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MATEMATYCZNY MODEL TRANSLACJI OPARTY NA MASZYNACH
STANOWYCH

Streszczenie. Translacja jest jednym z kluczowych proceséw komdrkowych 1 jest
wrazliwa na zmiany §rodowiska. Poznanie mechanizmow regulacji translacji jest
istotne dla zrozumienia zmian zachodzacych w komorce zard6wno w stanach pato-
logicznych jak 1 podczas prawidlowego cyklu komorkowego. W niniejszej pracy
prezentujemy model translacji oparty na maszynach stanowych uwzgledniajacy
wplyw czynnikdéw wewnatrz- i zewnatrzkomoérkowych na szybko$¢ translacji.

MATHEMATICAL MODEL OF PROTEIN TRANSLATION BASED ON
STATE MACHINES

Summary. Translation is one of the key processes and is sensitive to environmen-
tal changes. Understanding the mechanisms of translation regulation is important
for expanding the knowledge of the changes taking place in the cell both in patho-
logical states and during the normal cell cycle. In this paper, we present a state
machine-based translation model that considers the influence of intra- and extra-
cellular factors on translation efficiency.

1. Wprowadzenie

Translacja to proces syntezy biatka na matrycy mRNA, w ktérym kluczowa role
odgrywaja rybosomy. Rybosomy sg to kompleksy biatek 1 czasteczek rRNA (ryboso-
malne RNA), w ktorych mozna wyrdzni¢ duza 1 matg podjednostke [10]. Proces trans-
lacji rozpoczyna si¢ po napotkaniu przez kompleks inicjujacy, obejmujgcy matg podjed-
nostke rybosomu, kodonu START (u eukariota jest to sekwencja AUG znajdujaca si¢
na 5’-koncu czgsteczki mRNA), co umozliwia przytaczenie si¢ do tego kompleksu duze;j
podjednostki rybosomu i powstanie rybosomu aktywnego translacyjnie. Podczas syn-
tezy biatka rybosom przesuwa si¢ wzdluz czasteczki mRNA ulegajacej translacji, a
kazdy krok obejmuje: (1) dekodowanie mRNA za pomocg tRNA (transportujace RNA),
(2) tworzenie wigzania peptydowego miedzy koncem syntezowanego tancucha biatko-
wego a aminokwasem transportowanym przez tRNA komplementarny do sekwencji ko-
donu znajdujacego si¢ na mRNA oraz (3) translokacj¢ kompleksu mRNA-tRNA [14].
Rybosom przemieszcza si¢ wzdtuz czasteczki mRNA do momentu napotkania kodonu
STOP (sekwencja UAA, UAG lub UGA), kiedy to nastgpuje oddysocjowanie rybosomu
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od czasteczki mRNA 1 uwolnienie nowopowstatego tancucha biatkowego [8]. Transla-
cja czasteczki mRNA moze przebiega¢ w sposob rownolegly, tzn. do jednej czasteczki
mRNA moze by¢ rdwnoczesnie przytaczonych wiecej rybosomow niz jeden. Kompleks
mRNA z rybosomami to monosom (czgsteczka mRNA zwigzana jest z jednym ryboso-
mem) lub polisom (do czasteczki mRNA przylaczony jest wigcej niz jeden rybosom).
Liczba rybosomow przytaczonych do mRNA dostarcza informacji o statusie translacyj-
nym danego mRNA: wolne mRNA 1 mRNA zwigzane z matg podjednostka rybosomu
to mRNA nieaktywne translacyjnie; czasteczki mRNA zwigzane z kilkoma rybosomami
(tzw. lekkie polisomy) ulegaja stabej translacji; czasteczki mRNA zwigzane z duza
liczbg rybosomow (tzw. cigzkie polisomy) to czasteczki mRNA intensywnie syntezu-
jace biatka [13]. Szybkos¢ translacji jest dominujagcym czynnikiem kontrolujacym po-
ziom biatka w komorce [15] 1 jest wrazliwa zaréwno na czynniki zewnatrzkomdrkowe
(np. hormony, promieniowanie) jak i1 czynniki wewnatrzkomorkowe (np. dostepnosé
aminokwasow) [6]. Szczegoblnie interesujgcymi czasteczkami wigzacymi si¢ z mRNA
sg czasteczki miRNA: stwierdzono, ze wystepuja w formie zwigzanej z aktywnie syn-
tezowanym mRNA [11], ale mechanizm regulacji translacji przez miRNA jest jeszcze
stabo poznany.

Chcac lepiej zrozumie¢ regulacje translacji poprzez miRNA oraz moc przewidzie¢
zmiang szybkosci translacji konkretnych mRNA w odpowiedzi na stres oksydacyjny
(indukowany np. przez promieniowanie jonizujace), w oparciu o dane eksperymentalne,
opracowano model matematyczny translacji oparty na maszynach stanowych. Model
uwzglednia profil polisomalny (rozktad frakcji zawierajacych wolne mRNA, mono-
somy 1 polisomy) badanego mRNA oraz wplyw promieniowania jonizujacego i miRNA
na proces syntezy biatka.

