POLITECHNIKA POZNANSKA

Wydzial Informatyki i Telekomunikacji

Instytut Informatyki

PODEJSCIA SYSTEMOWE DO MODELOWANIA I
ANALIZY WYBRANYCH PROCESOW ZWIAZANYCH Z
POWSTAWANIEM I ROZWOJEM MIAZDZYCY

Kaja Gutowska

Rozprawa doktorska

Promotor: prof. dr hab. inz. Piotr Formanowicz

Poznan 2023



Podziekowania

Serdecznie dziekuje mojemu promotorowi, prof. dr hab. inz. Piotrowi Formanowiczowi,
za wiedze, poswiecony czas i nieoceniong pomoc, ktorych uswiadczytam przez te wszystkie lata.
Dziekuje za wszelkie rady, ktore doprowadzily do powstania niniejszej rozprawy.
Kolejne podziekowania skladam moim Rodzicom i Przyjaciotom,
dziekuje za zyczliwe stowa oraz motywacje.
Szczegbdlne podziekowania adresuje mojemu mezowi,
bez Twojego wsparcia i zrozumienia nie udaloby mi sie tego dokonaé.

Dziekuje.

Kaja Gutowska



Streszczenie

Biologia obliczeniowa jest szybko rozwijajaca sie nauka na styku biologii, matematyki i in-
formatyki. Ta szeroka dyscyplina dotyczy miedzy innymi tworzenia modeli dla réznych danych
eksperymentalnych, w tym zlozonych systemoéw biologicznych, wykorzystujac rézne metody ma-
tematyczne i obliczeniowe. Przy dynamicznym rozwoju nauk biologicznych, medycyny oraz wy-
ktadniczym wzroscie dostepnosci danych, pojawia sie potrzeba tworzenia precyzyjnych modeli ma-
tematycznych. Modele te staja sie w ostatnich latach coraz bardziej popularne jako narzedzia
systematyzujace wiedze, ale takze jako narzedzia wspomagajace prace eksperymentalne. Zapew-
niaja one nie tylko wglad w ogodlne wtasciwosci tych systemow, ale takze pomagaja w konkretnych
zadaniach, takich jak poszukiwanie celéw molekularnych dla lekéw, czy protokotéw leczenia.

Problemem badawczym niniejszej rozprawy jest zbadanie przydatnosci roznych metod informa-
tycznych do modelowania i analizy ztozonych systeméw biologicznych, a w szczegblnosci procesow
powstawania i rozwoju miazdzycy. Miazdzyca jest choroba sercowo-naczyniows stanowiaca jedna z
glownych przyczyn $miertelnosci na $wiecie, a pomimo tego dalej brakuje jednoznacznych informa-
¢ji o mechanizmach jej progresji. Badania naukowe ciggle koncentruja sie na profilaktyce miazdzycy
oraz na zwiekszeniu mozliwosci terapeutycznych. Do realizacji tych celéw przyblizyé moga rézne
podejscia systemowe. Nadmieni¢ nalezy, ze wszelkie rozwazane w tej pracy metody maja zastoso-
wanie do dowolnych zjawisk biologicznych, od szlakéw biochemicznych, przez $ciezki sygnatowe,
po zlozone mechanizmy patogenezy réznych jednostek chorobowych. W rozprawie, obok modeli
traktujacych o miazdzycy, rozpatrywano takze inne zjawiska biologiczne, nie tylko bezposrednio z
niag zwigzane.

Zgodnie z opisem problemu badawczego, rozprawa koncentrujace sie na dwéch $ciezkach ba-
dawczych. Jedna z nich dotyczy kontekstu biologicznego, czyli zaproponowania modeli ztozonych
systemoéw biologicznych. Dotycza one w gloéwnej mierze mechanizmoéw lezacych bezposrednio u
podstaw powstawania i rozwoju miazdzycy, ale takze jak wspomniano wczesniej, mechanizméw
posrednio z nig zwiazanych oraz innych analizowanych zjawisk biologicznych. Druga Sciezka ba-
dawcza dotyczy metod informatycznych, a wiec zastosowania réznych podej$é systemowych do
tworzenia modeli i ich analizy, a takze oceny zastosowanych metodologii pod wzgledem uzyska-
nych wynikéw. W realizacji celu metodologicznego skupiono sie gtéwnie na podejéciach opartych o
klasyczne sieci Petriego, w tym istniejace, klasyczne i rozszerzone metody analizy. Zaproponowano
takze rozszerzenia istniejacych metod oraz wtasne, alternatywne metody analiz. Rozwazono przy
tym réwniez aspekty kombinatoryczne wybranych probleméw i zaproponowano ich algorytmiczne
rozwiazania. Ponadto, podejscie modelowania oparte o sieci Petriego poréwnano do podejicia opar-
tego o réwnania rozniczkowe zwyczajne, w efekcie czego zaproponowano podejscie dualnego mo-
delowania, umozliwiajace przeprowadzenie kompleksowej analizy parametrycznej i strukturalne;j.
Poza metoda modelowania oparta o réwnania rézniczkowe zwyczajne w pracy zastosowano takze
alternatywna metode modelowania oparta o macierzowe modele dynamiki populacji.

Ocena istniejacych metod do analizy klasycznych modeli opartych o sieci Petriego obejmuje

iii



analize zbiorow MCT, analize t-klastréw oraz manualna analize wybranych t-niezmiennikéw, na-
tomiast ocena rozszerzonych metod analizy obejmuje strukturalna analize knockout i symulacje
knockout. Obok tych metod, zaproponowano wlasne metody analizy oraz rozszerzenie do metod ist-
niejacych. Wéréd zaproponowanych metod wyréznié mozna analize waznosci, poréwnawcza analize
wazno$ci bazujaca na dwoch modelach spelniajacych pokrycie przez t-niezmienniki oraz poréw-
nawczg analize knockout. W ramach analizy modeli opartych o klasyczne sieci Petriego rozwa-
zono kombinatoryczne aspekty analizy t-niezmiennikéw, w tym wybrane problemy wystepowania i
anty-wystepowania podzbioréw tranzycji we wsparciach t-niezmiennikéw oraz zaproponowano roz-
wigzania algorytmiczne dla wybranych z nich. W zakresie poréwnania metod modelowania, czyli
podejs¢ opartych o sieci Petriego i rownania roézniczkowe zwyczajne, skupiono sie na konkretnych
metodach analizy, na analizie waznoéci dla modeli opartych o sieci Petriego i analizie wrazliwosci
dla modeli opartych o réwnania rézniczkowe zwyczajne. Badania nad tymi metodami pozwolity na
opracowanie dualnego podejécia modelowania.

W ramach czesci biologicznej tej rozprawy, zaproponowano przede wszystkim modele majace
na celu usystematyzowanie wiedzy oraz poszukiwanie ciekawych interakcji i nieznanych dotad wta-
$ciwos$ci w procesach powstawania i rozwoju miazdzycy. Z tego wzgledu powstaly nastepujace
modele: model wptywu uszkodzen srédbtonka na rozwoj miazdzycy, model wplywu palenia papie-
ros6w na uszkodzenia srodbtonka i rozw6j miazdzycy, model wpltywu wybranych aspektow standw
protrombotycznych, stanéw zapalnych i stresu oksydacyjnego na rozwéj miazdzycy, model wplywu
interleukiny 18 na procesy zapalne lezace u podstaw miazdzycy, w tym takze zaleznosci pomiedzy
roznymi podtypami makrofagéw, model zaleznosci miedzy hipercholesterolemia a niestabilnoscia
blaszek miazdzycowych (czyli model dynamiki populacji makrofagéw), a takze model powiazan
miazdzycy i tetniakéw aorty brzusznej. Ponadto w rozprawie pojawil sie model relacji miedzy
homeostaza zelaza a niedoborem witaminy A, model relacji infekcji wirusowej miedzy wirusem
SARS-CoV-2 a ukladem RAA w nadci$nieniu pierwotnym, model réwnowagi miedzy prooksydan-
tami i antyoksydantami oraz model odpowiedzi systemu na uszkodzenia DNA na podstawie Sciezek
sygnatowych ATM-—p53-NF-xB.

