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SIECI PETRIEGO A METODY ZNAJDOWANIA MINIMALNYCH ZBIOROW
PREKURSOROW W PROJEKTOWANIU DOMEN SYGNALOWYCH RECEP-
TOROW CAR-T*

Streszczenie. Terapie oparte na receptorach chimerycznych (CAR-T) stano-
wig jeden z najbardziej obiecujacych kierunkéw immunoterapii nowotworowej,
a skutecznos$¢ 1 bezpieczenstwo konstruktu w decydujacym stopniu zaleza od do-
boru domen sygnatowych. W pracy przedstawiono sie¢ Petriego modelujaca pro-
ces aktywacji limfocytu T oraz dwa niezalezne podejScia do wsparcia projekto-
wania domen CAR-T na jej podstawie. Pierwsze podejScie oparte jest na symula-
cjach wyltaczenia czterech receptoréw kostymulujacych, natomiast drugie polega
na znajdowaniu minimalnych zbioréw prekursorow aktywacji. Zestawienie wy-
nikow obu metod pokazuje, ze nie stanowig one podejS¢ konkurencyjnych, lecz
komplementarne narzgdzia analizy tej samej sieci, co wskazuje na konkretne kie-
runki integracji obu podejS¢ w dalszych pracach i moze zaowocowac narzedziem
wspierajacym projektowanie eksperymentalnych receptorow CAR-T.

PETRI NETS AND METHODS FOR FINDING MINIMAL PRECURSOR SETS
IN CAR-T RECEPTOR SIGNAL DOMAIN DESING

Summary. Chimeric antigen receptor (CAR-T) therapies represent one of the
most promising directions in cancer immunotherapy, with the efficacy and sa-
fety of the construct depending decisively on the selection of signaling doma-
ins. This work presents a Petri net modeling the process of T-cell activation, to-
gether with two independent approaches to supporting CAR-T domain design
based on it. The first approach relies on knockout simulations of four costimu-
latory receptors, while the second is based on finding minimal precursor sets.
A comparison of the results from both methods shows that they are not compe-
ting approaches but complementary tools for analyzing the same network, poin-
ting to concrete directions for integrating both approaches in future work, which
could eventually result in a tool supporting the design of experimental CAR-T
receptors.

*Praca byla czeSciowo sfinansowana ze $rodkéw statutowych Politechniki Poznanskiej. Praca byla
czedciowo sfinansowana przez Ministerstwo Nauki i Szkolnictwa Wyzszego oraz jest wynikiem wspdlpracy
w ramach Klastra Doskonalosci Zréwnowazonej Biotechnologii Politechniki Poznanskiej.
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1. Wprowadzenie

Receptory chimeryczne (ang. chimeric antigen receptors, CAR) stanowia jed-
no z najwazniejszych osiagnig¢ immunoterapii nowotworowej ostatnich dekad [41].
Ich konstrukcja opiera si¢ na potaczeniu w jednym biatku domeny zewnatrzkomorkowe;,
odpowiedzialnej za rozpoznanie antygenu docelowego (najczgsciej w postaci fragmentu
przeciwciata scFv), z domenami wewnatrzkomérkowymi, ktérych zadaniem jest prze-
kazanie sygnatu aktywujacego do wnetrza limfocytu T, co zostato schematycznie zapre-
zentowane na rysunku 1. Dzigki takiej architekturze mozliwe jest przeprogramowanie
wyizolowanych komoérek odpornoSciowych pacjenta tak, aby po powrocie do organi-
zmu rozpoznawaly i eliminowaty komdrki nowotworowe w sposéb niezalezny od pre-
zentacji antygenu przez gtéwny uktad zgodnosci tkankowej (ang. major histocompatibi-
lity complex, MHC), co znaczaco poszerza spektrum zastosowan terapii komérkowych
w poréwnaniu z klasycznym rozpoznaniem antygenowym przez receptor TCR [6, 41].
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Rys. 1. Uproszczony schemat przedstawiajacy budowe i ideg¢ dziatania receptora CAR-
T. Receptor sktada si¢ z trzech cze$ci: domeny zewnatrzkomérkowej (scFv), kt6-
ra wigze wybrany antygen; domeny transblonowej, ktéra przekazuje sygnat oraz
modulowej domeny wewnatrzkomoérkowej, ktora aktywuje kilka r6znych szla-
kéw sygnalizacyjnych. Efektem aktywacji receptora jest zmiana profilu ekspresji
gendw, wynikajaca z modulacji aktywnos$ci wybranych czynnikéw transkrypcyj-
nych.

Rozwdj terapii opartych na receptorach chimerycznych przebiegat etapami, ktére
przyjeto si¢ okreslac¢ kolejnymi generacjami CAR [29]. Konstrukty pierwszej generacji
zawieraly wylacznie pojedyncza domeng sygnatowa CD3(, odpowiedzialng za podsta-
wowa aktywacje limfocytu, jednak ich skutecznos¢ kliniczna byta ograniczona ze wzgle-
du na staba proliferacje 1 kréotka trwaloS¢ odpowiedzi komérek efektorowych [16].
Wprowadzenie drugiej generacji, w ktérej domeng CD3( uzupetniono o jedna domeng
kostymulujaca (najczesciej CD28 lub 4-1BB), istotnie poprawilo przezywalnos¢ i trwa-
tos¢ aktywacji limfocytow, co przetozyto si¢ na kliniczny sukces pierwszych zarejestro-
wanych terapii CAR-T [5, 29]. Trzecia generacja rozszerza ten schemat o dwie domeny
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kostymulujace jednoczesnie, natomiast czwarta generacja (okreSlana tez jako TRUCK
lub armored CAR) wprowadza dodatkowe elementy funkcjonalne, takie jak indukowal-
ne wydzielanie cytokin, majace na celu modulacj¢ mikro§rodowiska guza [37, 41].

Potencjat terapeutyczny receptoréw chimerycznych potwierdzity wyniki badan
klinicznych oraz rejestracja kilku terapii CAR-T w leczeniu nowotworéw hematologicz-
nych, w tym ostrej biataczki limfoblastycznej oraz chtoniakéw nieziarniczych, u pacjen-
tow opornych na standardowe leczenie [6]. Uzyskiwane odsetki remisji, niemozliwe
do osiagnigcia dotychczasowymi metodami, uczynity z tego podejscia jeden z najbar-
dziej obiecujacych kierunkéw onkologii precyzyjnej [29]. Réwnolegle trwaja intensyw-
ne prace nad rozszerzeniem zastosowan terapii opartych na receptorach chimerycznych
poza nowotwory hematologiczne, w tym na guzy lite, choroby autoimmunologiczne
oraz wirusowe, a takze nad ograniczeniem dziatan niepozadanych, takich jak zesp6t
uwalniania cytokin czy neurotoksycznos¢ [12, 38, 41].