2. Eksperymentalne wyznaczenie parametrow modelu
2.1. Metodyka

Badania prowadzono na komoérkach raka jelita grubego HCT116 hodowanych
w warunkach standardowych. W celu zbadania wptywu promieniowania jonizujgcego
na translacj¢ komodrki napromieniowano dawka 4Gy i zbierano probki 4 h i 12 h po
napromieniowaniu. Kontrole stanowily komorki nietraktowane promieniowaniem.
Transkryptem testowym byto mRNA kodujace biatko Bax oraz miRNA-762.

Poziom ekspresji Bax/miRNA-762 oznaczano dwuetapowa metodg RT-qPCR,
uzywajac jako matrycy totalnego RNA wyizolowanego z osadow komoérkowych. Po-
ziom biatka Bax w komorkach oznaczano metodg Western Blot. Profil polisomalny wy-
znaczano metoda wirowania w gradiencie sacharozy zgodnie z protokotem [4]. Po wi-
rowaniu wyodrgbniono cztery frakcje: wolne RNA, monosomy, lekkie polisomy
1 cigzkie polisomy. Profil polisomalny wyznaczono na podstawie ilosci
mRNA Bax/miRNA-762 znajdujacego si¢ w kazdej frakcji. Wyniki przedstawiono
jako udzial procentowy kazdej frakcji w obrebie badanego transkryptu zgodnie z [13].
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2.2. Wyniki

Poziom ekspresji aktywowanego promieniowaniem jonizujagcym biatka Bax [12]
oznaczono w komorkach HCT116, zaré6wno kontrolnych jak 1 w komorkach napromie-
niowanych, na poziomie transkryptu i na poziomie biatka. Wyniki przedstawiono na
rysunku 1. Dodatkowo oznaczono poziom ekspresji miR-762 (rys. 2), ktore to miRNA
bierze udziat w regulacji apoptozy i moze regulowac ekspresj¢ biatka Bax [9]. Poniewaz
model uwzglednia profil polisomalny badanego mRNA, oznaczono profil polisomalny
zarowno dla mRNA kodujacego Bax (mRNA Bax) jak i1 dla miR-762 (rys. 3).
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Rys. 1. Poziom ekspresji Bax w komodrkach HCT 116 traktowanych promieniowaniem
jonizujacym. Ekspresje Bax oznaczono na poziomie transkryptu (A) i na pozio-
mie biatka (B). Na wykresach przedstawiono wzgledny poziom Bax
w komorkach kontrolnych i napromieniowanych, znormalizowany do kontroli.
4 h, 12 h — czas inkubacji komorek po napromienieniu. Wyniki sg $rednig
z pomiarow z zaznaczonym odchyleniem standardowym.

4 h po napromieniowaniu, obserwujemy ponad trzykrotny wzrost poziomu za-
rowno mRNA Bax, jak i biatka Bax w stosunku do poziomu tych czasteczek w komor-
kach kontrolnych. Po 12 h od napromieniowania, poziom Bax w komoérkach napromie-
niowanych nadal jest wyzszy niz w komodrkach kontrolnych, ale rownoczesnie jest juz
nizszy niz 4 h po napromienieniu, co $wiadczy o wyhamowaniu translacji. Dane te sa
zgodne z oznaczonym profilem polisomalnym dla Bax (rys. 3): 4 h po potraktowaniu
komorek promieniowaniem jonizujacym, wigkszos§¢ mRNA Bax znajduje si¢ we frak-
cjach, w ktorych mRNA ulega translacji (lekkie i cigzkie polisomy); w komorkach kon-
trolnych mRNA Bax wystepuje w wigkszosci we frakcji o nizszej wydajnosci translacji
(monosomy). Po 12 h mRNA_Bax z komodrek napromieniowanych znajduje si¢ w wiek-
szosci we frakcji wolnych mRNA (mRNA nieulegajace w danym momencie translacji),
ale nadal ilos¢ mRNA_Bax we frakcji wydajnie ulegajacej translacji (cigzkie polisomy)
jest wigksza niz w komodrkach nienapromieniowanych. W komoérkach kontrolnych 12 h
po napromienieniu mRNA_Bax, podobnie jak po 4 h, wystepuje gtownie we frakcji
monosomow.