Kompleksowa analiza modeli opisujacych rézne zjawiska biologiczne jest niezwykle trudna i
pozostawia miejsce na kolejne rozwazania. Niniejsza praca stanowi obszerne wprowadzenie do dal-

szych badan nad modelowaniem zlozonych systeméw biologicznych.



Abstract

Computational biology is a rapidly growing scientific discipline at the intersection of biology,
mathematics and computer science. Among other things, this vast branch of science deals with
creating models based on various experimental data, including complex biological systems, while
utilising a variety of mathematical and computational methods. With the rapid development of
biological sciences, medicine and the exponential increase in data availability, there is an emerging
need to create accurate mathematical models. They allow to describe and analyse biological sys-
tems; they have become increasingly popular in recent years as tools to systematise knowledge,
but also as tools to support experimental work. They not only provide insights into the general
properties of these systems, but also help in specific tasks, such as the search for molecular targets
for drugs or treatment protocols.

The research problem of this dissertation is to study the suitability of various computational
methods for modelling and analysing complex biological systems, particularly atherosclerosis for-
mation and its development processes. Atherosclerosis is a cardiovascular disease that is one of
the leading causes of mortality worldwide, yet there is still a lack of clear information about the
mechanisms of its progression. Published studies are constantly focusing on the prevention of athe-
rosclerosis and increasing therapeutic possibilities. Various systemic approaches can bring these
goals closer. It should be mentioned that all of the methods considered in this thesis apply to any
biological phenomena, from biochemical pathways and signalling pathways to complex mechanisms
of pathogenesis of various disease entities. In addition to models focusing on atherosclerosis, the
thesis also considers other biological phenomena, not only ones directly related to it.

According to the description of the research problem, the dissertation focuses on two research
paths. One concerns the biological context, that is, proposing models of complex biological sys-
tems. This mainly concerns the mechanisms directly underlying the formation and development
of atherosclerosis, but also, as mentioned earlier, mechanisms indirectly related to it and other
biological phenomena analysed.

The second research path concerns computing methods, that is, the application of different
systems approaches to model development and analysis, as well as the evaluation of the metho-
dologies used in terms of the results obtained. The methodological objective mainly focuses on
approaches based on classical Petri nets, including existing, classical and extended methods of
analysis. Extensions to existing methods and own alternative methods of analysis were also pro-
posed. Combinatorial aspects of selected problems were also considered, and their algorithmic
solutions were proposed. Furthermore, a modelling approach based on Petri nets was compared
to an approach based on ordinary differential equations, resulting in a dual modelling approach
being proposed, enabling a comprehensive parametric and structural analysis. In addition to the
modelling approach based on ordinary differential equations, an alternative modelling approach
based on matrix models of population dynamics was considered.

The evaluation of existing methods for analysing classical Petri net-based models includes



MCT sets analysis, t-clusters analysis and manual analysis of selected t-invariants, whereas the
evaluation of extended analysis methods includes structural knockout analysis and knockout simu-
lation. In addition to these methods, analysis methods and extensions to existing methods have
been proposed. The proposed methods include importance analysis, comparative importance ana-
lysis based on two models fulfilling coverage by t-invariants and comparative knockout analysis. In
the analysis of models based on classical Petri nets, combinatorial aspects of t-invariant analysis
are considered, including selected problems of occurrence and anti-occurrence of transition subsets
in supports of t-invariant. Moreover, algorithmic solutions for selected ones are proposed. Regar-
ding the comparison of modelling methods, i.e. Petri nets and ordinary differential equations-based
approaches, the focus was on specific methods of analysis, validity analysis for Petri nets-based
models and sensitivity analysis for ordinary differential equations-based models. The research on
these methods allowed for developing a dual modelling approach.

Within the biological part of this dissertation, models were mainly proposed to systematise
knowledge and to search for interesting interactions and hitherto unknown properties in the pro-
cesses of atherosclerosis formation and development. Therefore, the following models were deve-
loped: a model of the influence of endothelial damage on the development of atherosclerosis, a
model of the influence of cigarette smoking on endothelial damage and the development of athe-
rosclerosis, a model of the influence of selected aspects of prothrombotic states, inflammation and
oxidative stress on the development of atherosclerosis, a model of the influence of interleukin 18 on
the inflammatory processes underlying atherosclerosis, including the relationship between different
macrophage subtypes, a model of the relationship between hypercholesterolemia and atheroscle-
rotic plaque instability (i.e. a model of macrophage population dynamics), and a model of the
relationship between atherosclerosis and abdominal aortic aneurysms. In addition, the dissertation
includes a model of the relationship between iron homeostasis and vitamin A deficiency, a model
of the viral infection relationship between the SARS-CoV-2 virus and the RAA system in essential
hypertension, a model of the balance between prooxidants and antioxidants, and a model of the
system’s response to DNA damage based on ATM-—p53-NF-£B signalling pathways.

A comprehensive analysis of models describing various biological phenomena is exceptionally
challenging and gives a possibility for further consideration. This thesis provides a comprehensive

introduction to further research on modelling complex biological systems.
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Rozdziat 1

Wstep

1.1 Wprowadzenie

Dynamiczny rozwdéj nauk biologicznych oraz medycyny uwidocznitl potrzebe stosowania po-
dejsé¢ systemowych do lepszego zrozumienia natury réznych proceséw biochemicznych i ztozonych
chorob, aby w efekcie doprowadzi¢ do opracowania skuteczniejszych terapii. W tym celu wyko-
rzystywane sa wszelkie podejécia umozliwiajace tworzenie precyzyjnych modeli matematycznych,
gdyz powszechnie wiadomo, ze bez nich trudno bytoby w pelni pojaé¢ nature analizowanych zja-
wisk, zwlaszcza z uwagi na stopienn ztozonosci systemoéw biologicznych, ktory jest zwykle bardzo
duzy. Modelowanie in silico jest jedna z bardzo skutecznych metod badania ztozonych zjawisk bio-
logicznych, gdyz jest srodkiem nie tylko do systematyzowania wiedzy, testowania nowych hipotez,
tworzenia nowych teorii, ale takze do wyznaczenia dalszego kierunku badan, w tym sugerowania
konkretnych eksperymentow.

