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MODELOWANIE I ANALIZA USZKODZEN SRODBLONKA ZA POMOCA
SIECI PETRIEGO#*

Streszczenie. Uszkodzenie Srédbtonka naczyniowego, bedace jedna z gtdwnych
przyczyn powstawania blaszki miazdzycowej, jest bardzo ztozonym i dynamicz-
nym procesem zaleznym od wielu czynnikéw. Wptyw tych czynnikéw jest roz-
norodny i uzalezniony od zmian iloSciowych 1 jakosciowych pozostatych czynni-
koéw. Stad aby w petni zrozumie¢ procesy lezace u podtoza tego zjawiska, nalezy
je analizowac w sposéb catoSciowy, biorac pod uwage jak najwigcej zmiennych.
Takie podejScie zastosowano w przypadku obecnego projektu. Zaproponowano
model uszkodzenia Srédblonka wykorzystujac teori¢ sieci Petriego. Model ten
sktada si¢ z 63 miejsc i 94 tranzycji, 8481 t-niezmiennikéw i1 19 zbioréw MCT.
Analiza klastrow t-niezmiennikéw, umozliwita okreslenie sensu biologicznego
dla modelowanego procesu 1 ujawnita, ze w procesie tym kluczowa rolg odgrywa
proces zapalny i stres oksydacyjny.

MODELING AND ANALYSIS OF ENDOTHELIAL DAMAGE USING PETRI
NETS

Summary. Damage to the vascular endothelium, which is one of the major causes
of atherosclerotic plaque formation is a complex and dynamic process depending
on many factors. The impact of these factors is diverse and addicted to quanti-
tative and qualitative changes of other factors. Therefore, to fully understand the
processes underlying this phenomenon, they must be analyzed in a holistic man-
ner, taking into account as many as possible variables. This approach was applied
to the current project. model of endothelial damage by using the theory of Petri
nets has been proposed . This model consists of 63 places and 94 transitions, 8481
t-invariants and 19 MCT sets. Analysis of the clusters of the t-invariants, determi-
ned the biological sense of the modeled process and at revealed that inflammation
and oxidative stress plays a key role in this process.

*Badania przeprowadzone w ramach realizacji projektu finansowanego ze $rodkéw Narodowego Cen-
trum Nauki przyznanych na podstawie decyzji numer DEC-2012/07/B/ST6,/01537.
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1. Wstep

Pomimo postepu, jaki dokonal si¢ w ostatnich latach w zakresie poznania me-
chanizméw lezacych u podltoza ztozonego zjawiska, jakim jest miazdzyca, ciagle na-
sza wiedza jest niekompletna, co utrudnia w petni skuteczne leczenie przyczynowe
tego bardzo powszechnego schorzenia. Miazdzyca jest dzi§ postrzegana jako ztozony
dynamiczny proces zapalno-fibroproliferacyjny toczacy si¢ w blonie wewngtrznej du-
zych i Srednich naczyn tetniczych, ktéry podlega licznym modyfikacjom pod wptywem
oddziatywania r6znorodnych czynnikéw. Jednym z kluczowych zjawisk tego procesu
jest dysfunkcja Srédbtonka, do ktérej dochodzi przede wszystkim na tle toczacego si¢
lokalnego lub ogdlnoustrojowego stanu zapalnego. Zgodnie z jedna z koncepcji, tzw.
hipoteza oksydacyjna odpowiedzi na zapalenie, zaktada si¢, ze powszechnie wystgpu-
jace czynniki ryzyka sercowo-naczyniowego przyczyniaja si¢ do procesow zapalnych,
ktére z kolei wywotuja stres oksydacyjny rownolegle do miazdzycy i choréb sercowo-
naczyniowych. Pojgcie stresu oksydacyjnego stosowane jest w odniesieniu do wszelkich
proceséw zachodzacych w ludzkim organizmie, w ktérych dochodzi do nasilonego wy-
twarzania reaktywnych form tlenu, przekraczajacego wydolnos¢ fizjologicznych ukta-
déw anty-oksydacyjnych. Z drugiej strony podkreSla si¢, ze wolne rodniki moga takze
w sposob korzystny oddzialywac na organizm cztowieka, np. poprzez przekazywanie
sygnatéw pobudzajacych mechanizmy naprawcze. Nalezy zatem zauwazy¢, ze proces,
uszkodzenia Srodbtonka naczyniowego, ktory stal si¢ tematem badawczym pracy, jest
bardzo dynamiczny i podlega licznym migdzyczasteczkowym zaleznoSciom jakoscio-
wym i iloSciowym, stad nie jesteSmy w stanie biorac pod uwage tylko jeden wybrany
kontekst/pojedyncze zaobserwowane zdarzenie w pelni poznac i zrozumie¢ jego natury.
Z kolei jesli chcielibySmy wzia¢ pod uwage wszystkie wplywy i precyzyjnie je prze-
analizowacd, to bez zastosowania narzg¢dzi matematycznych i informatycznych bgdzie to
praktycznie niewykonywalne. Wspomniane wyzwania przed ktorymi staje wspotczesna
nauka, powoduja dynamiczny rozwdj biologii obliczeniowej, a co si¢ z tym w sposob
Scisty wiaze biologii i medycyny systemowej, w ktérej organizm ludzki w stanie zdro-
wia jest traktowany jako system, bedacy w stanie dynamicznej rownowagi. Wszelkie
zaburzenia tego stanu moga skutkowac jego niewlasciwym dziataniem, np. akumulacja
pewnych czasteczek, hamowaniem innych - co jest jednoznaczne z przejSciem uktadu ze
stanu zdrowia w stan choroby. Aby ukazac ztozonoS¢ prezentowanego zjawiska i stwo-
rzy¢ jego model matematyczny, w pracy wykorzystano sieci Petriego, coraz czgsciej
stosowane do opisu uktadéw biologicznych.