Poziom ekspresji miR-762 w komorkach traktowanych promieniowaniem wzrasta
w stosunku do komorek kontrolnych 4 h po napromieniowaniu, ale 12 h po napromie-
niowaniu spada wzgledem kontroli (rys. 2). Interesujaco, w konteks$cie regulacji trans-
lacji, wyglada profil polisomalny miR-762: 4h po napromieniowaniu, miR-762 domi-
nuje we frakcji wolnych mRNA, wigc albo ulega wtedy transkrypcji, albo jest zwigzany
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z mRNA nieulegajacym translacji. 12 h po napromieniowaniu, miR-762 w komoérkach
traktowanych promieniowaniem wystepuje gtownie we frakcjach zawierajgcych mRNA
wydajnie ulegajace translacji, a we frakcji wolnego mRNA wystepuje w niewielkiej ilo-
$ci. Sugeruje to, ze indukowana promieniowaniem transkrypcja miR-762 zostata wyga-
szona, a pozostate w komoérce miR-762 wyhamowuje translacje¢ biatek.
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Rys. 2. Poziom ekspresji miR-762 w komoérkach HCT 116 traktowanych promieniowa-
niem jonizujagcym. Na wykresach przedstawiono wzgledny poziom miR-762 w
komorkach kontrolnych i napromieniowanych znormalizowanych do kontroli.
4 h, 12 h — czas inkubacji komoérek po napromienieniu. Wyniki sg srednig z 3 po-
miardw z zaznaczonym odchyleniem standardowym.
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Rys. 3. Profil polisomalny Bax (A, B) 1 miR-762 (C,D)
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Na wykresach (rys. 3) przedstawiono udzial procentowy transkryptu w obrebie danej
frakcji zgodnie z [13]. Wyniki s3 $rednig z 3 pomiarow z zaznaczonym odchyleniem
standardowym.

3. Model translacji

Maszyna Turinga (MT) to prosta maszyna, sktadajaca si¢ z nieskonczonej taSmy
podzielonej na segmenty, w ktérych zapisuje si¢ symbole, gtowicy zapisujgco-odczytu-
jacej, poruszajacej si¢ wzdtuz taSmy [16] oraz z modutu sterujacego, umozliwiajacego
interpretacje oraz ruch glowicy w zaleznosci od otrzymanych danych. Zastosowany w
modelu translacji String Tranducer [1] to jeden z uproszczonych wariantow MT: gto-
wica moze poruszac si¢ tylko w jednym kierunku, obliczenia sprowadzaja si¢ do wy-
produkowania nowej lub przepisania starej taSmy, dtugosci wejscia 1 wyjscia nie musza
by¢ takie same. Formalnie MT mozna zapisa¢ w postaci krotki M=(Q, I', Z, 3, q0, b, F).
Znaczenie symboli i przypisane im biologiczne analogi modelu translacji przedstawiono
w tabeli 1.

Tabela 1
Znaczenie symboli opisujacych MT 1 ich biologiczne analogi w modelu translacji
Symbol Znaczenie Biologiczny analog
Q Zbidr wszystkich standéw maszyny Symbole kodonéw na kazdym etapie
odkodowania (np. A, AU, AUG, C,
CU, CUA, itp.) + symbol pusty [],
ktory jest przybierany za kazdym ra-
zem po zapisaniu aminokwasu na no-
wej taSmie
r Zbioér symboli z tasmy wyjsciowe;j Symbole aminokwaséw + symbole
dla kodonow STOP
z zb10r symboli z tasmy wejsciowe] symbole nukleotydow (A, U, G, C)
b symbol pusty nalezacy do zbioru I S1, S2, S3 (symbole dla kodonoéw
STOP)
q0 stan poczatkowy maszyny AUG (kodon START)
F zbidr stanéw koncowych maszyny UAA, UAG, UGA (kodony STOP)
0 funkcja przejscia (L-w lewo; P-w prawo; Rybosom przesuwa si¢ tylko w jedng
S-brak ruchu) strong¢ (zatozono od lewej do prawe;j)

3.1. Zalozenia modelu translacji

W oparciu o dane literaturowe wprowadzono do opracowanego modelu translacji
nastgpujace zatozenia:
(1) Niezaleznie od dtugosci transkryptu do jednego mRNA moze si¢ przytaczy¢ mak-
symalnie 15 rybosomow [2].
(2) Pojedynczy rybosom pokrywa mRNA na szerokos$ci 30 nukleotydow [3].
(3) Czas tlumaczenia pojedynczego aminokwasu jest wartoscig indywidualng [5].
(4) Uzalezniono tempo translacji od stopnia upakowania rybosoméw na mRNA [17].
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(5) Brak regulacji miRNA w lekkich oraz ci¢zkich polisomach, gdyz wykazano, ze
mimo obecnosci miRNA we frakcjach polisomalnych, nie sg one w stanie regulowac
translacji [7].

