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MODELOWANIE PRODUKCJI BIALEK W KOMORKACH JAKO
SYSTEMU MASOWEJ OBSLUGI ZE STEROWANIEM

Streszczenie. Bialtka sg produkowane w zywych komorkach podczas translacji
mRNA, w ktorej elementami wykonawczymi sg rybosomy. Poniewaz do jedne;j
nici mRNA moze by¢ przylaczone wiele rybosoméw, szybko$¢ powstawania
nowych czasteczek zalezy m.in. od ich liczby. Proces ten podlega wielu
mechanizmom regulacyjnym, wsrdd ktorych wazng role odgrywaja czasteczki
mikroRNA (miRNA), ktére w odpowiednim kompleksie przytaczaja si¢ do
mRNA, cow konsekwencji prowadzi do zahamowania produkcji biatek.
Niniejsza praca prezentuje nowe podejscie do modelowania procesu translacji,
oparte na spojrzeniu nan z punktu widzenia systemOw masowej obstugi.
Stanowiskiem obstugi jest pojedyncza ni¢ mRNA, a klientami rybosomy, ktore
przytaczaja si¢ do niej. Liczba stanowisk masowej obstugi moze ulega¢ zmianie
na skutek oddzialywan miRNA, a w szerszym konteks$cie rowniez na skutek
produkcji i, niezaleznej od miRNA, degradacji mRNA. Zakonczenie obstugi
pojedynczego klienta jest réwnowazne wyprodukowaniu jednej czasteczki
biatka. Model zostat zaimplementowany w postaci automatu komérkowego, aby
umozliwi¢ uwzglednienie biologicznych mechanizmow kontroli, zachodzacych
w trakcie translacji. Proponowany model powinien utatwi¢ badania nad
mechanizmami regulacji tego procesu.

CELLULAR AUTOMATA DESCRIBED BY THE QUEUE SYSTEM AS AN
ALTERNATIVE METHOD IN MODELING OF REGULATION OF
TRANSLATION PROCESS

Summary. Proteins are produced in living cells in the mRNA translation
process, executed by ribosomes. As multiple ribosomes may be bound to mRNA
simultaneously, the rate of production depends on their number. The process is
regulated by many mechanisms, among which those employing microRNA
(miRNA) play an important role. Through binding to mRNA in a particular
complex, miRNA stops the protein production. This work presents a novel
framework to model the translation process, in which it is viewed from a queuing
systems perspective. The ribosomes are clients entering the system, to be
serviced by mRNA. The number of the service stations may be controlled
through interactions with miRNA and, in a wider model, also through production
and miRNA-independent degradation of mRNA. Successful completion of one
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service event is equivalent to production of one protein molecule. The model has
been implemented in the form of a cellular automaton, to allow for incorporating
various biological mechanisms. It should facilitate further research on the
mechanisms of regulation of the translation process.

1. Wstep

Procesy biochemiczne, zachodzace wewnatrz zywych komorek, podlegaja
ztozonym mechanizmom regulacyjnym. Ich poznanie z jednej strony prowadzi do
zrozumienia molekularnych podstaw wielu proceséw chorobowych, a z drugie;j,
umozliwia poszukiwanie sposoboéw oddziatywania na komorki w celu uzyskania
pozadanych efektow. Z tego wzgledu coraz wigcej grup badawczych zajmuje si¢
stosunkowo nowg dziedzing, jaka jest biologia obliczeniowa, tworzac i analizujac
modele procesow wewnatrzkomorkowych. Niniejsza praca skupia si¢ wylgcznie na
jednym z nich — translacji, oraz na jednym z mechanizméw regulacyjnych, opartych na
dziataniu czasteczek mikroRNA. Ze wzgledu na podobienstwo do technologicznych
procesoOw produkcyjnych, zaro6wno z punktu widzenia zdarzen, ktore zachodza
w dyskretnych chwilach czasu, oraz wielu, rownolegle zachodzacych etapow
produkcji, w pracy zaproponowano spojrzenie na przedmiot badan jako na system
(a wlasciwie rownolegle systemy) masowej obstugi. Powinno to umozliwié
wykorzystanie bogatej teorii systemoéw kolejkowych do analizy procesow
biologicznych w sposob, jaki do tej pory nie byl wykorzystywany.

