wymuszone uszkodzeniem DNA 1x1073/s
as tempo aktywacji PIP 5x1075/s
as tempo aktywacji AKT 2x1079/s
ay tempo fosforylacji M DM 1x1078/s
co tempo hydrolizacji PI1P,, przez PI'EN 2.5 x107%/s
c1 tempo dezaktywacji AKT), 2x1074/s
Ca tempo defosforylacji M DM, 1x107%/s
c3 tempo spontaniczne]j defosforylacji P53y, 0
do tempo spontanicznej degradacji wszystkich form Mdm?2 3x107%/s
dy tempo deg. wszystkich form Mdm2 wymuszone uszk. DNA | 1.5 x 107%/s
ds tempo degradacji PT EN 5x1075/s
ds tempo spontanicznej degradacji P53, 1x107%/s
dy tempo degradacji P53, wymuszonej przez M DM, 1x107%/s
ds tempo spontanicznej degradacji P53y, 1x107%/s
dg tempo degradacji P53y, wymuszonej przez M DM py, 1x107"/s
dy tempo degradacji M DM, 3x107%/s
dg tempo degradacji PT EN; 3x107%/s
€0 export M DM, z jadra komérkowego 0
10 import M DM, do jadra komérkowego 5x107%/s
Po tempo produkcji P53, 2 x 10%/s
S0 tempo transkrypcji M DM 6 x 1072 /s
$1 tempo transkrypeji PT E N, 6 x 1072 /s
to tempo translacji M DM 5x 1071 /s
t1 tempo translacji PTEN 1x107t/s
ho stala Michaelisa dla aktywacji P53, 7

i degradacji wszystkich form Mdm?2
Qo tempo spontanicznej aktywacji genéw Mdm2 i PTEN 1x107%/s
q1 tempo aktywacji genéw Mdm2 i PTEN zalezne od P53, 5x 10713 /s
q2 tempo dezaktywacji genéw Mdm?2 i PTEN 3x1073/s
Nsar wspolczynnik nasycenia komplekséw naprawczych DNA 50
dpam tempo uszkadzania DNA 35/Gy
drEP tempo naprawy DNA 3x1073/s

AKT; catkowita liczba bialek Akt (AKT + AKT)) 2 x 10°

PIP;,; catkowita liczba biatek PIP (PIP + PIP),) 1 x 10°
ag maksymalne tempo uszk. DNA przez czynniki apoptotyczne 1x1071/s
dy tempo degradacji czynnikéw apoptotycznych 1x1074/s
D1 maksymalne tempo syntezy czynnikéw apoptotycznych 1x10%/s
qs3 wspoélczynnik syntezy czynnikéw apoptotycznych 8 x 10714/s
q4 wspoélczynnik syntezy czynnikéw apoptotycznych 3x1073/s
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Cytoplazmatyczny PTEN, PT EN: Pierwszy czton opisuje synteze PT'EN, a drugi
jego degradacje

d
aPTEN(t) =t1 PTEN(t) — doy PTEN(t). (6.10)
Aktywna forma PIP, PIP,: Pierwszy czlon opisuje¢ aktywacje PIP, podczas gdy

drugi jego hydrolizacje przez PI'EN

d
T PIF(t) = ay (PIPiy — PIFy(t)) — co PTEN(t) PIF,(t). (6.11)

Aktywne biatko Akt, AKT,: Pierwszy czlon opisuje aktywacj¢ AKT regulowang
przez PIP,, czton drugi jego dezaktywacje

d
ZAKT(t) = a5 (AK Ty — AKT (1)) PIP,(H) — et AKTy(t).  (6.12)

Cytoplazmatyczne Mdm2, M DM: Pierwsze dwa czlony opisuja synteze M DM i
defosforylacje M DM, czlon trzeci opisuje fosforylacje M DM regulowana przez AKT,,
podczas gdy ostatni swobodna i wymuszong uszkodzeniem DNA degradacje M DM

%MDM(t) =t MDM(t) + ¢y MDM,(t) — ag MDM(t) AKT,(t)
2
_ (do by h%]iJ(Vtg(tJ MDM(t). (6.13)

Sfosforylowane Mdm2 w cytoplazmie, M DM,: Pierwszy czlon opisuje fosforyla-
cje M DM przy udziale AKT,,, drugi spontaniczng defosforylacje M DM, nastepne import
i eksport z jadra komoérkowego. Ostatni czlon opisuje degradacje M DM, zaréwno swo-
bodng jak i wymuszong przez uszkodzenie DNA

%MDMp(t) = ay MDM(t) AKT,(t) — ¢y MDM,(t)
—ig MDM,(t) + eg MD My, (1)
N3(t)

_ (do + d; h%—i—]\ﬂ(t)) MDMp(t) (614)
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Sfosforylowane Mdm2 w jadrze, M DM,,: Pierwsze dwa czlony opisuja import
i export z jadra komérkowego, podczas gdy ostatni spontaniczna jak i wymuszona przez
uszkodzenie DNA degradacje M DM,

d N2(t)
— MDM,,,(t) =ig MDM,(t)—eq M DM, (t)—| do + di ———2%—~ | MDM,,(t).
dt pn(t) = io p(t)—eo o (t) <0+1h%+N2(t)> pn(t)

(6.15)

Nieaktywne p53, P53,: Pierwszy czlon opisuje synteze P53,, nastepny aktywacje
spontaniczng jak i nastepujaca wskutek uszkodzenia DNA, trzeci czlon opisuje dezakty-
wacje P53p,, a ostatni degradacje P53, zaréwno spontaniczng jak i indukowang przez
M DM,

2
%P53n(t) — po- <a0 +ar m> P53,(t) + ¢ P53yn(1)
— (ds + da MDMZ, (1)) P53,(2). (6.16)

Aktywne p53, P53,,: Pierwszy czlon opisuje aktywacje¢ P53,, zaréwno swobodna jak
i powstalg po uszkodzeniu DNA, drugi czton opisuje dezaktywacj¢ P53,,, a ostatni jego
degradacje swobodnag i indukowang przez M DMy,

2
%P53pn(t) = (ao +a 113]11&2(15)) P53, (t) — 3 P53, (1)
— (ds + dg MDMZ, (1)) P53, (t). (6.17)

Transkrypt Mdm2, M DM,: Pierwszy czton opisuje transkrypcje M DM, podczas
gdy drugi jego degradacje

d
ﬁMDMt(t) =50 (Gm1 + Guz2) — dr MDMy(t). (6.18)

Transkrypt PTEN, PT EN;: Pierwszy czlon opisuje transkrypcje PT EN;, a nastep-
ny jego degradacje

%PTENt(t) — 51 (Gp1 + Gps) — ds PTENi(1). (6.19)
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6.4 Przyblizenie deterministyczne

Jak zaprezentowano w czesci poSwieconej wynikom symulacji, efekty stochastyczne wy-
stepujace w badanej Sciezce sygnalowej, takie jak przelaczenia genéw oraz procesy uszka-
dzania i naprawy DNA, maja zasadniczy wplyw na dynamike komérki. Pomimo tego,
jak pokazano w rozdziale trzecim, warto budowaé i analizowaé¢ réwnoczesnie z modelem
stochastycznym jego przyblizenie deterministyczne. Przyblizenie deterministyczne powyz-
szego modelu moze by¢ uzyskane przy zalozeniach, ze:

1) Tempa aktywacji i dezaktywacji genéw qo, ¢1 i g2 daza do nieskonczonosci ze stalymi
stosunkami réwnymi qo/q2 i g1/g2. W granicy tempo transkrypcji mRNA z pojedynczej
kopii genu wynosi P4(t) (jak w réwnaniu (6.5)) w zwiazku z czym réwnania (6.18) i (6.19)
moga by¢ zastapione przez:

d
ZMDM(t) = 2s0 Pa(t) — dr MDM(1). (6.20)
d
ZPTEN(t) = 2s1 Pa(t) — ds PTEN,(0). (6.21)

2) Liczba podwdjnych uszkodzen nici DNA N () jest zmienna ciagla dana nastepujaca
zaleznoscia:

d N(t) dREP PA(t) ¥ ag <A<t) >4.

—N(t) =dpam R — N(t) + Ngar Pa(t)

o (6.22)

W rezultacie w przyblizeniu deterministycznym uktad opisywany jest réwnaniami (6.10-
6.17) i (6.20-6.22).

6.5 Rezultaty

Dynamika proponowanego modelu p53|Mdm?2 charakteryzuje sie posiadaniem dwdch sta-
néw ustalonych oraz cyklu granicznego. Pierwszy stan ustalony wystepuje w przypadku
braku pobudzenia (braku uszkodzenia DNA), gdy aktywne p53 znajduje si¢ w swym ni-
skim poziomie, zas§ Mdm2 w jadrze w wysokim. W przypadku, gdy nastapi przerwanie
nici DNA i jednoczesnie wylaczona jest jego naprawa jak i petla dodatniego sprzezenia
zwrotnego, komorka znajdzie sie w cyklu granicznym, w ktorym obserwujemy niegasnace
oscylacje poziomoéw p53 i Mdm2. Jezeli komorka zostanie pobudzona poprzez uszkodzenie
DNA, ktére nie bedzie naprawiane, a petla dodatniego sprzezenia zwrotnego nie zostanie
zablokowana, to komorka przechodzi do swojego drugiego stanu ustalonego, w ktérym po-
ziom aktywnego p53 jest wysoki, a poziom Mdm2 w jadrze niski. W sytuacji gdy zaréwno
naprawa DNA jak i dodatnie sprzezenie sa wlaczone nastepuje pomiedzy nimi wspotzawod-
nictwo. Jezeli naprawa jest wystarczajaco wydatna, komoérka wraca do stanu wyjsciowego,
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jezeli nie, to po wystapieniu kilku oscylacji przechodzi do drugiego stanu ustalonego. Po-
wyzsze przypadki opisano doktadniej ponizej.

PTEN wylaczony, naprawa DN A wylaczona: oscylacje

Wylaczenie petli dodatniego sprzezenia zwrotnego w rozumieniu biologicznym moze
nastepowaé, gdy ktores z bialek w niej wystepujacych nie jest produkowane badz tez za-
blokowana jest jego aktywacja. W pracy zalozono, ze wylaczenie sprzezenia dodatniego
nastepuje poprzez blokade transkrypcji biatka PTEN, a dokladniej poprzez zablokowa-
nie aktywacji genu PTEN. Brak indukcji PTEN przez p53 w komoérkach nowotworowych
wystepuje na przyklad w komérkach MCF-7 [94] i spowodowany jest metylacja jego promo-
tora [23], [47]. Komo6rki MCF-7 zostaly wykorzystane przez Bar-Or i in. w eksperymentach
populacyjnych [3], a nastepnie przez Lahav i in. [49] i Geva-Zatorsky i in. [24] w ekspe-
rymentach na pojedynczych komérkach, ktore pokazujg istnienie oscylacji w poziomach
p53 i Mdm2 w jadrze komérkowym. W eksperymencie [24] (rysunek 2.2) komérki napro-
mieniowane pomimo uszkodzenia DNA, nie tylko nie umieraja, lecz oscyluja przez 72h i
dodatkowo proliferujg. Sugeruje to, ze uszkodzona jest w nich $ciezka blokady cyklu ko-
mérkowego jak réwniez apoptotyczna oraz nie dziataja procesy naprawy DNA. CzeSciowo
takie zachowanie moze by¢ spowodowane brakiem w MCF-7 kaspazy 3, ktéra jest waznym
sktadnikiem $ciezki apoptotycznej. Jak pokazali Essmann i in. [17] reekspresja kaspazy 3
w badanych komoérkach ponownie uruchamiala apoptoze zalezng od napromieniowania.

PTEN s PIP3 s  AKTp
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1 ;
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Rysunek 6.4: OdpowiedZz modelu stochastycznego (czerwony) i przyblizenia determini-
stycznego (czarny) na wymuszenie dawka 5 Gy w przypadku, gdy petla dodatniego sprze-
zenia jak i naprawa DNA sa wylaczone. W czasie przed wymuszeniem (¢t < 60h) uktad
znajduje sie w stabilnym stanie ustalonym, w chwili £ = 60h na uktad podano godzinny
puls wymuszenia, nastepnie obserwowano uktad przez kolejne 59 godzin.
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W proponowanym modelu mozna zasymulowaé¢ obserwowane w [24] zachowanie ko-
morek wylaczajac produkcje biatka PTEN oraz procesy naprawy DNA. Na rysunku 6.4
zaprezentowano dynamike przykladowej komérki modelu stochastycznego (czerwony) oraz
przyblizenia deterministycznego (czarny) w odpowiedzi na wymuszenie dawka 5 Gy.

Obserwujac odpowiedzi przyblizenia deterministycznego mozna zauwazy¢, ze przed
wystapieniem promieniowania uklad znajduje si¢ w pierwszym stanie stabilnym charakte-
ryzujacym sie niskim poziomem aktywnego p53 w jadrze komérkowym (P53,,). Powstanie
uszkodzenia DNA w odpowiedzi na promieniowanie powoduje wzrost tempa aktywacji p53
oraz degradacji Mdm2 w jadrze. Aktywne p53 jest duzo bardziej stabilne, wiec prowadzi
to do jego kumulacji w jadrze. Sfosforylowane p53 jest czynnikiem transkrypcyjnym biatka
Mdm2. Nowo wyprodukowane i zaktywowane Mdm2 zostaje przetransportowane do jadra
komoérkowego, gdzie powoduje degradacje p53. W rezultacie uktad przechodzi do cyklu
granicznego z okresem oscylacji okoto 5,5 godziny.
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Rysunek 6.5: Przykladowe trajektorie stochastyczne (czerwony i rézowy), deterministycz-
na (czarny) i $rednia po 100 komoérkach (zielony) w przypadku wylaczonego PTEN i
naprawy DNA. [A] Przypadek, gdy uszkodzenie DNA wplywa na fosforylacje p53 i degra-
dacje Mdm?2 (a; # 0,d; # 0). [B] Przypadek, gdy uszkodzenie DNA jedynie fosforyluje
p53 (a1 # 0,d; = 0). [C] Przypadek, gdy uszkodzenie DNA jedynie destabilizuje Mdm?2
(a1 = 0,d; # 0). Protokét symulacji jak dla rysunku 6.4

Dynamika modelu stochastycznego rézni sie od przyblizenia deterministycznego. Prze-
prowadzajac symulacje modelu stochastycznego przyjeliSmy, iz algorytm startuje ze stanu
ustalonego dla przyblizenia deterministycznego. Przed powstaniem uszkodzenia DNA po-
ziomy bialek wykazuja znaczne, nieregularne wahania podobne do tych obserwowanych
w eksperymencie [24]. Przyczyna powstawania tych nieregularnych fluktuacji jest stocha-
styczna aktywacja genéw. Po uszkodzeniu DNA oscylacje staja sie regularne, o dobrze
zachowanym okresie i zréznicowanej amplitudzie. W tym przedziale czasu réwniez widaé
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wplyw stochastycznej aktywacji genu Mdm2, jednakze oscylacje sa bardziej regularne,
co sugeruje, iz cykl graniczny jest silniejszym atraktorem niz punkt staly. Réznica po-
miedzy czysto stochastycznymi, a wymuszonymi wahaniami pozioméw p53 i Mdm?2 jest
lepiej uwidoczniona na rysunku 6.5a. Poziomy $rednie (zielony) uzyskane ze 100 komérek
prawie nie oscyluja przed powstaniem uszkodzenia DNA, choé¢ pojedyncze komérki dozna-
ja sporych fluktuacji (czerwony i r6zowy). Brak oscylacji dla $redniej spowodowany jest
rozsynchronizowaniem pojedynczych komérek w tym przedziale, a co za tym idzie zniesie-
niem sie poszczegdlnych faz przy sumowaniu. Po wystapieniu uszkodzenia DNA, oscylacje
te pojawiaja sie ze stalym okresem, jednakze ich amplituda wolno zmierza do zera, co
takze wynika z rozsynchronizowania pojedynczych komoérek. Powyzsza analiza pokazu-
je, ze przyblizenie deterministyczne moze nie oddawaé¢ prawidtowo dynamiki pojedynczej
komoérki ani Sredniej z populacji.