Kluczowym elementem determinujacym skutecznos¢ i bezpieczenstwo konstruk-
tu CAR pozostaje dobér kombinacji domen wewnatrzkomérkowych [7, 10]. Wybér, licz-
ba i wzajemne utozenie domen sygnalowych oraz kostymulujacych wptywaja nie tylko
na sil¢ 1 trwatos¢ aktywacji limfocytu, lecz réwniez na jego podatno$¢ na wyczerpa-
nie funkcjonalne (ang. exhaustion), profil wydzielanych cytokin oraz ryzyko toksycz-
noSci ogélnoustrojowej [7, 10]. Dotychczasowe podejscia do projektowania tych domen
maja w duzej mierze charakter empiryczny i kombinatoryczny. W ramach projektowa-
nia nalezy wybra¢ kilka domen sposrdd zbioru domen znanych z aktywacji fizjologicz-
nej limfocytu T (lub jej SciSle okreslonych kombinacji). W praktyce poszukuje si¢ ta-
kiego podzbioru, ktéry zapewni skuteczng aktywacje komorki, przy czym nie zaktada
si¢ konieczno$ci wykorzystania wszystkich dostgpnych elementéw, dopuszczajac jed-
noczes$nie mozliwo$¢ naturalnej kostymulacji pochodzacej spoza analizowanego zbioru
[7, 10].

Tak sformutowany problem wykazuje istotne podobienistwo strukturalne do za-
gadnienia znajdywania minimalnych zbioréw prekursoréw (ang. minimal precursor sets,
MPS) w sieciach metabolicznych i sygnatowych, gdzie celem jest identyfikacja naj-
mniejszego podzbioru elementéw wejsciowych wystarczajacego do wywotania okreslo-
nego efektu w sieci [2]. Istniejace propozycje algorytmow znajdowania MPS i ich imple-
mentacje, choC sa skuteczne w analizie sieci metabolicznych, napotykaja istotne ograni-
czenia przy probie zastosowania ich do sieci sygnatowych o charakterze regulacyjnym
(2, 3,8, 15, 24, 31, 1]. Wynika to przede wszystkim z przyjmowanych w tych metodach
zatozen upraszczajacych strukture cykli w grafie, polegajacych najczesciej na usuwa-
niu wybranych krawedzi cyklicznych, co obniza wiarygodnos¢ biologiczng uzyskanych
wynikow, a takze z niedostatecznego rozrdznienia relacji aktywujacych 1 hamujacych,
kluczowego dla poprawnej interpretacji sieci sygnatowych.

W niniejszej pracy prezentujemy sie¢ Petriego modelujaca proces aktywacji lim-
focytu T, dla ktérej przeprowadzono analizy oraz symulacje wskazujace potencjalnych
kandydatéw na domeny wewnatrzkomoérkowe receptora CAR-T, co wykonano za pomo-
ca narzedzia Holmes [30]. Niezaleznie zastosowano istniejace narzedzie precursor [1]
oparte na gringo i bioasp [19, 20] do wyznaczania zbioréw MPS w oparciu o markery
aktywacji limfocytu zdefiniowane w tej samej sieci. Konfrontacja obu podej$¢ pozwa-
la na zaproponowanie konkretnych kandydatéw na domeny sygnatowe, jednocze$nie
umozliwiajac krytyczna ocen¢ ograniczen metod znajdowania MPS.
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2. Definicja problemu

2.1. Sformulowanie sieci Petriego

Rozwazang sie¢ modelujaca proces aktywacji limfocytu T reprezentujemy jako
sie¢ Petriego
N = (P, T, F,W, M), (1)

gdzie P oznacza zbior miejsc (odpowiadajacych czasteczkom sygnalowym, bial-
kom adaptorowym oraz czynnikom transkrypcyjnym), 7' zbidr tranzycji (reprezentuja-
cych reakcje i kroki przekazywania sygnatu), F' C (P x T') U (T x P) jest zbiorem
tukow, W jest funkcje wagowa tukoéw, a My oznacza oznakowanie poczatkowe odpo-
wiadajace spoczynkowemu (nieaktywowanemu) stanowi komorki [27]. Dopuszczalne
jest, aby sie¢ Petriego posiadata cykle, wagi lub tuki hamujace, dzigki czemu sieci Pe-
triego sa w stanie rzetelnie uchwycié¢ dynamike proceséw biologicznych.

W obrgbie P wyrézniamy dwa istotne dla naszego problemu podzbiory:

e D C P —zbiér kandydatow na domeny wewnatrzkomoérkowe receptora CAR-T, tj. ele-
mentéw sieci, o ktérych wiadomo na podstawie warunkéw fizjologicznych, ze (poje-
dynczo lub w okreslonych kombinacjach) ulegaja aktywacji w naturalnym procesie sy-
gnalizacji TCR/kostymulacji;

e / C P — zbior markeréw aktywacji limfocytu, rozumianych na przyktad jako docelo-
we czynniki transkrypcyjne (np. NFAT, NF-xB, AP-1), ktérych jednoczesna aktywacja
Swiadczy o skutecznym uruchomieniu programu efektorowego komorki.

2.2. Problem wyboru domen wewnatrzkomérkowych

Poszukujemy takiego podzbioru domen z D, ktéry umieszczony w konstrukcie
receptora chimerycznego, doprowadzi sie¢ do stanu, w ktérym wszystkie (lub biolo-
gicznie wystarczajace) elementy Z zostaja aktywowane, przy zachowaniu realistycznej
dynamiki sieci (a wigc z uwzglednieniem hamowania, wag 1 cykli).

Definicja 1 (Wybor domen wewnatrzkomérkowych). Niech N = (P, T, F, W, My) be-
dzie siecig Petriego, D C P zbiorem proponowanych do analizy domen, a Z C P
zbiorem docelowych markeréw aktywacji. Dla podzbioru S C D niech My ozna-
cza znakowanie poczatkowe M rozszerzone o aktywacje (umieszczenie tokenéw w)
miejsc nalezacych do S. Méwimy, ze S jest zbiorem satysfakcjonujacym, jesli istnieje
sekwencja odpalania tranzycji prowadzaca od M@q do oznakowania M’, w ktérym
wszystkie miejsca nalezace do Z sa aktywne, tj.

M'(z) >0 dla kazdego 2z € Z.

Celem jest znalezienie zbiorow satysfakcjonujacych S C D, przy czym zgod-
nie z biologicznym charakterem problemu dopuszczamy, ze |S| < |D| (np. 3 z 6 do-
stepnych domen), a pozostate elementy sieci spoza D pozostaja w swoim naturalnym,
niezaleznym rezimie aktywnosci okreSlonym przez M, odpowiadajac mozliwej kosty-
mulacji pochodzacej spoza analizowanego zbioru domen. Innymi stowy, nie zaktada-
my, ze S musi samodzielnie i wytacznie ,,wyprodukowaé” aktywacje Z w oderwaniu
od reszty sieci — wystarczy, ze w kontekscie calej sieci prowadzi do niej w sposéb od-
twarzalny.
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2.3. Definicja MPS i réznice wzgledem problemu wyboru domen wewnatrzkomor-
kowych

Definicja 2 (Minimalny zbiér prekursoréw (MPS), za Acuiia i in. [2], w oparciu o Ro-
mero i Karp [31] oraz Cottret i in. [8]). Niech sie¢ metaboliczna bedzie modelowana
jako skierowany hipergraf G = (C, R) nad zbiorem metabolitéw C oraz zbiorem
reakcji R, z wyréznionym zbiorem zrodet S C C' i zbiorem docelowym T C C.
Podzbior X C S nazywamy zbiorem prekursorow dla T, jesli T jest produkowalne
z X w sensie propagacji w przod sieci reakcji, dopuszczajac przy tym wewnetrzne
zaopatrzenie Z dla metabolitow odtwarzanych w cyklach (por. [8]). Zbiér prekurso-
réow X nazywamy minimalnym (MPS), jedli zaden jego wlasciwy podzbiér nie jest
juz zbiorem prekursorow dla 7. Problem MPS polega na enumeracji wszystkich
takich inkluzyjnie minimalnych zbioréw w obrebie S.