2. Podstawy biologiczne

Proces translacji (nazywany tez biosynteza bialek) jest ostatnim z trzech etapoéw
syntezy biatek. Translacja obejmuje trzy etapy: inicjacjg, elongacje i terminacje [2].
Pierwszy etap translacji rozpoczyna si¢ w momencie przylaczenia si¢ mniejszej
podjednostki rybosomu do matrycowego RNA (mRNA), powstalego w procesie
transkrypcji. Translacja rozpoczyna si¢ w momencie utworzenia kompleksu mRNA-
rybosom. Nastepnie do mniejszej podjednostki przylaczaja si¢ biatka inicjujace (ang.
Initiation Factor Proteins). Rybosom przesuwa si¢ po nici mRNA do momentu
napotkania kodonu rozpoczynajacego thumaczenie nici (najczesciej jest to metionina).
Nastepnie  dotagczany jest antykodon (trojka nukleotydow o  sekwencji
komplementarnej do danego aminokwasu), a ni¢ mRNA przesuwa si¢, robigc miejsce
dla kolejnego antykodonu. Translacja trwa tak dtugo, dopoki nie zostanie rozpoznany
tzw. kodon STOP (kodon o sekwencji UAA, UAG lub UGA). Kodony te sa
rozpoznawane przez specjalne biatka uwalniajgce (ang. Release factors), ktore wigza
si¢ z kodonami STOP i uwalniaja mRNA oraz tancuch polipeptydowy do cytoplazmy.
Ten etap nazywany jest terminacja [10].

Transkrypt (mRNA) moze przeprowadzi¢ translacje wiele razy i1 przez kilka
rybosomow réwnolegle. W przypadku przylaczeniu si¢ wiecej niz jednego rybosomu
do matrycy, méwi si¢ o powstaniu tzw. frakcji polisomalnych [6, 7]. Duza zaleta
wystepowania frakcji polisomalnych jest zwigkszenie wydajno$ci procesu translacji.
Eksperymenty laboratoryjne wykazuja jednak, ze to nie polisomy, a monosomy sg
najczesciej wystepujacymi frakcjami (rys. 1). Wydaje si¢, ze sklonno$¢ matrycy
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mRNA do przytaczania wiekszej liczny rybosomow moze w duzej mierze zaleze¢ od
stanu komorki (narazenie na stres, obecno$¢ zwigzkow blokujacych przytaczanie
rybosomow do matrycy itp.).

Profil polisomalny genéw reporterowych w komorkach HCT 116,
lucyferaza renilla i firefly
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Rys. 1. Procent wystgpowania poszczegolnych frakeji polisomalnych dla biatek
reporterowych — Renilli 1 Firefly w komorkach HCT116. Etykiety na osi
poziomej odpowiadajg numerom kolejnych frakeji [8]