Najczesciej do modelowania zlozonych systemoéw biologicznych wykorzystywane sa réwnania
rézniczkowe. Jednakze od pewnego czasu konstruowane i analizowane sa modele przyjmujace po-
staci grafowe lub obiekty matematyczne je przypominajace. Popularnosé tych metod wynika z
intuicyjnej, a przy tym takze precyzyjnej formy odzwierciedlenia struktury badanego zjawiska.
Ponadto podejicia te umozliwiaja odtworzenie sieci zaleznosci bez uwzglednienia wartosci parame-
trow, ktore na ogol nie sg znane lub sa znane tylko dla niewielkiej czesci badanego uktadu. Wsréd
wspomnianych rodzajéw modeli na uwage zastuguja modele opisane formalizmem opartym o sieci
Petriego. Od prawie trzech dekad sa one z coraz to wiekszym powodzeniem stosowane do mode-
lowania zlozonych systeméw biologicznych [28, 88, 91, 96, 111, 116, 146, 182, 218, 237]. Modele
oparte o sieci Petriego nie sa grafami, ale charakteryzuja sie struktura skierowanego, wazonego
grafu dwudzielnego, przy czym ich atutem jest fakt, ze poza intuicyjng reprezentacja struktury,
moga takze opisywaé dynamike systemu [148, 198]. Pozwalaja sie one skupi¢ na zjawiskach o duzej
skali oddzialywan, aby nie tylko poznaé ich nature i uporzadkowaé¢ wiedze, ale aby doprowadzié¢ do
odkrywania nowych wlasciwosci czy zaleznosci, przyczyniajac si¢ przede wszystkim do opracowania
skuteczniejszych strategii leczenia.

Problem badawczy, o ktorym traktuje niniejsza rozprawa, dotyczy badania przydatnosci roz-
nych metod informatycznych do modelowania i analizy ztozonych systeméw biologicznych. W ogol-
nosci zatem zagadnienia opisywane w rozprawie mozna podzieli¢ na dwie kategorie. Pierwsza z nich
dotyczy kontekstu biologicznego, a wiec zaproponowanie modeli zlozonych systemow biologicznych.
Druga natomiast dotyczy kontekstu metodologicznego, a wiec analizy za pomoca metod informa-
tycznych i oceny zastosowanych metodologii pod wzgledem uzyskanych wynikéw. Znaczenie tego

problemu przeklada sie zatem na lepsze poznanie badanych zjawisk, usystematyzowanie istniejacej
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wiedzy, odkrywanie nieznanych dotad wlasciwosci modelowanych systeméw, wyznaczanie dalszego
kierunku badan, oceny istniejacych metod, zaréwno klasycznych, jak i rozszerzonych, rozwazenia
propozycji wlasnych dla istniejacych metod, ale rowniez zaproponowania alternatywnych metod
analizy, w tym takze rozwazenia konkretnych probleméw kombinatorycznych wraz z zapropono-
waniem ich rozwigzania w formie algorytmiczne;j.

Kontekst biologiczny, o ktérym traktuje niniejsza praca, dotyczy przede wszystkim mechani-
zmow powstawania i rozwoju miazdzycy. Miazdzyca jest to choroba sercowo-naczyniowa zwiazana
z procesem zapalnym obejmujacym sSciane naczynia, ktory rozwija sie poprzez wiele szlakéw sy-
gnatowych i podlega modyfikacjom pod wpltywem oddzialywania réznorodnych czynnikéw. Mozna
zatem stwierdzié, ze patogeneza tej choroby jest niezwykle ztozona. Ponadto, miazdzyca jest jedna
z glownych przyczyn zgonow na $wiecie [49, 181, 189], a pomimo tego ciagle brakuje jednoznacz-
nych informacji na temat mechanizmow jej progresji i przej$cia choroby od blaszek miazdzycowych
bezobjawowych do blaszek niestabilnych, wysoce narazonych na pekniecie [181, 289]. Pomimo po-
stepu, jaki sie dokonal na przestrzeni ostatnich lat, ciagle poszukuje sie czynnikéw promiazdzyco-
wych, probujac tym samym zmniejszy¢ czestotliwo$é wystepowania tego zjawiska chorobowego, ale
przede wszystkim zwiekszy¢ mozliwosci terapeutyczne, przyczyniajac sie do poprawienia profilak-
tyki i leczenia. W tworzonych i analizowanych w tej rozprawie modelach rozwazano rézne czynniki
sprzyjajace powstawaniu blaszki, od dysfunkcji srodblonka, przez stany zapalne i stres oksydacyjny,
po zaburzenia hemostatyczne i wybrane stany protrombotyczne. W kontekécie tych ostatnich w
szczegblnosci uwzgledniono zewnatrzpochodne szlaki krzepniecia wywotane dymem tytoniowym.
Zaburzenia te sg $cisle zwigzane z powstawaniem zakrzepow i promowania choréb uktadu krazenia.
Co wiecej, rozwazano tez bardziej szczegolowe aspekty, jak role interleukiny-18 (IL-18). Ta zapalna
cytokina jest odpowiedzialna za destabilizacje blaszki miazdzycowej [71, 175], dlatego kluczowe jest
poznanie jej relacji z makrofagami, ktére rowniez odgrywaja niemals role w opisywanej chorobie.
Funkcjonalnosé makrofagow jest $cisle zwiazana z réwnowaga pomiedzy progresja a regresja blaszki
miazdzycowej, gdyz réznicuja sie one w rézne typy (prozapalne i przeciwzapalne) [17].

Obok czynnikow i mechanizméw bezposrednio zwiazanych z rozwojem miazdzycy rozwazano
takze inne elementy, w tym relacje z innych stanami patologicznymi. Jednym z nich jest relacja
pomiedzy tetniakami aorty brzusznej (AAA) a miazdzyca. Badania sugeruja, ze te dwie jednostki
sa ze sobg $cidle zwiazane (maja pewne wspoélne czynniki ryzyka i podobne cechy patologiczne)
[153, 294], cho¢ coraz czesciej pojawiaja sie sugestie, ze AAA nie jest wynikiem miazdzycy, jak
wezesniej sadzono [290]. Pod rozwage wzieto przede wszystkim utleniona forme LDL (oxLDL),
ktora pelni istotna role w miazdzycy [317], natomiast pelni niejednoznaczna role w tetniakach
aorty brzusznej [122, 152, 159, 163, 290, 224]. Drugim rozwazanym stanem patologicznym jest
relacja miedzy zelazem a niedoborem witaminy A, co stanowi najbardziej powszechny niedobor
zywieniowy na calym $wiecie. W 1981 roku pojawila sie ,Hipoteza zelaza”, sugerujaca iz wyzszy
poziom zmagazynowanego zelaza sprzyja chorobom sercowo-naczyniowym, podczas gdy niedobor
zelaza moze mie¢ dzialanie chronigce przed miazdzyca [282, 312]. Wydaje sie zatem, ze lepsze
zrozumienie homeostazy zelaza moze byé¢ kluczowe w kontekscie prowadzonych prac. Co wiecej,
stanowi warto$¢ dodana biorac pod uwage skale problemu rozwazanych niedoborow i fakt, ze
doktadny mechanizm wplywu witaminy A na regulacje metabolizmu zelaza pozostaje niejasny.

Nadmieni¢ nalezy fakt, ze wszelkie stosowane i zaproponowane w niniejszej rozprawie metody
sa aplikowalne do dowolnych zjawisk biologicznych. Przyklady takich zjawisk jak infekcja wirusem
SARS-CoV-2 i jej rozwdj u pacjentoéw z pierwotnym nadcisnieniem tetniczym czy mechanizm od-
powiedzi na uszkodzenia DNA rowniez pojawily sie w tej pracy. Ich zasadnosé opisano w kolejnym

podrozdziale dotyczacym celu i zakresu tej rozprawy oraz w rozdziatach o nich traktujacych.
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1.2 Cel i zakres pracy

Zgodnie z opisem zawartym we wprowadzeniu, problemem badawczym jest badanie przydatno-
$ci r6znych metod informatycznych do modelowania i analizy ztozonych systeméw biologicznych.
W zwiazku z czym w rozprawie wyréznia sie dwie $ciezki badawcze dotyczace réznych aspektow,
pierwsza dotyczaca kontekstu biologicznego, a druga kontekstu informatycznego, czyli metodo-
logicznego i wszelkich probleméw z nim powiazanych. Ponizej przytoczono cele realizowane dla
poszczegbdlnych kierunkéw badawczych. Nadmienié nalezy, ze cele dla tych dwoch Sciezek wzajem-
nie sie przenikaja i sa ze soba zwiazane.