Pomigdzy problemem wyboru domen wewnatrzkomérkowych a klasyczng defi-
nicja MPS istnieja cztery istotne réznice, wynikajace bezposrednio ze specyfiki biolo-
gicznej badanych procesow:

1. Przestrzen przeszukiwania. Algorytmy MPS przeszukuja caty zbiér zwiazkéw Zré-
dlowych sieci S, ktéry w sieciach metabolicznych bywa bardzo liczny i obejmuje
wszystkie zewnetrzne wejScia systemu. W problemie wyboru domen przestrzen poszu-
kiwan jest z gory ograniczona do wyrdznionego, biologicznie zdefiniowanego podzbioru
D C P —nie interesuje nas, czy jakikolwiek inny element calej sieci mégtby petnié ro-
le prekursora, lecz wylacznie kombinacje w obrgbie zadanego zbioru proponowanych
do analizy domen.

2. Status minimalno$ci. W Definicji MPS inkluzyjna minimalnos¢ jest gtéwnym kry-
terium poprawnosci rozwigzania i to wlasnie ona definiuje, czym jest MPS. W konse-
kwencji caty problem obliczeniowy sprowadza si¢ do enumeracji zbiorow spetniajacych
ten warunek. W problemie wyboru domen wewnatrzkomérkowych minimalnosS¢ jest
kryterium pozadanym, ale wynika ze specyfiki biologicznej i budowy samego recepto-
ra: zalezy nam przede wszystkim na tym, by wskazany podzbiér domen rzeczywiscie
1 w sposéb wiarygodny prowadzit do aktywacji Z, nawet jesli nie dysponujemy formal-
nym dowodem, ze jest to podzbiér najmniejszy z mozliwych. Innymi stowy, szukamy
zbioréw satysfakcjonujacych, a minimalizacja ich licznoSci traktowana jest jako kry-
terium dodatkowe (np. przy wyborze sposrod kilku kandydatéw), a nie jako warunek
istnienia rozwigzania.

3. Charakter dodatkowego wsparcia poza wybranym podzbiorem. Definicja MPS
w wariancie Cottret i in. [8] dopuszcza dodatkowe Zrédto metabolitéw poza analizo-
wanym podzbiorem X w postaci wewngtrznego zaopatrzenia, jednak nie jest to wspar-
cie ,,darmowe” i wymaga, aby samo zostalo odtworzone w toku propagacji zainicjowa-
nej przez X. Mechanizm ten stuzy wylacznie do rozwiazania problemu jednoczesno-
Sci w cyklach (metabolit musi by¢ dostgpny, by cykl mégt ruszy¢, cho¢ sam jest jego
produktem), a nie do modelowania niezaleznego od X wsparcia z zewnatrz systemu.
W problemie wyboru domen wewnatrzkomoérkowych sytuacja jest odmienna: znakowa-
nie poczatkowe M, pozostaje aktywne niezaleznie od wyboru S i nie musi by¢ w zaden
sposob ,,odtworzone” czy uzasadnione przez S. Odzwierciedla to fakt, ze inne szlaki
kostymulujace (spoza D) fizjologicznie wspotwystepuja 1 wspieraja aktywacje w spo-
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sOb catkowicie niezalezny od projektowanego receptora, a nie stanowig technicznego
zabiegu rachunkowego potrzebnego do zamknigcia cyklu.

4. Mechanizm obstugi cykli. Definicja MPS w podejsciu iteracyjnym (Romero
1 Karp [31]) w ogdle nie mozna go stosowac dla hipergraféw z cyklami, natomiast
rozszerzenia z prac Cottreta i in. [8] oraz Acufa i in. [2] wymaga wprowadzenia do-
datkowego, technicznego konstruktu (wewngtrznego zaopatrzenia), aby dopuscic jedno-
czesng dostepnos¢ 1 produkcje metabolitéw w cyklu. W problemie wyboru domen sy-
gnatowych taki zabieg nie jest konieczny: sekwencja przejs¢ w sieci Petriego (zgodnie
z reguta M LM ) w naturalny sposob obstuguje wspoétbiezng konsumpcje 1 produkcje
tokenéw w obrgbie cykli, bez potrzeby wprowadzania dodatkowych, sztucznych zbio-
row wspierajacych. To wiasnie ta rozbieznos¢ w warstwie formalizmu, stanowi jedno ze
Zrédet trudnosci przy probie bezpoSredniego zastosowania istniejacych implementacji
algorytméw MPS (opierajacych si¢ na uproszczeniach typu usuwanie krawedzi, w celu
eliminacji cykli) do sieci takich jak ta prezentowana w niniejszej pracy.

3. Model oparty na sieci Petriego

Na potrzeby badan utworzono model aktywacji limfocytu T bedacy siecia Petrie-
go z wykorzystaniem oprogramowania Holmes [30]. W jego sktad wchodzi 125 miejsc
1 145 tranzycji. Ich znaczenie biologiczne zostato przedstawione w tabelach. Tabela 1 za-
wiera liste miejsc, a tabela 2 zawiera liste tranzycji. Graficzna reprezentacja modelu zo-
stala przedstawiona na rysunku 2. Jest ona podzielona na regiony A-G w celu utatwienia
opisu rzeczywistosci biologicznej, ktéra przedstawia. W przedstawionym ponizej opisie
modelu w nawiasach podano numery miejsc i tranzycji odnoszacych si¢ do omawianych
obiektow i1 procesow.

A. Transdukcja sygnatu bezposrednio ponizej receptora TCR

Receptor TCR (ang. T cell antigen receptor) (pg2) sktada si¢ z domen « (pg) i 3 (p1),
dwo6ch domen CD3( (py) oraz okalajacych go dwdéch heterodimeréw: CD3~y CD3e (psg)
i CD36 CD3e¢ (psg) [33]. Podjednostki « i 5 wiaza MHC na komoérce prezentujacej an-
tygen, co prawdopodobnie prowadzi do zmian w konformacji podjednostek CD3 (¢104).
Dzigki temu motywy ITAM na CD3 moga by¢ ufosforylowane przez Lck (Z106) [33].
Do tak zmodyfikowanych CD3 wiaze si¢ ZAP70 (p192) 1 zyskuje zdolno$¢ do fosfory-
lowania SLP76 (pg) oraz LAT (pg) [32]. SLP76 oraz LAT sa biatkami adaptorowymi
1 petnia funkcje budulcowa przy tworzeniu si¢ kompleksu proksymalnego TCR. Kom-
pelks ten sktada si¢ z LAT (pg), SLP76 (ps), GADS (p11), GRB2(ps1), Vav (p1gg), Itk
(p10o4) oraz PLCv1 (p1g9) [33]. GRB2 natywnie wystgpuje w kompleksie z GADS, ktory
stanowi most miedzy SLP76 1 LAT [26]. Itk jest kinaza, ktora jest aktywowana przez
Lck (t117), ktora to aktywacja bytaby znaczaco utrudniona, gdyby Itk nie wystgpowato
w kompleksie proksymalnym TCR. Ufosforylowane Itk fosforyluje PLC~1 (%129), ktére
po tej aktywacji hydrolizuje PIP2 (¢13), w efekcie czego powstaje IP3 (p15) 1 DAG (p1g)
[33].
B. Regulacja aktywnosci kinazy Lck

