AUTOMATYZACJA PROCESOW DYSKRETNYCH 2018

Magdalena OCHAB, Krzysztof PUSZYNSKI
Politechnika Slaska

ZASTOSOWANIE DYSKRETNYCH MODELI WPLYWU FLUKTUACJI CZA-
STECZEK REGULATOROWYCH NA PROCESY KOMORKOWE

Streszczenie

Przyblizenie deterministyczne w modelowaniu losowych proceséw wewnatrzko-
morkowych jest sporym uproszczeniem, szczegllnie w przypadku oddzialywan
pomigdzy matolicznymi reagentami. Procesy komérkowe sa Scisle uzaleznione od
poziomu czasteczek regulatorowych, ktory jest stosunkowo niski i moze ulegaé
znaczacym fluktuacjom. W niniejszym artykule zaproponowaliSmy r6zne modele
regulacji poziomu liczby aktywnych enzyméw w komorce oraz sprawdziliSmy jaki
wplyw ma szum stochastyczny ich poziomu na poziom bialtka zaleznego od tych
enzymow.

APPLICATION OF DISCRETE MODELS OF THE INFLUENCE OF REGULA-
TORY MOLECULES’ FLUCTUATIONS ON CELLULAR PROCESSES

Summary.

Deterministic approximation in the modeling of random intracellular processes is a
significant simplification, especially in the case of interactions between small num-
bers of reagents. Cellular processes are closely dependent on the level of regulatory
molecules, which is relatively low and can undergo significant fluctuations. In this
article, we proposed a few models of regulation of the amount of active enzymes
in the cell and we checked what effect their stochastic noise has on the level of
protein dependent on these enzymes.

1. Wprowadzenie

Modelowanie proceséw biologicznych, takich jak procesy wewnatrzkomérkowe
jest preznie rozwijajaca si¢ dzialtka z pogranicza biologii, matematyki 1 inzynierii syste-
mow [1]. Zdecydowana wigkszo$¢ modeli proceséw wewnatrzkomérkowych to modele
deterministyczne [2], pomijajace element losowosSci obecny w rzeczywistych uktadach.
Reakcje wewnatrzkomoérkowe, podobnie jak wszystkie reakcje chemiczne, sa uzalez-
nione od losowego zderzenia si¢ czasteczek, ktére moze wywotaé reakcje i powstanie
danego produktu. Ponadto liczba czasteczek danej substancji w komdrce moze by¢ roz-
nego rzedu: od kilku do kilkudziesigciu a nawet kilkuset tysigcy molekul, a ich lokalne
stezenia wewnatrz komorki moga znaczaco réznié si¢ od siebie. Dlatego tez zatozenie
o réwnym stgzeniu w calej objetosci komoérki i pomijanie losowosci procesOw moze
powodowac duze niedoktadnosci. Rozpatrywanie uktadéw biologicznych jako uktadow
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dyskretnych, z okreslong liczba czasteczek w danym czasie, z losowymi, skokowymi
przejSciami pomigedzy stanami w danych chwilach czasu pozwala na dokladniejsze od-
wzorowanie zachowania uktadéw biologicznych [1].

