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ANALIZA WRAZLIWOSCI MODELU c¢GAS-STING Z UWZGLEDNIENIEM
STOCHASTYCZNYCH PRZELACZEN GENOW

Streszczenie. W pracy przeprowadzono globalng analize wrazliwosci modelu
szlaku cGAS-STING z wykorzystaniem indekséw Sobola oraz metody OAT,
obejmujaca szeroki zakres zmian parametréw. Porownano wyniki dla wariantu
deterministycznego 1 modelu ze stochastycznymi przetaczeniami genéw. Dodat-
kowo wykonano analiz¢ ukierunkowana na identyfikacj¢ potencjalnych celéw
molekularnych z wykorzystaniem losowego prébkowania parametrow symulu-
jacego dziatanie leku. Zidentyfikowane cele potwierdzaja wyniki dostgpne w li-
teraturze.

SENSITIVITY ANALYSIS OF THE ¢GAS-STING MODEL WITH STOCHA-
STIC GENE SWITCHING

Summary. In this study, a global sensitivity analysis of the cGAS—STING si-
gnaling pathway model was performed using Sobol indices and OAT analysis
over a wide range of parameter variations. The results were compared for the
deterministic model and the model with stochastic gene switching. Additionally,
a drug-target—oriented sensitivity analysis was conducted using random parame-
ter sampling to mimic the effect of pharmacological intervention on the signaling
pathway. The identified targets are consistent with those reported in the literature.

1. Wprowadzenie

Kluczowa role w ludzkiej odpornosci wrodzonej odgrywaja receptory rozpozna-
jace wzorce (PRR). Jednym z silnych aktywatoréw wrodzonego uktadu odpornoSciowe-
go jest cytoplazmatyczne DNA. W komorkach niedzielacych si¢ DNA zlokalizowane
jest w mitochondriach oraz w jadrze komoérkowym. Nagromadzenie DNA w cytopla-
zmie moze wynikac¢ z obecnoSci patogenu (DNA wirusowego lub bakteryjnego) lub z za-
burzen stabilnos$ci organelli. Kluczowym sensorem cytoplazmatycznego DNA jest bial-
ko cGAS (syntaza cyklicznego GMP-AMP) [1].

Aktywacja cGAS przez dwuniciowe DNA (dsDNA) wuruchamia szlak
cGAS-STING i prowadzi do produkcji IFN-3. Interferon ten aktywuje szlak
JAK-STAT, kt6ry indukuje ekspresje genéw stymulowanych interferonem (ISG), w tym
TREX1 kodujacego egzonukleaz¢ degradujaca cytoplazmatyczne DNA. TREX1 petni
funkcje negatywnego regulatora szlaku cGAS—-STING poprzez ograniczanie dalszej
aktywacji cGAS [1].

Szlak cGAS-STING jest kluczowym elementem odporno$ci wrodzonej, a je-
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go zaburzenia regulacji prowadza do nieprawidlowej odpowiedzi immunologicznej
oraz przewleklego stanu zapalnego. Przyktadem takiej patologii jest zesp6t Aicardie-
go—Goutieresa (AGS) [2], w ktorym dysfunkcja TREX1 skutkuje podwyzszong produk-
cja interferondw 1 utrzymujaca si¢ odpowiedzia zapalna.

Biorac pod uwagg istotng role szlaku cGAS—-STING w regulacji odpowiedzi im-
munologicznej, w pracy przeprowadzono analiz¢ wrazliwosci jego modelu z wykorzy-
staniem metody Sobola oraz analizy OAT (ang. one-at-a-time). W celu identyfikacji
kluczowych komponentéw szlaku badaniu poddano zaré6wno model deterministyczny,
jak 1 model z losowymi przelaczeniami genéw. Dodatkowo wykonano analizg wrazli-
wosci ukierunkowana na poszukiwanie potencjalnych celéw molekularnych dla lekéw
w zmodyfikowanym modelu cGAS-STING z wylaczona pe¢tla TREX1, co pozwolito
na odwzorowanie warunkow charakterystycznych dla choroby Aicardiego—Goutieresa
(AGS).

2. Metody

2.1. Model szlaku sygnalowego cGAS-STING

W pracy wykorzystano opublikowany w literaturze model szlaku sygnalowego
cGAS-STING [3], opisujacy uproszczony mechanizm wykrywania cytoplazmatyczne-
go DNA 1 inicjacji odpowiedzi interferonowej. Oryginalny model obejmuje 13 réwnan
rézniczkowych zwyczajnych i 33 parametry, ktérych strukture oraz wartosci przyjeto
bez zmian na podstawie pracy Zrodtowej [3]. Zmienne modelu reprezentuja stgzenia
biatek i transkryptow wyrazone w jednostkach arbitralnych.