Uszkodzenie DNA pobudza modul regulatorowy p53|Mdm2 na dwa sposoby: poprzez
destabilizacje Mdm?2 i aktywacje pb3. Dokonano analizy zachowania sie komoérki w przy-
padku wpltywu uszkodzenia DNA na tylko jedna z mozliwych drég aktywacji. W przy-
padku gdy uszkodzenie DNA jedynie fosforyluje p53 (rysunek 6.5b) nie wplywajac na
Mdm?2 (d; = 0) nie nastepuje wzbudzenie oscylacji p53|Mdm2 i poziom p53 pozostaje ni-
ski. Rezultat ten jest zgodny z wynikami eksperymentalnymi [85] i [86], ktére pokazuja, ze
zablokowanie destabilizacji Mdm2 w komérkach z uszkodzonym DNA zapobiega aktywacji
gendéw zaleznych transkrypcyjnie od p53. Zablokowanie aktywacji p53 nie przeszkadza w
powstawaniu oscylacji (rysunek 6.5c¢).

PTEN zalaczony, naprawa DNA wylaczona: apoptoza

W przypadku drugim mamy do czynienia z sytuacja, gdy produkcja PTEN, a co za
tym idzie petla dodatniego sprzezenia jest niezaburzona, nadal jednak zablokowane pozo-
staja procesy naprawy DNA. Jak pokazano na rysunku 6.6 uszkodzenie DNA aktywuje
biatko p53, ktére rozpoczyna proces transkrypcji fosfatazy PTEN. Ta kumulujac sie w
cytoplazmie hydrolizuje PIP3 zmieniajac go w PIP2, ktory nie jest w stanie aktywowaé
biatka Akt. W rezultacie poziom aktywnego Akt spada powodujac znaczny spadek tempa
aktywacji Mdm2, ktére zamiast fosforylacji i przenikania do jadra komodrkowego ulega de-
gradacji w cytoplazmie. Brak aktywnego Mdm2 przy jednoczesnym ustabilizowaniu pb3
przez istniejace uszkodzenie DNA prowadzi do znacznego wzrostu jego ilosci w jadrze
komoérkowym. Sprzezenie to jest zatem dodatnie w tym sensie, ze blokuje dziatanie petli
ujemnego sprzezenia. W efekcie konicowym uktad przechodzi do drugiego stanu ustalonego,
charakteryzujacego si¢ wysokim poziomem aktywnego p53 i niskim Mdm2 w jadrze.

Takie zachowanie sie¢ modelu ma swoje odbicie w pracach Mayo i jego zespotu [60].
Pokazuja oni, ze nadekspresja PTEN blokuje aktywacje Mdm2, uniemozliwiajac jego prze-
nikanie do jadra. W komérkach nowotworowych USTMG, w ktérych gen PTEN jest zablo-
kowany, Mdm?2 znajduje si¢ gtéwnie w jadrze komérkowym. W komoérkach USTMG(PTEN
+/+), w ktérych dokonano transfekcji PTEN, Mdm2 przewaza w cytoplazmie. Praca [60]
pokazuje réwniez, ze PTEN zwieksza ekspresje genéw zaleznych transkrypcyjnie od p53 i
ze w komorkach, w ktérych dokonano jego transfekcji obserwowano wyzszy poziom Mdm2
niz w komorkach bez PTEN. W kolejnej pracy [59] Mayo i Donner pokazuja, ze ekspre-
sja aktywnego biatka Akt pociaga za sobg export Mdm2 do jadra komérkowego, obniza
poziom pb3 jak rowniez jego aktywnosé transkrypcyjna.

Osiggany przez uklad w tym przypadku drugi stan ustalony z wysokim poziomem pb3
jest interpretowany jako stan, w ktérym nastepuje inicjalizacja proceséw apoptotycznych.
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Rysunek 6.6: OdpowiedZ modelu stochastycznego (czerwony) i przyblizenia determini-
stycznego (czarny) na wymuszenie dawka 5 Gy w przypadku z zalaczonym sprzezeniem
dodatnim i wylaczona naprawa DNA. W czasie przed wymuszeniem (¢ < 60h) uklad znaj-
duje sie w stabilnym stanie ustalonym, w chwili ¢ = 60h na uktad podano godzinny puls
wymuszenia, nastepnie obserwowano uktad przez kolejne 59 godzin.

Interpretacja ta oparta jest na publikowanych miedzy innymi przez zespdt Gottlieba jak i
przez Voudsena i Lane wynikach eksperymentalnych, ktére pokazuja, iz w komédrkach zdol-
nych do apoptozy aktywacja Sciezek sygnatowych zaleznych od p53 prowadzi do obnizenia
poziomu biatka Akt skutkujacego znacznym podniesieniem poziomu p53 [27], [91].

Wolna kumulacja PTEN w komoérkach poddanych napromienieniu jak réwniez ztozo-
noé¢ petli dodatniego sprzezenia zwrotnego powodujg powstanie opdznienia w jej dziata-
niu. Przed osiggnieciem stanu apoptotycznego uktad doznaje dwoch wyraznie widocznych
oscylacji (rysunek 6.6 i 6.7a). W komérkach nowotworowych jelita grubego (EB1) szczy-
towy poziom PTEN obserwowany jest 20-24 godziny po indukcji p53 [83], podczas gdy
w unie$miertelnionych komérkach mysich fibroblastéw poziom PTEN wzrasta 3-4 krotnie
16 godzin po napromieniowaniu dawka 10 Gy [84] Opéznienie w dzialaniu petli dodat-
niego sprzezenia zwrotnego daje kompleksom naprawczym czas przed podjeciem decyzji o
apoptozie.

Podobnie jak w przypadku poprzednim sprawdzono, ktéra z dwdch drog aktywacji mo-
dutu regulatorowego p53|Mdm?2 jest kluczowa dla przejscia komérki w stan apoptotyczny.
W przypadku gdy uszkodzenie DNA odpowiada tylko za aktywacje p53 nie destabilizujac
Mdm2 (dy = 0) w ukltadzie nie wystepuja oscylacje i poziom p53 pozostaje niski (rysunek
6.7b). W przypadku gdy uszkodzenie DNA nie prowadzi do aktywacji p53 (a; = 0), a je-
dynie zwigksza tempo degradacji Mdm2 w komoérce mamy do czynienia z oscylacjami i p53
réwniez nie osiaga swojego stanu wysokiego (rysunek 6.7c). Powyzsza analiza pokazuje,
ze aby komorka mogla przejs¢ w stan apoptotyczny konieczna jest nie zablokowana petla
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dodatniego sprzezenia jak réwniez pobudzenie uktadu zaréwno poprzez aktywacje pb3 jak
i destabilizacje Mdm?2.
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Rysunek 6.7: Trajektorie stochastyczne (czerwony i rézowy), deterministyczna (czarny) i
srednia po 100 komérkach (zielony) w przypadku wlaczonego PTEN i wylaczonej naprawy
DNA. [A] Przypadek gdy uszkodzenie DNA wplywa i na fosforylacje p53 i na degradacje
Mdm2 (a3 # 0,d; # 0). [B] Przypadek gdy uszkodzenie DNA jedynie fosforyluje p53
(a1 # 0,d; = 0). [C] Przypadek gdy uszkodzenie DNA jedynie destabilizuje Mdm?2 (a; =
0,d; # 0). Protokét symulacji jak dla rysunku 6.6

PTEN zalaczony, naprawa DNA zalagczona: wspélzawodnictwo

Trzeci z badanych przypadkéw jest najbardziej zblizony w swych zatozeniach do sy-
tuacji w normalnych komérkach nienowotworowych. W momencie gdy zaréwno petla do-
datniego sprzezenia zwrotnego jak i naprawa DNA sg niezaburzone mamy do czynienia z
wystepujacym miedzy nimi wspélzawodnictwem. Uszkodzenie DNA powoduje degradacje
Mdm?2 i jednoczesng stabilizacje p53. Oba te dziatania prowadza do zwiekszenia sie liczby
aktywnego pb3 w jadrze komérkowym. Aktywne p53 jest czynnikiem transkrypcyjnym dla
wielu genéw zaangazowanych w procesy naprawy DNA, ktére nie sa w modelu ujete bez-
posrednio. Zalozono jednak, iz tempo naprawy DNA zalezy od poziomu aktywnego biatka
P53, wyzszy poziom oznacza szybsza naprawe. Aktywne p53 inicjuje réwniez produkcje
i kumulacje sie biatka PTEN oraz powstawanie czynnikéw apoptotycznych (na przyklad
kaspaz). Aktywowana przez PTEN petla dodatniego sprzezenia prowadzi do zwigkszenia
sie poziomu pb3, w tym samym czasie nastepuje kumulacja czynnikéw apoptotycznych,
ktore po przekroczeniu poziomu progowego zaczynaja szybko uszkadza¢ DNA. Istnienie
w modelu czynnikéw apoptotycznych powoduje, ze decyzja o popelnieniu apoptozy jest
nieodwracalna. W momencie gdy na skutek oddzialywania petli dodatniego sprzezenia
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zwrotnego pb3 osiagnie swbj poziom wysoki, poziom czynnikéw apoptotycznych przekra-
cza prog i komoérka umiera. Brak czynnikow apoptotycznych powoduje, iz DNA zawsze
zostaje naprawione, za$ dawka promieniowania, a co za tym wielko$¢ uszkodzen maja
wplyw jedynie na czas naprawy.
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Rysunek 6.8: OdpowiedZ deterministyczna (czarny) i przykladowe trzy stochastyczne
(czerwony, rézowy i brazowy) na wymuszenie dawka 5 Gy w przypadku z zalaczona petla
dodatniego sprzezenia i zalaczona naprawa DNA. W czasie przed wymuszeniem (¢t < 60h)
uktad znajduje sie w stabilnym stanie ustalonym, w chwili ¢ = 60h na uklad podano
godzinny puls wymuszenia, nastepnie obserwowano uktad przez kolejne 59 godzin.

Mala dawka promieniowania powoduje powstanie niewielkiej ilosci uszkodzen DNA,
ktore moga by¢ szybko naprawione (rysunek 6.8a). Duza dawka promieniowania prowadzi
do rozleglych uszkodzen. W zwiazku z ograniczona liczba komplekséw naprawczych (od-
dawanych w modelu parametrem Ng4r) nie wszystkie uszkodzenia zdaza by¢ naprawione
zanim nie uaktywni si¢ petla dodatniego sprzezenia zwrotnego (rysunek 6.8c). W przybli-
zeniu deterministycznym granicznag dawke promieniowania, powyzej ktorej komoérka ulega
apoptozie, stanowi 1,88 Gy. Ponizej tej dawki DNA zostaje naprawione i komorka wraca
do swego pierwszego stanu stabilnego. W prawdziwych komoérkach jak i w modelu stocha-
stycznym dawka promieniowania okresla jedynie prawdopodobienstwo przejécia komorki
w stan apoptotyczny, ktére wynosi mniej niz 0.1 dla dawki mniejszej niz 1 Gy i powyzej
0.9 dla dawki wiekszej niz 3 Gy. Stochastycznosé decyzji o popelnieniu apoptozy wynika
zaréwno ze stochastycznosci proceséw uszkadzania i naprawy DNA, gdzie dawka promie-
niowania okresla prawdopodobienstwo powstania jednego uszkodzenia, zas poziom p53 w
danej chwili prawdopodobienstwo naprawienia jednego uszkodzenia jak réwniez ze stocha-
stycznej regulacji genow Mdm2 i PTEN. W modelu stochastycznym pojedyncze komérki
wystawione na to samo wymuszenie moga doznawaé réznej wielkosci uszkodzenia DNA
jak réwniez réznié¢ sie w nich moze tempo naprawy DNA i tempo aktywacji dodatniego
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sprzezenia.

Na rysunku 6.8 zaprezentowano zachowanie sie trzech komérek stochastycznych (czer-
wony, rozowy i brazowy) oraz przyblizenia deterministycznego w zaleznosci od dawki pro-
mieniowania. Badania przeprowadzono dla 1, 2 i 3 Gy. Dla dawki 2 Gy, ktéra jest nie-
znacznie wieksza od dawki krytycznej w przyblizeniu deterministycznym, dwie sposérod
trzech komoérek pokazuja gwaltowny wzrost liczby uszkodzen DNA po pewnym czasie, co
jest odpowiednikiem apoptozy. Trzecia komorka naprawia swe DNA i przezywa.
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Rysunek 6.9: Przewidywania modelu co do decyzji apoptotycznej 200 komérek w zaleznosci
od dawki promieniowania. Poziomy Akt i p53 zbierane w 48h po naswietleniu.

Bazujac na powyzszych obserwacjach mozna przyjaé jako wyznacznik proceséw apop-
totycznych wysoki poziom biatka p53 oraz niski poziom biatka Akt. Nalezy przy tym
pamietaé, iz w komérce biologicznej proces ciecia DNA przez czynniki apoptotyczne za-
trzymuje procesy transkrypcji czego model nie uwzglednia. Z uwagi na to ograniczenie,
analiza procesu apoptozy na podstawie wysokiego poziomu pb3 jest wlasciwe jedynie dla
wczesnego jej stadium. Uwszgledniajac powyzsze ograniczenia zbadano wplyw wielkosci
wymuszenia w postaci promieniowania jonizujacego IR na wielkos¢ frakeji komérek apop-
totycznych (rysunek 6.9). Dla dawki 0.5 Gy wszystkie 200 komérek zdotalo naprawié
uszkodzenia i przezylo. Dla dawki 4 Gy wszystkie 200 badanych komoérek ulegto apopto-
zie. Dla dawek pokazanych na rysunku wida¢ wyraznie, iz wzrost sygnatu wymuszajacego
powoduje zwiekszenie sie frakcji komorek apoptotycznych, co jest w zgodzie z wiedzg bio-
logiczna.
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Rozdziat 7

Model laczny systeméw NF-xB i
po3

7.1 Streszczenie

Istnieje wiele przestanek swiadczacych o wspotdziataniu i jednoczesnej rywalizacji szlakdw
sygnatowych NF-£B|IkBa i p53|Mdm2 w okresleniu odpowiedzi komérki na zaistniale
wymuszenie w postaci infekcji, uszkodzenia DNA czy sygnalu propagowanego przez li-
gand TNFa. Szlak sygnalowy NF-kB jest szlakiem wczesnej odpowiedzi immunologicznej
kojarzonym z przezyciem. Sciezka p53 szlakiem odpowiedzi na uszkodzenie genomu re-
gulujacym miedzy innymi wstrzymanie cyklu komérkowego, procesy naprawy DNA czy
apoptozy. Interesujacym jest zbadanie i poznanie ich wspdlnych relacji. Wspéldziatanie
wspomnianych moduléw regulatorowych prowadzi¢ moze do jednoznacznego okreslenia
przeznaczenia komoérki w przypadku zaistnienia zagrozenia, przy czym przeznaczenie to
moze przyjmowaé tak skrajne przypadki jak dalsza proliferacja lub Smier¢.

Rozdziat siédmy poswiecony jest zaproponowanemu w ramach rozprawy modelowi
taczacemu Sciezki sygnatowe NF-xB i p53. Wedlug najlepszej wiedzy autora jest to pierw-
sze podejscie do powyzszego problemu. Pomimo, iz zidentyfikowano doswiadczalnie kilka
mozliwych polaczen i ich opis znajduje sie w literaturze, to brak w niej dotychczas préby
stworzenia modelu oddajacego dynamike takiego uktadu. Zbudowany w ramach pracy dok-
torskiej model zachowuje sie zgodnie z wiedzg biologiczna dostepna w literaturze. Przy jego
pomocy zaproponowano mechanizm pro- i anty-apoptotycznego dziatlania NF-xB, ktorego
rola w komérce zalezy od protokotu eksperymentu. Opracowany model moze stuzyé po-
moca przy planowaniu badz interpretacji eksperymentéw biologicznych przeprowadzanych
miedzy innymi przez wspOlpracujacy z jednostka macierzysta autora Instytut Onkologii w
Gliwicach.