Wsréd ogromnej réznorodnosci proceséw zachodzacych we wngtrzu komoérek mozna
wytypowac kilka podstawowych, ktére maja wplyw na zmiang liczby danej formy bial-
ka w komorce. Sa to: produkcja, degradacja (rozktad), aktywacja i dezaktywacja. Biatka
w komorce petnig niezwykle wazne 1 r6znorodne funkcje. Sa czasteczkami budulcowy-
mi, regulatorowymi, enzymatycznymi a takze transportowymi, przez co odpowiadaja
za prawidlowe funkcjonowanie calego organizmu, a utrzymywanie ich odpowiednie-
go poziomu jest kluczowym procesem wewnatrzkomérkowym. Produkcja biatka jest
procesem kilkuetapowym. Komorka zawiera informacj¢ genetyczng na temat budowy
danego biatka w czasteczce DNA, czyli genie. Proces aktywacji gendw jest wieloetapo-
wy 1 wymaga obecnoS$ci wielu réznych czasteczek regulatorowych takich jak czynniki
transkrypcyjne oraz enzymy. Najczesciej zaktada sig¢, ze gen zmienia swoj stan z nieak-
tywnego na aktywny, gdy do tzw. obszaru promotora genu przyltaczy si¢ odpowiednie
biatko lub kompleks bialek bedacy czynnikiem transkrypcyjnym tego genu. Sam pro-
ces przytaczania i odtaczania si¢ czynnika transkrypcyjnego od obszaru promotora, jak
roOwniez tworzenie si¢ kompleksow bialek bedacych czynnikami transkrypcyjnymi jest
silnie uzalezniony od obecnoci odpowiednich enzyméw. Aktywny gen stuzy jako matry-
ca w procesie transkrypcji, czyli produkcji mRNA. mRNA odpowiednio zmodyfikowa-
ne i przetransportowane do cytoplazmy, stuzy jako bezposrednia matryca do produkcji
biatka w procesie translacji. Nowostworzone biatko przechodzi obrobke potranslacyjna,
ktorej rezultatem jest powstanie biatka petnofunkcjonalnego. Zdecydowana wigkszos¢
proceséw wewnatrzkomoérkowych nie zachodzi samoczynnie, ale musi by¢ aktywowana
przez réznego typu czasteczki regulatorowe [3].

Tworzac modele proceséw biologicznych autorzy, ze wzgledu na mata dostgpnos¢ da-
nych biologicznych, niejednokrotnie zaktadaja, ze liczba czasteczek regulatorowych jest
stala, a w efekcie tempo danej reakcji jest rowniez state [4], [5]. Uproszczenie takie jest
uzasadnione w przypadku idealnie wymieszanego, jednolitego Srodowiska z bardzo duza
liczba czasteczek regulatorowych. W rzeczywistosci Srodowisko wewnatrzkomorkowe
jest bardzo heterogeniczne, a poziomy czasteczek regulatorowych moga ulega¢ znacz-
nym fluktuacjom. Problem ten zostal szerzej oméwiony w pracy de Franciscis 1 wspot.
[6]. W niniejszym artykule pokazemy, ze uwzglednienie wptywu szumoéw stochastycz-
nych wynikajacych z fluktuacji liczby czasteczek regulatorowych skutkuje zmiang za-
chowania uktadu.

2. Modelowanie poziomu enzymow

Czasteczki regulatorowe, takie jak enzymy, czgsto wystepuja w uktadach biolo-
gicznych w stanie nieaktywnym, a swoje wtasciwosci regulowania proceséw nabywaja
dopiero po aktywacji, najczesciej na drodze fosforylacji. Z tego powodu tempo reakcji
bedzie uzaleznione od liczby aktywnych czasteczek, a nie od ich catkowitej liczby. Pro-
ces aktywacji enzymow ma kluczowe znaczenie dla funkcjonowania komorki, a badania
w tym temacie sg prowadzone juz od wielu lat [7]. W ponizszych modelach zaktadamy
stalg pule czynnikéw regulatorowych w ukladzie, przyjmujac ze tempa reakcji ich pro-
dukcji i degradacji sa takie same. Zrédtem zmiennosci liczby aktywnych czasteczek
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w ukladzie jest proces aktywacji oraz deaktywacji czasteczek, ktory jak wspomniano
wczesniej ma natur¢ stochastyczna. Nawet przy zatozeniu braku autoregulacji pozio-
mu aktywnych enzymoéw, stochastyczne fluktuacje wywotuja szum, ktory bedzie istot-
nie wptywat na tempo procesow zaleznych od poziomu aktywnej formy biatka. Jedno-
cze$nie w zaleznosSci od typu regulacji poziomu enzymow, mozliwe jest wystepowanie
réznych rozktadéw prawdopodobienistwa liczby aktywnych czasteczek enzymu w ukta-
dzie.