Podstawowym celem jest lepsze zrozumienie proceséw powstawania i rozwoju miazdzycy, w
ramach realizacji ktorego powstaly konkretne modele oparte o klasyczne sieci Petriego. Pierw-
szy model skupia sie na mechanizmach uszkodzen §rodbtonka, ktére sa jedna z gtéwnych przyczyn
powstawania blaszki miazdzycowej [30]. Model ten stanowi wstep do zrozumienia patogenezy miaz-
dzycy, niewatpliwie jednak nie wyczerpuje tego tematu, dajac tym samym mozliwos$é rozszerzenia
badanych aspektow i zaproponowania modelu z dodatkowymi czynnikami ryzyka, m.in. wptywu
palenia papierosoéw na uszkodzenia §rodblonka i rozw6j miazdzycy [31]. Ponadto badania ukie-
runkowano takze na aspekty stanéw prozakrzepowych wywotanych dymem tytoniowym, stanami
zapalnymi i stresem oksydacyjnym, co przedstawiono w oddzielnym modelu [98]. Analiza tego mo-
delu pozwala na glebsze rozumienie miazdzycy. Dla zaproponowanych modeli wykonano analizy
oparte o klasyczne metody realizujac tym sposobem jeden z celéw drugiej kategorii, cel metodolo-
giczny, dotyczacy oceny istniejacych metod i ich mozliwosdci. Pod rozwage wzieto analize zbiordéw
MCT, analize klastrowania t-niezmiennikéw i manualng analize wybranych t-niezmiennikéw. Po-
nadto w ramach tychze badan zaproponowano sposéb modelowania reakcji hamujacych, ktore to
stanowia ograniczenie dla analizy modeli opartych o klasyczne sieci Petriego.

Kolejnym celem metodologicznym jest ocena istniejacych rozszerzonych metod analizy, ocena
wlasnych rozszerzeri dla istniejacych metod oraz zaproponowanie metod alternatywnych, umozli-
wiajacych przeprowadzenie glebszych analiz. Metody te zastosowano na przyktadzie réznych mo-
deli biologicznych. Zaproponowane i przeanalizowane modele stanowia warto$é¢ dodana, niezwykle
istotng z punktu widzenia poznania natury tych powszechnych, a ciggle w pelni niepoznanych zja-
wisk. Pierwszym modelem zaproponowanym w ramach oceny wymienionych metod informatycz-
nych jest model analizy wplywu interleukiny 18 na procesy zapalne lezace u podstaw miazdzycy,
ktory skupia sie takze na zaleznosciach pomiedzy réznymi typami makrofagow [64]. Drugi model
dotyczy relacji zelaza i niedoboru witaminy A [100]. Zrozumienie relacji tych niedoboréw jest, cho¢
niebezposdrednio, powigzane z miazdzyca, a usystematyzowanie wiedzy z tym aspekcie jest istotne
rowniez ze wzgledu na fakt, ze niedobér witaminy A stanowi powszechny niedobor zywieniowy
na $wiecie. Trzeci model dotyczy powiazan miedzy oxLDL a tetniakami aorty brzusznej, a wiec
bezposredniej relacji pomiedzy miazdzyca a tetniakami aorty brzusznej [105]. Obok tematycznie
sp6jnych modeli pozwalajacych lepiej poznaé procesy powstawania, rozwoju miazdzycy, ale takze
pewnych korelacji miedzy miazdzyca a innymi zjawiskami patologicznymi, pojawia sie model relacji
infekcji wirusa SARS-CoV-2 a ukladem RAA w nadcisnieniu pierwotnym [65]. Zmiana kontekstu
prowadzonych badan podyktowana zostala pandemia koronawirusa, ktora skupita uwage calego
$wiata oraz faktem, ze model ten cechuje ciekawa charakterystyka, ktora wymusza zastosowanie
innych niz zazwyczaj metod analizy, uwypuklajac zalety jednych i ograniczenia drugich, co stanowi
odpowiednie uzupekienie realizowanego celu metodologicznego dotyczacego oceny rozszerzonych i
zaproponowanych metod. Dla opisanych w tym akapicie modeli wykonano analizy oparte o rozsze-
rzone istniejace metody, tj. analize knockout t-niezmiennikéow (zwana takze knockoutem struktu-

ralnym) oraz knockout symulacyjny (zwany takze analiza $redniej liczby uruchomien tranzycji we
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wszystkich symulacjach). Ponadto w tym rozdziale zaproponowano analize waznosci, poréwnawcza
analize waznoéci, w tym takze z identyfikacja istotnych réznic, a takze rozszerzenie istniejacej me-
tody, czyli poréwnawcza analize knockout. Analizy poréwnawcze wymagaja szczegdlnego podejscia
opartego o dwa pokryte modele, ktore zgodnie z wiedza autora nie bylto do tej pory stosowane w
podobnej formie.

W toku prowadzonej ewaluacji pojawity sie ciekawe aspekty kombinatoryczne, ktére stwarzaja
mozliwoéci do zaproponowania kolejnych metod analizy modeli opartych o sieci Petriego. Tym
sposobem jawi sie kolejny cel dotyczacy wyznaczania pewnych podzbioréw tranzycji, a doktad-
niej wybranych probleméw wystepowania i anty-wystepowania, ktére moga by¢ istotne w analizie
zalezno$ci pomiedzy podprocesami. Dla wybranych problemoéw przedstawiono ich formalne sformu-
towania, oszacowano zlozonos¢ i zaproponowano algorytmy. Zaproponowane algorytmy stanowia
kolejne propozycje analizy modeli opartych o sieci Petriego i moga by¢ kolejnym elementem na
drodze do uzyskania pelnej metodologii do przeprowadzania kompleksowej analizy ztozonych sys-
temoéw biologicznych.

Chcac umozliwi¢ przeprowadzenie wspomnianej, kompleksowej analizy, kolejnym celem niniej-
szej rozprawy stalo sie poréwnanie modeli opartych o réwnania rézniczkowe zwyczajne (ODE) z
modelami opartymi o sieci Petriego, w ramach ktérego zaproponowano podejscie dualnego modelo-
wania, a wiec tworzenia dwoch modeli odpowiadajacych sobie wzajemnie i przeprowadzenia analiz,
ktore byltyby wzgledem siebie komplementarne. Podejicie takie moze daé¢ duzo szersze spojrzenie
na analizowany system i nie bytoby mozliwe w przypadku zastosowania tych metod oddzielnie.
Poczatkowo rozwazono jak przettumaczyé model ODE i zaproponowaé¢ odpowiadajacy model sieci
Petriego oraz czy mozna wykorzysta¢ wyniki analizy jednego z modeli aby zawezi¢ symulacje
drugiego modelu. Te rozwazania przeprowadzono na niewielkim modelu dotyczacym réwnowagi
miedzy prooksydantami i antyoksydantami [150]. W nastepstwie tych badan, wykorzystano duzo
wiekszy system, kolejny istniejacy model ODE, dotyczacy $ciezek sygnalowych ATM-p53-NF-
kB [104, 134], do analizy ktorego wykorzystano dwie rozne metody, analize wrazliwodci i analize
wazno$ci, na podstawie ktérych mozna przeprowadzié¢ kompleksowa analize strukturalna i para-
metryczna. Z uwagi na to, ze wykorzystywano istniejacy model ODE, to tematyka nieco odbiega
o tytulowego schorzenia jakim jest miazdzyca. Jednakze niezaleznie od kontekstu biologicznego
analizowanego systemu, podejécie dualnego modelowania jest aplikowalne do dowolnych szlakow
biochemicznych, $ciezek sygnatowych czy zlozonych systemoéw biologicznych. Ponadto, w pracy
doktorskiej wykorzystano takze podejscie oparte o macierzowe modelowanie dynamiki populacyj-
nej, ktore zastosowano do analizy relacji miedzy hipercholesterolemia a niestabilnosciag blaszek
miazdzycowych.