Nast¢pnie model zmodyfikowano, wprowadzajac stochastyczne przetaczanie sta-
now gendw w sposOb dyskretny w czasie, jako aproksymacj¢ procesu Markowa. W tym
celu stworzono model hybrydowy, w ktérym dynamike transkrypcji czterech genow
(IFN-(y,, SOCS,y,, IRF7,, oraz TREX1,,) uzalezniono od dyskretnych stanéw ich pro-
motoréw. Cztony odpowiedzialne za syntez¢ mRNA w odpowiednich réwnaniach réz-
niczkowych zostaty pomnozone przez zmienne binarne (0 lub 1): odpowiednio Gigy;,
Gsocs, Girpy oraz Grrex (reprezentujace stan aktywnosci danego genu).

Wartosci tych zmiennych sa aktualizowane w dyskretnych krokach czasu At.
W kazdym kroku prawdopodobienistwo zmiany stanu genu wyznaczane jest analitycz-
nie: dla genu wytaczonego (G; = 0) prawdopodobieristwo jego aktywacji wynosi
1 — e Foni'At patomiast dla genu wlaczonego (G; = 1) prawdopodobieristwo inakty-
wacji wynosi 1 — e~ Kot AL Parametry kon; oraz kog,; dla ¢-tego genu dobrano w taki
sposdb, aby Srednia odpowiedZ IFN-( z 1000 symulacji stochastycznych odpowiadata
trajektorii uzyskanej w symulacji deterministyczne;j.

W badanym modelu wejSciem jest stezenie DNA w cytoplazmie, natomiast jako
wyjScie przyjmujemy odpowiedz IFN-(. Przyktadowe przebiegi dla modelu determini-
stycznego i stochastycznego przedstawiono na rysunku 1.

Dodatkowo w czgsci badan wykorzystano model z wylaczong petla ujemnego
sprze¢zenia zwrotnego zalezng od TREXI1, co zrealizowano poprzez ustawienie para-
metru k.o = 0. OdpowiedZ zmodyfikowanego modelu przedstawiono na rysunku 2.
W odréznieniu od modelu referencyjnego, po poczatkowym wzroscie stgzenie IFN-/3
utrzymuje si¢ na wysokim, stalym poziomie, co odpowiada przewlektemu stanowi za-
palnemu.
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Rys. 1. Poréwnanie odpowiedzi modelu (a) deterministycznego i (b) stochastycznego
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Rys. 2. OdpowiedZ modelu deterministycznego z wytaczona petla TREX1.

2.2. Analiza wrazliwoSci

Modele opisane w poprzednim podrozdziale poddano analizie wrazliwosci
na zmiany parametréw. Wykorzystano dwa podejscia: lokalng analize¢ OAT, polegaja-
ca na perturbacji pojedynczych parametrow w szerokim zakresie ich zmiennoSci [4],
oraz globalng analiz¢ wrazliwo$ci oparta na indeksach Sobola (pierwszego rzg¢du i cal-
kowitych), wyznaczonych z wykorzystaniem algorytmu prébkowania Saltellego [6, 5].
W obu podejsciach wartosci parametréw losowano z rozktadu jednostajnego w zakresie
+50% warto$ci nominalnych, natomiast zmiany IFN-/3 oceniano za pomoca wskaznika
odchylenia trajektorii zdefiniowanego jako norma Ly réznicy sygnatow:

5= [ 00~ erte) i

gdzie y(t) oznacza przebieg IFN-( dla zmienionego zestawu parametrow, a y.r(t)
stanowi przebieg referencyjny. W przypadku modelu deterministycznego jako yy.r(t)
przyjmuje si¢ przebieg IFN-( uzyskany dla nominalnego zestawu parametréw. W wa-
riancie ze stochastycznymi przetaczeniami genéw funkcj¢ przebiegu referencyjnego pet-
ni Srednia z 1000 symulacji stochastycznych, w ktorych losowoS¢ wynika wylacznie
z procesOw przelaczen gendw.

W przypadku modelu stochastycznego losowos¢ odpowiedzi wynika zaréwno
z probkowania parametrow, jak 1 ze stochastycznych przetaczen stanéw gendéw. Gtow-
nym celem analizy jest ocena wptywu niepewnosci parametrow, natomiast losowos¢
przetaczen traktowana jest jako szum wewnetrzny. W analizie modeli stochastycznych
istotne jest rozréznienie tych dwdéch Zrédet zmiennoSci, poniewaz moga one zaburzac
wyznaczane miary wrazliwosci [6, 5]. W celu ograniczenia wptywu szumu dla kazdego
zestawu parametrOw wykonywano usrednianie wynikéw z 20 niezaleznych symulacji,
co pozwala na minimalizacj¢ jego wplywu na wyznaczane rankingi wrazliwosci przy
akceptowalnym koszcie obliczeniowym.