We wszystkich stworzonych modelach zaktadamy stala liczbe czasteczek regulatoro-
wych, enzyméw (N = 1000) oraz dwa stany: aktywny (X)) oraz nieaktywny (Y"), przy
czymY =N — X.

Model A: jest modelem ze spontaniczna aktywacja i deaktywacja enzymu i brakiem au-
toregulacji (Rys. 1 (Al)). Sklonnosci reakcji wystepujacych w uktadzie zaleza liniowo
od stanu uktadu. Przyjmujemy oznaczenia: r; to sktonnos$¢ reakcji aktywacji, natomiast
ro to sktonnos¢ reakcji deaktywacji:

rn = lﬁ(N—X) (1)
o = kQ'X, (2)

gdzie N — X to liczba czasteczek nieaktywnych. Wartosci parametréw zebrane zostaty
w tabeli 1. Zostaly one tak dobrane by Sredni poziom aktywnych czasteczek wynosit
potowe ich catkowitej liczby. Spontaniczna aktywacja i deaktywacja enzymoéw skutkuje
nieregularnymi oscylacjami wokot stanu rownowagi, w ktorym potowa czasteczek jest
w stanie aktywnym (X, = 500), co obrazuje przebieg czasowy liczby aktywnych enzy-
mow przedstawiony na rys. 1 (A2). Empiryczny rozklad prawdopodobienstwa istnienia
X czasteczek aktywnych w danej chwili czasu, wyznaczony na podstawie 80 tys. godzin
symulacji poziomu enzymoéw jest zblizony ksztattem do rozktadu normalnego z warto-
Scig oczekiwang rowna 500 (rys. 1 (A3)).

Model B: jest modelem, w ktérym oprécz spontanicznych przetaczen wystepuja dwie
petle sprzgzenia dodatniego zgodnie ze schematem przedstawionym na rys. 1 (B1). Do-
datnie sprzgzenia zwrotne niezwykle czgsto sa spotykane w uktadach biologicznych,
poniewaz pozwalaja na wystapienie kilku stanow rownowagi ([8], [9]) Spontaniczne re-
akcje aktywacji 1 dezaktywacji maja sktonnosci opisane podobnie jak w modelu A (r;
oraz r9), dodatkowo sktonno$¢ rs opisuje sprzezenie dodatnie na aktywacje enzymu:
aktywny enzym wzmacnia dalsza aktywacj¢ czasteczek, natomiast sprzgzenie dodatnie
na deaktywacje enzymu jest opisane przez sktonnos$¢ r4 - enzym w formie nieaktywne;j
wzmacnia deaktywacje.

Xn
= kg —  (N—-X
r3 3 g g X ( ) (3)
N —X)™m
Ty = /{34 ( ) X (4)

KP4+ (N—-X)m

(reakcje r; oraz ro jak w modelu A). Parametry wykorzystane w funkcjach Hilla do
opisania powyzszych zaleznoSci sa przedstawione w tabeli 1. Uktad moze wystgpowac
w dwoch réznych stanach - o wysokiej lub niskiej liczby aktywnych czasteczek, co w
przebiegu czasowym mozna zaobserwowac jako fluktuacje uktadu woké6t dwoch punk-
tow stacjonarnych (rys. 1 (B2) ). Empiryczny rozktad prawdopodobienstwa istnienia X



142 M. Ochab, K. Puszynski

czasteczek aktywnych w danej chwili czasu w czasie symulacji jest rozktadem dwumo-
dalnym (rys. 1 (B3)) o Sredniej réwnej w przyblizeniu 500, podobnie jak w modelu A,
ale o znacznie wigkszym odchyleniu standardowym.