Regulacja transdukcji sygnatu ponizej TCR odbywa si¢ czgsto poprzez regulacje aktyw-
nosci Lck. Csk (pg4) fosforyluje Lck na pozycji Y505 (294) sprawiajac, ze Lck pozostaje
nieaktywne [23]. CD45 (pyg) jest zdolne przywréci€ Lek przez defosforylacje na pozycji
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Y505 (t9s) umozliwiajac autofosforylacje Lck (£5g). Jest to jego aktywnoS$¢ kostymulu-
jaca. Jednak CD45 dziata réwniez jako negatywny regulator Lck poprzez jego defos-
forylacje w miejscu aktywnym (Z192) [23]. SHP1 (pg7) jest negatywnym regulatorem
Lck. Wymaga on aktywacji poprzez fosforylacje przez Lck (1g9), nastgpnie dezaktywu-
je Lck poprzez jego defosforylacje (£192) [35]. Lck, aby zadziatac na rzecz fosforylacji
motywOw ITAM na CD3 (¢1¢6), musi by¢ zarekrutowany do btony komérkowej poprzez
interkacje z CD4 (p111) [32].

C. Szlak PI3K

CD28 (p71) dziata po zwigzaniu liganda na komorce prezentujacej antygen. Moze to by¢
zarowno CD80 (pr2), jak i CD86 (p73) . Do CD28 zwiazanego z ligandem moze przy-
taczy¢ si¢ p8S (t72) — domena reulatorowa PI3K. Nastepnie do p85 przylacza si¢ p110
(t73) — domena PI3K o dziataniu katalitycznym. Tak powstata aktywna forma PI3K
(p7s) dziala na rzecz przemiany PIP2 w PIP3 (¢74) [33]. Do PIP3 (psgp) wiaze si¢ PDK1
(ps4), ktore nastgpnie fosforyluje Akt (pr9) [33]. Ufosforylowane Akt migdzy innymi
fosforyluje GSK3 daktywujac jego aktywnos$¢ katalityczna (¢143). GSK3 jest negatyw-
nym regulatorem NFAT — fosforyluje go promujac jego pozostanie w cytoplazmie (p7;)
[4,33]. CTLA4 (py3) wiaze si¢ z takimi samymi ligandami jak CD28 (CD80 (t93) 1 CD86
(t103)) 1 jest negatywnym regulatorem aktywacji limfocytéw [39]. ICOS (pg2) dziala ana-
logicznym szlakiem jak CD28 [33].

D. Szlak wapniowy

Powstate pod wptywem PLC~1 IP3 (p;5) wiaze si¢ z IP3R na btonie retikulum endo-
plazmatycznego (4), prowadzac do jego aktywacji i wydostania si¢ Ca* z retikulum
endoplazmatycznego do cytoplazmy (¢5). STIM (pa3) wykrywa niedobory Ca?* w ER,
kongreguje si¢ z ORAI (p21) na powierzchni blony komorkowej, co prowadzi do importu
jonéw wapnia z zewnatrz komérki do wnetrza (t71) . Takze Ca?* dostaje sie do cytopla-
zmy zaréwno z ER, jak 1 z zewnatrz komorki [33, 28].

Nagromadzenie si¢ Ca*" w cytoplazmie prowadzi do aktywacji kalcyneuryny (tg), kt6-
ra defosforyluje NFAT (¢9). Defosforylowany NFAT prowadzi do ekspresji genéw [33].
Wspdlnie z AP1 (p3p) prowadzi do ekspresji interleukiny 1L2 (¢14) [32], ktéra wspiera
proces proliferacji 1 przezycia komorki (¢19) [25]. Natomiast niezaleznie od AP1 prowa-
dzi do ekspresji DGKa (pa9), czynnika odpowiedzialnego za anergie¢ (Z12) [32].

E. Szlak PKC§¢

PKC6 (p33) wiaze si¢ z DAG, co powoduje jego rekrutacje do tratw lipidowych na bto-
nie komorkowej i jego aktywacje (t22) [32]. Nastgpnie aktywna forma PKC# fosfory-
luje CARMAL (t23), prowadzac do jego oligomeryzacji (t24). P6Zniej CARMAT wia-
ze si¢ z BIC10 (t25), a do niego wiaze si¢ MALT1 (t96) [40]. Tak powstaly kom-
pleks, nazywany skrétowo CBM (p4;), aktywuje TRAF6 (Z32). TRAF6 poliubikwity-
nuje IKK~ (¢34), domeng regulatorowa kompleksu IKK (p37), prowadzac do jej degra-
dacji [32, 33, 36]. Pozostate elementy kompleksu IKK — IKKa i IKK3 — fosforyluja
IkB prowadzac do rozpadu kompleksu NFxB 1xB (p51) 1 degradacji 1xB (t42). Uwol-
nione NFxB przechodzi do jadra komoérkowego (%43) 1 dziala jako czynnik regulatorowy
na rzecz transkrypcji genoéw (t44) [32].

F. Szlak MAPK

DAG oprécz wigzania PKCO moze tez wigza¢ RASGRPI rekrutujac je do blony komor-
kowej i prowadzac do jego aktywacji (t46) [14, 33]. RASGRP1 posredniczy w wigzaniu
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RAS z GTP (t49). RASGTP aktywuje Raf (¢50), ktore fosforyluje MEK1/2 (%53), ktore
z kolei fosforyluje ERK1/2 (t55) [17]. ERK1/2 jest kinaza i prowadzi do fosforylacji
STAT3 (tg0) [21]. ERK1/2 réwniez fosforyluje Lck (tg9) zabezpieczajac je przed fos-
forylacja przez SHP1 [35]. Innym celem ERK1/2 jest Elk, ktére ufosforylowane (pgs)
dziata jako regulator na rzecz transkrypcji gendw zwiazanych z aktywacja limfocytu
(te3) [21].

G. Szlak OX40

0X40, inaczej nazywane CD134 (p115), wiaze si¢ z OX40L (p116) wystepujacym migdzy
innymi na komérce prezentujacej antygen [33]. Kompleks proksymalny OX40 skfada
si¢ z kompleksu TRAF2 TRAF3 TRAF5 (p114), kompleksu IKK (p47) oraz Akt (pss)
1 p85 (pr5). Utworzenie si¢ tego kompleksu 1 jego potaczenie z OX40, po ligacji OX40
z OX40L, prowadzi do fosforylacji IKKa/IKK/3 (t141). Prowadzi to do fosforylacji IxB
i w konsekwencji do przejscia NFxB do jadra komérkowego [9, 34].