Rozprawa ma nastepujacy uktad:

e Rozdzial 1 zawiera wprowadzenie do tematyki rozprawy, w tym takze jej cel i zakres prowa-

dzonych badan.

e Rozdzial 2 zawiera wprowadzenie teoretyczne, ktore podzielono na nastepujace zagadnienia:
teoria grafow i sieci Petriego, przekroj przez istniejace metody analizy modeli opartych o
klasyczne sieci Petriego, narzedzia tworzenia tychze modeli, zagadnienia zlozonosci oblicze-
niowej, kombinatoryczne aspekty wybranej analizy modeli opartych o klasyczne sieci Petriego

oraz inne metody modelowania.

e Rozdzial 3 zawiera przeglad istniejacych metod analizy modeli opartych o klasyczne sieci Pe-
triego na przyktadzie zaproponowanych modeli dotyczacych réznych aspektéw powstawania i

rozwoju miazdzycy. Rozdzial ten podsumowuje wady i zalety istniejacych klasycznych metod,
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wyznaczajac dalszy kierunek badari i jasna motywacje do zaproponowania bardziej szczego-
towych metod analizy. W ramach tego rozdzialu zaproponowano/analizowano nastepujace
modele: model wplywu uszkodzen srodblonka na rozwoj miazdzycy [30], model wplywu pa-
lenia papieroséw na uszkodzenia $rodblonka i rozwo6j miazdzycy [31], oraz model wplywu
wybranych aspektow stanéw protrombotycznych, stanéw zapalnych i stresu oksydacyjnego
na rozwoj miazdzycy [98]. Ponadto, na podstawie wyr6znionych modeli przeprowadzono ana-
lize i oceniono efekty nastepujacych istniejacych metod analizy: analiza zbiorow MCT, analiza

klastrowania t-niezmiennikéw oraz manualna analiza wybranych t-niezmiennikéw.

e Rozdzial 4 zawiera przeglad istniejacych rozszerzonych metod analizy, ale przede wszyst-
kim zawiera propozycje wlasne oraz propozycje rozszerzenia znanych metod. Rozdzial ten
podsumowuje wady i zalety istniejacych rozszerzonych metod, ale takze metod zaproponowa-
nych. Ponadto, wskazuje na ograniczenia metodologii w sytuacji ponadprzecietnych modeli,
charakteryzujacych sie nadzwyczaj duzg liczba t-niezmiennikéw i tym samym stwarza mo-
tywacje do poszukiwania kolejnych metod analizy, opartych na szczegélnych podzbiorach
tranzycji oraz rozwazenia pewnych, ciekawych aspektéw kombinatorycznych. W ramach tego
rozdziatu zaproponowano/analizowano nastepujace modele: model wplywu IL-18 na procesy
zapalne lezace u podstaw rozwoju miazdzycy [64], model relacji miedzy homeostaza zelaza a
niedoborem witaminy A [100], modele powiazani miedzy oxLDL a tetniakami aorty brzusznej
(w tym model peten zawierajacy podprocesy zwiazane z oxLDL i model zredukowany nieza-
wierajacy podprocesow powiazanych z oxLLDL) [105], modele relacji miedzy infekcja wirusa
SARS-CoV-2 a uktadem RAA w nadci$nieniu pierwotnym (w tym model peten zawierajacy
podprocesy zwigzane z infekcja SARS-CoV-2 i model zredukowany niezawierajacy podproce-
sow powiazanych z infekcja SARS-CoV-2) [65]. Ponadto, na podstawie wyr6znionych modeli
przeprowadzono analize i oceniono efekty zarowno istniejacych metod analizy (klasycznych
metody analizy oraz rozszerzonych: analiza knockout t-niezmiennikéw i analiza symulacyjna
knockout) jak i zaproponowanych metod analizy, w tym takze zaproponowanych rozszerzen
dla istniejacych metod. Wséré6d metod zaproponowanych wyrdznia sie bardziej doktadng ana-
lize t-niezmiennikéw, analize waznosci, poréwnawczg analize wazno$ci na podstawie dwoch
modeli, poréwnawcza analize waznosci z identyfikacja istotnych roznic na podstawie dwoch

modeli oraz poréwnawcza analize knockout na podstawie dwoéch modeli.

e Rozdzial 5 zawiera kombinatoryczne aspekty analizy t-niezmiennikéw, skupiajace si¢ na po-
szukiwaniu pewnych zbioréw tranzycji. Problemy te mozna podzieli¢ na kategorie wyste-
powania i anty-wystepowania. W ramach tych kategorii rozwazano wybrane problemy, ich
zlozonosé oraz zaproponowano algorytmy stanowiace kolejne rozwiazania metodologiczne wy-
korzystywane w analizie modeli opartych o sieci Petriego, w tym analize wystepowania bedaca

rozszerzeniem analizy waznosci. Ponadto nakreslono dalsze motywacje w tym obszarze.

e Rozdzial 6 zawiera poréwnanie metod modelowania dla dwoch roéznych podejscé: sieci Petriego
i rownan rozniczkowych zwyczajnych (ODE). Podejscia te roznig sie nie tylko formalizmem
tworzenia modeli, ale takze metodami analizy i ich mozliwosciami. Te wstepne rozwazania
daly poczatek zaproponowanemu podejsciu dualnego modelowania i przeprowadzeniu kom-
pleksowej analizy parametrycznej i strukturalnej, ktéra nie bytaby mozliwa do przeprowa-
dzenia oddzielnie. W obrebie tych badan poréwnano analize wrazliwosci dla modelu ODE i
analize wazno$ci dla modelu sieci Petriego, co pozwala na wysnucie wniosku o komplementar-
nosci tych dwoch metod. W ramach tego rozdziatu zaproponowano/analizowano nastepujace

modele: model sieci Petriego i ODE dotyczace rownowagi miedzy prooksydantami i antyoksy-
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dantami (GSH-GSSG) [150] oraz model sieci Petriego i ODE dotyczace Sciezek sygnatowych
ATM-p53-NF-£B [104, 134]. Ponadto obok poréwnania metod modelowania opartych o sieci
Petriego i rownania rézniczkowe zwyczajne, rozdzial ten zawiera takze metode modelowania
oparta o macierzowe modele dynamiki populacji, ktéra wykorzystano do zaproponowania i
analizy modelu relacji miedzy hipercholesterolemia a miazdzyca, ze szczegdlnym nastawie-
niem na dynamike populacji makrofagéow i ich wplyw na promowanie tworzenia i pekania

blaszki miazdzycowej [295].
e Rozdzial 7 zawiera podsumowanie rozprawy, w tym wnioski i dalsze motywacje.

e Rozdzial 8 zawiera materialy dodatkowe.