Sie¢ Petriego jest obiektem matematycznym majacym strukture wazonego grafu
dwudzielnego skierowanego, a zatem zbior wierzcholtkéw takiej sieci dzieli si¢ na dwa
roztaczne podzbiory, przy czym tuki tacza tylko wierzchotki nalezace do r6znych pod-
zbioréw [8, 3]. Wierzchotki bedace elementami jednego z nich nazywane sa tranzycjami,
a wierzchotki, ktére naleza do drugiego podzbioru to miejsca. Jezeli sie¢ Petriego jest
modelem pewnego systemu biologicznego, tranzycje (oznaczane za pomoca prostoka-
tow) odpowiadaja elementarnym podprocesom w nim zachodzacym, natomiast miejsca
(oznaczane za pomocg okregdéw) na ogét modeluja sktadniki systemu, ktére sg potrzebne
do zajscia elementarnych proceséw, lub takie, ktére sa ich wynikiem (na ogét sktadniki
bedace wynikiem zajScia pewnego elementarnego podprocesu sa potrzebne do zajscia
innego podprocesu). Istotnymi elementami sieci Petriego sa tokeny, ktore znajdujac si¢
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w miejscach reprezentujq iloSci poszczegdlnych sktadnikéw znajdujacych si¢ w mo-
delowanym systemie. Rozktad tokenéw w poszczegdlnych miejscach sieci, nazywany
znakowaniem, reprezentuje stan modelowanego systemu. Tokeny poruszaja si¢ w sieci
przeptywajac pomigdzy miejscami poprzez tranzycje. Przeptywem tym rzadzi reguta ak-
tywacji 1 uruchomienia tranzycji. Zgodnie z nig tranzycja jest aktywna, jezeli w kazdym
z miejsc bezposrednio ja poprzedzajacych w sieci znajduje si¢ liczba tokenéw réwna
co najmniej wadze tuku faczacego takie miejsce z dang tranzycja. Aktywna tranzycja
moze zosta¢ uruchomiona, co oznacza, ze z miejsc bezposrednio ja poprzedzajacych
przepltywaja tokeny do miejsc bezposSrednio po niej nastgpujacych, przy czym liczba
przeptywajacych tokenéw réwna jest wagom odpowiednich tukéw. Przeptyw tokendw
reprezentuje przeptyw informacji, substancji itp. przez modelowany system.

Oprocz reprezentacji graficznej sieci Petriego, jej struktura moze by¢ opisana za
pomoca macierzy incydencji A = [aij]nxm. gdzie n jest liczba miejsc, a m jest liczba
tranzycji [8, 13, 3]. Element a;; tej macierzy rowny jest roznicy liczb tokenéw znajdu-
jacych si¢ w miejscu p; przed i po uruchomieniu tranzycji ¢;. Na podstawie macierzy
A mozna wyznaczy¢ niezmienniki tranzycji (t-niezmienniki), majace istotne znaczenie
w analizie modeli systeméw biologicznych. Niezmiennik taki jest wektorem x bedacym
rozwiazaniem rownania A - x = 0. Z t-niezmiennikiem = zwiazany jest zbidr tranzycji
supp(z) = {t; : =; > 0}, nazywany jego wsparciem, zawierajacy tranzycje, ktérym
odpowiadaja nieujemne wspotrzgdne wektora x. najwazniejsza cecha t-niezmiennika
polega na tym, ze uruchomienie kazdej tranzycji t; € supp(x) x; razy nie zmienia
rozktadu tokenéw w sieci. A zatem t-niezmienniki odpowiadaja pewnym podprocesom,
ktore nie zmieniaja stanu modelowanego systemu. Istotna jest analiza zaleznosci miedzy
tego rodzaju podprocesami, gdyz moze ona prowadzi¢ do odkrywania nieznanych wcze-
S$niej wlasnosci badanego systemu biologicznego. Analiz¢ taka mozna prowadzi¢ przez
poszukiwanie podobienstw migdzy t-niezmiennikami. W przypadku duzej ich liczby ko-
rzysta si¢ na ogot z algorytmoéw analizy skupien, za pomoca ktérych podobne do siebie
nawzajem t-niezmienniki grupowane sa w t-klastry i dalsza analize prowadzi si¢ we-
wnatrz klastrow. Dla kazdego z nich okreSla si¢ tez jego znaczenie biologiczne, gdyz
na ogdt odpowiadaja one pewnym podprocesom wyzszego rzgdu. Ponadto, przydatne
jest tez okreslenie zbiorow MCT (Maximal Common Transition sets), z ktorych kazdy
zawiera tranzycje bedace elementami wspar¢ doktadnie tych samych t-niezmiennikow.
Zbiory te stanowia zatem podzial zbioru tranzycji na rozlaczne podzbiory, z ktorych
kazdy odpowiada pewnemu funkcjonalnemu modutowi badanego systemu.