Drugi podrozdzial rozdzialu siédmego omawia istniejace w literaturze informacje o
mozliwych potaczeniach modutéw NF-xB i p53. Trzeci prezentuje strukture zaproponowa-
nego modelu z uwzglednieniem wiedzy biologicznej, na ktérej oparto kolejne komponenty.
Kolejne dwa podrozdzialy zawieraja opis parametréw i réwnan modelu stochastycznego
jak réwniez jego przyblizenia deterministycznego. Podrozdzial szésty prezentuje uzyskane
w trakcie symulacji rezultaty podczas gdy ostatni jest podsumowaniem rozdziatu siédme-

go.
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7.2 Znane polaczenia $ciezek NF-xB|IxBa i p53|Mdm?2

Istnieje kilka modeli éciezki sygnatowej NF-xB wymienionych w rozdziale czwartym oraz
modutu regulatorowego p53|Mdm2 przedstawionych w rozdziale piatym i széstym. Zgodnie
z wiedza autora brak jest w chwili obecnej modeli taczacych powyzsze szlaki sygnatowe,
a prezentowany w rozdziale sibdmym uklad jest pierwszym podejsciem do zbudowania
takiego modelu. W zwigzku z powyzszym w odréznieniu od poprzednich rozdzialéw nie
opisano gotowych rozwiazan przedstawiajac jedynie mozliwe polaczenia pomiedzy dwoma
modutami z wyréznieniem potaczen wybranych do budowy modelu tacznego.

W literaturze spotkaé¢ mozna wiele dowodéw na to, iz $ciezki sygnatlowe NF-xB i pb3
wspolnie kontroluja odpowiedZ komérki na stres, w tym zatrzymanie cyklu komérkowego
i procesy apoptotyczne. W ostatnich latach zidentyfikowano wiele wzajemnych $ciezek od-
dzialtywan pomiedzy tymi dwoma modutami regulatorowymi. Ich przeglad znalezé mozna
w [74] i [75]. Najwazniejsze z nich oméwiono ponizej:

NF-xB jest czynnikiem transkrypcyjnym p53

Wu i Lozano w [103] pokazuja na przykladzie komérek HeLa, iz pojawienie si¢ ak-
tywnego NF-xB na skutek dzialania TNFa powoduje 3-7 krotne zwigkszenie si¢ poziomu
p53. Poprzez eksperyment transfekcyjny dowodza oni, iz biatko p65 kompleksu NF-xB
moze przyltaczaé sie do promotora p53 i powodowacé jego aktywacje. Sprzezenie to zostalo
wykorzystane przy budowie modelu tacznego.

Aktywne NF-xB jest niezbedne do apoptozy zaleznej od p53

Ryan ze wspélpracownikami wykazali w [80], ze pobudzenie p53 powoduje aktywacje
NF-kB przy jednoczesnej zdolnosci p53 do rozpoczecia procesu apoptozy. Zablokowanie
produkcji NF-xB badz jego aktywacji blokuje mozliwo$¢ wywotania apoptozy pb3-zaleznej.
Autorzy pokazuja jednoczesnie, iz aktywacja NF-kB przy pomocy p53 przebiega inaczej
niz przy pobudzeniu przez TNFo i wymaga zaangazowania biatka MEK1 i pp907s¥,

p53 hamuje tempo transkrypcji genéw zaleznych od NF-xB

Badajac komérki raka jelita DLD-1 Bartke ze swoim zespotem wykazali, iz biatko pb3
zwieksza poziom inhibitora receptoréw Smierci - cFLIP oraz indukuje apoptoze nieza-
lezna od kaspazy 8 [4]. Zauwazaja oni réwniez, ze translokacja NF-kB zmierzona przez
analize EMSA w szerokim spektrum wymuszenia TNFa nie jest zaklécana poprzez pb3,
podczas gdy transkrypcja genu wskaznikowego zaleznego od NF-xB znaczaco sie zmniej-
sza. Gdy na komoérkach DLD-1 posiadajacych zmutowany, nieaktywny gen p53 dokonano
transfekcji nieuszkodzonego pbH3 (tak zwane wild type) transkrypcja genu wskaznikowego
po zadzialaniu dawka 2 lub 20 ng/ml TNFa zmniejszyla sie czterokrotnie w stosunku
do poziomu uzyskanego przy transfekcji zmutowanym p53. Ostabianie transkrypcji genéow
NF-kB-zaleznych przez aktywne pb3 jest drugim sprzezeniem wykorzystanym w budowie
modelu tacznego.

NF-xB moze byé aktywowane przez p53

Oprécz wspomnianej w rozdziale czwartym drogi aktywacji NF-xB przez TNFa, co
powoduje degradacje IkBa przez IKK, Bohuslav z wspdlpracownikami pokazuja [8] inna
Sciezke jego uaktywnienia. Zgodnie z uzyskanymi przez autoréw wynikami p53 aktywuje
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kinaze RSK1, ktéra z kolei fosforyluje biatko p65 kompleksu NF-xB. Fosforylacja ta zna-
czaco zmniejsza powinowactwo NF-xB i jego inhibitora [xBa. Dzieki temu oba biatka nie
tworza kompleksu w jadrze komérkowym, a tym samym NF-xB nie jest z niego usuwane,
co wzmacnia jego dzialanie jako czynnika transkrypcyjnego.

NF-xB zwieksza ekspresje p53, jego stabilnosé oraz powinowactwo do nici DNA

Fujioka i in. w [22] przedstawiaja dowody na to, ze pro-apoptotyczna dziatalno$é NF-
kB moze wynikaé z faktu, iz jego aktywacja prowadzi do zwiekszenia sie poziomu ekspres;ji
p53, ustabilizowania go w jadrze i zwiekszenia jego powinowactwa do DNA. Tym samym
wzrost aktywnosci NF-xB powoduje zwiekszenie sie produkcji genéw zaleznych transkryp-
cyjnie od p53 w tym genéw odpowiedzialnych za proces apoptozy jak PUMA i p21%eft,

Tax hamuje aktywnos$¢ p53 przy udziale NF-«<B

Kolejne mozliwe sprzezenie Sciezek NF-£B i p53 wynika z opisanego przez Jeonga i in.
w [38] zjawiska polegajacego na hamowaniu aktywnosci p53 przez Tax. Jeong i in. poka-
zuja, ze proces ten oparty o fosforylacje biatko p65 kompleksu NF-xB wymaga obecnosci
w komoérece kinazy IKKG. Co ciekawe hamowanie aktywnosci pb3 ta droga nie wymaga
aktywnosci transkrypcyjnej NF-xB.

p53 zwieksza stalg wigzania NF-xB do nici DNA hamujgc jednoczesnie jego
zdolnosci transkrypcyjne

Nastepny po [4] dowdd na istnienie sprzezenia wykorzystanego w rozprawie, prezen-
towany jest przez Kawauchi z wspélpracownikami w [42]. Pokazuja oni wyniki ekspery-
mentéw sugerujace, iz pdH3 zwieksza poziom acetylacji i fosforylacji Ser 536 czasteczki
p65 zwiekszajac tym samym jego stala wiagzania do nici DNA. Jednoczesnie obserwuja
oni zmniejszenie sie zdolnosci transkrypcyjnych tak przyczepionego NF-xB. Na podstawie
swych obserwacji wnioskuja, iz ostabienie to wynika z hamowania przez p53 funkcji IKK
oraz kinazy H3 koniecznej dla procesu transkrypcji.

NF-xB i p53 blokujg wzajemnie swoje dzialanie transkrypcyjne wspélzawod-
niczac o wspoét-aktywator CBP

Wadgaonkar i in. w [93] oraz Webster i Perkins w [96] wykazali, iz zaréwno NF-xB
jak i pb3 do osiagniecia swej optymalnej wydajnosci transkrypcyjnej potrzebuja wspot-
aktywatoréw bedacych kompleksami p300 i CBP. Komplekséw tych jest w komérce ograni-
czona ilo$¢, wiec pomiedzy czynnikami transkrypcyjnymi wystepuje rywalizacja i wygrana
jednego z nich oznacza zwiekszenie aktywnoéci czynnika zwycieskiego i jej zmniejszenie u
przegranego.

Fosforylacja CBP przez IKKa zmienia jego preferencje reakcyjne z p53 na
NF-xB

Jak pokazuja Huang i in. [35] w trakcie rywalizacji opisanej powyzej CBP preferuje
przytaczanie si¢ do p53, jednakze fosforylacja seryny 1382 1 1386 CBP przez IKKa zmienia
te preferencje powodujac, iz CBP czesciej przytacza sie do NF-xB.

Oprécz powyzszych powigzan, TNFa znany jest z regulowania innych Sciezek zardéwno
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pro- jak i anty-apoptotycznych, czego przeglad znalezé mozna w [39]. W niniejszej pracy
zalozono, ze TNF« jest jedynie aktywatorem Sciezki sygnalowej NF-x£B i jego pozostale
oddzialywania sa pomijane, to jest sg one niwelowane przez inne czynniki.

7.3 Struktura modelu

Prezentowany w ramach niniejszej rozprawy model taczny sieci NF-xB i p53 opisany w
[77] powstal poprzez potaczenie modelu NF-xB zbudowanego przez Lipniackiego z wspo6t-
pracownikami [56] i prezentowanego w rozdziale czwartym oraz p53 zaprezentowanego w
rozdziale széstym. Zgodnie z wiedza autora jest to pierwsze podejscie do stworzenia spdj-
nego modelu matematycznego tych Sciezek sygnatowych, mogacego oddawaé dynamike ich
wzajemnego oddzialywania. Nowopowstaly model laczny bazuje na juz omoéwionych mo-
delach, wiec elementy niezmienione w stosunku do wersji rozdzielnych zostana omoéwione
skrétowo, za$ elementy nowe czy tez te, ktére ulegly zmianie nieco szerzej.

Cytoplasm

A20mRNA
IKBa|NFkB

IKBumRNA

deg

Nucleus m Apoptosis

Rysunek 7.1: Model taczacy moduly NF-xB i p53. Kolorem czerwonym oznaczono nowo
wprowadzone sprzezenia. Linie ciagle oznaczaja przejécia biatek w kolejne formy, linie
przerywane oddzialywania pozytywne w przypadku zakonczenia strzatka i negatywne w
przypadku zakoniczenia pionowa kreska.
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Struktura modelu widoczna jest na rysunku 7.1. Linie ciaglte oznaczaja transformacje
na przykltad pomiedzy forma aktywna i nieaktywna danego biatka, za$ linie przerywane
oddzialywania. Strzalki sygnalizuja dzialanie dodatnie (na przyklad przyspieszanie ak-
tywacji), za$ zakonczenia linia prostopadla dzialania ujemne (na przyklad hamowanie
aktywacji). Dodatkowo kolorem czerwonym zaznaczono nowe oddzialywania bedace ele-
mentami laczacymi oba modele.

Uktad moze by¢ aktywowany dwoma sygnatami: stezeniem TNFa na zewnatrz komor-
ki oraz powstaniem uszkodzenia DNA na skutek promieniowania IR. W skrécie dzialanie
uktadu mozna opisa¢ nastepujaco: w wyniku pojawienia sie TNFa nastepuje aktywacja
receptorow TNFR1, ktoére poprzez aktywacje kinazy IKKK, a dalej IKK powoduja degra-
dacje IkBa i tym samym uwolnienie czynnika transkrypcyjnego NF-£B, ktéry po przedo-
staniu sie do jadra aktywuje geny IkBa, A20 i p53. IkBa bedace inhibitorem NF-xB po
translacji wraca do jadra komérkowego i wyciaga czynnik transkrypcyjny do cytoplazmy.
Dziatanie to stabilizowane jest poprzez biatko A20, ktore blokuje aktywacje IKKK przez
receptory z jednej strony i dezaktywuje aktywne biatko IKK z drugie;j.

Pojawiajace sie na skutek promieniowania uszkodzenie DNA powoduje przys$pieszenie
degradacji biatka Mdm2 bedacego inhibitorem pb3 oraz zwiekszenie stabilnosci samego
p53 poprzez jego fosforylacje. Aktywne pb3 odgrywa role czynnika transkrypcyjnego dla
wielu biatek, miedzy innymi dla swego inhibitora Mdm2, biatka PTEN oraz biatek bio-
racych udzial w naprawie uszkodzonego DNA. PTEN dezaktywujac PIP3 prowadzi do
dezaktywacji biatka Akt, co z kolei blokuje aktywacje nowopowstatego Mdm2 uniemoz-
liwiajac jego import do jadra komoérkowego i tym samym blokujac jego dziatanie jako
inhibitora. W efekcie pb3 osiaga stan wysoki. Sprzezenie dodatnie dziala w dluzszej skali
czasu niz sprzezenie ujemne i pelni role zegara dajac komérce okreslony czas na naprawe
uszkodzenia. Gdy uszkodzenie jest niemozliwe do naprawy badz jego naprawa zajmuje zbyt
duzo czasu pbH3 przetaczajac sie na wysoki poziom powoduje przekroczenie przez czynniki
apoptotyczne poziomu krytycznego i rozpoczecie procesu kontrolowanej $émierci komoérki.
Oprécz kontrolowania transkrypcji genéw mu podlegtych aktywne pb3 powoduje rowniez
zmniejszenie tempa transkrypcji genéw zaleznych od NF-kB (dzialanie szerzej omoéwione
ponizej), w tym jego inhibitoréw IkBa i A20. Tym samym model taczny jest ukladem z
dwoma wejsciami oraz piecioma petlami sprzezenia zwrotnego: trzema ujemnego wiazacy-
mi czynniki transkrypcyjne z ich inhibitorami oraz dwoma dodatniego. Jedna wiazaca pb3
z NF-kB oraz druga prowadzaca przez PTEN i odpowiadajaca za zainicjowanie procesu
apoptozy.

W modelu tacznym mozemy wyrézni¢ nastepujace kluczowe elementy:

NF-xB jako czynnik transkrypcyjny dla p53

Jest to pierwsze z uwzglednionych w modelu polaczen pomiedzy Sciezkami NF-xB i
p53. Jak wspomniano wczesniej Wu i Lozano w roku 1994 jako pierwsi pokazuja, iz po-
jawienie sie aktywnego NF-kB powoduje 3-7 krotne zwiekszenie sie poziomu p53 [103].
Nastepnie Kim ze swoimi wspolpracownikami badajac komérki chrzestne krélikéw po-
kazuja, iz aktywacja NF-xB inna droga niz poprzez TNFa réwniez powoduje dodatnia
regulacje transkrypcji p53 [45]. Podobnie Fujioka i in. [22] prezentuja wyniki $wiadczace o
tym, iz zaktywowane NF-xB zwicksza ekspresje pb3 oraz zwicksza jego stabilno$é¢ i zdol-
no$¢ dotaczania sie do DNA. By pozosta¢ w zgodzie z tymi do$wiadczeniami jak réwniez
z faktem, iz ph3 jest obecne w komorce takze przy nieaktywnym NF-xB zalozylidmy, iz
transkrypcja pb3 jest suma transkrypcji niezaleznej oraz zaleznej od NF-xB oraz, ze przy-
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taczenie sie NF-kB do obszaru promotora p53 zwigksza produkcje jego mRNA dwukrotnie.

Aktywne p53 jako czynnik zmniejszajacy tempo transkrypcji bialek zaleznych
od NF-xB

Drugie z wykorzystanych potaczen obu Sciezek wprowadza do modelu kolejna petle
dodatniego sprzezenia zwrotnego. Fakt, ze p53 jak i sktadnik kompleksu NF-«kB zwany
p65 (RelA) wzajemnie oslabiaja swa dziatalno$é jako czynnikéw transkrypcyjnych oraz
rywalizujg o p300 i CBP bedace wspot-aktywatorami transkrypcji, zwiekszajacymi jej wy-
dajnosé, jest dos¢ dobrze udokumentowany w literaturze. Opisuja go zaréwno Wadgaonkar
iin. ([93]) jak i Webster z Perkinsem w [96] oraz Tkeda i in. w [36]. Bartke i in. w [4] pokaza-
li, Ze sama translokacja NF-xB nie jest zaklocana poprzez p53, podczas gdy transkrypcja
genow od niego zaleznych zmniejsza sie czterokrotnie. W ostatnim czasie Kawauchi i in.
pokazuja, iz p53 zwigksza zdolnosé NF-xB do przylaczania sie do DNA poprzez acetylacje
i fosforylacje p65 w miejscu Ser 536, co jednak prowadzi jednoczesnie do obnizenia jego
zdolnosci transkrypceyjnych [42]. Uwzgledniajac powyzsze odkrycia w modelu zalozono, iz
tempo produkcji mRNA IkBa oraz A20 jest proporcjonalne do

o (7.1)
hi+P 53pn (t)

gdzie P53, oznacza ilos¢ aktywnych molekul p53 w jadrze komérkowym. By unikna¢ za-
gniezdzenia si¢ sprzezen zwrotnych pominieto potencjalng mozliwoéé ostabiania przez pb3
swej wlasnej transkrypcji regulowanej przez NF-xB, zakladajac w zamian, iz aktywacja
przez NF-xkB genu p53 zwiecksza tempo produkeji jego mRNA jedynie dwukrotnie, a wiec
znacznie mniej niz sugeruje to Kim i in. [45].