Model C: posiada schemat modelu identyczny jak w przypadku modelu B, przy czym
tempa reakcji opisujacych sprzezenia zwrotne nie sg takie same (rys.1 (C1)). Sklonnosci
reakcji sg opisane takimi samymi formutami, ale wartosci parametrow reakcji sa inne
niz w modelu B. Model ten ma bardziej realistycznie oddawaé sytuacje obserwowang w
komorce, gdzie enzym wystepuje gldwnie w stanie nieaktywnym a jego aktywacja jest
gwaltownym, ale krétkotrwatym procesem (rys. 1 (C2)). W efekcie histogram prawdo-
podobiefistwa wystapienia danej liczby aktywnego biatka w czasie symulacji jest silnie
niesymetryczny, z maksimum dla okoto 270 czasteczek 1 drugim znacznie mniejszym
maksimum przy okoto 750 aktywnych czasteczek (rys. 1 (C3)). Srednia liczba aktyw-
nych czasteczek w czasie symulacji to w przyblizeniu 310.
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Rys. 1. Modele zmian poziomu aktywnych enzyméw w komoérce. A. Model bez autore-
gulacji. B. Model z dwoma sprzg¢zeniami dodatnimi. C. Model z dwoma niesy-
metrycznymi sprz¢zeniami dodatnimi. (Al, B1, C1 - schemat modelu; A2, B2,
C2 - przebieg czasowy liczby aktywnych czasteczek; A3, B3, C3 - empiryczny
rozktad prawdopodobienstwa liczby aktywnych czasteczek w danej chwili cza-
su)
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Tabela 1
Parametry opracowanych modeli

Model Parametry

Model A | k1 =5-10% ky =5-10"%

ModelB | k; =5-10"%; ks =5-10"%; Kx = 500 ; Ky = 500
ks =22-107%k; =22-10%n=3;m=23
ModelC | k; =5-107%; ks =5-10"%; Kx = 500 ; Ky = 500
k3 =0.99%22-10%k =22-10""n=3;m=3

3. Wplyw szumoéw na produkcje¢ biatka

W celu uproszczenia modeli biologicznych, autorzy czegsto zaktadaja statg liczbg
czasteczek regulatorowych, co prowadzi do zatozenia stalego tempa danej reakcji. W
zaleznoSci od reakcji takie zatozenie jest mniej lub bardziej zgodne z rzeczywistoscia.
Przyktadowo reakcja produkcji biatka jest SciSle regulowana przez obecnos¢ czynnikow
transkrypcyjnych. Fluktuacje ich poziomu bezposrednio przektadaja si¢ na poziom da-
nego biatka w komoérce.

Najprostszy, rozwazany przez nas model produkcji biatka zawiera dwie reak-
cje: produkcje (r5) i degradacje (r¢). Produkcja jest uzalezniona od poziomu enzymu,
przy czym w najprostszym przypadku zaktadamy staty poziom jego aktywnej formy
(X = 500). Zgodnie z obowiazujaca wiedza biologiczng zakladamy, ze wplyw aktyw-
nego enzymu na tempo reakcji mozna opisac funkcja Hilla:

X2

K3+ X2 (5)
M

e — dP, (6)

s = P

gdzie P oznacza liczba biatka. Wartos$¢ tempa degradacji zostata wyliczona przy
zalozeniu czasu péttrwania biatka réwnego okoto 2,5 godziny (d = 8 - 10~°), natomiast
tempo produkcji zostato dopasowane tak, aby Sredni poziom biatka w komorce byt zbli-
zony do 10000 czasteczek (p = 1.6).

Schemat modelu przedstawiony jest na rys. 2. Na przebiegu czasowym mozna
zaobserwowac oscylacje wynikajace z losowosci procesu stochastycznego. Widoczny
jest stosunkowo maty zakres zmian (rys. 2 (P2)), oscylujacy wokét Sredniej rownej w
przyblizeniu 10 tys. czasteczek biatka w komorce (rys. 2 (P3)).