2. Nieformalny opis modelowanego procesu

2.1. Zainicjowanie uszkodzen Srédblonka

Zainicjowanie uszkodzen Srédbtonka naczyniowego (tzw. aktywacja prozapalne-
go fenotypu Srédbtonka) wiaze si¢ z pojawieniem réznych czynnikéw mogacych oddzia-
tywaé w sposéb bezposredni i posredni na Srédbtonek. Wyrézniamy wsréd nich m.in.
wysokie ci$nienie tetnicze krwi, podwyzszone stezenie glukozy w surowicy, nadmierng
iloSci lipoprotein o matej gestosci (LD L), toksyny, wzrost lub spadek stgzenia réznych
czasteczek/cytokin powodowany m.in. paleniem papieroséw [9, 7, 6]. Przez bezposred-
nie uszkodzenie rozumie si¢ m.in dysplazj¢ wtdknisto-migsniowa (F'M D), pojawiaja-
ca si¢ czesto u palaczy [7]. Natomiast posrednie uszkodzenie powodowane paleniem
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przyczynia si¢ m.in.: do zmniejszenia ilosci tetrahydrobiopteryny (5 H,) - ktéra jest ko-
faktorem syntezy tlenku azotu (NO), zwigkszenia ilosci L D L, reaktywnych form tlenu
(ROS), wolnych rodnikéw i metali. Reaktywne formy tlenu i wolne rodniki biora udziat
w wybuchu tlenowym [2] 1 utlenianiu LD L (powstawaniu szkodliwych, utlenionych li-
poprotein o matej gestosci (ox LD L)) [9, 7, 6]. Wigkszo$¢ z tych procesOw wplywa na
biodostgpnos¢ NO, ktéry odgrywa kluczowa rolg w wielu procesach komérkowych.
Nalezy podkresli¢, ze NO, w zaleznosci od lokalnego stgzenia, moze wywieraé wptyw
zarowno korzystny, jak 1 niekorzystny [9]. Odpowiedzia uszkodzonego Ssrodbtonka na
dziatanie czynnikéw uszkadzajacych jest ekspresja biatek dokujacych V EC' AM — 1 na
powierzchni Srddbtonka. Pozwala to na adhezj¢ monocytéw krwi stymulowanych przez
chemokiny (réwniez uwolnione z uszkodzonego Srodbtonka). Diapedeza, czyli przej-
Scie monocytow przez Sciang naczynia oraz ich transformacja do makrofaga wchodza
w sklad typowej odpowiedzi zapalnej [9]. GIéwnym celem makrofaga jest pozbycie si¢
uszkodzonych komérek i zapobiegnigcie infekcji [14]. Zwykle po wykonaniu tej czyn-
no$ci makrofagi wracaja do obiegu krwi, jednakze ze wzgledu na obecnos¢ wysokiego
stezenia LD L pozostaja w ognisku zapalnym. Dodatkowo u palaczy, dym papierosowy
stymuluje rozw6j zapalenia, bedac dodatkowym Zrédlem cytokin i monocytéw [7].

2.2. Dalszy rozwéj uszkodzen sSrodblonka

Makrofagi wydzielaja cytokiny, ktére prowadza do syntezy biatek V ECAM — 1
na powierzchni Srédbtonka oraz proliferacji komérek migsni gtadkich [9]. Przy obecno-
Sci cytokin dochodzi do wybuchu tlenowego, w wyniku ktérego powstaja wolne rodniki
[9]. Precyzujac, dochodzi do syntezy anionorodnika ponadtlenkowego O3~ [2], ktéry
bierze udziat w utlenianiu LD L prowadzac do powstania ox LD L [10]. Mozna zatem
powiedzieé, ze O3 jest waznym elementem ztozonego procesu powodujacego zweza-
nie Swiatta naczynia. Utlenione lipoproteiny o matej gestosci ulegaja fagocytozie przez
makrofagi - jest to dziatanie chroniace komorke przed nadmiernym gromadzeniem sig¢
szkodliwego utlenionego LD L [2]. Proces ten prowadzi do powstania wypetnionych li-
pidami komoérek piankowatych, a gdy ilos¢ ox LD L jest wysoka moze dojs¢ do lizy.
Gdy komorki piankowate umieraja, pozostawiaja rdzen nekrotyczny zbudowany z utle-
nionych lipidéw, ktérych depozyty doprowadzaja do zwezenia Swiatta naczynia [9]. W
procesie zapalnym cytokiny przyczyniaja si¢ do proliferacji komérek migsni gtadkich
[16, 1]. Z kolei namnozone komorki wydzielaja kolagen oraz macierz glikoproteino-
wa, prowadzac do powstania czapeczki widknistej, ktora przykrywa tkanke ttuszczowa.
Podczas rozwoju procesu chorobowego dochodzi do wielokrotnego powtarzania si¢ fazy
odktadania lipidéw i formowania czapeczki wtdknistej, co w nastgpstwie prowadzi do
rozwoju blaszki miazdzycowej [9].

2.3. Rola tlenku azotu

Tlenek azotu (NO) odgrywa istotng rolg w licznych procesach, takich jak m.in.
rozszerzanie naczyn krwionoSnych (regulacja ciS$nienia tgtniczego krwi), angiogene-
za [16] oraz apoptoza [9]. Stezenie NO bedace wypadkowa wspotdziatania licznych
mechanizméw zmienia sig¢, co pozwala mu pelnié przeciwstawne funkcje [9]. Nalezy
zaznaczyC, ze zaburzenia biodostgpnosci NO sprzyjaja powstawaniu choréb sercowo-
naczyniowych [9, 7].

e Drziatanie korzystne zwigzane z wysokim stezeniem NO: gdy mechanizmy wpty-
wajace na biodostgpnosé N O dziataja prawidlowo, wytwarzana jest wystarczajaca
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ilos¢ tlenku azotu do regulacji funkcji ptytek krwi, adhezji leukocytéw, zapobie-
gania proliferacji komérek migsni gladkich naczynia oraz hamowania oksydacji
LDL [9]. Kluczowym procesem jest wtasnie hamowanie oksydacji LD L, podczas
ktérej anionorodnik ponadtlenkowy O35~ taczy si¢ z tlenkiem azotu N O, syntety-
zujac nadtlenoazotyn ONOO™. Gdy stezenie NO jest wysokie to anionorodniki
sa zredukowane do postaci nadtlenoazotynu, co uniemozliwia utlenianie ox LD L
[9, 7].

e Drziatanie niekorzystne zwigzane z niskim stgzeniem NO: mechanizmy zmniej-
szajace biodostgpnos¢ NO, powoduja utrate wystarczajacej ilosci tego zwiagzku
do prawidlowego dziatania [9, 7, 6]. Oznacza to, ze jesli jest za mato NO, to
bedzie dochodzi¢ do nadmiernej syntezy utlenionego LD L, ktérego nadmiar po-
woduje rozwdj choroby [9, 7]. Precyzujac, gdy stezenie N O jest niskie to niektére
z anionorodnikéw ponadtlenkowych moga by¢ w dalszym ciagu redukowane do
postaci nadtlenoazotynu. Nie ma to jednak wigkszego znaczenia, gdyz w sytuacji
z przewagg iloSciowa O3~ dochodzi do oksydacji LDL w duzo wigkszym stopniu

[9].