Dla zastosowanych metod przeprowadzono analiz¢ zbieznoSci wskaznikow wraz-
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liwosci w funkcji liczby probek. W przypadku analizy OAT stabilizacja wynikow wy-
stgpowata przy mniej niz 1000 symulacji dla kazdego parametru. W metodzie Sobola
liczno$¢ macierzy probkowania A i B ustalono na poziomie 5000, natomiast catkowita
liczba ewaluacji modelu byta wyzsza ze wzglgdu na koniecznos$¢ generowania dodatko-
wych kombinacji parametréw zgodnie z procedura Saltellego [5].

Ostatnim podejsciem byla metoda ukierunkowana na identyfikacje celéw mo-
lekularnych dla lekéw [4]. Polega ona na redukcji wartosci parametréw kinetycznych
w celu symulacji dziatania inhibitora. Aby uwzgledni¢ zmienno$¢ odpowiedzi komor-
kowych, stopien redukcji losowano z rozktadu log-normalnego. Jako miar¢ wrazliwosci
wykorzystano zmiang¢ pola pod krzywa odpowiedzi modelu wzgledem przebiegu refe-
rencyjnego:

Jut Ayi(t) dt
2° )

fto yTef( ) t

gdzie Ay;(t) = yi(t) — yrer(t) oznacza odchylenie odpowiedzi modelu wywotane zabu-

rzeniem ¢-tego parametru, usrednione po wszystkich symulacjach z zaburzonym ¢-tym
parametrem [4].

A =

3. Wyniki i dyskusja

W sekcji tej zamieszczono wyniki analizy wrazliwosci podstawowego modelu
deterministycznego [3] oraz jego zmodyfikowanej wersji z losowymi przetaczeniami
genow, przeprowadzonej z wykorzystaniem metod OAT oraz Sobola. Dodatkowo wy-
korzystano metod¢ ukierunkowana na poszukiwanie celo6w molekularnych dla lekéw
do modelu cGAS-STING z wytaczong petla TREX1. Wyniki przedstawiono w postaci
rankingéw parametréw. Wyniki przedstawiono w postaci rankingéw parametréw. Dla
zwigkszenia czytelnoSci na osi x zastosowano indeksy zamiast pelnych nazw parame-
trow, ktorych opis umieszczono w tabeli 1.

3.1. Analiza modelu deterministycznego

Na rysunku 3 przedstawiono rankingi parametrow modelu deterministycznego.
Wyniki uzyskane r6znymi metodami réznig si¢, jednak w obu rankingach najwyzsza
istotno$¢ wykazuja parametry zwiazane z czynnikiem transkrypcyjnym IRF7 (degrada-
cja IRF7 i IRF7m oraz synteza IRF7). Wysokie wartoSci wrazliwo$ci uzyskano rowniez
dla parametréw zwiazanych z synteza i degradacja IFN3, ktére bezposrednio determinu-
jajego poziom wyjsciowy. Najnizej w rankingu znajduja si¢ parametry SOCS i TREX1,
co wskazuje na niska wrazliwo$¢ modelu na ich zmiany. Jest to zgodne z wynikami sy-
mulacyjnymi w pracy [3], gdzie zmiany k¢, 2 powodowaty jedynie niewielkie zmiany
odpowiedzi, a jako$ciowo rézny przebieg IFN3 uzyskano dopiero po catkowitym wyta-
czeniu degradacji DNA zaleznej od TREX1 (kcat 2 = 0).