3.2. Opis algorytmu modelu translacji

W zaproponowanym modelu translacji opartym na MT, tasma reprezentuje tan-
cuch mRNA. Tasma wej$ciowa zawiera symbole reprezentujace nukleotydy (A, U, C,
G), a tasSma wyjsciowa zbior symboli odzwierciadlajagcych sekwencj¢ aminokwasowa
wraz z symbolami kodonéw STOP. Glowica przesuwa si¢ wytacznie w prawo wzdtuz
zadanej sekwencji nukleotydowej, a po napotkaniu kodonu START, maszyna zmienia
stan na pozwalajacy rozpoczecie symulacji i zapis na tasmie. Reguty dzialania maszyny
sa zdefiniowane w utworzonej przez uzytkownika tabeli przej$¢. Glowica przesuwa si¢
wylacznie w prawo. Algorytm jest wykonywany do momentu pojawienia si¢ jednego z
trzech kodonéow STOP. Liczba glowic na tasmie odzwierciedla eksperymentalnie wy-
znaczony profil polisomalny badanego mRNA.

Na wyjsciu algorytm generuje dwie tasmy — pierwsza, z sekwencja odkodowanych
aminokwaséw, a druga z chwilami czasowymi, ktére opisuja czas przylaczania si¢
tRNA (wg [5]) niosacego konkretny aminokwas. Finalnie maszyna jest w stanie okre§li¢
czas translacji dla pojedynczego biatka, ktory jest sumg wszystkich chwil czasowych
dla wszystkich kodonéw powiekszong o czas inicjacji translacji.

3.3. Podstawowy model translacji

W celu sprawdzenie przydatno$ci opracowanej metody modelowania procesu
translacji, dokonano poréwnania otrzymanych wynikéw z wynikami bardzo prostego
modelu opartego o rownania rdézniczkowe opisujace poziomy transkryptu oraz biatka:

dmRNA
dat
apr

— = kprod, - mRNA(t) — kdeg,, - P(t) (2)

= kprodimrna — kdegmma - MRNA(E) (1)

Wspodlezynnik produkcji biatka (kprodp) ustalono tak, by liczba wyprodukowanych cza-
steczek biatka w czasie t byta taka sama jak w MT przy zalozeniu braku dodatkowe;
regulacji. W rzeczywistosci, tempo produkcji biatka zmienia si¢ w zalezno$ci od zmian
profilu polisomalnego wynikajacych z dziatania promieniowania jonizujacego oraz
miRNA. Mozna to tatwo uwzgledni¢ w MT, natomiast bytoby to niezwykle trudne
w modelu (1)-(2). W zaleznosci od tego, ktore wyniki z MT zostaly wykorzystane,
otrzymuje si¢ rozne wartosci wspotczynnika produkceji biatka. Zmiany poziomu biatka
otrzymane z modelu (1)-(2) dla tych warto$ci wspotczynnikdéw zostaty przedstawione
na rysunku 4.

Symulacje zostaty przeprowadzone 1000 razy dla czasu 5000 sekund. Liczba tran-
skryptow dla przebiegéw kontrolnych zostata ustalona na 40, natomiast w przypadku
promieniowania, liczba transkryptow odpowiednio si¢ zmieniata. Wyniki symulacji
przedstawiaja poziom biatka wzgledem kontroli.
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Rys. 4. Wzgledne poziomy biatka Bax wygenerowane przez model (1)-(2) przy zaloze-
niu stalych wartosci  wspotczynnika produkcji  biatka wyznaczonych
z modelu MT dla 4 1 12 godzin po napromieniowaniu. Warto$ci wspotczynnika
produkcji wyestymowane dla wynikoéw z modelu MT dla K, IR 4 1 IR 12h.

4. Podsumowanie

Praca przedstawia dziatanie modelu translacji uwzgledniajacego wymuszenia
W postaci promieniowania jonizujacego i miRNA. Model oparto na MT, gdyz maszyna
ta nie tylko pozwala na dobre odzwierciedlenie procesu translacji, ale przede wszystkim
jest w stanie uwzgledni¢ profil polisomalny, co w przypadku modeli opartych na rowna-
niach rézniczkowych jest praktycznie niemozliwe do wykonania. Model podstawowy
oparty na rownaniach rézniczkowych oparty jest na zatozeniu statego wspdlczynnika
translacji, a ten, jak wynika z dzialania modelu MT oraz wynikoéw eksperymentalnych,
jest zmienny w czasie. Gdyby wykorzysta¢ model MT do wyestymowania wartosci tego
parametru, w zaleznos$ci od tego, na ktérej chwili czasu oparta bytaby estymacja, otrzy-
muje si¢ rozne wartosci. Efekty symulacji modelu (1)-(2) dla roznych wspotczynnikow
wyestymowanych z modelu MT, jak wida¢ na rysunku 4, wyraznie si¢ r6znig. Potwier-
dza to przewage zaproponowanego modelu MT, w ktorym nie trzeba zaktada¢ przebiegu
zmiennego w czasie parametru.
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