Obok procesu zapalnego dochodzi do stresu oksydacyjnego (wybuchu tlenowe-
g0) [2] w wyniku ktérego powstaje wspomniany wczesniej anionorodnik ponadtlenkowy
O35~ [9, 7, 6]. Ponadto, palenie papieroséw dodatkowo stymuluje wybuch tlenowy czym
przyczynia si¢ w znacznym stopniu do zmniejszenia biodostgpnosci NO [7, 6].

2.4. Synteza tlenku azotu

Tlenek azotu jest syntetyzowany przez grupe enzymow zwana syntazami tlenku
azotu NOS [9, 12]. W wyniku konwersji L-argininy do cytruliny powstaje NO. Reak-
cja to wymaga niezbgdnych kofaktoréw, takich jak tlen i NADP H oraz kofaktor B H,4
zwigkszajacy powinowactwo syntazy eNOS do L-argininy [9]. Produktem tej reakcji
jest NO i NADP+.Wazne jest, ze synteza moze by¢ hamowana w przypadku, gdy
zahamowana zostanie syntaza e NOS. Inhibitorem syntaz jest asymetryczna dimetylo-
arginina AD M A, jej obecnos¢ jest jednym z mechanizméw zmniejszajacych produkcje
NO [9]. Innym mechanizmem wplywajacym na zmniejszenie biodostgpnosci NO jest
po prostu uszkodzenie §rébtonka, ktéry w normalnych warunkach wytwarza e NOS ko-
nieczny do zajScia syntezy NO. Jednakze, wyrdznia si¢ trzy gtéwne izoformy NOS
w zaleznoSci od umiejscowienia w tkance: neuronalna (n NOS), endotelialna (e NOS),
indukowalna :NOS) [9, 12].

3. Model

W niniejszym rozdziale zaproponowano model matematyczny oparty na teorii
sieci Petriego [8, 11] procesu biologicznego, ktérego szczegétowy opis zostal przed-
stawiony w poprzednim rozdziale. Model ten zostal stworzony za pomoca programu
Snoopy [5], a do jego analizy wykorzystano m. in. skrypty napisane w jezyku R.

Model jest zapisem przetworzonej informacji biologicznej i nalezy go traktowaé
jako przyblizenie rzeczywistoSci, gdyz zawiera pewne uproszczenia. Zaproponowany
model zostal przedstawiony na rysunku 1. Z uwagi na czytelnos¢, jest on podzielony na
dwie podsieci, ktére potaczone sa miejscami logicznymi. Pierwsza z nich, zamieszczo-
na w gornej ramce na rysunku 1, przedstawia obecne w organizmie mechanizmy, ktére
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obejmuja odpowiedz uszkodzonego Srdédblonka i szereg innych. Druga czgs¢, znajdujaca
si¢ w dolnej ramce, przedstawia elementy zwigzane z paleniem papieroséw, ale skupio-
no si¢ tylko na wybranych, majacych wptyw na uszkodzenie Srédblonka. W tabeli 1
zamieszczone sg nazwy miejsc, natomiast w tabeli 2 znajdujg si¢ nazwy tranzycji.

Uproszczenia modelu wynikaja z reakcji hamujacych, czyli reakcji zmniejsza-
jacych ilo$¢ danego czynnika. Narzedzia do tworzenia modeli z zastosowaniem sieci
Petriego umozliwiaja zastosowanie tukow hamujacych. Jednak nie s3 one uwzglednia-
ne w macierzy incydencji, zatem nie podlegaja analizie t-niezmiennikOw oraz analizie
klastréw. Jako, ze problem ten pozostaje otwarty to w zaprezentowanym modelu reakcje
hamujace zostaly uwzglednione przez tranzycje o nazwie hamowanie - podczas symu-
lacji nie jest to jasno uwidocznione. Oto kilka przyktadéw zahamowania reakcji:

e Hamowanie kofaktora BH,: W normalnych warunkach kofaktor BH, zwigksza
powinowactwo syntazy e NO.S do L-argininy co ma duzy udziat w syntezie tlenku
azotu. W przypadku, gdy dochodzi do hamowania B H4, dochodzi tez do zahamo-
wania syntezy NO w wyniku ktérej powstaje mniej produktu (stad miejsce mniej
NO). Te dwa przeciwstawne procesy w modelu nie sa do korica wyodrgbnione
(Rysunek 2).

e Hamowanie L-argininy: L-arginina bierze udziat w syntezie tlenku azotu, wigc gdy
pojawia si¢ jej inhibitor L- NMMA, dochodzi do tej samej sytuacji co w przypadku
kofaktora B H,, czyli zahamowania syntezy tlenku azotu. I rowniez te dwa proce-
sy w modelu umiejscowione sa blisko siebie, cho¢ ich efekt koicowy jest rézny
(Rysunek 3).

e Hamowanie syntazy e NOS': O posrednim hamowaniu syntazy e NO.S wspomnia-
no w przypadku kofaktora B H,. Natomiast mozna wyrdzni¢ takze bezposrednie
hamowanie w wyniku pojawienia si¢ asymetrycznej dimetyloargininy (ADM A)
(Rysunek4).

Inne uproszczenia pojawiajace si¢ w modelu wynikaja z braku doktadnych da-
nych. W zwiazku z tym w modelu pojawiaja si¢ tranzycje o nazwach: wzrost, spadek
oraz miejsca o nazwie mniej NO 1 po prostu NO. W przypadku miejsca NO oznaczono
prawidtowa ilo$¢ tego zwiazku. Podczas tworzenia modelu uwzgledniono wystgpowanie
reakcji odwracalnych, stad wystepuja dodatkowe tuki. Przyktadem reakcji odwracalnych
jest tworzenie si¢ aktywnego monocytu z chemokiny i nieaktywnego monocytu, aby na
dalszym etapie aktywny monocyt mégt stworzyé kompleks z biatkiem VECAM — 11
przejs¢ transformacje do makrofaga. W tym procesie zaré6wno chemokiny jak i biatko
VECAM — 1 moze zostaé powtdrnie wykorzystane.