Tabela 1
Lista miejsc
Miejsce | Znaczenie biologiczne Miejsce | Znaczenie biologiczne
Po TCRa D63 ufosforylowane ERK1/2
P TCR3 Poa STAT3
D2 CD3e D65 Lck
p3 CD36 P66 aktywne Lck
P4 CD3¢ P67 Elk
D5 CD3~v D68 ufosforylowane Elk
D6 SLP-76 P69 Jun
D7 aktywne ZAP-70 pro Fos
Ps LAT P71 CD28
P9 ufosforylowane SLP-76 P72 CD80
P10 pufosforylowane LAT P73 CD86
P11 Gads P74 activated CD28
P12 kompleks Gads GRB2 P75 p85
p13 PLC~1 aktywowany w kompleksie proksymalnym | pre pl10
szlaku TCR
P14 PIP2 p77 p85 zwiazany z CD28
P15 1P3 P78 aktywne PI3K
PL6 TP3R pro PIP2
P17 IP3R aktywowany przez IP3 P8O PIP3
P18 DAG ps1 GRB2
P19 Ca?T w retikulum endoplazmatycznym P82 ICOS
P20 Ca”T w cytoplazmie D83 p85 zwiazane z ICOS
P21 ORAI D84 PDK1
D22 Ca®t na zewnatrz komérki D85 Akt
P23 STIM D86 PDK zwiazane z PIP3
P24 kalcyneuryna P87 phosphorylated Akt
D25 aktywowana kalcyneuryna D8] dimer CD36 CD3e
D26 defosforylowany NFAT P89 dimer CD3 v CD3e
D27 NFAT w jadrze komérkowym P90 homodimer CD3¢
P28 NFAT P91 dimer TCRa TCRS
D29 DGKalpha P92 kompleks TCR
P30 AP1 P93 CTLA4
D31 NFAT w kompleksie z AP1 P94 Csk
P32 1L2 P95 Lck ufosforylowane w pozycji Y505
P33 PKC6 P96 CD45
P34 aktywowane PKC6O P97 SHP1
D35 CARMAI1 P98 aktywne SHP1
D36 ufosforylowane CARMA1 P99 MHC
D37 oligomer CARMA1 P100 TCR ze swoim ligandem
P38 Bcll0 p1o1 kompleks TCR z ufosforylowanymi motywami ITAM
D39 kompleks CARMAL z Bcl10 P102 ZAP-70
P40 MALT1 P103 kompleks Gads GRB2 LAT SLP76
D41 kompleks CBM P104 Itk
P42 TRAF6 P105 kompleks SLP-76 LAT Gads GRB2 Vav
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Miejsce | Znaczenie biologiczne Miejsce | Znaczenie biologiczne

D43 aktywowane TRAF6 P106 Vav

D44 IKK« P107 kompleks Itk SLP-76 LAT Gads GRB2 Vav

P45 IKKG P108 kompleks Itk SLP-76 LAT Gads GRB2 Vav PKC~v1

D46 IKK~y P109 PLCy1

pa7 kompleks IKK p110 kompleks proksymalny szlaku TCR z aktywowanym

Itk

D48 kompleks IKKa IKK3 P111 CD4

D49 1kB P112 aktywne Lck zlokalizowane na btonie komérkowej

P50 NFxB P113 aktyne Lck ufosforylowane w pozycji Ser59

D51 kompleks NFxB 1B P14 TRAF2,3and5 complex

D52 NFxB w jadrze komérkowym P115 0X40

P53 RASGRP1 Pi16 OX40L

P54 aktywowane RASGRP1 P117 aktywowane OX40

D55 RAS P118 proksymalny kompleks szlaku OX40

P56 GTP P119 TRAF3

P57 RAS GTP P120 TRAF5

D58 Raf1 P121 TRAF2

P59 aktywowane Raf1 p122 aktywowany proksymalny kompleks szlaku OX40

P60 MEK1/2 P123 ufosforylowany kompleks IKKo IKK3

D61 ufosforylowane MEK1/2 P124 GSK3

P62 ERK1/2

Tabela 2
Lista tranzycji

Tranzycja | Znaczenie biologiczne Tranzycja | Znaczenie biologiczne

to fosforylacja LAT t73 asocjacja p110 z p85

t1 LAT phosphorylation tra konwersja PIP2 w PIP3

to wigzanie pomigdzy Gads i GRB2 trs ekspresja GRB2

t3 hydroliza PIP2 t7e asocjacja p85 z ICOS

ta wiazanie IP3 do IP3R tr7 aktywacja ICOS

ts wypuszczenie zasobow Ca?t z retikulum endo- | ¢7g dokowanie PDK1 do PIP3

plazmatycznego do cytoplazmy

te agregacja STIM t7o fosforylacja Akt przez PDK1

t7 naptyw Ca?™ z poza komérki ts0 fosforylacja NFAT

ts aktywacja kalcyneuryny ts1 ekspresja TCRa

tg defosforylacja NFAT ts2 ekspresja TCR3

t10 przejscie NFAT do jadra komérkowego t33 dimeryzacja TCR

t11 ekspresja DGKo tg4 ekspresja CD36

ti2 anergia tss ekspresja CD3e

t13 wiazanie NFAT z AP1 tse ekspresja CD3~y

t1a ekspresja IL2 tsr ekspresja CD3¢

t1s pojawienie sie¢ Ca®T w ER tss wigzanie pomigdzy CD34 i CD3e

tie ekspresja kalcyneuryny tgo wiazanie pomigdzy CD3~v i CD3e

ti7 pojawienie si¢ Ca®>T w otoczeniu limfocytu T t9o dimeryzacja CD3¢

t18 ekspresja NFAT to1 utworzenie kompleksu TCR

t19 proliferacja i przezycie limfocytu T t92 ekspresja CTLA4 na btonie komérkowej

t20 ekspresja PIP2 to3 wigzanie CTLA4 z CD80

ta1 ekspresja IP3R toa fosforylacja Lck w pozycji Y505

tao wigzanie PKC6O z DAG;rekrutacja PKCO do tra- | tgs utrzymanie Lck w formie nieaktywnej

twy lipidowej i jego aktywacja

to3 fosforylacja CARMA1 tog ekspresja Csk

toa oligomeryzacja CARMAL to7 aktywacja CD45

tas wiazanie Bc110 z CARMAL tos defosforylacja Lck w pozycji Y505

tog wiazanie MALT1 z Bcl10 tog defosforylacja Lck

tar ekspresja PKCO t100 fosforylacja SHP1

tag ekspresja CARMA1 t101 ekspresja SHP1

tag ekspresja Bcl10 t102 defosforylacja Lck przez SHP1

t30 ekspresja MALT1 t103 wigzanie CTLA4 z CD86

t31 ekspresja TRAF6 t104 ligacja TCR i zmiany w konformacji kompleksu
TCR

ta2 aktywacja TRAF6 t1o05 pojawienie si¢ MHC na komdrce prezentujacej
antygen w poblizu TCR znajdujacego si¢ na lim-
focycie T

t33 utworzenie kompleksu IKK t106 fosforylacja motywéw ITAM na CD3

t3a poliubikwitynacja i degradacja IKK~y tio7 ekspresja ZAP70

tas ekspresja IKKa t108 rekrutacja ZAP-70 do kompleksu TCR

t3e ekspresja IKK3 t109 ekspresja Gads
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Tranzycja | Znaczenie biologiczne Tranzycja | Znaczenie biologiczne

tar ekspresja IKK~y ti10 ekspresja SLP76

tag rozpad kompleksu IKK t111 ekspresja LAT

t39 ekspresja IkB t112 Gads wiaze LAT z SLP-76

t40 ekspresja NFKB t113 wigzanie Vav z kompleksem Gads GRB2 LAT
SLP76

t41 utworzenie kompleksu NFxB 1B t114 ekspresja Itk

tao fosforylacja IxB i jego degradacja t115 wigzanie Itk z kompleksem SLP-76 LAT Gads
GRB2 Vav