Aktywacja ukladu

Jak wspomniano wczes$niej zbudowany model posiada dwa wejécia: Aktywacje recep-
toréw TNFR1 poprzez pojawienie sie w otoczeniu komérki ligandu TNFa oraz powstanie
uszkodzenia DNA na skutek promieniowania jonizujacego (IR). Samo oddzialywanie wy-
muszen na ukltad nie zmienito sie znacznie w stosunku do modeli wyjsciowych.

Uwzgledniajac informacje zawarte w [79] przyjeto, ze dawka 1 Gy powoduje powstanie
okoto 40 podwdjnych peknieé nici DNA (poprzednio 35). Powstale uszkodzenie DNA jest
wykrywane przez kinazy takie jak ATM, co skutkuje zwiekszeniem sie tempa degradacji
Mdm?2 oraz aktywacja i stabilizacja p53, ktore po fosforylacji dziata jak czynnik trans-
krypcyjny. Zalozono, ze proces uszkadzania DNA jest procesem Poissona, zas zaleznosci
tempa aktywacji p53 i degradacji Mdm2 od iloéci uszkodzen wyrazaja sie funkcja Hilla o
wspolezynniku réownym 2.

Druga droga aktywacji uktadu wiedzie przez receptory, ktore po swej aktywacji fosfo-
ryluja kinaze IKKK, co prowadzi do aktywacji biatka IKK w rezultacie czego nastepuje
degradacja IxkBa i tym samym uwolnienie z kompleksu NF-xB, ktére po przedostaniu sie
do jadra komoérkowego rozpoczyna proces transkrypcji genéw od niego zaleznych.

Transkrypcja i translacja

Podobnie jak we wczeéniejszych modelach zatozono, ze kazdy z gendow posiada dwie
jednakowe kopie mogace by¢ aktywowane i dezaktywowane niezaleznie od siebie. Akty-
wacja nastepuje przez przyltaczenie sie do obszaru promotora czynnika transkrypcyjnego
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p53 (dla genéw Mdm?2 i PTEN) lub NF-xB (dla A20, IkBa oraz p53). W modelu stocha-
stycznym stan genu danego biatka moze wiec by¢ rowny G = 0,1 lub 2, co oznacza, iz
obie kopie sa nieaktywne, jedna z nich jest aktywna badz obie sa aktywne. W przyblizeniu
deterministycznym stan genu jest liczbg z przedzialu G €< 0,2 >. Przyjeto zalozenie, iz
odczepianie sie pb3 od obszaru promotora (a tym samym dezaktywacja genu) nastepu-
je samoistnie, podczas gdy w przypadku NF-«B odlaczanie nastepuje wskutek dziatania
IxkBa. Dodatkowo dla genéw zaleznych od pb3 tak jak w poprzednim modelu zatozono
ich pewna bazowa aktywacje, niezalezng od czynnika transkrypcyjnego. Przy powyzszym
sktonnoéci do aktywacji (r?) i dezaktywacji (r?) dla genéw zaleznych od p53 przedstawiaja
sie nastepujaco:

rps3(t) = do + a1 P53, (t), rpss(t) = a2, (7.2)
za$ dla genéw zaleznych od NF-xB:

T?VF,{B(t) = qon + in NFKB, (1), T?VFKB(t) = qonlkBay(t). (7.3)

Druga potega przy aktywacji genéw zaleznych od p53 wynika z przyjecia jak poprzednio, iz
wolne p53 wystepuje w postaci dimeréw, zas kluczowa role w aktywacji genow odgrywaja
jego tetramery.

Aktywacja i dezaktywacja receptorow

Czeé¢ modelu oddajaca procesy aktywacji i dezaktywacji receptoréw TNFR1 pozostala
niezmieniona w stosunku do opisu przedstawionego w rozdziale czwartym. Receptory sa
niezaleznie aktywowane i dezaktywowane ze sklonnoscig aktywacji réwna r%(t) proporcjo-
nalna do stezenia TNF«(t) w ich otoczeniu, przy czym stezenie to moze byé¢ zalezne od

czasu. Sklonno$é do samoistnej dezaktywacji dana jest poprzez r¢ i jest ona stata w czasie

ri(t) = kTNF(t), rd = ky. (7.4)

Uszkadzanie i naprawa DN A

Stosujac podejécie zaprezentowane w rozdziale széstym zatozono, iz uszkodzenie DNA
mierzone liczba podwoéjnych peknieé nici DNA (tak zwane DSB) nastepuje wskutek pro-
mieniowania jonizujacego zgodnie z procesem Poissona oraz na skutek dziatania czynnikow
apoptotycznych, ktére inicjujg proces ciecia DNA bedacy wyznacznikiem procesu apopto-
zy. Réwnania okreslajace sktonnosé uktadu do powstania czy naprawy DNA ulegly zmianie
w stosunku do modelu wyjéciowego, wiec przestanki na ktérych sie oparto projektujac nowe
zaleznosci zostang omdwione szerzej.

Istnieje wiele czynnikéw pro-apoptotycznych nalezacych do rodziny biatek Bcl-2 ktoére
moga by¢ aktywowane poprzez p53. W szczegdlnosci Nakano i Vousden w [67] pokazuja,
iz pb53 indukuje produkcje Puma, ktére przylacza sie do Bcl-2 i przemieszczajac sie do
mitochondriéw powoduje uwodnienie btony mitochondrialnej, a przez to uwolnienie cyto-
chromu C. Cytochrom C aktywuje kaspaze 9, ktora jak pokazal Nagata w [66] aktywuje
kaspaze 3. Jedna z funkcji kaspazy 3 jest aktywacja nukleaz DFF (DNA Fragmentation
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Factor) [57] oraz CAD (Caspase-Activated Deoxyribonuclease) [16], ktére sa enzymami
tnacymi DNA.

W ostatnim czasie Chen z wspolpracownikami zaproponowali model przetacznika de-
cyzyjnego procesu apoptozy [11]. Zbudowany przez nich uklad zaklada bistabilnosé. Gdy
poziom czynnikéw zwanych przez autoréw ”enablerami” (czynnikami apoptotycznymi)
przekroczy poziom progowy, poziom pro-apoptotycznego biatka z rodziny Bcl-2 zwane-
go Bax gwaltownie rosnie prowadzac do uwodnienia sie¢ membrany mitochondrialnej, co
poczatkuje nieodwracalna kaskade proceséow prowadzacych do kontrolowanej $mierci ko-
morki.

By pozosta¢ w zgodzie z danymi do$wiadczalnymi, modelem [11] oraz innymi mo-
delami prébujacymi opisaé¢ proces apoptozy ([15], [97], [98]) zalozono, iz w momencie
przekroczenia przez czynniki apoptotyczne progu krytycznego (Th), nastepuje gwaltow-
ny proces ciecia nici DNA, ktorego tempo jest znacznie wieksze niz tempo naprawy. W
rezultacie podjeta przez komorke decyzja o zainicjowaniu procesu apoptotycznego jest nie-
odwracalna. W modelu nie zaimplementowano w zaden sposéb $mierci komérki (model nie
przestaje dzialaé¢ przy przekroczeniu progu Th), wiec stan apoptotyczny objawia si¢ w nim
wzrostem uszkodzen DNA do nieskonczonosci, ustabilizowaniem sie poziomu biatka p53
w stanie wysokim oraz innych bialek w swych stanach. Powyzszy fakt stabilizowania sie
pozioméw stanowi pierwsze z ograniczen modelu. W rzeczywistosci zainicjowany proces
ciecia DNA zatrzymuje wszelka transkrypcje, a zaktywowane kaspazy rozpoczynaja pro-
cesy proteolityczne, ktére powoduja gwaltowny spadek poziomu biatek w koméree. Drugie
ograniczenie wynika z faktu, ze pojawienie sie w modelu nowych uszkodzen na skutek dzia-
tania czynnikow apoptotycznych zwigksza tempo aktywacji p53. Prowadzi to do powstania
w uktadzie trzeciej petli dodatniego sprzezenia zwrotnego. Jednakze dziatanie czynnikdéw
apoptotycznych rozpoczyna sie w momencie gdy komérka przekroczy punkt krytyczny
wyznaczany przez prog apoptozy (Th), tak wiec dzialanie tej petli nie moze juz zmienié
decyzji komérki. Trzecie ograniczenie wynika z faktu, iz rozpoczecie procesu apoptozy w
modelu nie zatrzymuje proceséw naprawczych. W rzeczywistoéci DNA jest ciete najpierw
na fragmenty zawierajace kilka tysiecy nukleotydéw [37], a nastepnie na mniejsze czesci
i nie moze byé w trakcie tego procesu naprawiane. W modelu tempo uszkadzania DNA
przez czynniki apoptotyczne jest jak juz wspomniano wielokrotnie wigksze od tempa jego
naprawy tak, ze praktycznie w stanie apoptotycznym proces naprawy jest nieaktywny i
mozna go pominag.

Celem pracy nie byto dokladne oddanie procesu programowanej $mierci komorki, a
jedynie faktu podjecia nieodwracalnej decyzji o jej uruchomieniu, wiec powyzsze ograni-
czenia nie maja wplywu na uzyskiwane rezultaty.

Liczba uszkodzen DNA w modelu jest zmienna stochastyczng. Uwzgledniajac fakty
opisane powyzej, sklonno$¢ do pojawienia sie nowego uszkodzenia r"(t) przedstawiona
jest nastepujaca zalezno$cia:

v (8) = dpan R(E) + ag (sign(A(#) ii CTR) 4 1), (7.5)

gdzie stosunek p;/dg jest maksymalnym poziomem czynnikéw apoptotycznych wynikaja-
cym z réwnania (7.37), ag oddaje ich zdolnoéé do uszkadzania DNA, R jest natezeniem
promieniowania jonizujacego, zas dpay = 40 Gy jest wyznaczonym do$wiadczalnie wspol-
czynnikiem uszkadzania DNA. Th jest progiem apoptozy, ktéry w momencie przekroczenia
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przez poziom czynnikéw apoptotycznych, zapewnia nieodwracalnosé¢ decyzji o Smierci. Za-
stosowana forma réwnania gwarantuje, ze gdy poziom ten jest ponizej progowego nie maja
one wplywu na ilos¢ uszkodzen DNA.

Podobnie jak w rozdziale széstym w modelu nie zaimplementowano wprost mecha-
nizmu naprawy DNA. Aktywne p53 reguluje transkrypcje genéw odpowiedzialnych za
naprawe uszkodzen, wiec zalozono, ze tempo tej naprawy bedzie od niego zalezne. Akty-
wacja genéw w modelu zalezy od kwadratu P53,,(t), wiec sktonnosé r"(t) do naprawy
pojedynczego uszkodzenia DNA wyraza sie wzorem:

N(t)

rovalt) = drpp ——l
Tpna(t) = drEp N + Noar

P532(t). (7.6)

powyzsza forma 7" (t) oddaje fakt, ze gdy liczba uszkodzen jest zbyt duza tempo ich na-
prawy jest ograniczone iloscig komplekséw naprawczych.

7.4 Rownania

Podczas budowy modelu tacznego NF-xB i pb3 jak i jego dopasowywania zmieniono w
stosunku do modeli wyj$ciowych niektére ze wspdlczynnikéw pozostawiajac wiekszosé bez
zmian. Przebudowano niektére rownania dodajac na przyktad jawnie réwnania na nie-
aktywna forme Akt czy PIP3 (PIP2). Pojawily sie réwniez zmiany wynikajace z samego
potaczenia modeli NF-£B i pb53. By przedstawi¢ model taczny w jednej spdjnej formie po-
nizej zamieszczono wszystkie jego parametry jak i réwnania, réwniez te, ktére nie ulegly
zmianie, pokazujac jednoczesnie gdzie zmiany nastapity. W tabeli 7.1 1 7.2 oznaczono sym-
bolem (N) nowa w stosunku do wezesniejszych modeli zmienna badZ parametr, (Z) oznacza
warto$¢ zmieniona. Tabela 7.3 przedstawia parametry czeéci taczacej modele NF-xB i pb3.

Zastosowane oznaczenia

e AKT, - nieaktywna forma Akt (N)

o AKT, - aktywne biatko Akt

o M DM, - transkrypt Mdm?2

o MDM - Mdm2 w cytoplazmie

e M DM, - sfosforylowane Mdm2 w cytoplazmie

e MDM,, - sfosforylowane Mdm2 w jadrze komérkowym
e P53, - nieaktywne dimery pb53 w jadrze

e P53y, - aktywna forma dimeréw p53 w jadrze

e P53, - transkrypt p53 (N)

e PTEN; - transkrypt PTEN

e PTEN - biatko PTEN w cytoplazmie



84

Model taczny systeméw NF-xB i p53

PIP, - nieaktywna forma PIP (PIP2) (N)

PIP, - aktywna forma PIP (PIP3)

N - liczba podwdjnych peknieé¢ nici DNA (DSB)
B - liczba aktywnych receptoréw

R - natezenie promieniowania jonizujacego w Gy
TNF - koncentracja TNFa w ng/ml

A - poziom czynnikéw apoptotycznych

IK Kn - neutralna forma kinazy IKK

IKKa - aktywne TKK

I K Ki - nieaktywna forma IKK

I K Kii - nieaktywna, posrednia forma IKK
IKKKn - ilo$é¢ nieaktywnego TKKK,

IKKKa - aktywne IKKK,

Ik B - ilo$¢ IkBa w cytoplazmie

1kB,, - ilo$¢ IkBa w jadrze komérkowym

Ik By - transkrypt IkBa

Ik B, - sfosforylowane IxBa w cytoplazmie

A20 - iloéé biatka A20

A20; - transkrypt A20

NFkB - wolne NF-kB w cytoplazmie

NFkB, - wolne NF-xkB w jadrze

NFkB|IkB - kompleksy (NF-xB|IxBa) w cytoplazmie
NFkB|IkB,y, - sfosforylowane IxkBa w kompleksie z NFxB w cytoplazmie
NFkB|IkB,, - kompleksy (NF-xB|IxBa) w jadrze
G pmdame - stan genu Mdm?2

Gpren - stan genu PTEN

Gps3 - stan genu p53 (N)

Giwxp - stan genu [xkBa

G 420 - stan genu A20
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° 7"?\/ FrBs r?v r.p - sktonnosé aktywacji i dezaktywacji genéw zaleznych transkrypcyjnie

od NF-xB

. 7“253, rg53 - sktonnoé¢ aktywacji i dezaktywacji gendéw zaleznych od p53

b ,.d

o 7., ry - sklonno$¢ aktywacji i dezaktywacji receptorow

® "AnaT DN 4 - sktonnoéé do powstania pojedynczego uszkodzenia DNA i jego naprawy

Stan wszystkich rodzajow gendéw w modelu stochastycznym moze przybieraé wartosci
G, €{0,1,2}, a w przyblizeniu deterministycznym G, €< 0,2 >