Proces translacji oraz profil rybosomalny mozna regulowa¢ na wiele sposobow,
m.in. za pomoca zwigzkow chemicznych, ktéore moga zahamowaé translacje
wszystkich biatek, badZ mogg by¢ skierowane przeciwko konkretnemu biatku. Innym
sposobem jest regulacja ekspresji za pomoca miRNA — krétkich (o dtugosei 19 - 23
nukleotydéw), niekodujacych, pojedynczych nici RNA, ktore, poprzez przylaczenie
si¢ do mRNA, blokuja mozliwo$¢ przytaczania si¢ rybosomow, badz doprowadzaja do
degradacji [5]. W procesie biogenezy, miRNA tworzy dupleks z druga nicig miRNA.
Jedna z nici jest nicig ,,aktywng”, czyli czynnie biorgca udziat w hamowaniu badz
degradacji mRNA, druga nie bierze udzialu w wyciszaniu genow. miRNA jest zdolne
do wyciszania gendw w momencie przylaczenia si¢ aktywnej nici do kompleksu
RISC. Aktywna forma RISC-miRNA zostaje skierowana do homologicznej sekwencji
mRNA. Po potaczeniu mRNA z miRNA, biatko Ago-2 (biatko z rodziny Agronaut)
rozcina mRNA w $cisle okreslonym miejscu (kazdy kompleks ma whasciwos¢ cigeia
tylko w jednym miejscu, najczgsciej jest to miedzy 10 a 11 nukleotydem w dupleksie
miRNA/mRNA) [1,4]. Porozcigciu mRNA przez RISC, sekwencja nukleotydow
zostaje pozbawiona tancucha poli-A przy koncu 3’ oraz czapeczki 7- metylo-
guaninowej, przez co tancuch przestaje by¢ chroniony i dochodzi do strawienia
tancucha przez RNA-zy [9, 11].

Blokowanie translacji przez miRNA zachodzi w momencie, gdy nie wystepuje
catkowita komplementarno$¢ pomigdzy miRNA a mRNA przy koncu 3°, natomiast
do calkowitej degradacji nici dochodzi w sytuacji, w ktorej miRNA jest catkowicie
komplementarne (rys. 2) [5].
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Rys. 2. Schemat alternatywnych §ciezek hamujacych produkcj¢ bialek przez miRNA
3. Model translacji jako procesu obshlugi w systemie kolejkowym

Jak wspomniano we Wstepie, w niniejszej pracy proponujemy wykorzystanie
teorii systemdéw masowej obslugi do modelowania procesu translacji. Naturalnym
wydawatoby si¢ przedstawienie rybosomu jako pojedynczego stanowiska obstugi,
poniewaz w ukladzie biologicznym jest on jednostkg wykonawczg. Jednak ze wzgledu
na mozliwo$¢ rownolegle; translacji, zachodzacej na pojedyncze; nici RNA
z wykorzystaniem wielu rybosoméw jednoczesnie, nalezy odwrdci¢ tg reprezentacje.
Klientem w systemie jest rybosom, a ni¢ RNA — stanowiskiem obstugi (moze réwniez
reprezentowaé pojedynczag lini¢ produkcyjng, na ktorej réwnolegle montowane sa
kolejne aminokwasy, prowadzac do powstania biatka).

Zaktada si¢, ze zrodio klientdbw jest nieograniczone, poniewaz w komorce jest
wiele rybosomow i1 nie stanowig one wielko$ci ograniczajgcej tempo translacji
(z doswiadczen biologicznych wynika, ze mozna pomingé wspodlzawodniczenie nici
mRNA o rybosomy). Czas nadejscia kolejnego klienta (przylaczenie si¢ rybosomu do
mRNA) opisany jest rozktadem wyktadniczym, przy czym w najprostszym modelu
mozna zalozy¢, ze parametr tego rozktadu jest staly, a w bardziej zaawansowanych
uwzgledni¢ fakt, ze sklonno$¢ przylaczenia kolejnego rybosomu moze zaleze¢ od
liczby juz przylaczonych (czyli liczby klientéw w kolejce do danego stanowiska
obstugi). Czas obslugi jest zmienng losows, rowniez opisang rozkladem
wyktadniczym. Podobnie, jak w przypadku nadejscia kolejnych klientow do systemu,
mozna uzalezni¢ parametr tego rozkladu od liczby przylaczonych rybosomow
(zaktadajac, ze wicksza liczba rybosomow w kolejce utrudnia obstuge na skutek
wiekszej liczby chwilowych zatrzyman ruchu pojedynczego rybosomu wzdtuz nici
mRNA lub wrecz przeciwnie — ze wigksza liczba rybosomdéw ulatwia translacje
poprzez zmian¢ konformacyjng struktury 3D nici mRNA). Dodatkowo, parametr ten
mozna uzalezni¢ od sktadu nukleotydow. Liczba klientow w systemie jest ograniczona
1 uzalezniona od dlugosci mRNA. Zakltada si¢, ze pojedynczy rybosom zajmuje
miejsce na dtugosci 180 zasad, a minimalna odlegtos¢ pomiedzy dwoma sgsiednimi
rybosomami nie moze by¢ mniejsza niz 40 zasad.
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Podstawowy schemat dla pojedynczego stanowiska obstugi bez sterowania zostat
przedstawiony na rysunku 3. Numer stanu oznacza liczb¢ klientow w kolejce, czyli
liczbg¢ rybosomoéw przytaczonych do pojedynczej nici mRNA. Przej$cie do stanu
0 WyzZszym numerze zwigzane jest z przylaczeniem kolejnego rybosomu, natomiast
przej$cie do stanu o nizszym numerze z zakonczeniem procesu translacji przez
rybosom, znajdujacy si¢ na koncu nici 1 odigczenie si¢ rybosomu. Zaktada sig, ze
prawdopodobienstwo przerwania translacji na skutek innego zdarzenia jest pomijalnie
mate.