tas przejscie NFxB do jadra komérkowego ti16 ekspresja Vav

taa aktywnos$¢ regulatorowa NFKB ti17 aktywacja Itk przez Lck

tas ekspresja RASGRP1 t118 wiazanie PLCy1 do kompleksu proksymalnego
szlaku TCR

tae rekrutacja RASGRP1 do blony komérkowejije- | t119 ekspresja PLCvy1

go aktywacja

tar ekspresja RAS t120 fosforylacja of PLCv1 przez Itk

t48 metabolizm komérkowy t121 ekspresja PIP2

t49 aktywacja RAS t122 ekspresja PDK1

t50 aktywacja Raf1 t123 ekspresja Akt

ts1 ekspresja Rafl t124 ekspresja p85

ts2 ekspresja MEK1/2 t125 ekspresja p110

t53 fosforylacja MEK1/2 t126 wigzanie CD28 z GRB2

tsa ekspresja ERK1/2 ti27 wiazanie p110 z kompleksem p85 ICOS

ts5 fosforylacja ERK1/2 t128 interakcja Lck z CD4

ts56 ekspresja STAT3 t129 aktywacja CD4

ts7 ekspresja Lck t130 interakcja Lck zmodyfikowanego przez ERK1/2
z CD4

t58 autofosforylacja i aktywacja Lck t131 utworzenie kompleksu proksymalnego szlaku
0X40

t59 fosforylacja STAT3 przez ERK1/2 t132 utworzenie kompleksu TRAF2 TRAF3 TRAF5

teo fosforylacja Lck na pozycji Ser59 przez ERK1/2 | t133 pojawienie sig OX40L w otoczeniu limfocytu T
na komorce przezentujacej antygen

te1 ekspresja Elk t134 ekspresja OX40

te2 fosforylacja Elk przez ERK1/2 t13s ligacja OX40 z OX40L

te3 transkrypcja c-Fos i innych genéw pod wptywem | t136 rozpad kompleksu TRAF2 TRAF3 TRAF5

Elk

tea utworzenie kompleksu AP1 t137 ekspresja TRAF2

tes ekspresja Jun t138 ekspresja TRAF3

tes ekspresja Fos t139 ekspresja TRAFS5

ter ligacja CD28 z CD86 t140 wigzanie OX40 z kompleksem proksymalnym
szlaku OX40

tes ligacja CD28 z CD80 t141 fosforylacja IKKo/f3

teg pojawienie si¢ CD28 na btonie komérkowej t142 fosforylacja IxkB w szlaku OX40 i jego degrada-
cja

t7o pojawienie si¢ CD80 w otoczeniu limfocytu T t143 fosforylacja GSK3

tr1 pojawienie sie CD86 w otoczeniu limfocytu T t144 ekspresja GSK3

t72 asocjacja p85 z motywem pYMNM na CD28

Procesom w sieciach Petriego odpowiadaja t-niezmienniki. Rozwazana sie¢ Pe-
triego jest pokryta przez 51 t-niezmiannikow. Jako nietrywialne zbiory MCT definiuje
si¢ zbiory MCT zawierajace co najmniej dwie tranzycje. Odpowiadaja one funkcjo-
nalnym blokom modelowanego systemu biologicznego [18]. Aby mie¢ lepszy wglad
w dziatanie zamodelowanego systemu przeanalizowano zbiory MCT. Dla badanego mo-
delu uzyskano 18 nietrywialnych zbioréw MCT. Dla kazdego z nich okreslono znaczenie
biologiczne. Ich zestawienie przedstawione jest w tabeli 3.

Tabela 3
Lista nietrywialnych zbioréw MCT
Zbior MCT | Tranzycje Znaczenie biologiczne
mi to, t1, ta, ts, tg, ts, tg, t7, ts, to, t15, tig, szlak TCR przechodzacy w szlak wapniowy prowadzac do de-

ti7, t20, t21, ts1, ts2, ts3, ts4, tss, tse, ty7, | fosforylacji NFAT
tgs, t89, 90, t91, t104, t105, t106. t107, L1108,
t109, 110, t111, t112, t113, t114, t115, 116,
t117, 118, t119, t120, t129

mo too, tas, ta4, tos, tag, ta7, tag, tag, t30, t31, szlak PKC6 do degradacji IxB
t32, t34, ta2
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Zbior MCT | Tranzycje Znaczenie biologiczne
ms ta5, tae, ta7, tas, t19, ts0, ts1, t52, t53, t54, szlak MAPK do fosforylacji ERK1/2
55
my 131, t133, t134, 135, L137, t138, t139, t140, | szlak OX40
t141, t142

ms t7a, 178, t79, t121, t122, t125, t143 dziatanie PI3K, PDK1 i Akt na rzecz fosforylacji GSK3

me t13, t14, t19, te4, tes, tes Tworzenie si¢ AP1 i jego dziatanie na rzecz aktywacji komorki
poprzez ekspresje IL2

mry tss, t3g, t37, t39, t41 ekspresja czgsci sktadowych kompleksu IKK i ekspresja IxB
oraz tworzenie si¢ kompleksu NFxB 1B

mg te1, t62, te3 obecnos$¢ Elk w systemie i jego dziatanie na rzecz ekspresji ge-
néw

mg tre, t77, t127 dziatanie ICOS jako czasteczki kostymulujacej

mio t100, t101, t102 obecnos¢ SHP1 w systemie i jego dziatanie na rzecz hamowania
aktywnosci Lck

mi1 t10, t18 ekspresja NFAT i jego przejscie do jadra komérkowego

mi2 t11, t12 podproces odpowiadajacy za przejscie limfocytu w stan anergii

mi3 tas, taa Przejscie NFxB do jadra komdrkowego i jego aktywnos¢ regu-
latorowa

miq ts6, ts9 czg$¢ systemu zwigzana z obecnosciag STAT3

mis t60, t130 reakcje zwigzane bezposrednio z obecnoscia Lck ufosforylowa-
nego na pozycji Ser59

mig t7o, t73 aktywnos$¢ CD28 w procesie tworzenia kompleksu PI3K

mi7 to4, tog dziatanie Csk w systemie

mig t123, t124 ekspresja p85 i Akt — czynnikéw obecnych w szlaku PI3K i w
szlaku OX40

4. Analiza sieci Petriego

W zamodelowanym systemie (z pominigciem CD4) istnieja cztery receptory ko-
stymulujace aktywacje limfocytow: CD28, ICOS, CD45 i OX40. Zalezato nam na wy-
braniu dwoéch z nich jako donoréw domen kostymulujacych do konstruktu CAR-T.
Wybranie dwdch potraktowano jako réwnoznaczne z odrzuceniem dwoéch pozostatych.
Owe odrzucenie przebadano za pomoca badan symulacyjnych knockoutéw na mode-
lu. Tak uruchomionych zostato szesS¢ serii symulacji typu knockout (tyle wynosi liczba
dwuelementowych kombinacji bez powtdrzen ze zbioru czteroelementowego) i siddma
bez knockoutu jako referencja. Kazda seria sktadata si¢ z 500 symulacji po 100 000
krokéw kazda. Tym co byto badane podczas tych symulacji byta cz¢sto$¢ uruchomien
wybranych tranzycji wyjSciowych (liczba krokéw, w ktérych te tranzycje si¢ uruchomi-
ty podzielona przez liczbg¢ wszystkich krokéw). Dla kazdej serii 500 powtorzen zostata
wyznaczona Srednia. Wybrane tranzycje wyjSciowe to takie, ktére méwia o wplywie
uruchomionych szlakéw na aktywacje limfocytu (¢;9 — proliferacja i przezycie limfo-
cytu T, t44 — aktywnoS$¢ regulatorowa NF«xB, t43 — transkrypcja c-Fos i innych genéw
pod wptywem Elk). Wyniki przeprowadzonej symulacji przedstawione sg na rysunku 3.
Srednie uruchomien tranzycji t,9, 44 oraz tgs chcemy maksymalizowac.