Model A: W tym modelu proces produkcji biatka jest rozszerzony o réwnania
opisujace liczbe aktywnych czasteczek regulatorowych zaproponowane we wczesniej-
szej czgSci artykutu. Szum wynikajacy z spontanicznych zmian stanu poprzez aktywacje
1 deaktywacje enzymu powoduje zwigkszenie fluktuacji w uktadzie (por. rys. 2 (P3) i rys.
3 (A3)), przy jednoczesnym zachowaniu Sredniej liczby czasteczek biatka na zblizonym
poziomie (10 tys. czasteczek). Rozktad prawdopodobienistwa ma ksztatt jednomodalny
(rys. 3 (A3)).

Model B: W tym przypadku zbadaliSmy wptyw szumu o rozkladzie dwumodal-
nym na produkcje biatka. Przy zalozeniu istnienia autoregulacji poziomu enzyméw w
komorcee, fluktuacje ich poziomu moga mie¢ zdecydowanie wigkszy wpltyw na poziom
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Rys. 2. Model produkcji biatka ze stalym poziomem enzyméw. (P1- schemat modelu;
P2 - przebieg czasowy liczby czasteczek biatka; P3 - empiryczny rozktad praw-
dopodobienstwa liczby czasteczek biatka w danej chwili czasu)
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Rys. 3. Model produkcji biatka z fluktuacjami enzymow - model A. (Al- schemat mo-
delu; A2 - przebieg czasowy liczby czasteczek biatka; A3 - empiryczny rozktad
prawdopodobienstwa liczby czasteczek biatka w danej chwili czasu)

biatka. Schemat takiego uktadu jest przedstawiony na rys. 4 (B1). W przebiegu cza-
sowym widoczne s3 znacznie wigksze oscylacje pozioméw biatka niz w przypadkach
poprzednich. Aktywny enzym moze utrzymywac si¢ w komorce przez dluzszy czas na
wysokim lub niskim poziomie, co ma bezpoSrednie przetozenie na wystgpowanie zna-
czacych zmian poziomu biatka w komorce (rys. 4 (B2)). Rozktad prawdopodobienstwa
liczby aktywnego enzymu w komorce jest symetryczny (patrz rys. 1 (B3)), natomiast hi-
stogram przedstawiajacy rozktad prawdopodobienistwa liczby biatka jest rOwniez dwu-
modalny, ale silnie niesymetryczny. Pierwsze maksimum jest nizsze i wstgpuje przy
bardzo niskich wartosciach (5 tys. czasteczek), natomiast drugie maksimum wystepuje
przy 13.5 tys. czasteczek, ale jest zdecydowanie wyzsze (rys. 4 (B3)).

Model C: W kolejnym przypadku sprawdziliSmy wptyw niesymetrycznego szu-
mu poziomu aktywnego enzymu na poziom biatka w komdrce. Przez zdecydowana
wigkszos¢ czasu liczba aktywnego enzymu jest na niskim poziomie a wzrost do wy-
sokich wartoSci jest procesem gwaltownym i chwilowym (rys. 5 (C2)), co ma oddawac
rzeczywiste zachowanie enzyméw w komorce. Histogram poziomu biatka w uktadzie
jest dwumodalny z duzym maksimum dla niskich pozioméw biatka. Potozenie mak-
siméw jest podobne jak w modelu B, jednak ich warto$¢ zdecydowanie si¢ r6zni. W
uktadzie przewaza stan z niskim poziomem bialka, a jego wysokie poziomy sg obserwo-
wane epizodycznie (rys. 5 (C3)). Réwniez Sredni poziom biatka w uktadzie jest znacznie
nizszy (Srednia modelu C jest réwna 5 328 czasteczek w poréwnaniu do modelu B gdzie
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Rys. 4. Model produkcji biatka z fluktuacjami eznymow - model B. (B1- schemat mo-
delu; B2 - przebieg czasowy liczby czasteczek biatka; B3 - empiryczny rozktad
prawdopodobienstwa liczby czasteczek biatka w danej chwili czasu)
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Rys. 5. Model produkcji biatka z fluktuacjami eznyméw - model C. (C1- schemat mo-
delu; C2 - przebieg czasowy liczby czasteczek biatka; C3 - empiryczny rozktad
prawdopodobienstwa liczby czasteczek biatka w danej chwili czasu)