Rozdziat 2

Podstawy teoretyczne

2.1 Wprowadzenie

W obecnym rozdziale wprowadzone zostaty formalne definicje oraz pojecia dotyczace zakresu
niniejszej rozprawy doktorskiej; zostaly one podzielone na poszczegéolne podrozdziaty zgodnie z ich
tematyka. Wyro6zniono podrozdzial dotyczacy zagadnien teorii grafow i sieci Petriego, podrozdzial
skupiajacy sie na zagadnieniach ztozonosci obliczeniowej, a takze innych niz sieci Petriego metod

modelowania.

2.2 Zagadnienia teorii grafow i sieci Petriego

W niniejszym podrozdziale wyszczegblniono formalne definicje z teorii grafow oraz sieci Pe-
triego, ktére sa niezbedne dla zrozumienia dalszej czes$ci rozprawy doktorskiej, a w konkretnych
przypadkach okreslono takze ich biologiczne znaczenie. Ponadto wyrdzniono paragraf skupiajacy
sie na istniejacych metodach analizy sieci Petriego.

Sieci Petriego to obiekty matematyczne odpowiednie do modelowania szerokiej klasy systemow,
zwlaszcza tych, ktére zawieraja procesy wspoélbiezne. Zostaly one zaproponowane w 1962 roku
przez Carla A. Petriego i sa od wielu lat wykorzystywane do modelowania i analizy systemow
technicznych [216]. Jednak w ciagu ostatnich prawie trzech dekad, tego typu sieci moga by¢ z
powodzeniem wykorzystywane takze do badania wlasciwosci uktadéw biologicznych [28, 66, 88,
91, 96, 111, 116, 146, 182, 218, 229, 237, 251|. Ponizej zamieszczono formalne definicje dotyczace

sieci Petriego.

Definicja 2.2.1 (Graf skierowany [39, 95]). Niech V bedzie niepustym zbiorem i niech A C V x V.
Pare G = (V, A) nazywamy grafem skierowanym (digrafem), przy czym zbior V nazywamy zbiorem

wierzchotkow, a zbiér A nazywamy zbiorem tukow.

Definicja 2.2.2 (Graf nieskierowany [39, 95]). Niech V' bedzie niepustym zbiorem i niech E C
{{vi,vj} v € V Av; € V) Parg G = (V, E) nazywamy grafem nieskierowanym, przy czym zbior

V nazywamy zbiorem wierzchotkéw, a zbiér F nazywamy zbiorem krawedzi.

Definicja 2.2.3 (Podgraf [39, 95]). Jesli G = (V, E) jest grafem (skierowanym lub nieskierowa-
nym), G’ = (V' E’) jest nazywany podgrafem grafu G, jezeli § # V' C Vi E' C E, gdzie kazda

krawedz ze zbioru E’ jest incydentna z wierzchotkami ze zbioru V.

Definicja 2.2.4 (Graf spojny [39, 95]). Niech G = (V, E) bedzie grafem nieskierowanym. Moéwimy,
ze G jest grafem spdjnym, jezeli istnieje $ciezka pomiedzy miedzy dowolnymi dwoma wierzchotkami

grafu G. Niech G = (V, E) bedzie grafem skierowanym. Skojarzonym z nim grafem nieskierowanym

7
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jest graf otrzymany z G poprzez usuniecie zwrotow tukow. Jezeli skojarzony ze skierowanym grafem
G graf nieskierowany jest spojny, to graf G jest rowniez spojny. Graf, ktory nie jest grafem spéjnym

jest nazywany grafem niespéjnym.

Definicja 2.2.5 (Skierowany graf dwudzielny [39, 95]). Graf skierowany G = (V, A) nazywamy
skierowanym grafem dwudzielnym, jesli V =V, UVo AVINVy =0 oraz A C (V1 x Vo) U (Vo x V7).
Oznacza to, ze zbior wierzchotkoéw tego grafu jest suma dwoch niepustych podzbiorow Vi i Vs oraz

kazdy tuk w grafie G taczy wierzchotek ze zbioru Vi z wierzchotkiem ze zbioru V5 lub odwrotnie.

Definicja 2.2.6 (Sie¢ Petriego [148, 198, 216, 239]). Siecia Petriego nazywamy piatke @ =
(P, T, F,W, M), gdzie: P = {p1,...,pn} jest skoniczonym zbiorem miejsc, T = {t1,...,tm} jest
skoriczonym zbiorem tranzycji, F C (P x T) U (T x P) jest zbiorem tukéw, W : F — Z7 jest
funkcja wagi tukow, My : P — N jest oznakowaniem poczatkowym (poczatkowy rozktad tokenow),
PNT=0ANPUT #10.

Sie¢ Petriego ma strukture skierowanego wazonego grafu dwudzielnego [246], w ktorym zbior
wierzchotkéw podzielony jest na dwa rozlaczne podzbiory: miejsca i tranzycje. Z tej struktury wy-
nika, ze tuki tacza wierzchotki nalezace do r6znych podzbioréw. Tym samym wierzchotki nalezace
do tego samego podzbioru nie moga by¢ potaczone. Jedna z waznych wtasciwosci sieci Petriego jest
dynamika. Oczywiscie w obiektach matematycznych jakimi sg grafy ta dynamika nie wystepuje,
jednak w sieci Petriego wyrdzniamy elementy jeszcze jednego typu, czyli tokeny/znaczniki. Ta for-
malna, matematyczna definicja sieci Petriego ma takze swoje biologiczne odwzorowanie wedlug
ktorego przytoczone ponizsze opisy. Skonczony zbior miejsc P = {p1,...,pn}, W ujeciu biologicz-
nym odpowiada skoriczonemu zbiorowi pasywnych komponentéw sieci, takich jak substancje che-
miczne (substraty/produkty). Miejsca w graficzne]j reprezentacji sieci Petriego oznaczane sa jako
okregi. Natomiast skoriczony zbior tranzycji T = {t1,...,tm}, odpowiada skoniczonemu zbiorowi
aktywnych komponentow sieci, takich jak reakcje. Mianowicie sg to pewne zdarzenia zachodzace
w modelowanym systemie, ktore w graficznej reprezentacji sieci Petriego oznaczane sa jako kwa-
draty/prostokaty. Ponadto innym elementem sieci Petriego sa z tokeny, ktore znajdujac sie w miej-
scach reprezentuja informacje ilosciowe poszczegolnych sktadnikow. Nalezy je interpretowaé jako
ilogci zasobu reprezentowanego przez dane miejsce. Rozktad tokenéw w poszczegélnych miejscach

zwany jest oznakowaniem (definicja 2.2.7).

Definicja 2.2.7 (Oznakowanie sieci [148, 198, 238|). Kazde miejsce p; € P zamodelowane w
systemie moze zawiera¢ w kazdym momencie zero lub pewna catkowita dodatnia liczbe tokendw,
czyli liczbe jednostek danego zasobu. Zatem oznakowaniem sieci nazywamy wektor liczb toke-
néw obecnych w kazdym miejscu sieci Petriego. Oznakowanie sieci (rozklad tokenow) okresla stan

modelowanego systemu.

Tokeny wnoszg swoista dynamike do sieci, poniewaz przeplywaja z jednego miejsca do dru-
giego poprzez tranzycje. Przeptyw ten odpowiada przeptywowi informacji przez modelowany uktad,
mozna go rozumieé jako przeptyw substancji czy sygnatow. Przeptyw tokenéw jest bezposrednio

zwiazany z regula aktywowania tranzycji (definicja 2.2.8).