Analizujac pod tym wzgledem tabelg¢ wynikowa symulacji mozna poczynic¢ na-
stepujace obserwacje. Ekspresja gendw pod wptywem Elk (pierwsza kolumna z prawej)
przyjmuje wartoS¢ maksymalng dla czterech serii eksperymentow: przy braku knocko-
utu, tam gdzie byt knockout CD28 i ICOS, tam gdzie knockoutem dotknigto tranzycje
wejsciowe dla CD28 oraz OX40 i tam gdzie knockoutem dotknigta zostata aktywacja
ICOS 1 ekspresja OX40. Wspomniane tranzycje sa na poczatku szlakow bez zamodelo-
wanego wptywu na szlak MAPK, wigc ich nieuwzglednienie w CAR-T nie ma wplywu
na aktywnos¢ Elk.

Przygladajac si¢ kolumnie dotyczacej ekspresji pod wptywem NFxB mozna za-
obserwowac¢ jedna warto§¢ maksymalna dla knockoutu tranzycji wejsciowej dla CD28
1 tranzycji wejSciowej dla ICOS. Wiaze si¢ to z wyborem CD45 1 OX40 na kandydatow
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557 o1

Rys. 2. Graficzna reprezentacja utworzonego modelu z zaznaczonym podzialem na re-
giony, bedacym ulatwieniem przy opisaniu sieci. Do kazdego regionu przypisano
etykietg w postaci litery: A — transdukcja sygnatu bezposrednio ponizej recep-
tora TCR, B — regulacja aktywnoSci kinazy Lck, C — szlak PI3K, D — szlak
wapniowy, E — szlak PKC6, F — szlak MAPK, G — szlak OX40
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Srednia czestoé¢ uruchamiania wybranych tranzycji wyjéciowych
w symulacjach knockoutu

brak knockoutu 0.128
knockout teo, t77 0.135
knockout teo, to7 0.117

0.30

0.25

0.20

knockout teo, t134 0.087 0.15
.087
knockout t77, t134 0.08 - 0.10
knockout to7, t134 0.074
-0.05
knockout t77, tey 0.126
-0.00

tio tas te3

Rys. 3. Tabela przedstawiajaca Srednia czgstoS¢ uruchomienia wybranych tranzycji za-
okraglona do trzech cyfr znaczacych. Im wspomniana wartoS¢ jest wigksza tym
bardziej intensywny jest kolor komoérki. Kazdy wiersz odpowiada innemu knoc-
koutowi, a kazda kolumna innej badanej tranzycji (t,9 — proliferacja 1 przezycie
limfocytu T (marker IL2), t44 — aktywnos$¢ regulatorowa NFxB (marker NFxB
wewnatrz jadra komoérkowego), tg3 — transkrypcja c-Fos i innych genéw pod
wptywem Elk (marker ufosforylowane Elk)). Kazdy knockout mozna interpre-
towac jako nie wybranie domen z danych receptoréw do konstruktu CAR-T.
Rozwazane receptory to: CD28 (t59 — pojawienie si¢ CD28 na btonie komodrko-
wej), ICOS (t77 — aktywacja ICOS), CD45 (t9; — aktywacja CD45) oraz OX40
(t134 — ekspresja OX40).

na donoréw domen do CAR-T. Rozwazana tranzycja wyjsciowa, przy takich ustawie-
niach knockoutu, nawet czg¢sciej si¢ uruchamiata niz w przypadku braku jakichkolwiek
knockoutow.

Czestos¢ uruchomien 19 (proliferacja i przezycie komorki) jest szczegdlnie istot-
na, gdyz jest to bardzo wazna tranzycja z punktu widzenia aktywacji limfocytéw T. Mak-
symalna warto$¢ Sredniej czgsto$ci uruchomien jest widoczna dla knockoutu ¢g9 (tran-
zycja wejsSciowa dla CD28) i t134 (tranzycja wejsciowa dla OX40). Natomiast wartos¢
minimalna jest osiaggana przy wyborze CD28 1 OX40 na donory domen kostymulacyj-
nych.

Podsumowujac analiz¢ na podstawie serii eksperymentéw symulacyjnych z knoc-
koutami, mozna wywnioskowac, ze niewybranie CD28 oraz niewybranie ICOS daje naj-
lepsze rezultaty aktywacji markerow. Proponuje si¢ zatem CD45 i OX40 jako donory
domen kostymulujacych do receptora CAR-T.
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5. Wyznaczanie zbioru MPS

Analize minimalnych zbioréw prekursoréw przeprowadzono przy uzyciu narzg-
dzia precursor [1] dla sieci Petriego zdefiniowanej wczesniej w tej pracy, z automatycz-
nie wyznaczonym zbiorem potencjalnych Zrédet oraz zbiorem trzech markeréw docelo-
wych ( p32, pso, Pes)- Aby uruchomié narzgdzie konieczne byto postuzenie si¢ maszyna
wirtualng (Ubuntu 16.04, Python 3.8.20). Narzedzie wyznaczylo automatycznie 3 po-
tencjalne zrodela: pss, po1, pos.

Sposrod trzech zdefiniowanych marker6w docelowych dwa (psg, p32) okazaty sig
produkowalne z wyznaczonego zbioru Zrédet, natomiast jeden (pgs) zostat uznany za
nieprodukowalny w ramach zastosowanego modelu propagacji. Dla dwéch produkowal-
nych markeréw docelowych narzgdzie wyznaczyto minimalna liczno$¢ zbioru prekur-
soréw rOwna 2, a nastgpnie wyznaczyto wszystkie zbiory prekursoréw o tej minimalne;j
licznosci, ktorych znaleziono takze dwa. Sa one przedstawione w tabeli 4.

Tabela 4
Zbiory prekursorow o minimalnej licznoSci.

Nr Zbi6r prekursoréw Nazwa biologiczna

1 {p32, po3} {IL-2, CTLA4 }
2 {ps2por} {IL-2, dimer TCRa TCR{}

Oba zidentyfikowane zbiory zawieraja element pss, co sugeruje, ze IL-2 jest nie-
zbgdna do aktywacji limfocytu w odniesieniu do badanej sieci. Pozostata pozycja w zna-
lezionych zbiorach wypetniana jest przez pg; lub pgs3. Mimo, 1z narzedzie precursor
zwrocito mato wynikéw, to wytypowane elementy stanowa rdzen biologicznych proce-
sOw odpowiedzialnych za aktywacje limfocytu T.