Tabela 1

Lista miejsc
Miejsce | Biologiczne znaczenie Miejsce | Biologiczne znaczenie
Do zdrowy Srédbtonek P33 rdzen nekrotyczny
P1 uszkodzony $rédbtonek P34 blaszka miazdzycowa
D2 LDL P35 czynnik tkankowy
p3 wysokie ci$nienie krwi P36 miazdzyca
D4 toksyny D37 czynnik wzrostu
D5 inne czynniki P3s cytokiny
D6 eNOS P39 macierz glikoproteinowa
p7 ADMA Pao kolagen




Modelowanie i analiza uszkodzen Srodbtonka za pomoca sieci Petriego

47

Miejsce | Biologiczne znaczenie Miejsce | Biologiczne znaczenie
s iNOS P41 czapeczka widknista
Do nNOS D42 biate krwinki krwi
P10 NADPH D43 dym papierosowy
P11 L-arginina D44 policykliczne weglowodory aromatyczne
P12 02 P45 chemokiny
D13 L-NMMA Pae FMD (dysplazja wiéknisto-mig$niowa)
P14 cytrulina Pa7 oxLLDL
P15 NADP P4s ROS (reaktywne formy tlenu)
D16 NO jesli jest uszkodzenie srodbtonka Pag wolne rodniki
P17 NO jesli jest zdrowy Srédbtonek P50 kadm
D1s czynnik stymulujacy kolonie makrofagéw | ps1 aldehydy
P19 biatko chemotaktyczne 1 monocytéw P52 metale
P20 NO P53 skrzep
D21 ci$nienie krwi P54 profil lipidowy
D22 agregacja plytek krwi D55 triglicerydy
P23 namnozone komoérki migéni gladkich | psg mniejsza ilos¢ BHy
VSMC
P24 nadtlenoazotyn P57 miejsce pomocnicze dla tranzycji tgy sty-
mulujacej makrofagi
D25 anionrodnik ponadtlenkowy D58 makrofag
P26 ICAM-1 P59 markery stresu oksydacyjnego
Por7 czasteczki adhezyjne Peo endotelina-1
D2s nieaktywny monocyt P61 mniej NO
P29 aktywny monocyt D62 inne zahamowane czasteczki
P30 VECAM-1 P63 BH, (kofator eNOS)
P31 kompleks VECAM-1 i monocytu
P32 komérka piankowata
Tabela 2
Lista tranzycji
Tranzycja Biologiczne znaczenie Tranzycja Biologiczne znaczenie
to uszkodzenie powodowane przez LDL t48 proliferacja
ty sekrecja chemokin przez uszkodzony §réd- | t49 tranzycja pomocnicza dla cytokin
btonek
to tranzycja pomocnicza dla uszkodzonego | t5g sekrecja kolagenu i macierzy glikoprote-
Srédbtonka inowej przez namnozone VSMC
t3 tranzycja pomocnicza dla LDL t51 tworzenie czapeczki widknistej przez kola-
gen 1 macierz glikoproteinowa
ty tranzycja pomocnicza dla wysokiego ci- | 52 tranzycja pomocnicza dla namnozenie ko-
$nienia krwi moérek migs$ni gtadkich VSMC
ts tranzycja pomocnicza dla toksyn t53 tranzycja pomocnicza dla VECAM-1
te tranzycja pomocnicza dla innych czynni- | ¢54 wybuch tlenowy
kéw
ty ekspresja bialek VECAM-1 przez uszko- | t55 stymulowanie czynnika wzrostu
dzony Srédbtonek
ts hamowanie eNOS przez uszkodzony $réd- | tsg tranzycja pomocnicza dla dymu papieroso-
btonek wego
tg sekrecja eNOS przez zdrowy §rédbtonek ts7 wydzielanie kadmu, metali, wolnych rod-
nikéw, aldehydéw, policykliczne weglo-
wodory aromatyczne przez dym papiero-
SOwWy
t1o zahamowanie eNOS przez ADMA 58 bezposrednie uszkodzenie powodowa-
ne dymem, prowadzace do dysplazji
wléknisto-mig§niowej
t11 tranzycja pomocnicza dla ADMA t59 remodelowanie tkanki
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Tranzycja Biologiczne znaczenie Tranzycja Biologiczne znaczenie
t12 tranzycja pomocnicza iNOS 60 uszkodzenie wywotane przez FMD powo-
dujace uszkodzenie §rodbtonka
ti3 tranzycja pomocnicza nNOS te1 tranzycja pomocnicza dla ROS
t1a synteza NO teo ekspresja czasteczek adhezyjnych przez
oxLDL (utleniony LDL)
t1s tranzycja pomocnicza dla NADPH o3 ekspresja ICAM-1 przez oxLDL
ti6 tranzycja pomocnicza dla Oq t6a tranzycja pomocnicza dla czynnika stymu-
lujacego kolonie makrofagéw
t17 tranzycja pomocnicza dla L-argininy tes tranzycja pomocnicza dla biatka chemo-
taktycznego 1 monocytow
t1s zahamowanie L-argininy przez L-NMMA | t46 stymulowanie czynnika stymulujacego ko-
lonie makrofagéw i biatka chemotaktycz-
nego 1 monocytéw przez oxLDL
tig tranzycja pomocnicza dla L-NMMA ter ekspresja czasteczek adhezyjnych przez
kadm
tao tranzycja pomocnicza tos wzrost ilo$ci ROS przez aldehydy
to1 tranzycja pomocnicza dla cytruliny teo stymulowanie oksydacji przez wolne rod-
niki
tao tranzycja pomocnicza dla NADP t70 stymulowanie oksydacji przez metale
tos wysoka ilo§¢ NO tr stymulowanie namnazania VSMC przez
ICAM-1
tog regulacja ciSnienia krwi przez NO jesli jest | t72 stymulowanie namnazania VSMC przez
zdrowy Srédbtonek czasteczki adhezyjne
tos hamowanie agregacji ptytek krwi, namno- | t73 stymulowanie wybuchu tlenowego
zonych VSMC, innych zahamowanych
czasteczek przez NO jesli jest zdrowy
Srédbtonek
tog zahamowanie czasteczek adhezyjnych | t74 modyfikacja profilu lipidowego powodo-
przez NO jesli jest zdrowy Srédbtonek wana dymem papierosowym
tor tranzycja pomocnicza dla ci$nienia krwi t7s wzrost LDL i triglicerydéw powodowany
modyfikacja profilu lipidowego
tog tranzycja pomocnicza t76 tranzycja pomocnicza dla triglicerydéw
tag niska ilos¢ NO trr spadek ilosci BH, powodowany modyfi-
kacja profilu lipidowego
t30 wysoka ilo§¢ anionrodnika ponadtlenko- | tvg rozwoj Srodowiska zapalnego
wego
ts1 redukcja z NO i anionrodnika ponadtlen- | 79 wzrost ilosci marker6w stresu oksydacyj-
kowego do nadtlenoazotynu nego, biatych krwinek krwi, namnazania
VSMC, enodoteliny-1 spowodowany dy-
mem papierosowym
t3o zahamowanie oksydacji oxLDL przez re- | tso stymulowanie makrofagéw przez rozwoj
dukcje do nadtlenoazotynu Srodowiska zapalnego
ts3s3 oksydacja LDL ts1 tranzycja pomocnicza dla markerow stresu
oksydacyjnego
tsyq tranzycja pomocnicza dla anionrodnika | tgo tworzenie blaszki miazdzycowej przez bia-
ponadtlenkowego e krwinki krwi
t35 tranzycja pomocnicza dla aktywnego mo- | tgs3 tworzenie blaszki miazdzycowe] przez
nocytu LDL
tse tranzycja pomocnicza ts4 uszkodzenie Srédbtonka powodowane
endoteling-1
tar adhezja monocytu tss stymulowanie chemokin przez biatko che-
motaktyczne 1 monocytéw
t3s transformacja do makrofaga ts6 tranzycja pomocnicza dla innych zahamo-
wanych czasteczek
t39 wychwyt oxLDL przez makrofagi 1774 wzrost powinowactwa eNOS do L-
argininy
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Tranzycja Biologiczne znaczenie Tranzycja Biologiczne znaczenie
tao sekrecja cytokin i czynnika wzrostu przez | tgs zahamowanie kofaktora BH,
makrofagi
ta1 tranzycja pomocnicza dla nieaktywnego | tgg tranzycja pomocnicza dla kofaktora BH,
monocytu
tao rozpad komérek piankowatych too spadek NO powodowany mata iloscia
BH,
t43 tworzenie si¢ blaszki miazdzycowej to1 uszkodzenie Srédbtonka powodowane wy-
sokim ci$nieniem krwi
tyq peknigcie blaszki miazdzycowej too uszkodzenie Srédblonka powodowane tok-
synami
tys aktywacja ptytek krwi to3 uszkodzenie §rédblonka powodowane in-
nymi czynnikami
tys zablokowanie wieiicowych naczyn krwio- | tgq indukowanie chemokin przez policyklicz-
nosnych ne weglowodory aromatyczne
ta7 tranzycja pomocnicza