4. Podsumowanie

Wraz z rozwojem wiedzy biologicznej odno$nie proceséw zachodzacych we
wnetrzu komérki pojawia si¢ konieczno$¢ modyfikacji dotychczasowego podejscia do
tworzenia ich modeli matematycznych. Zatozenie o stalym poziomie aktywnych cza-
steczek regulatorowych moze prowadzi¢ do duzych uogdlnien, skutkujacych blednymi
wynikami. W niniejszym artykule najpierw rozpatrzyliSmy r6zne modele aktywacji i
dezaktywacji enzymdw. Juz uwzglednienie wytacznie losowych przetaczen migdzy sta-
nem aktywnym i nieaktywnym enzymu, bez zadnej autoregulacji, skutkuje powstaniem
szumu, ktory bedzie dodatkowo zwigkszal zr6znicowanie poziomow biatka w komorce
przy zachowaniu tego samego Sredniego poziomu. W przypadku bardziej skompliko-
wanych modeli sieci biatkkowych, uwzglednienie losowosci pozioméw enzymoéw moze
skutkowa¢ powstaniem wigcej niz jednego punktu stacjonarnego i przelaczaniem si¢
uktadu pomigdzy ich basenami przyciagania. W modelu B uwzgledniliSmy dodatkowo
autoregulacj¢ procesu aktywacji i dezaktywacji enzymu poprzez dwa sprzgzenia zwrot-
ne. Problem sprzgzen zwrotnych w uktadach biologicznych byt wielokrotnie badany
[10]. W efekcie rozktad prawdopodobienstwa liczby aktywnych czasteczek enzymu jest
dwumodalny i symetryczny, przy czym jego Srednia warto$¢ liczby aktywnych enzy-
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mow jest rOwna Sredniej wartoSci modelu A. Histogram liczby biatka w komoérce w
czasie symulacji w przypadku uwzglednienia szumu z modelu B ma ksztatt dwumo-
dalny, a wysoki poziom biatka bezposrednio koreluje z wysokim poziomem enzymu w
komorce (rys. 4 B2). Dwa maksima obserwowane na histogramie sa mocno niesyme-
tryczne. Niski poziom aktywnego enzymu powoduje bardzo duze obnizenie poziomu
biatka, przy czym zakres niskich wartoSci jest stosunkowo szeroki. Natomiast wysoki
poziom aktywnego enzymu powoduje bardzo gwattowny wzrost poziomu biatka, przy
czym zakres maksimum jest stosunkowo waski. Warto zauwazy¢, iz w zatozonych mo-
delach poziom aktywnego enzymu ma bezposredni wptyw na tempo produkcji biatka.
Otwartym pozostaje pytanie na ile wprowadzenie rzeczywistych etapéw produkcji biat-
ka (transkrypcji 1 translacji) “wygtadzi” szumy wynikajace z stochastycznej aktywacji 1
dezaktywacji enzymow. Autorzy zamierzaja zbadac ten aspekt w najblizszej przyszio-
Sci.

Prace zostaly czgsciowo sfinansowane ze Srodkéw Narodowego Centrum Nauki przy-
znanych na podstawie decyzji numer 02/010/PBU17/0091 (PBU/30/RAul1/2017/505)
(KP) oraz BKM- 508 /RAU1/2017 (02/010/BKM17/0083) t. 6 (MO).
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