Rys. 3. Schemat pojedynczego stanowiska bez sterowania

Przylaczenie si¢ kompleksu z miRNA do nici mRNA powoduje zatrzymanie
procesu translacji. W przypadku rozpatrywanym w niniejszej pracy jest to proces
nieodwracalny, co wynika ze skierowania tej nici do degradacji. W zwiazku z tym, do
podstawowego modelu nalezy doda¢ stan pochlaniajacy, reprezentujacy sytuacje,
w ktorej, niezaleznie od liczby dotychczas przylaczonych rybosoméw, przylacza sig
kompleks z miRNA (rys. 4). Prawdopodobienstwo takiego przylaczenia zalezy od
stezenia miRNA, ktore jest zmienna} steruj aca w procesie.
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Rys. 4. Schemat pojedynczego stanowiska ze sterowaniem

Dynamika rozpatrywanego uktadu moze by¢ opisana w standardowy sposob [3], za
pomocg nastepujacego uktadu rownan rozniczkowych. Dla nici mRNA o numerze j
mamy:
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Pyj = = + @+ w)Pyj + A1 Py j + ter1Prva jp k<K —1 (1)
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gdzie Py; oznacza prawdopodobienstwo wystgpienia k klientow w kolejce na j-tym
stanowisku obstugi.

W systemie istnieje wiele stanowisk obstugi. Ich poczatkowa liczba jest
parametrem modelu — mozna, zmieniajac go, analizowa¢ np. wariancje liczby
powstajacych bialek przy matej, sredniej 1 duzej liczbie mRNA. Najprostsze
sterowanie systemem, rozpatrywane w niniejszej pracy, polega na sterowaniu ich
liczbg za pomocg miRNA, ktore, losowo przylaczajac si¢ do mRNA, powoduje
wylaczenie stanowiska obstugi. Mozna przy tym uwzgledni¢ specyficznos¢
oddzialywan miRNA-mRNA poprzez zwigkszenie prawdopodobienstwa takiego
przytaczenia w przypadku wigkszej specyficznos$ci/powinowactwa miRNA do danego
mRNA 1 wickszej ilosci miRNA.

Zaktadajac niezalezno$¢ przylaczania si¢ rybosomow oraz miRNA do
oddzielnych nici RNA, kazdg z nici (czyli kazde stanowisko obstugi) mozna opisywac
w ten sam sposéb, za pomocg uktadu (1). Zsumowanie dla kazdego stanowiska j
i kazdego k prawdopodobienstw Py; odpowiada wyznaczeniu frakcji polisomalnych,
obserwowanych eksperymentalnie:

fre = ?’=1ij, (2)

przy czym f, odpowiada frakcji bez rybosomu, f; — frakcji monosomalnej, natomiast
frakcje z lekkimi 1 cigzkimi polisomami nalezy rozdzieli¢ na podstawie arbitralnie
przyjetego progu wartosci k > 1.