4. Analiza

4.1. Zbiory MCT

Zaproponowany model uszkodzen Srédbtonka sklada si¢ z 63 miejsc 1 94 tranzy-
cji, 8481 t-niezmiennikéw 1 19 zbiorow MCT (tabela 3).

Tabela 3

Lista nietrywialnych zbioréw MCT

Zawarte tranzycje

Biologiczne znaczenie

t12, t13, t14, t21, tog

Synteza tlenku azotu

t39, ta2, t43, t50, t51

Niepozadane dzialanie makrofagéw: wychwyt duzej
ilodci utlenionych LDL w efekcie rozpad komérek i
tworzenie si¢ blaszki miazdzycowe;j.

ts7, te7, tes, 70, toa

Wydzielanie z dymu papierosowego substancji takich
jak kadm, wolne rodniki, aldehydy oraz policykliczne
weglowodory aromatyczne. Kadm indukuje ekspresje
czasteczek adhezyjnych, aldehydy zwigkszaja liczbe
reaktywnych form tlenu co ma swoje nastgpstwa w
wybuchu tlenowym, z kolei metale stymuluja oksy-
dacje, a weglowodory uwalnianie chemokin. Zatem
dym papierosowy ma bardzo duzy udziat w utlenia-
niu LDL i rozwoju mikrosrodowiska zapalnego.

t4a, tas, tae, tar

Proces miazdzycowy: tworzenie si¢ blaszki miazdzy-
cowej, aktywacja plytek krwi - co wplywa na zweze-
nie wieficowych naczyn krwiono$nych,

trg, ts1, tg2, ts4

Dym papierosowy ma wplyw na wzrost iloSci marke-
réw stresu oksydacyjnego, leukocytéw, namnazania
VSMC, enodoteliny-1, co z kolei stymuluje tworze-
nie blaszki miazdzycowej i uszkodzenie §rédbtonka

t15, t16, too

Substraty NADPH i Oy oraz produkt NADP za-
angazowane w proces syntezy tlenku azotu i wybuch
tlenowy.