Parametry modelu

Tabela 7.1. Parametry czesci NF-xB modelu lgcznego

Parametr Opis Wartosé
k,=V/U stosunek objetosci cytoplazmy do jadra )
ky tempo aktywacji receptoréw 4x107%/s
k¢ tempo dezaktywacji receptoréow 6 x 1074 /s
qin tempo aktywacji genéw pb3, IkBa i A20 zalezne od NFkB,, 1.5- 10_7/5
G2n tempo dezaktywacji genéw pb3, IkBar i A20 zalezne od IkB,, 10*6/5
KN caltkowita liczba czgsteczek TKKK 104
KNN calkowita liczba czasteczek IKK 2 x 10°
M catkowita liczba receptoréw TNFR1 103
NF&Bot calkowita liczba czasteczek NFKB 10°
ke tempo aktywacji IKKKn 107%/s
ks tempo dezaktywacji IKKKa 1072 /s
Cin tempo transkrypcji A20; i IkBy 1071/s
Can tempo degradacji A20; i IkBy 7.5 x107%/s
Cin tempo translacji A20 i IxB 5x1071/s
Csn tempo degradacji A20 9 X 1074/8
ka20 wspotczynnik blokowania TNFR1 przez A20 104
ko tempo dezaktywacji IKKa przez A20 104
k1 tempo aktywacji IKKn 5x1075/s
ks tempo dezaktywacji IKKa 3x1073/s
ky tempo transformacji IKKii 5x 1074 /s
ain tempo tworzenia komplekséw NFxB|IkB 5x1077/s
a2n tempo fosforylacji IkB przez IKKa 107" /s
asn tempo fosforylacji komplekséw NFxB|IkB przez IKKa 5x1077/s
tp tempo degradacji 1B, i IxB, w kompleksie z NFxB 10*2/3
C5a tempo degradacji IxB 107%/s
Céa tempo degradacji IkB w kompleksie z NFxkB 2 X 10_5/3
i1 import NFxB do jadra komoérkowego 1072 /s
€24 export komplekséw NFxB|IkB,, z jadra komoérkowego 5x107%/s
i1a import IkB do jadra komérkowego 2x1073/s
€1q export IkB z jadra komérkowego 9 X 10_3/8
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Tabela 7.2. Parametry czesci p53|Mdm2 modelu tgcznego

Parametr Opis Wartosé
ag tempo spontanicznej aktywacji P53, 1x107%/s
ay tempo fosforylacji P53, wymuszone uszkodzeniem DNA 1x1073/s
as tempo aktywacji PIP 5x1075/s
as tempo aktywacji AKT 2x1079/s

as (Z) tempo fosforylacji M DM 7.5 x107%/s
co tempo hydrolizacji PIP,, przez PTEN 2.5 x107%/s
c1 tempo dezaktywacji AKT), 2x1074/s
co tempo defosforylacji M DM, 1x107%/s
c3 tempo spontanicznej defosforylacji P53, 0
do tempo spontanicznej degradacji wszystkich form Mdm2 3x1075/s
dy tempo deg. wszystkich form Mdm2 wymuszone uszk. DNA 1.5 x 107%/s
ds tempo degradacji PT EN 5x1075/s
ds tempo spontanicznej degradacji P53, 1x107%/s
dy tempo degradacji P53, wymuszonej przez M DM py, 1x10713/s
ds tempo spontanicznej degradacji P53y, 1x107%/s
dg tempo degradacji P53, wymuszonej przez M DM p, 1x107/s
dy tempo degradacji M DM, 3x1074/s
ds tempo degradacji PT EN¢ 3x107%/s
€o export M DM, z jadra komérkowego 0
1o import M DM, do jadra komérkowego 5x107%/s
S0 tempo transkrypcji M DM, 6 x 1072 /s
51 tempo transkrypcji PTEN; 6x1072/s
to tempo translacji M DM 5x107Y/s
t1 tempo translacji PT EN 1x1071/s
ho stala Michaelisa dla aktywacji P53, 7

i degradacji wszystkich form Mdm?2

qo tempo spontanicznej aktywacji genéw Mdm2 i PTEN 1x107%/s
a1 tempo aktywacji genéw Mdm2 i PTEN zalezne od P53, 5x10713/s
4o tempo dezaktywacji genéw Mdm2 i PTEN 3x1073/s

Nsar (Z) wspOlczynnik nasycenia komplekséw naprawczych DNA 3

dpan (Z) tempo uszkadzania DNA 40/Gy

drep (2) tempo naprawy DNA 2x 10714 /s

AKT; catkowita liczba biatek Akt (AKT + AKT),) 2 x 10°

PIP;,, catkowita liczba bialek PIP (PIP + PIP)) 1 x 10°

ag (Z) maksymalne tempo uszk. DNA przez czynniki apoptotyczne 1x1072/s
dg (Z) tempo degradacji czynnikéw apoptotycznych 2x107%/s
p1 (Z) maksymalne tempo syntezy czynnikéw apoptotycznych 200/s

qs (Z) wspdélezynnik syntezy czynnikéw apoptotycznych 2.5 x 1071 /s
q4 (Z) wspdélezynnik syntezy czynnikéw apoptotycznych 1/s

Th (N) prog $mierci apoptotycznej 6.5 x 107!
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Tabela 7.3. Parametry czesci wspdlnej modelu tacznego

Parametr Opis Wartosé
dio tempo degradacji transkryptu p53 2 x 10_4/8
Sg tempo transkrypcji pb3 zaleznej od NF-xkB 5 X 10_2/8
83 tempo transkrypcji niezaleznej p53 9 X 10_2/8
ts tempo translacji p53 5x1071/s
hy stata Michaelisa przy transkrypcji A20 i IkBa 6 x 10%

PTEN w cytoplazmie, PT'EN: Pierwszy czton opisuje synteze PTEN, za$ drugi
jego degradacje
d

ZPTEN(t) = ti PTEN,(t) — dy PTEN (t). (7.7)

Nieaktywna forma PIP, PIP,: Nowe réwnanie dopisane w celu jawnego okreslenia
ilosci wszystkich zmiennych wystepujacych w modelu. Pierwszy czton opisuje dezaktywacje
PIP przez PI'EN, a nastepny jego samoistna aktywacje

%PIPn(t) = ¢o PTEN(t) PIP,(t) — ag PIP,(t). (7.8)

Aktywna forma PIP, PIP,: Pierwszy czlon opisuje aktywacje PIP, za$ drugi jego
hydrolizacje przez PTEN

%PIPp(t) = ay PIP,(t) — co PTEN(t) PIP,(t). (7.9)

Nieaktywny Akt, AKT,: Nowe réwnanie. Pierwszy czton opisuje dezaktywacje¢ AKT),,
a drugi aktywacje AKT, regulowana przez PIP,

%AKTn(t) = ) AKT,(t) — a3 AKT,(t) PIP,(t). (7.10)

Aktywna forma Akt, AKT,: Na poczatku aktywacja AKT, przez PIP,, a nastepnie
dezaktywacja AKT),

%AKTp(t) = a3 AKT,(t) PIP,(t) — c; AKT)(t). (7.11)

Mdm2 w cytoplazmie, M D M: Pierwszy czton opisuje synteze M DM, drugi defosfo-
rylacje M DM, trzeci fosforylacje M DM regulowana przez AK'T),, za$ ostatni degradacje
MDM

d
ZMDM(t) =ty MDM,(t) + c2 MDM, (1)

N2(1)

—ay MDM (t) AKT,(t) — (do +di m

> MDM(t).(7.12)
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Sfosforylowane Mdm2 w cytoplazmie, M DM,: Na poczatku fosforylacja M DM
regulowana przez AK'T,, nastepnie defosforylacja M DM, trzeci i czwarty czlon opisuja
import do i eksport z jadra komérkowego, na koficu degradacja M DM,

%MDMp(t) = ay MDM(t) AKT,(t) — cy MDM,(t) — ig MDM,(t)
N2(t)

MDM,,(t)— |d di 55—
+eo pn(t) <0+ lh(2)+N2(t)

) MDM,(t). (7.13)

Sfosforylowane Mdm2 w jadrze, M DM,,: Pierwsze dwa cztony opisuja import i
export z jadra komérkowego do cytoplazmy, podczas gdy ostatni swobodna i wymuszona
uszkodzeniem DNA degradacje M DMy,

d

N2(t
fMDMpn(t) =19 MDMp(t> — e MDMpn(t) — (do + dq ( )

hZ + N2(t)

o ) MDM,,(t).

(7.14)

Nieaktywne p53 w jadrze, P53,: Pierwszy czlon opisuje synteze P53,, drugi spon-
taniczna jak i wymuszona uszkodzeniem DNA aktywacje, trzeci dezaktywacje P53y, za$
ostatni jego degradacje zaréwno spontaniczng jak i wymuszona przez M DMy,

Lpsa ) = 12 P53(t) — (a0 + a1 D P53, (1) + e P53 (1)
dt n — 2 t 0 1 ]’L(2)+N2(t) n 3 pn

— (ds+ ds MDMZ, (1)) P53,(1). (7.15)

Aktywna forma jadrowego p53, P53,,: Na poczatku mamy aktywacje P53, swo-
bodna jak i wymuszong, nastepnie dezaktywacj¢ P53, i na koncu jego degradacje zaréwno
spontaniczng jak i regulowang przez M DMy,

2
%P53pn(t) _ <a0+a1 m> P53,(t) — ¢ P53n (1)
— (ds + dg MDMZ,(t)) P53, (t). (7.16)

Transkrypt Mdm2, M DM;: Na poczatku transkrypcja M DM,, a nastepnie jego
degradacja
d

%MDMt(t) =S50 GMde - d7 MDMt(t) (717)
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Transkrypt PTEN, PT EN;: Pierwszy czton opisuje transkrypcje PT E Ny, zas drugi
jego degradacje
d

T PTEN(t) = 51 Gproy — ds PTENi(1). (7.18)

Transkrypt p53, P53;: Nowe réwnanie konieczne do polaczenia modeli. Pierwszy
czton opisuje niezalezna produkcje P53;, podczas gdy drugi transkrypcje zalezna od NF-
xkB. Ostatni czton opisuje degradacje P53

d
£P53t(t) = 283 + S9 Gp53 —dio P53t(t) (719)

IKKK w stanie nieaktywnym, I K K Kn: Nowe réwnanie. Pierwszy czton opisuje
spontaniczng dezaktywacje kinazy IKKK. Drugi aktywacje IKKK poprzez aktywne recep-
tory B(t), ktérych dzialanie jest hamowane przez A20

d Ka20
CIKKEn(t) = k IKKKa(t) — kg —920
n(t) alt) = ko A0

- B(t) IKKKn(t). (7.20)

IKKK w stanie aktywnym, [ KK Ka: Pierwszy czton opisuje fosforylacje TKKK
przez aktywne receptory B(t), przy ostabiajacym dzialaniu A20. Nastepny spontaniczna
dezaktywacje kinazy

d ka20

dt

IKK w stanie neutralnym, I K Kn: Pierwszy czton opisuje odzyskiwanie I K Kn ze
stanu przejsciowego I K Kii. Drugi aktywacje IK Kn przez IKK Ka

d
ZIKKn(t) = ky IKKii(t) — ki IKK Ka(t) IKKn(t). (7.22)

Aktywne IKK, I K Ka: Pierwszy czton opisuje przejscie IK Kn w I K Ka pod wpty-
wem [ K K Ka, za$ drugi przeksztatcenie I K Ka w forme nieaktywna I K Ki kontrolowane
przez A20

ko + AQO(t)

d
SIKKa(t) = ki IKKKa(t) IKKn(t) — ks IKKa(t) =—
2

o (7.23)

Nieaktywna forma IKK, I K Ki: Pierwszy czton opisuje przejscie IKKa w IK K1
pod wplywem A20, czlon drugi opisuje samoistne przejScie IKKi w forme posrednia

IKKii

d ko + A20(t
ZIKKi(t) = ks IKKa(t) 2+k0()
2

- — kg IKKi(t). (7.24)
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Posérednia forma IKK, I K Kii: Nowe réwnanie. Pierwszy czlon opisuje samoistne
tworzenie sie I K Kii z I K Ki, a nastepny réwniez samoistne przeksztatcenie formy posred-
niej w forme neutralng I K Kn

d
FIKKii(t) = ks IKKi(t) — ks TKKGi(1). (7.25)

Sfosforylowane IxBa, IxB,: Pierwszy czlon opisuje fosforylacje Ix Ba poprzez I K Ka,
drugi jego degradacje

d
gfﬁBp(t) = agn IKKal(t) IkB(t) — t, IkB,y(t). (7.26)

Sfosforylowane IxBa w kompleksie z NF-xB, NFxB|IxkBy: Pierwszy czton opi-
suje fosforylacje IkBa (bedacego w kompleksie z NFkB) przez katalityczne dzialanie
IKKa, za$ drugi opisuje degradacje IxBa, przy ktérej odzyskiwane jest z kompleksu
NF-xB

%(NF/{BH/{BP)(L‘) = a3 [IKKa(t) (NFKkB|IkB)(t) —t, (NFkB|IkB,)(t). (7.27)

Wolne NF-<B w cytoplazmie, NF«xB: Pierwsze dwa czlony opisuja uwalnianie
NFkB z kompleksu NFrkB|IkBa na skutek degradacji IxkBa oraz zwiazane z tworze-
niem si¢ tych kompleksow zmniejszanie si¢ liczby wolnego N FxB. Czlon trzeci opisuje
uwalnianie N FxkB poprzez degradacje sfosforylowanego I'xBa. Ostatni czton opisuje im-
port wolnego NF-xB do jadra komoérkowego

%NF/@B(t) = c¢gq (NFEB|IKB)(t) — a1, NFB(t) IkB(t)
+tp, (NFKB|IkB,)(t) — i1 NFKB(t). (7.28)

Wolne NF-xB w jadrze komérkowym, N FxB,,: Pierwszy czton opisuje import do
jadra komoérkowego. Nastepny ubytek wolnego NFxB w jadrze na skutek jego wiazania
z jadrowym IkBa. Dodatkowy wspélezynnik k, = V/U, (stosunek objetosci cytoplazmy
do objetosci jadra komdrkowego) oddaje wigksze stezenia wystepujace w jadrze przy tej
samej liczbie molekul na skutek jego mniejszych rozmiaréw

%NFEBn(t) =11 NFrB(t) — aip ky NFrB,(t) IkBy(t). (7.29)

Biatko A20, A20: Translacja mRNA oraz degradacja biatka

d
T A20() = can A20,(t) — c5n A20(2). (7.30)
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Transkrypt A20, A20;: Pierwszy czton opisuje transkrypcje mRNA A20 z aktywnych
kopii genu ostabiang przez P53, za$ drugi degradacje transkryptu A20

d hi

—A204(t) = 1y ——— G — ¢35, A204(1). 7.31
((t) = It Poa 420 — €3 ¢(1) (7.31)

dt

Wolne 1kBa w cytoplazmie, IxB: Pierwszy czlon opisuje fosforylacje IkB przez
I K Ka, nastepny przytaczanie sie IxkB do N FxB. Kolejny opisuje translacje transkryptu
oraz samoistna degradacja Ik B. Ostatnie dwa cztony opisuja import do jadra komérkowego
i export do cytoplazmy

%InB(t) = —ag IKKa(t) IkB(t) — a1, NFkB(t) IkB(t)
+ean IkB(t) — c54 IKB(1)
—i10 IKB(t) + €14 [k By (t). (7.32)

Wolne IkBa w jadrze, IxB,: Pierwszy czlon opisuje tworzenie komplekséow IxB,,
z NFkB, (k,, oddaje wigksza koncentracje w jadrze), kolejne dwa opisuja import do i
export z jadra komdrkowego

d
ﬁfﬁBn(t) = —a1p ky NFEB,(t) IKBy,(t) + 114 IkB(t) — e14 IKBy(t). (7.33)

Transkrypt IxBa, Ik B;: Transkrypcja z aktywnych kopii genu hamowana przez P53
oraz degradacja transkryptu

hi

d
ZIkB(t) = ¢y ———
wBi(t) = cin hi+ P53

7 Grep — c3n IKBy(1). (7.34)

Kompleksy NF-xB|IckBa w cytoplazmie, N FxkB|IxB: Pierwsze dwa czlony opi-
suja tworzenie komplekséw N FxB z IkB oraz ich degradacja. Czlon trzeci opisuje fosfo-
rylacje Ik Ba w kompleksie z N F — kB przez katalityczne dzialanie I K Ka. Czlon ostatni
opisuje export komplekséw z jadra komérkowego

%(NF/{BH&B)@) = a1n NFrB(t) IkB(t) — c¢a (NFrB|IcB)(t)
—agn IKKa(t) (NFrB|IkB)(t) + e2q (NFrB|IkB,)(t). (7.35)

Jadrowe kompleksy NF-xB|IxBa, N FxB|IkB,: Pierwszy czlon opisuje tworzenie
siec kompleksow poprzez przylaczanie sie IkB, do NFkB, przy uwzglednieniu poprzez
wspolczynnik k, réznicy w stezeniach miedzy cytoplazma, a mniejszym od niej jadrem,
czlon drugi opisuje ich export do cytoplazmy
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%(NFKB’IﬂBn)(t) = aip ky NFEBp(t) I6By(t) — e2q (NFKB|IkBy,)(t). (7.36)