Interesujace sa réznice dotyczace parametrow zwiazanych z wczesna faza od-
powiedzi komérkowej (wykrywaniem dsDNA w cytoplazmie, tworzeniem i rozpadem
kompleksoéw oraz aktywacja czynnikéw transkrypcyjnych), ktére zajmuja relatywnie
wysokie pozycje w rankingu OAT, a niskie w rankingu Sobola. Parametry te wptywa-
ja gtéwnie na przebiegi przejsciowe, przy niewielkim wplywie na stan ustalony. Przy-
kfad odpowiedzi IFN3 dla r6znych wartosci parametru £y przedstawiono na rysunku 4.
Réznice w rankingach moga wynikac z r6znych miar stosowanych w metodach: w OAT
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Tabela 1
Parametry modelu cGAS-STING
Lp. | Sym. | Opis Lp. | Sym. | Opis
1 kiy | asocj. cGAS-DNA 18 | Kigf2 | synt. IRF7m zal. od IRF7
2 k1, | dysocj. cGAS-DNA 19 | K11y | synteza TREX1m
3 k3¢ | asocj. cGAMP-STING 20 | ki2s | synteza IRF7
4 ks, | dysocj. cGAMP-STING 21 | Fki3y | synteza TREXI1
5 kay | synteza cGAMP 22 | key | synteza IFNSm
6 | Kcat5 | aktywacja IRF3 23 | kcat2 | deg. DNA zal. od TREX1
7 | Ky, 5 | stata M-M IRF3 24 | K, | stala M-M DNA
8 ks, | dezaktywacja IRF3 25 74 | degradacja cGAMP
9 | kcat,6 | synteza IFNSm 26 T6 degradacja IFN(m
10 | K, 6 | stata M-M IFNSm 27 | 77 | degradacja IFNS3
11 | Kcat,7 | synteza IFNS 28 1s | degradacja STAT
12 | K, 7 | stata M-M IFNf 29 T9 | degradacja SOCSm
13 | kcat,s | aktywacja STAT 30 | 719 | degradacja IRF7m
14 | K, 5 | stata M-M STAT 31 711 | degradacja TREX1m
15 | kgy | inhibicja SOCS 32 | 712 | degradacja IRF7
16 | ko | synteza SOCSm 33 | 713 | degradacja TREX1
17 | kios1 | synteza IRF7m

NYO X0 04NN DO RPN PR P DD PP
b) | | | | | | | | | | 1 | | | 1 | | | | | | | | | | | | | |

f_g 0.4 - S, ; (catkowity) L
S. (pierwszego rzedu)
1

=0 -—v—v—v—v—v—'!"!"!'—v—!—vj_r_

O~ T T T T T T T T T T T T T T T -

NDO X0 0ADIINTIOTOON RO DD DR P DD N D
Indeks parametru

Rys. 3. Poréwnanie rankingéw parametréw modelu deterministycznego: (a) metoda
OAT, (b) metoda Sobola.

analizowany jest dystans migdzy przebiegiem po perturbacji a referencyjnym, natomiast
w metodzie Sobola wariancja tego dystansu. Dodatkowo w metodzie Sobola uwzgled-
niana jest wariancja calkowita V-, wyznaczana przy jednoczesnej zmianie wszystkich
parametréw, co powoduje dominacj¢ parametrow o najwigkszym wptywie 1 moze margi-
nalizowac wptyw innych parametréw. W konsekwencji indeksy Sobola dla tych parame-
trow pozostaja niewielkie (ale niezerowe), mimo ze ich wptyw jest widoczny lokalnie.
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Rys. 4. Poréwnanie odpowiedzi modelu deterministycznego dla réznych wartoSci para-
metru kyy.

3.2. Wplyw stochastycznych przelaczen genéw na wyniki analizy wrazliwoSci

Kolejnym etapem badan byto sprawdzenie wplywu stochastycznych przetaczen
gendéw na wyniki analizy wrazliwosci (rys. 5). W metodzie Sobola odnotowano zniko-
my wplyw modyfikacji modelu, co dowodzi jej odpornoSci na szum wewnetrzny. Wyni-
ka to z faktu, ze zmiany wywotane losowoscia przetaczen sa niewielkie w poréwnaniu
z wariancja generowang przez jednoczesna perturbacje wszystkich parametrow. W ana-
lizie OAT zaobserwowano odmienng sytuacj¢ — wartosci wskaznikow dla catego zbio-
ru parametréw ulegly r6wnomiernemu podwyzszeniu. Istotne jest jednak to, ze mimo
wzrostu wartosci bezwzglednych, relatywny ranking (kolejnos$¢) parametréw nie ulegt
zmianie. Wyniki z metody OAT sa zatem nadal uzyteczne w kontekscie identyfikacji
parametréw kluczowych, cho¢ nalezy uwzgledniC stale przesunigcie ich wartoSci wy-
wotane wewnetrzng losowoscia modelu.
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Rys. 5. Poréwnanie rankingéw parametréw modelu stochastycznego: (a) metoda OAT,
(b) metoda Sobola.