tas, tas, tse

Hamowanie wielu szkodliwych proceséw w sytuacji,
gdy Srédbtonek jest zdrowy i dochodzi do syntezy
wystarczajacej ilosci NO.
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Zbiory Zawarte tranzycje Biologiczne znaczenie
MCT
ms ts0, t31, t32 Hamowanie oksydacji LDL w wyniku redukcji anion-

rodnika ponadtlenowego i NO do nadteloazotynu.
Taka redukcja zmniejsza ilo$¢ anionorodnika wyma-
ganego do ultenienia LDL.

mg ty, to1 Uszkodzenie $rédbtonka spowodowane wysokim ci-
$nieniem krwi.

mig ts, too Uszkodzenie $§rédbtonka spowodowane toksynami.

mi1 te, tos Uszkodzenia Srédbtonka spowodowane innymi czyn-

nikami - (zaznaczenie, ze istnieja inne czynniki, ale
nie zostaly one doktadnie ujete w tym modelu).

mig ti0, t11 Hamowanie syntazy tlenku azotu e NOS przez inhi-
bitor ADM A co wplywa na ograniczenie produko-
wanej ilosci NO.

mis t18, t19 Wptyw L-argininy na syntezg¢ N O oraz zahamowanie
L-argininy przez inhibitor L — NM M A

miq tog, tog Regulacja cis$nienia krwi w sytuacji, gdy srodbtonek
nie jest uszkodzony i produkowana ilo§¢ N O jest wy-
starczajaca.

mis ta7, t3s Adhezja monocytu do biatka VECAM — 1, stymu-

luje utworzenie kompleksu, ktéry moze przejs¢ trans-
formacjg¢ do makrofaga.

mie te3, t71 Utlenione LDL (oxLDL) maja wplyw na ekspresje
biatek I[CAM — 1, ktére stymuluja proliferacje ko-
morek migsni gtadkich V.SMC'

miy trs, trg Wazrost ilosci LDL i tréjglicerydéw powodowany mo-
dyfikacja profilu lipidowego
mig t77, too Spadek stgzenia BH, (powodowany modyfikacja

profilu lipidowego) wptywa na ilo§¢ produkowane-
go NO ze wzgledu na to, ze jest kofaktorem syntazy
tlenku azotu e NOS.

mMig t7g, tso Stymulowanie makrofagéw przez rozwdj mikrosro-
dowiska zapalnego bedacego wynikiem palenia pa-
pierosow.

4.2. Analiza klastrow

Obecnie stosowana analiza klastréw t-niezmiennikoéw, umozliwia okreSlenie
sensu biologicznego dla zamodelowanego procesu. Podprocesy zgromadzone w jed-
nym klastrze prawdopodobnie sa od siebie zalezne. Natomiast docelowa liczba grup
t-niezmiennikéw zalezy od natury analizowanego systemu, dlatego wazne jest zde-
terminowanie liczby klastrow. W tabeli 4 przedstawiono analize¢ dla 20 klastrow t-
niezmiennikéw. Klastry te uzyskano stosujac algorytm klastrowania oparty na metodzie
Sredniego wiazania (ang. average linkage), przy czym zastosowano miar¢ dystansu Pe-
arsona. Uzyskane wyniki potwierdzaja, ze stres oksydacyjny 1 proces zapalny stanowia
kluczowe zjawiska lezace u podtoza uszkodzenia (dysfunkcji) Srédbtonka. Oba te pro-
cesy prowadza do nadmiernego wydzielania si¢ reaktywnych form tlenu, co powoduje
zwigkszenie w organizmie iloSci utlenionych lipoprotein o matej gestosci, a w konse-
kwencji uruchomienie niekorzystnego dziatania tlenku azotu zwiazanego ze zmniejsze-
niem jego biodostgpnosci, w efekcie promujac miazdzyce. Analiza klastrow uwidoczni-
ta jak szeroka i zawita jest sie¢ wptywoéw, zardwno stresu oksydacyjnego, jak i procesOw
zapalnych — sa one zaangazowane w niemal wszystkie procesy opisane w tabeli 4. Wy-
niki tej analizy potwierdzity, ze wspomniane procesy sa kluczowe dla zamodelowanego
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systemu, co znajduje takze odzwierciedlenie w literaturze [4, 15].

Lista 20 t-klastrow

Tabela 4

t- Biologiczna interpretacja t- Biologiczna interpretacja

klastry klastry

c1 OdpowiedZ uszkodzonego S$rédbtonka - | ci13 Palenie powoduje wzrost ilosci wielu szko-
chemokiny indukuja monocyty, ktére w dliwych czynnikéw wywotujacych odpo-
nastepstwie przejda transformacje do ma- wiedZ zapalna uszkodzonego Srédbtonka
krofaga. oraz dodatkowo stymulujacych zapalenie

przez indukowanie makrofagéw i prolife-
racji, a w konsekwencji wptywajac na roz-
woj miazdzycy.

C Bezposrednie uszkodzenie srodbtonka po- | cio Uszkodzenia $rédblonka powodowane pa-
wodowane przez dysplazje wldknisto- leniem oraz innymi czynnikami, stymu-
mig$niowa (FMD), co prowadzi do remo- lujace wszystkie opisane w modelu me-
delowania tkanki. chanizmy. Bez uwzgle¢dnienia szkodliwego

dziatania makrofagéw stymulujacego roz-
woj miazdzycy i kilku mechanizméw ha-
mowania w przypadku wystarczajacej ilo-
sci NO.

cs3 Spadek kofaktora BH,4 (spowodowany dy- | c13 Uszkodzenia §rédblonka powodowane pa-
mem papierosowym) hamuje syntezg NO. leniem oraz innymi czynnikami, stymuluja
W efekcie jest mniejsza ilo§¢ NO i wyz- wszystkie opisane w modelu mechanizmy.
sza ilo§¢ anionrodnika ponadtlenkowego
co wplywa na ograniczenie hamowania
oksydacji LDL.