Poziom czynnikéw apoptotycznych, A: Podobnie jak w modelu p53|Mdm2 opisa-
nym w rozdziale szostym zatozono, iz aktywne pd3 reguluje produkcje tak zwanych czyn-
nikéw apoptotycznych. Sciezka apoptotyczna jest bardzo rozbudowana, wiec istnieje wiele
biatek jak Bax czy Puma mogacych by¢ identyfikowanych jako czynniki apoptotyczne. W
rozprawie nie przyjeto jednak zadnego konkretnego biatka do tej roli. Dla utatwienia opi-
su pominigeto etap mRNA czynnikéw apoptotycznych i zalozono, ze sg one produkowane
w sposéb deterministyczny, regulowany iloscia aktywnych czasteczek p53. W ponizszym
rownaniu pierwszy czlon opisuje produkcje czynnikéw apoptotycznych, zas drugi ich de-
gradacje

d q3 P53,,(t)

L A@) = —doA(t), 7.37
(t) p1q4+q3P5312m(t) 0 A(t) (7.37)

7.5 Przyblizenie deterministyczne

W przyblizeniu deterministycznym modelu tacznego stany gendéw, liczba aktywnych re-
ceptoréw jak i ilo§é uszkodzen DNA przestaja byé zmiennymi stochastycznymi. W takim
ujeciu stany gendéw moga przyjmowac wartosci z zakresu cigglego <0,2>, liczba aktywnych
receptoréw jak i uszkodzen DNA tez moze byé utamkowa. Z biologicznego punktu widze-
nia odpowiada to poziomom Srednim po populacji komérek. Deterministyczne zaleznosci
prezentujg sie nastepujaco:

Stan genu Mdm2, Gprgme ¢ Pierwszy czlon opisuje niezalezna i zalezna od pb3
aktywacje genu Mdm2, a nastepny jego samoistna dezaktywacje

d

&GMde(t) = (qo + q1 P53 (1) (2 = Grram2()) — @2 Garama(t), (7.38)

Stan genu PTEN, Gprpy : Podobnie jak poprzednio niezalezna i zalezna od p53
aktywacja, a nastepnie samoistna dezaktywacja

d

%GPTEN(t) = (q0 + @1 P53px(1)) (2 — Gpren(t) — g2 Gpren(t), (7.39)

Stan genu IxBa, Gj.p : Pierwszy czlon opisuje aktywacje zalezna od NF-kB, zas
drugi dezaktywacje wynikajaca z odczepiania NF-«B przez IxB z obszaru promotora

%G]HB(t) = ({d1in NFK,Bn(t) (2 — G]HB(t)) — q2n IKZBn(t) G[HB(t), (7.40)
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Stan genu A20, G 499 : Aktywacja poprzez przylaczanie NF-xB do obszaru promotora
oraz dezaktywacja poprzez jego odczepianie z tego obszaru przez 1xB

%GAQO(t) = ({q1in NFK:Bn(t) (2 — GAQU(t)) — (q2n I/ﬁ;Bn(w GAzo(t), (7.41)

Stan genu p53, G)53 : Podobnie jak u poprzednich genéw zaleznych transkrypcyjnie
od NF-kB aktywacja nastepuje poprzez jego przylaczenie do obszaru promotora, dezak-
tywacja poprzez jego odczepienie przez IxkB

d

aGpg)g (t) = (qin NFKBn(t) (2 — Gp53(t)) — q2n II{Bn(t) Gpg,g(t), (742)

Liczba aktywnych receptoréw, B: Czlon pierwszy opisuje aktywacje receptorow
przez TNFa, za$ czton drugi ich samoistna dezaktywacje. Parametr M oznacza catkowita
liczbe receptoréw TNFR1 na powierzchni komoérki

%B(t) — kb (M — B(t)) TNF(t) — kf B(t), (7.43)

Liczba podwdéjnych peknieé¢ nici DNA, N: Pierwszy czlon opisuje powstawanie
uszkodzen na skutek dzialania promieniowania (R) oraz czynnikéw apoptotycznych (A).
Czlon drugi opisuje naprawe DNA.

LN () = dparR(t) + a6 (sign(A(t) © —Th) +1) — dpsp

— 7 P532 () (7.44
dt D1 N(t) +NSAT pn( ) ( )

7.6 Rezultaty

Model taczny systeméw NF-xB i p53, jak wspomniano, posiada dwa wejécia w postaci
stezenia TNFa w ng/ml na zewnatrz komorki oraz dawki pochlonietego przez komoérke
promieniowania IR w Gy. Pierwsze z tych wymuszen aktywuje $ciezke sygnalowa NF-xB,
drugie za$ p53. Ponizej pokazano, iz w przypadku gdy protokét symulacji przewiduje tylko
jedno z tych wymuszen sprzezenia pomiedzy skladowymi modelu tacznego nie wplywaja
na zachowanie sie Sciezki pobudzonej i model taczny zachowuje sie jak oddzielne mode-
le. W literaturze mozna spotkaé¢ wiele doniesien o pro- i anty-apoptotycznej roli NF-xB
([39], [80], [73], [72], [74],[88]). W ramach pracy przebadano zachowanie si¢ modelu lacz-
nego przy réznych protokotach podawania wymuszen. Uzyskane rezultaty sugeruja, ze
pro- i anty-apoptotyczne zachowania NF-xB moga wynika¢ z kolejnoéci jego podawania
w stosunku do podanego promieniowania. Stymulacja TNFa przed napromieniowaniem
komérki zwieksza jej szanse przezycia, podczas gdy TNFa podany po napromieniowaniu
dziata pro-apoptotycznie. Otrzymane wyniki opisano szczegétowo ponizej.
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Zgodno$¢é modelu lgcznego z modelem NF-<B

W modelu tacznym w stosunku do modeli wyjsciowych zmienita si¢ struktura nie-
ktérych réwnan oraz wartoSci parametréow, a co najwazniejsze pojawily si¢ sprzezenia
pomiedzy Sciezkami NF-xB i p53. Sprawdzilem wiec czy model taczny posiada taka sama
dynamike jak modele Zrodtowe. Pierwszym testem bylo sprawdzenie odpowiedzi modelu
na tylko jeden rodzaj wymuszenia, TNFa lub IR. Jak wida¢ na rysunku 7.2 przy wymusze-
niu ciaglym dawka 10 ng/ml TNF«, gléwne zmienne czeéci NF-xB, to jest wolne NF-xB
w jadrze oraz catkowita ilo$¢ IkBa, zachowuja sie tak jak w oddzielnym modelu opisanym
w rozdziale czwartym. Na rysunku 7.2 zastosowano ta sama konwencje co na rysunku
4.8. Kolorem czerwonym zaznaczona jest przykladowa realizacja modelu stochastycznego,
kolorem czarnym oznaczono wynik przyblizenia deterministycznego. Mozna zauwazy¢, ze
przebiegi zaréwno NF-kB w jadrze (rysunek 7.2 panel A i 4.8 panel E) jak i calkowitej
ilosci IkBa (rysunek 7.2 panel B i 4.8 panel D) zgadzaja sie ze soba. Podobnie zachowanie
sie modeli tacznego i samego NF-xB przy wymuszeniu cztero godzinnym pulsem (odpo-
wiednio rysunek 7.6 gérny i dolny panel i rysunek 4.9 panele E i D) sa zgodne. Dowodzi to,

x10' [A], Free nuclear NFkB

x10° [B], Total IkBa
T T

0 5 10 15 20 25
Time in hours

Rysunek 7.2: Zachowanie sie modelu tacznego przy wymuszeniu ciagtym 10 ng/ml TNF«
rozpoczynajacym sie¢ w chwili ¢ = 5h. Wymuszenie IR pozostaje nieaktywne. Kolorem
czarnym oznaczono wyniki przyblizenia deterministycznego, kolorem czerwonym przykla-
dowg trajektorie stochastyczng.

ze przy wymuszeniu jedynie za pomocag TNF«, sprzezenie dodatnie taczace NF-x£B i pb3
pozostaje nieaktywne. Co prawda NF-xB po zaktywowaniu zaczyna dziataé¢ jak czynnik
transkrypcyjny dla p53 zwigkszajac tempo jego produkcji, co widaé¢ zwlaszcza na panelu
gérnym rysunku 7.6, jednak z powodu szybkiej degradacji p53 przez Mdm2 wzrost ten jest
na tyle niewielki (rysunek 7.6 panele gérny i sSrodkowy), ze nie moze w sposéb zauwazalny
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ograniczy¢ produkeji inhibitoréw NF-sB jakimi sa A20 i IkBa (rysunek 7.6 panele gérny
i dolny).

Zgodno$¢ modelu lacznego z modelem p53

Badanie zgodnosci odpowiedzi modelu tacznego z oddzielnym modelem p53 dla wymu-
szenia zadanego jedynie przez promieniowanie jonizujace przeprowadzilem dla tych samych
protokotow, dla ktérych testowany byt model zréodtowy. W pierwszym z nich dla dawki pro-
mieniowania 5 Gy sprawdzitem zachowanie si¢ uktadu w przypadku wylaczenia sprzezenia
dodatniego biegnacego przez PTEN jak i proceséw naprawy DNA (rysunek 7.3 lewa ko-
lumna). Podobnie jak w modelu pierwotnym, kolorem czerwonym oznaczono przykladowa
odpowiedz modelu stochastycznego, kolorem czarnym za$ odpowiedz przyblizenia deter-
ministycznego. Poréwnujac rysunki 7.3 kolumna lewa z odpowiednimi panelami rysunku
6.7 mozna zauwazy¢, ze odpowiadajace sobie przebiegi sa zgodne jakosciowo. Model tacz-
ny zachowuje si¢ tak jak model pierwotny p53, przechodzac z stanu ustalonego do cyklu
granicznego. Okres oscylacji modelu tacznego jest zblizony do okresu modelu pierwotnego
i wynosi w przyblizeniu 5,5 godziny. Model taczny moze wiec by¢ uzyty do odwzorowania
zachowania sie komérek obserwowanych w eksperymencie [24].
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Rysunek 7.3: Odpowiedzi modelu tgcznego na wymuszenie godzinnym pulsem 5 Gy IR
rozpoczynajacym sie w chwili ¢ = 15h. Wymuszenie TNF«a pozostaje nieaktywne. Kolo-
rem czarnym oznaczono trajektorie przyblizenia deterministycznego, kolorem czerwonym
przyktadowe trajektorie stochastyczne. Lewa kolumna odpowiada przypadkowi z wylaczo-
na naprawa DNA i wylaczong produkcjag PTEN. Prawa kolumna to odpowiedz uktadu
przy wylaczonej naprawie DNA i zalaczonej produkcji PTEN.

Pobudzenie modelu p53 dawka 5 Gy przy wylaczonej naprawie DNA z zalaczona petla
dodatniego sprzezenia, prowadzi do uzyskania drugiego stanu ustalonego uktadu charakte-
ryzujacego sie wysokim poziomem p53 i utozsamianego ze stanem apoptotycznym (rysunek
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6.9). Stosujac podobna konwencje kolorystyczna jak poprzednio, na rysunku 7.3 w prawej
kolumnie przedstawiono odpowiedZ modelu tacznego na ten sam protokét symulacji jak na
rysunku 6.9. Jak mozna zauwazy¢ uklad odpowiada tak jak osobny model p53. Po kilku
pierwotnych oscylacjach rozpoczyna si¢ dziatanie petli dodatniego sprzezenia laczacego
p53 z PTEN, PIP3 i Akt. Blokuje ona aktywacje i transport Mdm2 do jadra komorko-
wego (rysunek 7.3 panel E), a tym samym powoduje wzrost iloéci aktywnego p53, ktéry
ustala sie¢ na poziomie wyznaczajacym nowy stan ustalony uktadu (rysunek 7.3 panel D).
Przekroczenie przez poziom aktywnego p53 poziomu progowego uaktywnia czynniki apop-
totyczne, ktére przyczyniaja sie do wzrostu ilosci uszkodzen DNA (rysunek 7.3 panel F),
co obrazuje proces ciecia nici DNA przez DFF i CAD. Drugi stan ustalony, w ktérym
mamy wysoki poziom p53 ma wiec charakter stanu apoptotycznego.

[A] Dose 1 Gy [B] Dose 2 Gy [C] Dose 3 Gy
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Rysunek 7.4: Trajektoria deterministyczna (czarny) i trzy przykladowe trajektorie stocha-
styczne (zielony, czerwony i niebieski) odpowiedzi modelu lacznego na wymuszenie réznymi
dawkami godzinnego pulsu promieniowania rozpoczynajacego sie w chwili t=15h.

Ostatnim przypadkiem rozwazanym przy okazji badania modelu p53 byt przypadek
wspdlzawodnictwa pomiedzy procesami naprawy DNA i dziataniem petli dodatniego sprze-
zenia zwrotnego. Wspdlzawodnictwo to wystepuje kiedy zaréwno petla dodatniego sprze-
zenia biegnaca przez PTEN jak i procesy naprawy DNA sa wlaczone. W przypadku modelu
tacznego zaobserwowano podobne zachowanie jak w modelu wyjéciowym, co pokazano na
rysunku 7.4. Kolorem czarnym oznaczono wynik uzyskany z przyblizenia deterministycz-
nego, pozostate kolory przedstawiaja przyktadowe 3 realizacje stochastyczne. Podobnie jak
w modelu p53 wielko$é¢ uszkodzenia DNA, a co za tym idzie frakcja komoérek apoptotycz-
nych rosnie wraz ze wzrostem dawki promieniowania. W przypadku dawki 1 Gy wigkszos¢
komoérek przezywa, przyblizenie deterministyczne tez wskazuje na przezywanie komorek.
Przy dawce 2 Gy okolo potowa napromieniowanych komoérek wraca do swojego stanu
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sprzed uszkodzenia. Dawka graniczna dla przyblizenia deterministycznego wynosi 1.993
Gy, wiec przy 2 Gy wskazuje ono na drugi stan ustalony modelu, czyli stan apoptotyczny.
Przy dawce 3 Gy wickszosé komoérek ulega apoptozie. Zmiana wartosci dawki granicznej
dla przyblizenia deterministycznego (poprzednio 1.88 Gy) wynika z wigkszej checi zacho-
wania w miare zaokraglonych wartosci parametréw modelu, niz trzymania sie na sztywno
wczedniej ustalonej jej wartosci, zwlaszcza ze wartosé ta jest jedynie szacunkowa.

Biorac pod uwage powyzsza zgodnosé zachowania sie modelu NF-£B|p53 z pierwotnym
modelem p53 mozna wnioskowaé, ze wystepujace w modelu tacznym sprzezenie pomiedzy
Sciezkami pb3 i NF-xB pozostaje nieaktywne w przypadku wymuszenia za pomoca same-
go napromieniowania. Analizujac model mozna zauwazy¢, ze napromieniowanie prowadzi
do wzrostu ilosci sfosforylowanego p53 w komorce (rysunek 7.7 panel gérny i srodkowy).
Podwyzszony poziom aktywnego p53 powinien obnizajac poziom transkrypcji inhibitoréw
NF-kB w postaci Ikba 1 A20 doprowadzi¢ do wzrostu jego poziomu. Jednak bez pobu-
dzenia modelu tacznego przez TNF« czynnik transkrypcyjny NF-xB znajduje si¢ w stanie
nieaktywnym w cytoplazmie uwieziony w kompleksach z wcze$niej wyprodukowanym IxBa
(rysunek 7.7 panel gérny i dolny), tym samym produkcja nowych czasteczek inhibitoréw
i tak wystepuje w formie szczatkowej.

Whiosek ten lacznie z wnioskiem wynikajacym z obserwacji modelu lacznego przy
wymuszeniu za pomocy, jedynie TNF«a prowadzi do konkluzji, ze wprowadzone do mode-
lu tacznego sprzezenia taczace obie wspomniane $ciezki sa nieaktywne przy wymuszeniu
uaktywniajacym tylko jedna z nich. Do pelnej aktywacji uktadu potrzebne sg zatem oba
wymuszenia.