Definicja 2.2.8 (Reguta aktywowania tranzycji [148, 252]). Tranzycja t; jest aktywna, jesli liczba
tokenow we wszystkich miejscach bezposrednio ja poprzedzajacych pi (tj., miejscach wejsciowych
dla tej tranzycji) jest réwna lub wieksza od wagi tuku laczacego te miejsca z dana tranzycja.
Aktywna tranzycja t; moze, ale nie musi si¢ uruchomié¢. Poprzez uruchomienie tranzycji rozumie

sie przeplyw tokendow z miejsc wejsciowych danej tranzycji do jej miejsc wyjsciowych (tj., miejsc
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bezposrednio nastepujacych po tej tranzycji). Liczba przeplywajacych tokenow jest rowna wagom

odpowiednich tukow.

Istnieja dwa wyjatki od reguty opisanej powyzej. Pierwszy z nich dotyczy tranzycji wejscio-
wych, takich ktore nie maja miejsc bezposrednio je poprzedzajacych, sa one aktywne w sposéb
ciggly i traktowane sa jako tranzycje zrodlowe, bedace sygnatami wchodzacymi do modelowanego
systemu z jego otoczenia. Drugi wyjatek dotyczy tranzycji wyjsciowych, tj. takich ktore nie maja
miejsc bezposrednio nastepujacych po nich. Takie tranzycje w wyniku uruchomienia nie generuja
zadnych tokenow [252]. Regula aktywowania tranzycji w ujeciu biologicznym oznacza, ze pewne
reakcje/zdarzenia moga zajs¢ tylko przy spelnieniu koniecznych warunkow, ktore wiaza sie z obec-
noscia konkretnych komponentéow lub z konkretna ilosciag pewnych zasobow.

Przyktadowa graficzna reprezentacja sieci Petriego zostata przedstawiona na Rysunku 2.1, gdzie
miejsca — pasywne komponenty przedstawiono jako okregi, miejsca logiczne jako kola, a tranzycje
— aktywne komponenty przedstawiono jako kwadraty. Wspomniane miejsca logiczne, moga by¢
opisane przez takie same nazwy, wtedy sa one traktowane jako identyczne i sa graficznymi kopiami
pojedynczego miejsca (patrz miejsce logiczne p; na Rysunku 2.1). Miejsca logiczne sg czesto uzy-
wane do reprezentowania pasywnych komponentéw zaangazowanych w wiele reakcji. W ogélnosci
stosowane sg dla utrzymania czytelnosci modelu, gdyz pozwalaja na unikniecie pojawienia sie wielu
przecinajacych sie tukéw. Potaczenia miedzy pasywnymi i aktywnymi komponentami reprezento-
wane sg za pomoca tukéw je laczacych. Kazdy tuk ma przypisany wage, jesli na tuku nie okreslono
wartosci to znaczy, ze przypisana jest warto$¢ domyslna, rowna 1, natomiast jesli wartosé jest > 1,
to pojawia sie ona bezposrednio na tuku. Co wiecej, w miejscach zlokalizowane sa tokeny, ozna-
czone jako czerwone kropki lub wartosci liczbowe - to czy reprezentacja jest graficzna czy liczbowa
zalezy od liczby tokenow: tokeny przedstawione sa jako czerwone kropki, jesli ich liczba jest < 4)

lub jako liczby umieszczone w miejscach (gdy ich liczba jest > 4).

Legenda:

[] - tranzycia

|;| b QO -miejsce
¢

O - miejsce logiczne

\ ’V\ '/@ - 1 token / 5 tokenow
Qtd D% — - tuk z domysing wagg = 1
O

|

[ wartos¢

— - tuk zwagg = wartos¢ na tuku

- J

Rysunek 2.1: Przykladowa sie¢ Petriego z wyréznionymi komponentami, gdzie miejsca sa przedstawione jako
okregi, miejsca logiczne jako kola, tranzycje jako kwadraty, tuki jako strzalki, ktére moga zawiera¢ wagi (domyslnie
ustawione na warto§¢ 1) oraz tokeny przedstawione jako czerwone kropki (gdy ich liczba jest < 4) lub liczby
umieszczone w miejscach (gdy ich liczba jest > 4).

Obok tej intuicyjnej reprezentacji graficznej, ktora jest pomocna nie tylko w rozumieniu struk-

tury, ale takze w analizowaniu zachowania modelowanego systemu, wyrézniamy réwniez matema-
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tyczna reprezentacje — macierz incydencji. Ten rodzaj reprezentacji nadaje sie do formalnej analizy

wlasciwosci sieci Petriego.

2.2.1 Wprowadzenie w istniejagce metody analizy modeli opartych o sieci

Petriego

Metody analizy modeli opartych o formalizm sieci Petriego moga przyjmowaé za podstawe
analize t-niezmiennikéw. Do ich wyznaczenia wykorzystana jest wspomniana wczesniej reprezenta-
cja, macierz incydencji. Ponizej opisano najwazniejsze definicje i zawarto opisy wykorzystywanych,

istniejacych metod analizy.

Definicja 2.2.9 (Macierz incydencji [148, 198, 252]). Macierz incydencji A jest macierza o roz-
miarze n X m (A = [a;j]nxm), gdzie n to liczba miejsc, a m to liczba tranzycji. Zatem, wiersze od-
powiadaja miejscom, a kolumny odpowiadaja tranzycjom. Kazdy element macierzy bedacy liczba
calkowita (a;; € Z), jest rowny w(t;, p;) — w(ps, t;), tj. roéznicy miedzy liczbg tokenéw umieszczo-

nych w miejscu p; po i przed uruchomieniu tranzycji t;.

Przyklad matematycznej reprezentacji sieci Petriego znajduje sie na Rysunku 2.2, gdzie przed-
stawiona jest macierz incydencji dla przykladowej sieci Petriego zawartej na Rysunku 2.1. Zgodnie
z Definicjg 2.2.9, wartosci w macierzy incydencji sa bezposrednio zwiazane z aktywacja tranzycji
oraz przeplywem tokenéw. Przykladowo, zaznaczona tranzycja t4 jest aktywna, jesli w miejscach
bezposrednio ja poprzedzajacych p; i ps liczba tokendéw jest réwna co najmniej wadze na tuku
taczacym poszczegolne miejsce z ta tranzycja. W przypadku tuku taczacego miejsce p; i tranzycje
ty waga jest rowna 1, natomiast waga na tuku laczacym miejsce ps i tranzycje t4 wynosi 2, zatem
tranzycja t4 jest aktywna jesli w miejscu p; pojawi sie co najmniej jeden token oraz jednocze$nie w
miejscu pa pojawia sie co najmniej dwa tokeny. Mozna to tez rozumie¢, ze miejsce p; oddaje jeden
token na rzecz aktywacji tranzycji t4, stad w macierzy incydencji pojawia sie wartosé -1 (a4 = —1),
natomiast miejsce po oddaje 2 tokeny, wiec asqy = —2. Aktywna tranzycja t4 umozliwia przepltyw
tokenow z miejsc bezposrednio ja poprzedzajacych do miejsc bezposrednio po niej nastepujacych.
Ponadto, tranzycja t4 ma jedno miejsce wyjsciowe i jest nim ps. Luk laczacy tranzycje t4 z miej-
scem p3 ma wage domyélng, a wiec z aktywowanej tranzycji t4 przeptywa jeden token do miejsca

ps (asq =1).

Definicja 2.2.10 (t-niezmiennik [92, 148]). t-niezmiennik to wektor x € N™ bedacy rozwiazaniem

rownania A - x = 0, gdzie A to macierz incydencji.