6. Zestawienie metod

Wyniki uzyskane za pomoca obu zastosowanych podejs¢, tj. symulacyjnej anali-
zy knockoutéw na sieci Petriego oraz strukturalnej analizy MPS, nie powinny by¢ trak-
towane jako konkurencyjne czy wzajemnie wykluczajace si¢, lecz jako uzupetniajace
si¢ spojrzenia na t¢ sama sie€ sygnatowa na réznych poziomach abstrakcji. Analiza sie-
ci Petriego pozwala na zbadanie dynamiki procesu transdukcji sygnatu, z uwzglednie-
niem czgstosci 1 konkurencji szlakéw. Z drugiej strony analiza MPS skupia si¢ bardziej
na aspektach strukturalnych, umozliwiajac analiz¢ osiagalnoSci weziéw. Zestawienie
wszystkich wynikéw pozwala wskazaé, w jaki sposoéb obie metody mogtyby si¢ wza-
jemnie uzupetniaC oraz jakie sa ich ograniczenia.

Najwigksza obserwowana rozbiezno$¢ pomigedzy metodami, wynika z faktu,
1z zaden z czterech receptoréw kostymulujacych rozwazanych w analizie symulacyj-
nej (D = {CD28,ICOS, CD45,0X40}) nie znalazt si¢ wsrdd trzech wyznaczonych
automatycznie przez narzgdzie precursor. Zastosowana procedura autodetekcji Zrodet
wyznacza je na podstawie topologii catej sieci (wezty bez tukéw wejsciowych), nie za$
na podstawie zbioru D interesujacego nas z perspektywy projektowania receptora CAR-
T. Oznacza to, ze przeprowadzona analiza MPS (w obecnej postaci) odpowiada na inne
pytanie niz analiza symulacyjna. Mimo iz analiz tych nie da si¢ bezpoSrednio poréwnag,
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to obie pozostaja wzgledem siebie komplementarne.

Najbardziej wyrdzniajaca si¢ obserwacja jest status wezta pso (IL-2): jest on réw-
noczesnie jednym z trzech zdefiniowanych markeréw docelowych oraz jedynym ele-
mentem obecnym w dwoch wyznaczonych zbiorach prekursoréw (tabela 4). Wynik
ten dopuszcza dwie odmienne interpretacje, ktérych na podstawie samej analizy MPS
nie sposob rozstrzygnac. Z jednej strony moze odzwierciedlac rzeczywisty mechanizm
biologiczny, istnieje bowiem autokrynna petla sprzezenia zwrotnego IL-2, w ktorej 1L-
2 wydzielana przez limfocyt wigze si¢ z wlasnym receptorem (IL-2R), wzmacniajac
dalsza transkrypcje 1 wspierajac proliferacje (co ma duze wsparcie w literaturze [11]).
Z drugiej strony, doktadana analiza sieci Petriego implikuje, ze IL-2 mogta zosta¢ zakla-
syfikowana jako wtasny prekursor dlatego, ze jest zalezna od cyklu, lezacego na styku
dwoch szlakéw: wapniowego oraz PI3K, co moze wskazywac na zaleznoS¢ interakcji
krzyzowej (cross-talk) tych szlakow, czego nie udato si¢ oddaé, przy ograniczonej licz-
nosci kanonicznego zbioru prekursoréw. Istnieja istotne prace w literaturze, ktére trak-
tuja o istotnosci tej interakcji [22]. Analiza knockoutéw pary tg9, 134 daje najbardziej
zblizona Srednig uruchomien do Sredniej z symulacji bez kockoutéw, co pokazuje, ze za-
chowanie 197 - aktywacja CD45 oraz zachowanie aktywacji ICOS (t77), sa powiazane
z tymi dwoma szlakami. I tak rzeczywiscie jest - aktywacja ICOS jest bardzo wazna dla
uruchomienia szlaku PI3K, natomiast aktywacja CD45 wywotuje kaskad¢ zdarzen pro-
wadzaca w konsekwencji do aktywacji szlaku wapniowego. Badania eksperymentalne
wskazuja, ze interakcja krzyzowa miedzy szlakami wapniowym oraz Akt/PI3K zapew-
nia komorce sygnaly promujace przezywanie [13], co jest zdefiniowane jako mechanizm
dziatania IL-2 w tranzycji ¢9 - proliferacja i przezycie limfocytu T.

Marker pgs (ufosforylowane Elk) zostat uznany za nieprodukowalny z wyznaczo-
nego zbioru siedmiu Zrédet. Wynik ten koresponduje z obserwacja z analizy symulacyj-
nej, gdzie czgsto$¢ uruchomienia t43 pozostawata na zblizonym poziomie niezaleznie od
tego, ktore z receptorow z D poddano knockoutowi. Wobec tego zachodzi uzasadnione
podejrzenie, ze szlak MAPK/EIKk jest za bardzo odizolowany od sygnaléw dochodzacych
od receptorow kostymulujacych. Ten wynik pokazuje potencjalne punkty do rozbudowy
modelu.

7. Podsumowanie

Zestawione wyniki pokazuja, ze obie metody kompensuja wzajemnie swoje ogra-
niczenia, nie za$ konkuruja o trafnos¢. Symulacja sieci Petriego w naturalny sposéb
uwzglednia cykle, konkurencje o zasoby oraz potencjalne rozréznienie na aktywacje
oraz inhibicje, lecz jej ograniczeniem jest brak automatycznego wskazania, ktére we-
zly sa strukturalnie krytyczne dla danego markera. MPS, mimo wykazanych ograniczen
zwiazanych z analiza cykli, pozwala wskazaé strukturalny szkielet konieczny do osia-
gni¢cia danego markera oraz potencjalnie ujawni€ redundantne trasy sygnatowe, ktérych
identyfikacja w oparciu jedynie o analiz¢ topologiczng diagramu mogtaby nie by¢ oczy-
wista.

Na podstawie przeprowadzonego zestawienia proponujemy trzy konkretne kie-
runki dla dalszych prac. Obecna wersja modelu aktywacji limfocytu T spelnia nasze
podstawowe wymagania, ale rozbudowa modelu o dodatkowe procesy anergii oraz deak-
tywacji moze pozwoli¢ na lepsze zrozumienie niepozadanych efektow dziatania wybra-
nych zestawéw domen sygnalowych. Konieczne jest tez powtdérzenie analizy MPS z po-
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czatkowym zbiorem receptoréw (a nie autodetekcja) jako zbiorem Zrédlowym, w celu
uzyskania wynikow bezposrednio poréwnywalnych z analiza symulacyjna. Ciekawym
kierunkiem integracji metod jest rozdzielenie zbioru docelowego 1" na markery poza-
dane (aktywacja) 1 niepozadane (przykitad moze stanowi¢ marker anergii limfocytu T —
DGKa) oraz analiza ich osobno w oparciu o metody znajdowania MPS, aby uniknac
mieszania $ciezek o przeciwnym znaczeniu biologicznym. Na podstawie sieci Petrie-
go mozna by analizowaé jednoczesnie oba rodzaje proceséw, a potaczenie tych dwéch
podejsS¢ daje szanse na wiarygodna oceng¢ kombinacji domen wewnatrzkomoérkowych
podczas projektowania eksperymentalnych receptoréw chimerycznych.
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