Zalezno$¢ wielkosci frakcji komérek apoptotycznych od protokolu wymuszen

Po sprawdzeniu zgodnoéci modelu tacznego z modelami p53 i NF-xB zbadalem za-
chowanie sie modelu przy zastosowaniu wymuszenia przy pomocy obydwu sygnaléow wej-
Sciowych. W trakcie badania postawiono hipoteze, iz dzialanie $ciezki NF-xB moze by¢
zaro6wno pro- jak i anty-apoptotyczne w zaleznosci od protokotu wymuszen. Pro- i anty-
apoptotycznos$é¢ dziatania NF-kB wyrazaé sie powinna w wielkosci frakeji komérek apop-
totycznych przy danym wymuszeniu. W celu zminimalizowania wplywu protokotu na-
Swietlania na dziatanie $ciezki NF-xB zdecydowano, iz wymuszenie IR zalaczane bedzie
zgodnie z wczesniejszym jednogodzinnym protokotem. Dawke nadwietlania ustalono na 2
Gy - wartos¢ bliska wartosci progowej. Dzieki takiemu jej doborowi uniknieto sytuacji,
gdy DNA modelowanych komérek mogloby zostaé uszkodzone na tyle silnie badz na tyle
stabo, iz wplyw NF-£B na ich los bylby znikomy. Nastepnie ustalono arbitralnie okres
podawania TNF«a na 4 godziny. Dlugo$é ta daje w przyblizeniu 4 pulsy NF-xB (rysunek
7.6 panel gorny) co zapewnia, iz wplyw tego wymuszenia na $ciezke p53 bedzie zauwazalny
(okres oscylacji ph3 wynosi ok 5.5 godziny). Tak dobrany, krétki czas wymuszenia pozwala
réwniez uniknaé sytuacji, w ktérej uaktywniane sa zaré6wno pro- jak i anty-apoptotyczne
dzialania NF-xB. Dawke TNFa wymuszenia ustalono na 10 ng/ml co zapewnia, iz badany
uktad zostanie zaktywowany.

Po wybraniu dlugosci poszczegdlnych wymuszen ustalilem optymalne protokoty za-
pewniajace maksymalne dzialanie anty-apoptotyczne jak i pro-apoptotyczne NF-kB. W
tym celu postuzyltem sie przyblizeniem deterministycznym modelu tacznego.

Dawka krytyczna przyblizenia deterministycznego oznacza graniczna warto$¢ promie-
niowania, po ktoérej przekroczeniu komérka doznaje zbyt wielu uszkodzen i nie moze by¢
naprawiona, a wiec uktad nie wraca do swojego pierwotnego stanu ustalonego przechodzac
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do stanu apoptotycznego. W interpretacji stochastycznej mozna uznaé, iz dawka krytyczna
jest dawka promieniowania, powyzej ktorej komoérka ma wieksze szanse ulec apoptozie niz
przezy¢ badz patrzac z poziomu populacji komorek jest to dawka, powyzej ktérej frakcja
komoérek apoptotycznych jest wigksza niz komérek przezywajacych. Jak wspomniano, przy
braku pobudzenia czesci NF-xB dawka krytyczna wynosi 1.993 Gy. Zwigkszenie poziomu
dawki krytycznej powyzej tego poziomu przy uaktywnieniu NF-x£B oznaczaé¢ bedzie mniej-
sza ilos¢ komorek apoptotycznych przy zalozonym wymuszeniu IR réwnym 2 Gy, a wiec
dziatanie anty-apoptotyczne. Zmniejszenie dawki krytycznej oznaczajace zwigkszenie sig
ilodci komorek apoptotycznych przy stalym wymuszeniu IR, wskazuje zatem na dzialanie
pro-apoptotyczne. Na rysunku 7.5 przedstawiono zaleznosé dawki krytycznej od przesu-
niecia w czasie poczatkéw 1h pulsu IR i 4h TNFa. Warto$¢ 0 godzin oznacza, iz oba
wymuszenia zaczynaja dziala¢ w tej samej chwili, warto$ci ujemne oznaczaja, iz wymu-
szenie za pomocg TNF«a zaczyna sie przed IR, wartodci dodatnie, ze po tym wymuszeniu.
Jak mozna zauwazy¢ jezeli przesuniecie jest wigksze niz ok -12h lub 21h, to pobudzenie
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Rysunek 7.5: Zaleznos$¢ dawki krytycznej od przesuniecia w czasie poczatkow wymuszen: 1
godzinnego pulsu IR i 4 godzinnego pulsu TNFa. Wartosci ujemne oznaczaja, ze wymusze-
nie za pomoca ligandu nastepuje przed promieniowaniem. Wartoéci dodatnie, iz najpierw
nastepuje napromieniowanie, a nastepnie stymulacja TNF«

Sciezki NF-xkB nie ma wpltywu na wielkos¢ frakcji apoptotycznej. Przy przesunieciu -3h
osiggnieto maksymalna wielkos¢ dawki krytycznej réwna 2.25 Gy, co oznacza iz przy ta-
kim przesunigciu wymuszen NF-xB ma najsilniejsze dzialanie anty-apoptotyczne. Wartosé
minimalna funkcja osigga dla przesuniecia pomiedzy 6.5 a 7 godzin i wynosi ona 0.95, tak
wiec przesuniecie w tym przedziale daje nam najmocniejsze dzialanie pro-apoptotyczne
NF-kB. Przesuniecia -3h oraz 7h wybrano do dalszych badan.

Rysunki 7.6 1 7.7 stanowily wzorzec do oceny wplywu sprzezenia Sciezek p53 i NF-xB
w modelu tacznym na odpowiedZz komorki przy réznych protokotach wymuszen. Przed-
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stawiaja one 30 przykladowych odpowiedzi modelu stochastycznego (panele srodkowy i
dolny) oraz przyblizenia deterministycznego (panel gorny) na wymuszenie odpowiednio za
pomoca samego TNFa i samego IR zgodnie z wybranymi protokolami (4h wymuszenie
dawka 10ng/ml TNF« i 1h wymuszenie 2 Gy IR).

Dzialanie anty-apoptotyczne NF-xB

Pojawienie sie aktywnego NF-kB w jadrze komoérkowym na skutek dziatania TNF«
prowadzi do dwukrotnego zwickszenia sie¢ produkcji transkryptu pb3. Powoduje to, iz
pomimo silnego dziatania Mdm2 degradujacego pb3, jego poziom rosnie (rysunek 7.6
5h < t < 10h). Wzrost ten jest na tyle niewielki, iz nie ma znaczacego wplywu na wy-
dajnos¢ transkrypcji genéw zaleznych od NF-xB. Pojawienie sie w czasie gdy pb3 jest
skumulowane uszkodzenia DNA bedacego jego aktywatorem, powoduje gwaltowng fosfo-
rylacje p53. Jak wspomniano w czasie 4h trwania wymuszenia TNFa poziom aktywnego
NF-xB wykazuje cztery piki. Przy przesunieciu poczatkéw wymuszen o -3h trzy pierwsze
piki kumuluja p53, natomiast czwarty dziata doktadnie w chwili aktywacji pb3 po napro-
mieniowaniu dodatkowo podbijajac poziom pierwszego z pikéw odpowiedzi p53 (rysunek
7.8). Wyzszy pierwszy pik oznacza szybsza naprawe DNA w czasie, gdy czynniki apop-
totyczne nie sg jeszcze skumulowane do poziomu wystarczajacego na zalaczenie procesu
apoptozy. Szybsza naprawa DNA oznacza, iz wiecej komorek zdazy przed zalaczeniem sie
petli dodatniego sprzezenia i przezyje.
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Rysunek 7.6: Zachowanie sie modelu tacznego przy wymuszeniu 4 godzinnym pulsem 10
ng/ml TNFa rozpoczynajacym sie w chwili ¢ = 15h, przy braku wymuszenia IR. Gor-
ny panel przedstawia wyniki przyblizenia deterministycznego, panele srodkowy i dolny
przyktadowe 30 realizacji modelu stochastycznego.

Analizujac dokladniej odpowiedzi ukladu mozna zauwazyé, ze w chwili ¢ < 15h, czy-
li przed ktérymkolwiek z wymuszen, przyblizenie deterministyczne modelu znajduje sie
w stanie ustalonym (rysunek 7.8 gérny panel). Poziomy inhibitoréw Mdm?2 (czerwony) i
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IkBa (rézowy) sa wysokie, a odpowiadajacych im czynnikéw transkrypcyjnych p53 (zielo-
ny) i NF-xB (niebieski) niskie. W chwili ¢ = 0h nastepuje zalaczenie wymuszenia poprzez
TNFa. Na skutek degradacji przez IKK poziom [kBa gwaltownie spada. Uwolnione NF-xB
przedostaje si¢ do jadra komérkowego i rozpoczyna transkrypcje swych inhibitoréw oraz
p53. Z powodu wystepowania oméwionych juz ujemnych sprzezen zwrotnych w $ciezce
NF-xB jego poziom w jadrze zaczyna oscylowaé¢. W tym samym czasie zwieksza sie po-
ziom aktywnego p53 w jadrze (rysunek 7.6 gérny panel 154 < t < 18h). W chwili t = 18h
rozpoczyna sie nadwietlanie komorki, co powoduje znaczacy wzrost liczby uszkodzen DNA
(kolor czarny). Uszkodzenie DNA powoduje zwiekszenie tempa degradacji Mdm?2 oraz ak-
tywacje p53, co prowadzi do wzrostu poziomu jego aktywnej formy w jadrze (rysunek 7.8
gérny panel czas ok 20 godziny). Aktywne p53 hamuje proces transkrypcji inhibitoréw
NF-xB, co objawia si¢ znacznie stabszym trzecim pikiem IxBa, a co za tym idzie brakiem
pojawienia sie ”doliny” w poziomie NF-xB oraz silniejszym jego czwartym pikiem (rysunek
7.8 panel gorny czas 19h < t < 21h). Wyzszy poziom NF-xB dzialajac poprzez sprzezenie
dodatnie powoduje zwiekszenie si¢ dodatkowo tempa transkrypcji p53. Poréwnujac gérne
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Rysunek 7.7: Zachowanie si¢ modelu tacznego przy wymuszeniu godzinnym pulsem 2 Gy
IR rozpoczynajacym sie w chwili ¢ = 15h, przy braku wymuszenia TNFa. Gérny panel
przedstawia wyniki przyblizenia deterministycznego, panele érodkowy i dolny przyktadowe
30 realizacji modelu stochastycznego.

panele rysunkow 7.8 i 7.7 mozna zauwazy¢, ze w przypadku gdy wymuszenie promieniowa-
niem IR poprzedzone jest wymuszeniem za pomoca TNFa, to wysoko$¢ pierwszego piku
pH3 wzrasta o okoto 30 procent. Wyzszy poziom pierwszego piku p53 powoduje zwiek-
szenie sie tempa naprawy DNA oraz szybszy wzrost poziomu czynnikéw apoptotycznych
niz w przypadku braku pobudzenia $ciezki NF-xB. Aby czynniki apoptotyczne rozpocze-
ly proces niszczenia DNA ich poziom musi przekroczyé zdefiniowany wezeéniej prog. Ich
kumulacja przebiega stopniowo przy pojawianiu si¢ pikéw pd3, wigc ich nagromadzenie na
tym etapie jest na tyle niskie, iz nie rozpoczna one swego dzialania mimo szybszej swej
syntezy. W przyblizeniu deterministycznym dawka krytyczna dla tak dobranego protokotu
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wymuszen wzrasta z 1.993 Gy do 2.25 Gy, co przy zadanym wymuszeniu 2 Gy oznacza,
iz komorka nie ulega apoptozie jak w przypadku bez TNFa (rysunek 7.7 gérny panel
t > 35h), lecz zostaje wyleczona i wraca do swojego stanu wyjsciowego (rysunek 7.8 gérny
panel t > 40h).
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Rysunek 7.8: OdpowiedZ modelu tacznego w przypadku rozpoczecia stymulacji komérki
przy pomocy 10 ng/ml TNFa na 3 godziny przed napromieniowaniem dawka 2 Gy. Goér-
ny panel przedstawia wyniki przyblizenia deterministycznego, panele srodkowy i dolny
przyktadowe 30 realizacji modelu stochastycznego.

Model stochastyczny wykazuje nieco inng dynamike od przyblizenia deterministyczne-
go. Na rysunku 7.8 panele srodkowy i dolny przedstawiaja wyniki symulacji 30 komorek.
Symulacja stochastyczna rozpoczyna sie z poziomu stanu ustalonego dla przyblizenia de-
terministycznego (¢ = Oh). Dla czasu ¢t < 15h komérki oscyluja wokdl stanu ustalonego
wykazujac silna desynchronizacje. Pojawienie si¢ wymuszenia TNF«a powoduje synchro-
nizacje pozioméw bialek nalezacych do czesci NF-£B modelu tacznego, przy czym biatka
czedci pb3 dalej pozostajg rozsynchronizowane. W trakcie dalszej symulacji synchronizacja
zanika. Gléwna réznicg zachowania sie modelu stochastycznego i jego przyblizenia determi-
nistycznego w tym przypadku jest fakt, ze o ile w przyblizeniu deterministycznym wzrost
dawki krytycznej na skutek dziatania NF-kB powodowal, iz komodrka ulegata wyleczeniu
zamiast apoptozie, to w przypadku modelu stochastycznego zwieksza sie jedynie szansa
na wyleczenie, przy czym nie osigga ona 100%. Poréwnujac $rodkowe panele rysunkéw 7.7
i 7.8 mozna zauwazy¢ mniejsza liczbe komoérek apoptotycznych na drugim z nich. Efekt
anty-apoptotycznego dzialania NF-xB widoczny jest wyraznie na rysunku 7.10 Zastoso-
wane przed IR wymuszenia TNFa spowodowato spadek liczebno$ci frakcji apoptotycznej
z 631 komérek do 555 na 1000 komérek badanych.

Obserwujac srodkowy panel rysunku 7.8 mozna zauwazy¢, ze w przypadku 2 komérek
nastapito zwiekszenie sie liczby uszkodzen DNA po ustaniu wymuszenia jonizujacego, po
czym poziom ich uszkodzen stopniowo sie zmieszal (panel srodkowy czas 21h < t < 30h).
Powstate w chwili t = 21h dodatkowe uszkodzenie spowodowane jest niezwykle silnym po-
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ziomem pierwszego piku pb3, ktory spowodowal z jednej strony doéé¢ duzy stopien naprawy
DNA w tych komoérkach, z drugiej strony z kolei przekroczenie przez czynniki apoptotycz-
ne poziomu progowego mimo ich niskiej jeszcze w tym czasie kumulacji. Po wynikajacym z
oscylacji uktadu obnizeniu si¢ poziomu pb3 tempo degradacji czynnikéw apoptotycznych
jest wieksze od tempa ich produkcji, w zwiazku z czym ich poziom spada ponizej war-
tosci progowej i DNA tych komorek jest ponownie naprawiane. Kolejny wzrost poziomu
p53 powoduje ponownie szybkie przekroczenie progu apoptozy i komoérki te umieraja jako
pierwsze. Powyzsze zachowanie pokazuje, ze okresowy wzrost poziomu pb3 w wyniku oscy-
lacji nie jest w stanie spowodowaé¢ odpowiedniej kumulacji czynnikéw apoptotycznych, a
tym samym w sposob trwaly wlaczy¢ mechanizmu apoptozy. Jedynie przejscie uktadu w
drugi ze stanéw ustalonych charakteryzujacy sie stalym, wysokim poziomem p53 prowa-
dzi do odpowiedniej kumulacji czynnikéw apoptotycznych i $mierci komoérki. W modelu
znacznie uproszczono proces uszkadzania DNA przez czynniki apoptotyczne, uzalezniajac
go jedynie od przekroczenia zadanego progu. W rzeczywistos$ci proces ten jest bardziej
skomplikowany i wymaga udzialu wielu bialek, mozna wigc spodziewaé sig, iz w prawdzi-
wych komoérkach utworzenie sie odpowiednich zwigzkéw tnacych DNA wymaga pewnego
czasu, a wiec silne impulsy pb3 w poczatkowej fazie po wykryciu uszkodzenia DNA nie
beda powodowaly dalszego uszkadzania i zaistniale w symulacji zwiekszenie sie poziomu
DSB, w eksperymentach biologicznych moze nie zostaé zaobserwowane.