4. Automat komorkowy

Opisany w poprzedniej sekcji system masowej obstugi zostal zaimplementowany
w postaci automatu komodrkowego [12] dla kazdej nici mRNA. Stan automatu
odpowiada liczbie klientow w systemie (liczbie przylaczonych rybosoméw), przy
czym dodatkowy stan reprezentuje przytaczenie si¢ regulatorowej czasteczki miRNA.
Dla kazdego stanu zapamig¢tywane jest potozenie poszczegdlnych rybosomow.
Pojedyncza iteracja odpowiada jednej sekundzie, w trakcie ktorej poszczegdlne
rybosomy moga przesuna¢ si¢ o 5 kodondéw lub zatrzymacé si¢. Na poczatku kazdej
iteracji nastgpuje sprawdzenie wystapienia zdarzenia przylaczenia si¢ czasteczki
miRNA do nici. Jesli wystgpito, ni¢ jest usuwana z systemu. W przeciwnym wypadku
losowane jest zdarzenie przesunigcia/zatrzymania dla kazdego rybosomu z osobna,
rozpoczynajac od znajdujacego si¢ najdalej na nici. Kolejne rybosomy moga si¢
przesung¢ pod warunkiem zachowania minimalnej odlegtosci od nastgpnego. Nowy
rybosom moze przylaczy¢ si¢ do nici pod warunkiem, ze jej poczatek nie jest zajety
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przez inny poprzednio przytaczony. Po dojSciu ostatniego rybosomu do konca nici jest
on odlagczany, a liczba wyprodukowanych biatek zwicksza si¢ o 1.

5. Przykladowe wyniki numeryczne

Dla sprawdzenia wptywu ilosci miRNA na produkcje biatka przeprowadzono
symulacje dla dwoch przypadkow: losowej, ale stalej w trakcie symulacji (rys. 5) oraz
losowej, zmiennej w czasie (rys. 6) liczby czasteczek miRNA. Kazda symulacja
reprezentowala translacj¢ zachodzaca z jednej czasteczki mRNA w ciggu jednej
godziny.
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Rys 6. Liczba wyprodukowanych czasteczek biatka w obecnosci miRNA, dla
dziesieciu powtorzen. Liczbe mRNA losowano co 5 minut z zakresu 0-100 czasteczek

Jak wida¢, nawet w przypadku stalego poziomu miRNA, mozna otrzymac
znaczne zrdznicowanie ilo$ci wyprodukowanego biatka (rys. 5), a w konsekwencji
utrate korelacji z dynamikg zmian mRNA, przy czym nie jest to skorelowane z liczbg
czasteczek miRNA. W przypadku losowego, zmiennego w czasie poziomu miRNA,
poziom zréznicowania jest jeszcze wiekszy (rys. 6).
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6. Podsumowanie

Zaproponowany w pracy sposob modelowania procesu translacji umozliwia
uwzglednienie nie tylko sterowania tym procesem poprzez oddziatywanie miRNA -
mRNA, ale rowniez, poprzez zastosowanie automatu komorkowego, dodatkowych
zjawisk, takich jak np. chwilowe zatrzymanie procesu translacji. Zmiana regul
automatu komorkowego (wprowadzenie mozliwosci odlgczenia si¢ miRNA)
umozliwia rozréznienie dwoch réznych mechanizméw uruchamianych przez miRNA
— degradacji mRNA i odwracalnej inhibicji translacji. Pozwala réwniez na poréwnanie
wynikow symulacji z wynikami eksperymentalnymi, zar6wno na poziomie frakcji
polisomalnych, jak 1 ilosci wyprodukowanego biatka oraz ilosci mRNA. Jest on
podstawa do prowadzenia dalszych badan opartych na polisomach oraz regulacji
ekspresji genow.

Praca byta czesciowo finansowana ze srodkow z grantu NCN
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