3.3. Analiza wrazliwosci pod katem poszukiwania celow molekularnych dla lekéw

Ostatnim etapem badan bylo zastosowanie autorskiej metody analizy wrazli-
wosci, zaprojektowanej do badania wptywu potencjalnych terapii farmakologicznych.
W tej czgsci analizy zrezygnowano z wykorzystania metody Sobola gdyz algorytm So-
bola opiera si¢ na symetrycznym probkowaniu przestrzeni wokét punktu nominalnego,
co w kontekScie protokotow terapeutycznych pozbawione jest uzasadnienia. Zapropo-
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nowang metode wykorzystano do analizy modelu z wylaczona petla ujemnego sprze-
zenia zwrotnego zalezng od TREX1, co pozwala na odzwierciedlenie stanu patologicz-
nego w zespole Aicardiego-Goutieresa (AGS). Usunigcie aktywnosci TREX1 prowadzi
do przewlektej stymulacji $ciezki cGAS-STING przez endogenny DNA, co skutkuje
stala, nadmierng produkcjq interferonéw typu I (rys. 2).
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Rys. 6. Rankingi parametrow uzyskane metoda OAT dla modelu z wylaczona petla
TREX: (a) model deterministyczny, (b) model stochastyczny.

Uzyskane wyniki przedstawiono w przesunietej skali logarytmicznej (rys. 6).
Podczas gdy wyttumienie odpowiedzi uktadu jest ograniczone dolng granica fizycz-
na (stgzenia nie moga by¢ ujemne), jej wzmocnienie moze by¢ kilkukrotne. Z punk-
tu widzenia terapii kluczowe bgdzie tlumienie odpowiedzi modelu (stupki czerwone).
W wariancie deterministycznym modelu najistotniejsze parametry zwiazane s3 Z wy-
krywaniem dsDNA w cytoplazmie, tworzeniem komplekséw oraz aktywacja czynnikow
transkrypcyjnych. Wazna okazata si¢ takze synteza IFN( oraz jego transkryptu. Zablo-
kowanie transkrypcji i translacji wymaga zastosowania terapii opartych na wyciszaniu
genOw za pomocg siRNA, natomiast do zablokowania aktywacji szlaku mozna uzy¢ in-
hibitoréw detekcji cytozolowego dsDNA. To drugie podejscie jest juz badane — zwiazki
RU.365 oraz RU.521 [7] potrafiag blokowa¢ domeng katalityczng cGAS, uniemozliwiajac
wiazanie z dsDNA. Ich wysoka skuteczno$¢ eksperymentalna w hamowaniu produkcji
IFN3 potwierdza wyniki analizy wrazliwosci.

Podobnie jak wczesniej, w modelu stochastycznym zaobserwowano przesunigcie
wskaznikow wrazliwosci. Szum wewnetrzny wptynat na wyniki niesymetrycznie — pa-
rametry dodatnie uzyskaty wyzsze wartosci, podczas gdy wptyw parametréw ujemnych
(ttumiacych) ulegl redukcji. Taka deformacja stawia pod znakiem zapytania skutecz-
no$¢ stosowania tej metody w modelach stochastycznych, gdyz obecno$¢ szumu moze
znieksztatcaé oceng rzeczywistej sity dzialania potencjalnych inhibitoréw.

4. Wnioski

Przeprowadzone badania wykazaly, ze metoda Sobola jest bardziej odporna
na wewngtrzng losowo$¢ modelu niz analiza OAT, jednak obie metody pozwalaja
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na identyfikacj¢ parametréw kluczowych dla odpowiedzi uktadu. W modelu determini-
stycznym zaobserwowano, ze czg¢$¢ parametrow wptywajacych na wczesna faz¢ odpo-
wiedzi uzyskata bardzo niskie indeksy Sobola, mimo ich zauwazalnego wptywu na prze-
biegi przejSciowe, co wynika z dominacji wariancji generowanej przez najsilniej oddzia-
tujace parametry i szerokiej skali wartoSci wskaznikow.

Zastosowanie autorskiej metody OAT umozliwilo identyfikacje kluczowych
parametréw w modelu z wytaczong petla TREX1, wskazujac potencjalne cele dla terapii
ukierunkowanych na tlumienie odpowiedzi IFN/. Jednocze$nie wyniki dla wariantu
stochastycznego wskazaty, ze obecnoS¢ szumu moze istotnie zaburza¢ oceng wrazli-
wosci parametréw, co ogranicza mozliwos¢ ich interpretacji i wskazuje na potrzebg
dalszego doskonalenia 1 rozwijania metody.

Praca zostata sfinansowana ze Srodkow statutowych 02/040/BK_26/1080.
W pracy wykorzystano narzedzia oparte na sztucznej inteligencji do edycji tabel i wzo-
row oraz korekty jezykowej i gramatycznej tekstu.
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