Dzialanie pro-apoptotyczne NF-xB

Przeciwne, do opisanego powyzej, dzialanie NF-kB mozna zaobserwowaé w sytuacji,
gdy wymuszenie za pomoca TNFa nastepuje po wymuszeniu zadanym za pomoca IR (ry-
sunek 7.9). Wystepujace jako pierwsze pobudzenie $ciezki p53 powoduje jego aktywacje, co
prowadzi do wzrostu poziomu sfosforylowanego p53 w jadrze komoérkowym. Aktywne p53
hamuje procesy transkrypcji inhibitoréw NF-£B. W rezultacie po pojawieniu sie aktywnej
formy czynnika transkrypcyjnego NF-xB, nie jest on w stanie wyprodukowaé¢ wystarcza-
jacej ilosci IkBa by zainicjowaé wyrazne oscylacje w swym module. NF-xB pozostaje wiec
na poziomie wysokim (22h < t < 28h) zwiekszajac dwukrotnie tempo transkrypcji p53
(sprzezenie dodatnie). Powoduje to zwigkszenie sie¢ poziomu drugiego piku oscylacji p53
(rysunek 7.7 1 7.9 panele gérny i srodkowy) w czasie, gdy czynniki apoptotyczne ulegly
wystarczajacej kumulacji, by jego podniesienie powodowalo przekroczenie przez nie po-
ziomu progowego. W rezultacie ilo$é¢ uszkodzen DNA zaczyna gwaltownie rosnaé (rysunek
7.9 25h < t < 30h), co skutkuje zwycigstwem petli dodatniego sprzezenia w module p53
nad procesami naprawy DNA i Smiercig komorki.

Przygladajac si¢ blizej mozna zauwazy¢, ze podobnie jak w przypadku anty-apoptoty-
cznego dzialania NF-xB, przed zaistnieniem ktéregokolwiek z wymuszen, przyblizenie de-
terministyczne modelu stochastycznego znajduje si¢ w stanie ustalonym charakteryzuja-
cym si¢ niskim poziomem aktywnego p53 i NF-xB (rysunek 7.9 gérny panel ¢ < 15h).
W chwili ¢ = 15h rozpoczyna sie proces napromieniania komoérki dawks 2 Gy trwajacy
godzing czasu. Podczas napromienienia wzrasta liczba uszkodzen DNA (15h < t < 16h),
co prowadzi do degradacji Mdm2 oraz ustabilizowania i aktywacji p53. Sfosforylowane
pd3 odgrywajac role czynnika transkrypcyjnego powoduje powstanie nowych kopii swego
inhibitora Mdm2, co prowadzi do pojawienia si¢ oscylacji w jego module regulatorowym
(15h < t < 25h). W czasie 15h < t < 22h NF-kB znajduje sie uwiezione w cytoplazmie
przez swéj inhibitor kB, wiec nie moze aktywowaé transkrypcji i dziatanie p53 hamujace
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Rysunek 7.9: OdpowiedZ modelu tacznego w przypadku rozpoczecia stymulacji komérki
przy pomocy 10 ng/ml TNFa na 7 godzin po napromieniowaniu dawka 2 Gy. Gérny panel
przedstawia wyniki przyblizenia deterministycznego, panele srodkowy i dolny przyktadowe
30 realizacji modelu stochastycznego.

produkcje biatek zaleznych od NF-kB jest niezauwazalne. Ujawnia si¢ ono w momencie
pojawienia sie drugiego z wymuszen trwajacego w czasie 22h < t < 26h. Wymuszenie to
powoduje aktywacje receptoréw, co prowadzi do aktywacji kinaz IKKK i IKK, a w efekcie
do degradacji IxkBa i uwolnienia NF-xB. Uwolniony czynnik transkrypcyjny przedostaje
sie do jadra komoérkowego, gdzie w zwiazku z obecnosScia pb3 nie jest w stanie wytworzy¢
takiej ilosci swego inhibitora by zainicjowaé oscylacje. Jedynie pierwszy, najsilniejszy pik
odpowiedzi NF-£B jest na tyle wysoki, iz skutkuje staba oscylacja (t = 23h). W odréznie-
niu od przypadku gdy brak jest wymuszenia IR (rysunek 7.6 gérny panel 15h < t < 20h),
poziom NF-£B pozostaje wysoki, co wskutek dziatania dodatniego sprzezenia prowadzi do
wzrostu liczby aktywnego biatka p53 w jadrze komérkowym. Wazrost ten przy przesunieciu
poczatkow wymuszen o 7h trafia w czas drugiego piku pb3, wskutek czego jest on wyzszy o
okoto 40% niz przy braku wymuszenia TNF« (rysunki 7.7 1 7.9). Od pojawienia sie pierw-
szego uszkodzenia DNA mineto juz ponad 10 godzin, wiec czynniki apoptotyczne miaty
do$¢ czasu by sie skumulowaé i stworzy¢ kompleksy tnace DNA. Skoro tempo produkeji
czynnikéw apoptotycznych zalezy od iloéci aktywnego pb3, pojawienie sie wysokiego 2 pi-
ku powoduje znaczne przyspieszenie ich powstawania w momencie, gdy ich poziom jest juz
do$é wysoki. Dzieki temu przekroczony zostaje poziom progowy i nastepuje ciecie DNA.
Aktywne p53 hamuje produkcje A20 i IkBea, jednak nie blokuje jej calkowicie, dlatego po
ustaniu wymuszenia aktywujacego modut NF-xB poziom tego biatka stopniowo wraca do
poziomu wyjsciowego (26h < t < 30h). Spowodowany zanikiem NF-kB w jadrze spadek
produkcji p53 powoduje powstanie trzeciego niewielkiego piku w jego poziomie. Nie ma to
wplywu na decyzje komoérki. Nie jest ona w stanie naprawi¢ swych uszkodzen przed za-
dziataniem petli dodatniego sprzezenia zwrotnego, wiec wskutek zablokowania aktywacji
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Rysunek 7.10: Liczebno$é frakcji apoptotycznej w zaleznoéci od protokolu wymuszen. W
przypadku braku wymuszenia ze strony TNF« ginie 631 na 1000 komorek, przy stymulacji
TNFa na 3 godziny przed IR ginie 555, a gdy wymuszenie ligandem nastepuje 7 godzin
po rozpoczeciu napromieniowania apoptozie ulega 979 na 1000 komorek.

Mdm2, biatko p53 przechodzi do poziomu wysokiego i komérka ulega apoptozie. (t > 40h).

Stochastyczny model zachowuje sie jak przyblizenie deterministyczne z uwzglednie-
niem fluktuacji. Przed powstaniem wymuszenia oscyluje on wokoét stanu ustalonego, przy
czym widoczna jest duza desynchronizacja komérek (rysunek 7.9 panele srodkowy i dol-
ny). Pojawienie si¢ wymuszeni powoduje synchronizacje. Jak wspomniano powyzej, wsku-
tek dziatania dodatniego sprzezenia zwrotnego pomiedzy modutami NF-«B i p53, poziom
tego pierwszego nie oscyluje jak przy braku pobudzenia modutu pb3, lecz pozostaje w
stanie wysokim zwigkszajac produkcje p53. Podbicie drugiego piku aktywnego p53 powo-
duje znaczny wzrost poziomu czynnikéw apoptotycznych, a tym samym znaczaco podnosi
szanse na powstanie kolejnych uszkodzen, obnizajac szanse naprawienia ktéregokolwiek z
nich. W przyblizeniu deterministycznym dawka graniczna przy tak dobranym protokole
wymuszen wynosi zaledwie 0.95 Gy, wiec zastosowana w doswiadczeniu dawka 2 Gy po-
woduje, iz prawie wszystkie komorki ulegajg apoptozie. Jak pokazano na rysunku 7.10 w
przypadku, gdy poczatek wymuszenia IR wyprzedza TNFa o 7h na 1000 komoérek ginie
979, podczas gdy przy braku wymuszenia TNF«a jedynie 631.

Jak wspomniano w rozdziale czwartym wymuszenie niska dawka TNFa (0.1ng/ml),
powoduje iz nie wszystkie komorki na nie odpowiedza. Zastosowanie wymuszenia taka
dawka w modelu tacznym prowadzi do ostabienia pro- i anty-apoptotycznego dziatania
NF-kB, co wyraza si¢ poprzez zblizenie liczby komérek apoptotycznych przy podawaniu
TNFa zaréwno przed jak i po IR do przypadku gdy brak jest tego wymuszenia.



Rozdziat 8

Podsumowanie

Przedstawiona rozprawa doktorska porusza problem modelowania stochastycznego i de-
terministycznego Sciezek sygnatowych zwiazanych z apoptoza. Koncentruje sie ona na
modutach regulatorowych czynnikéow transkrypcyjnych NF-£B i p53 oraz wystepujacych
miedzy nimi sprzezeniach. NF-xB reguluje transkrypcje szeregu genéw zwiazanych z wcze-
sna odpowiedzig immunologiczna organizmu i znane jest ze swego zaréwno anty- jak i pro-
apoptotycznego dziatania. Biatko p53 zwane ”straznikiem genomu” odpowiada w komorce
za wykrycie uszkodzenia DNA, wstrzymanie cyklu komérkowego i inicjacje procesoéw na-
prawczych materiatlu genetycznego, a w przypadku gdy naprawa ta jest niemozliwa badz
zajmuje zbyt wiele czasu, za inicjacje procesu zaprogramowanej Smierci komorki.

W rozdziatach 2-5 wyjasnilem pojecia biologiczne wykorzystane w rozprawie, przed-
stawilem podstawowe prawa i algorytmy numeryczne stuzace budowie modeli. Zaprezen-
towalem poziom obecnej wiedzy na temat Sciezek sygnalowych p53 i NF-£B.

W rozdziale széstym, stanowigcym obok rozdziatu siédmego gtowna czesé rozprawy
zaproponowalem wilasny model $ciezki sygnatowej p53|Mdm2 posiadajacy inna, bogatsza
od istniejacych w literaturze modeli dynamike. Dotychczasowe rozwiazania badz pomijaly
catkowicie petle dodatniego sprzezenia, badZ wystepujace w niej opdznienia skupiajac sie
gléwnie na zamodelowaniu wystepujacych w uktadzie oscylacji (Wee i Aguda [97] pomijaja
oscylacje skupiajac sie na bistabilnosci). W zaproponowanym w ramach rozprawy rozwia-
zaniu, petla ujemnego sprzezenia zwrotnego, wraz z wystepujacym w niej opdznieniem,
odpowiada za przelaczenie uktadu z pierwszego stanu ustalonego do cyklu granicznego, w
ktorym mozliwa jest naprawa uszkodzonego DNA. Petla dodatniego sprzezenia zwrotne-
go dziatajaca w znacznie dtuzszej skali czasowej pelni role mechanizmu zegarowego dajac
komérce okoto 24 godzin na naprawy DNA. Jezeli naprawa jest niemozliwa badz zajmuje
zbyt duzo czasu petla dodatniego sprzezenia przetacza uktad z cyklu granicznego do dru-
giego stanu ustalonego charakteryzujacego sie wysokim poziomem p53 i niskim Akt, co
utozsamiane jest przez nas ze stanem apoptotycznym. Frakcja komérek apoptotycznych
ro$nie wraz z wielkoScia wymuszenia przekraczajac 60% przy dawce 2 Gy powszechnie
stosowanej jako dzienna dawka w radioterapii. Uzyskane w rozdziale széstym rezultaty
potwierdzaja pierwsza z postawionych w rozprawie tez:

1. Zaprezentowany w rozprawie model Sciezki sygnalowej p53 zawiera dwie petle sprze-
zenia zwrotnego. Petla ujemnego sprzezenia wraz z wystepujacym w niej opdznieniem
zwiazanym z transkrypcja i translacja Mdm2 wprowadza do modelu cykl graniczny odpo-
wiadajacy za obserwowane eksperymentalnie oscylacje pozioméw p53 i Mdm2 wystepuja-
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ce po uszkodzeniu DNA. Sprzezenie dodatnie, w ktéorym w zwiazku z obecnoscia bialek
posrednich (PTEN, PIP3 i Akt) wystepuje znaczne opéznienie, pelni role przetacznika
wprowadzajac do uktadu bistabilno$é. Jezeli naprawa uszkodzonego DNA jest wydajna,
komoérka wraca z cyklu granicznego do pierwotnego stanu ustalonego kojarzonego z przezy-
ciem. Jezeli naprawa jest nieskuteczna, badz zajmuje zbyt wiele czasu, dziatanie sprzezenia
dodatniego powoduje ustalenie sie wysokiego poziomu pb3 w komorce przelaczajac ja z
cyklu granicznego w drugi stan ustalony kojarzony z apoptoza. Stochastycznosé procesu
regulatorowego uwzgledniona w modelu umozliwia separacje populacji komérek podda-
nych naswietleniu na frakcje przezywajaca i apoptotyczng.

Zaproponowany w rozdziale siéddmym stochastyczny model taczny systeméw NF-xB i
p53 jest wedtug wiedzy autora pierwsza prébg zamodelowania dynamiki takiego uktadu.
Zawiera on pie¢ petli sprzezenia zwrotnego - trzy ujemnego taczace czynniki transkrypcyij-
ne z ich inhibitorami oraz dwie dodatniego. Pierwsza z nich wynika z potaczenia pomie-
dzy modutami obu czynnikéw transkrypcyjnych w postaci przy$pieszania transkrypcji p53
przez NF-xB i hamowania przez p53 produkcji inhibitoréw NF-£B. Sprzezenie to pozostaje
nieaktywne w przypadku pobudzenia uktadu tylko jednym rodzajem sygnatu. W przypad-
ku gdy obie Sciezki wymuszenia zostaja uaktywnione, petla ta prowadzi do powstania w
ukladzie wysokiego stanu aktywnego NF-xB, co powoduje znaczace podniesienie si¢ po-
ziomu sfosforylowanego p53. Druga petla dodatniego sprzezenia zwrotnego wystepujaca
w module p53 dziala jak zegar, ktory w przypadku niedostatecznie efektywnej naprawy
uszkodzonego DNA | przetacza uklad na szlak apoptozy. Analiza zbudowanego modelu po-
kazala, iz w zaleznosci od protokolu wymuszen uaktywnione NF-xkB moze mieé dzialanie
zaréwno pro- jak i anty-apoptotyczne. Rozpoczecie wymuszenia za pomoca TNFa na trzy
godziny przez IR powoduje, ze frakcja komoérek apoptotycznych zmniejsza si¢ z 631 do 555
na 1000 komoérek. Rozpoczecie podawania TNFa 7 godzin po rozpoczeciu naswietlania
zwicksza tg frakcje do 979 na 1000. Zaproponowany mechanizm sprzezenia NF-xB i pb3
moze ttumaczy¢ przeciwstawne pro- i anty-apoptotyczne dziatanie NF-kB. Otrzymane re-
zultaty usprawiedliwiajg druga z postawionych w rozprawie tez:

2. Zaproponowany model taczny systeméw NF-xB i p53, bedacy pierwsza préba zamo-
delowania dynamiki interakcji obu czynnikéow transkrypcyjnych, pozwala wyjaéni¢ obser-
wowane w eksperymentach anty- i pro-apoptotyczne zachowanie sie NF-x£B, uzalezniajac
je od protokotu podawania wymuszen. Stochastycznos$é proceséw molekularnych pozwala
na separacje populacji komérek na dwie frakcje: przezywajaca i podlegajaca apoptozie.
Wielkosé¢ frakeji apoptotycznej przy ustalonej wielkoéci wymuszen IR i TNF« zalezy od
kolejnosci ich podawania. Podanie TNF« przed naswietleniem zwigksza szanse komoérek
na przezycie, podczas gdy podanie go po naswietleniu zwieksza ich $émiertelnosc.

Modele zaproponowane w rozdzialach szdstym i sibdmym pomimo oparcia na solidnych
podstawach wiedzy biologicznej wciaz czekaja na swoje bezposrednie potwierdzenie eks-
perymentalne. Modele te, ze wzgledu na swa modulowa konstrukcje, umozliwiaja dalsza
rozbudowe. Uzupelienie zbudowanego modelu tacznego NF-xB o modele opisujace dyna-
mike bialek posredniczacych w przekazywaniu informacji o zaistnialym uszkodzeniu, takich
jak ATM czy Chk2, badZ o modele Sciezek sygnalowych aktywowanych przez p53 (jak na
przyklad Sciezka apoptotyczna), moze stanowié¢ przedmiot dalszych prac badawczych.
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