C4 Uszkodzenie S$rédbtonka powodowane | cy4 Uszkodzenia $rédbtonka oraz inne czyn-
zwigkszeniem ilosci LDL oraz modyfiko- niki (ADMA, L-NMMA) wplywajace na
wanie profilu lipidowego ma wptyw na zahamowanie syntezy NO. W klastrze
proces tworzenia si¢ blaszki miazdzyco- umieszczone sa dwa przeciwstawne proce-
wej 1 w nastgpstwie prowadzi do rozwoju sy: pierwszy prowadzacy do zmniejszenia
miazdzycy. iloéci NO, a drugi do zahamowania wielu

szkodliwych mechanizméw. Mozna zatem
powiedzie¢, ze niezaleznie od pojawienia
si¢ inhibitoréw, funkcje NO zostaja zacho-
wane jednak moga mie¢ znacznie mniejszy
efekt.

Ccs Uszkodzenie §rédblonka powodowane wy- | c15 Uszkodzenia §rédblonka powodowane pa-
sokim ci$nieniem tetniczym krwi stymulu- leniem oraz innymi czynnikami, stymuluja
je odpowiedzZ uszkodzonego Srédblonka. wszystkie opisane w modelu mechanizmy.

Cce Uszkodzenie §rédblonka powodowane tok- | c16 OdpowiedZ zapalna §rédbtonka powodo-
synami stymuluje odpowiedZ uszkodzone- wana uszkodzeniem przez wysoki poziom
go Srédbtonka. LDL oraz oksydacja LDL stymulujaca

biatko chemotaktyczne 1 monocytéw i
czynnik stymulujacy kolonie makrofagéw
(stymulowanie zapalenia).

c7 Uszkodzenie §rédbtonka powodowane in- | ci7 Uszkodzenia §rédbtonka oraz rozwdj zapa-
nymi czynnikami stymuluje odpowiedz lenia powodowany paleniem stymulujq od-
uszkodzonego $rédbtonka. powiedZ zapalna uszkodzonego Srédbton-

ka i wptywaja na znaczny rozwdj miaz-
dzycy z uwzglednieniem procesu utlenie-
nia LDL.

cs Bezposrednie uszkodzenie Srédbtonka po- | cig Rozwdj miazdzycy stymulowany uszko-
wodowane przez dysplazje widknisto- dzeniami Srédbtonka, ale przede wszyst-
mig$niowa (FMD), co prowadzi do remo- kim rozwojem zapalenia na skutek palenia.
delowania tkanki i odpowiedzi zapalnej W duzej mierze zaangazowane jest utlenia-
uszkodzonego Srédbtonka. nie LDL oraz stres oksydacyjny.




52

K. Chmielewska, D. Formanowicz, P. Formanowicz

t- Biologiczna interpretacja t- Biologiczna interpretacja

klastry klastry

Cy Wzrost ilosci LDL i triglicerydéw powo- | cig Oksydacja LDL, wptywa na ekspresj¢ mo-
dowany modyfikacja profilu lipidowego, lekut adhezyjnych oraz bialek ICAM-1 i
prowadzi do uszkodzenia sr6dbtonka i wy- VECAM, ktére stymuluja proliferacje ko-
wolania odpowiedzi zapalnej uszkodzone- moérek migsni gtadkich.
go Srédblonka.

10 Stymulowanie proliferacji komdrek mig- | cop Rozwdj miazdzycy stymulowany uszko-
$ni gtadkich naczynia, przez tworzenie si¢ dzeniami $rédbtonka, ale przede wszyst-
kompleks VECAM-1 i aktywnego mono- kim rozwojem zapalenia na skutek palenia.
cytu, ktéry ulega transformacji do makro- W duzej mierze zaangazowane jest utlenia-
faga i wydziela cytokiny oraz czynniki nie LDL oraz stres oksydacyjny.
wzrostu. Dodatkowo uwzglednione zostato
hamowanie tego mechanizmu w sytuacji,
gdy Srédbtonek jest zdrowy, a ilo$¢ synte-
zowanego NO jest prawidtowa.

5. Podsumowanie

Analizowanie uktadéw biologicznych jako ztozonych systeméw powiazanych ze

soba skomplikowana siecig oddzialywan stato si¢ mozliwe dzigki zastosowaniu podej-
Scia systemowego. Takie podejScie narzuca konieczno$¢ wnikliwego poznania prezento-
wanego procesu, co bywa bardzo trudne ze wzgledu na braki danych, albo wykluczajace
si¢ wzajemnie informacje. Z drugiej strony nalezy pamigtaé, ze tylko w ten sposéb je-
steSmy w stanie pozna¢ naturg tych proceséw i uporzadkowaé wiedzg na ich temat.
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Rys. 1. Model podzielony na dwie sktadowe. CzgS¢ modelu znajdujaca si¢ w gornej
ramce, przedstawia mechanizmy zwigzane z uszkodzeniem Srédblonka, funk-
cjonujace w organizmie oraz inne mechanizmy zaangazowane w odpowiedz za-
palna. Druga czg$¢ modelu, znajdujaca si¢ w dolnej ramce przedstawia substan-
cje zwiazane z paleniem papierosOw oraz ich wpltyw (wzrost, spadek) na inne
elementy modelu.
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Rys. 2. a) kofaktor BH, umozliwia zajScie syntezy tlenku azotu i otrzymanie wystar-
czajacej ilosci NO do poprawnego dziatania, b) zahamowanie kofaktora BH,
ograniczy ilo§¢ produkowanego NO.
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Rys. 3. a) L-arginina jest waznym elementem syntezy /N O, jej obecno$¢ jest niezbgd-
na do prawidtowej syntezy NO, b) pojawienie si¢ inhibitora L — NM M A, co
spowoduje zahamowanie L-argininy i efekcie syntezy NO.
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Rys. 4.a) eNOS jest waznym enzymem w syntezie NO, b) pojawienie si¢ inhibitora
ADM A wywota zahamowanie syntezy, czyli zmniejszona produkcje NO.