Definicja 2.2.11 (wsparcie t-niezmiennika [148]). Wsparcie t-niezmiennika x oznaczone jako s(x),
a doktadniej s(x) = {t; : x; > 0,7 = 1,2,...,m}. Oznacza to, ze wsparcie jest to podzbior zbioru

tranzycji, ale tylko tych ktérym odpowiadaja dodatnie wartosci w wektorze z.

Jezeli kazda tranzycja t; ze wsparcia t-niezmiennika x (t; € s(z)) zostanie uruchomiona z;
razy, to rozklad tokenow w miejscach w calej sieci sie nie zmieni (przywrdcony zostaje stan sys-
temu taki, jaki byl przed uruchomieniem jakiejkolwiek tranzycji ze wsparcia s(x)). Innymi stowy
oznakowanie sieci sie nie zmienia, a to ujednoznacznia, ze stan modelowanego systemu pozostaje
niezmieniony. Zgodnie z definicja oznakowania sieci 2.2.7 — oznakowanie sieci odpowiada stanowi
modelowanego systemu, co z kolei determinuje, ze t-niezmienniki odpowiadaja podprocesom, ktore
nie zmieniajg stanu analizowanego systemu i tym samym moga odgrywaé kluczowe znaczenie w
analizie modeli opartych na sieciach Petriego. Liczba t-niezmiennikéw jest wlasnoscia bezposred-
nio skorelowang z natura badanego zjawiska biologicznego i nie sposob ja oszacowaé na podstawie

liczby zamodelowanych komponentéow (miejsc i tranzycji).
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RysunEk 2.2: Matematyczna reprezentacja sieci Petriego — macierz incydencji dla przyktadowej sieci Petriego
przedstawionej na Rysunku 2.1.

Obok liczby t-niezmiennikéw, ktora jest wazna wlasnoscig dla kazdego modelu wyrazonego
w postaci sieci Petriego, istotne jest takze pokrycie przez t-niezmienniki, oznacza to, ze kazda
tranzycja powinna znalezé sie w co najmniej jednym ze wspar¢ t-niezmiennikow [148, 252|. Z
wlasnosci pokrycia przez t-niezmienniki wynika zatem, ze kazdy zamodelowany elementarny proces
bedzie uwzgledniony w analizie opartej o t-niezmienniki.

Wszystkie opisane w niniejszej rozprawie modele oparte o sieci Petriego spelniaja zalozenie o
pokryciu przez t-niezmienniki. Spelnienie tego zaltozenia jest warunkiem koniecznym do przeprowa-
dzenia ponizej opisanych metod analizy. Metody analiz mozna podazieli¢ na klasyczne/podstawowe
oraz rozszerzone lub ze wzgledu na ich charakter jako strukturalne oraz symulacyjne. Na Ry-
sunku 2.3 przedstawiono ogélny schemat tworzenia modelu, metody analizy i efekty interpretacji
wynikow. Schemat ten jest podsumowaniem stosowanych, istniejacych metod, ktére rozwazano w

niniejszej rozprawie. Dokladny opis poszczegdlnych metod analiz znajduje sie ponizej.
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RysUNEK 2.3: ogdlny schemat tworzenia modelu, jego analizy za pomocs istniejacych metod analizy, a takze efekty
wynikajace z interpretacji wynikow.

Pierwsza z klasycznych, strukturalnych metod analizy jest analiza zbioréw MCT (ang. Ma-
ximal Common Transition sets). Celem tej analizy jest pogrupowanie tranzycji w zbiory MCT,
czyli zbiory zawierajace tranzycje nalezace do wsparé¢ dokladnie tych samych t-niezmiennikow
[92, 148, 252|. Zbiory te stanowia zatem podzial zbioru tranzycji na rozlaczne podzbiory (tj. kazda
tranzycja nalezy do doktadnie jednego zbioru MCT). Nalezy zauwazy¢, ze niektore zbiory MCT
moga zawieraé tylko jedna tranzycje — nazywa sie je trywialnymi zbiorami MCT. W ogdlnosci,
nietrywialne zbiory MCT (zbiory o mocy > 2) odpowiadaja pewnym funkcjonalnym modutom
zamodelowanego systemu. Z tego powodu dla kazdego nietrywialnego zbioru MCT okresla sie
znaczenie biologiczne [148, 252]. Mozna wrecz stwierdzié¢, ze analiza zbiorow MCT zwykle dostar-
cza podstawowych informacji o wlasciwosciach badanego zjawiska biologicznego. Na Rysunku 2.4
przedstawiono zidentyfikowane zbiory MCT dla przyktadowej sieci Petriego przedstawionej na Ry-
sunku 2.1. Jak mozna zauwazyé, zaprezentowana sie¢ Petriego scharakteryzowana jest przez dwa
nietrywialne zbiory MCT o mocy > 2 (mj, ms) oraz jeden zbior trywialny o mocy réwnej 1,
ktorego nie uwzglednia si¢ w dalszych analizach. Wyszczegolnione zbiory MCT sg roztacznymi
zbiorami tranzycji: my = {to,t1,t2}, ma = {ts,t5}. Zgodnie ze wspomnianym wczesniej opisem,
zbiory MCT zawieraja tranzycje nalezace do wspar¢ doktadnie tych samych t-niezmiennikow, co
zostato odpowiednio zaznaczone na Rysunku 2.4. Przyktadowo interpretujac matematycznie jeden
ze zbiorow MCT (m;) nalezy zwrdcié uwage, ze tranzycje to, t1, t2 sa zawarte we wsparciach dwoch
t-niezmiennikow (s(z1), s(x2)). Natomiast zbior MCT moze zawieraé takze tranzycje nalezace tylko
do jednego wsparcia t-niezmiennika o ile jest tych tranzycji wiecej niz jedna, tak jak w przypadku
ma, ktory zawiera dwie tranzycje, tj. t4 i t5, bedace elementami wsparcia t-niezmiennika s(x2).

Kolejna klasyczna, strukturalng metoda analizy jest analiza t-niezmiennikéw. Analiza t-
niezmiennikéw opiera sie na poszukiwaniu podobienistw miedzy nimi, co w kontekscie biologicz-

nym odpowiada poszukiwaniu podobieristw miedzy podprocesami. Nalezy pamietaé, ze podprocesy
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RysuneEk 2.4: Identyfikacja zbioréw MCT dla przykladowej sieci Petriego przedstawionej na Rysunku 2.1, gdzie
z; odpowiadajg kolejnym t-niezmiennikom, s(z;) odpowiadaja wsparciom poszczegdlnych t-niezmiennikéw, a m;
odpowiadaja kolejnym nietrywialnym zbiorom MCT (|m;| > 2).

sktadaja sie z proceséw elementarnych, ktéorym odpowiadaja pojedyncze tranzycje. W analizie t-
niezmiennikéw zasadniczo poszukiwane sa cze$ci wspélne pomiedzy wsparciami t-niezmiennikéw.
Tranzycje bedace elementami nalezacymi do czesci wspoélnej odpowiadaja pewnym procesom ele-
mentarnym, ktére mogag mie¢ kluczowe znaczenie dla modelowanego procesu. Ponadto moga by¢
réwniez zrodlem interesujacych, nieznanych wczesniej wlasciwosci analizowanego uktadu biologicz-
nego, poniewaz podprocesy zawierajace takie tranzycje moga ze soba oddzialywaé za ich posrednic-
twem. Dla przykltadu mozna zaltozy¢, ze x1 i x5 oznaczaja pare t-niezmiennikéow, ktoére odpowiednio
w kontekscie biologicznym odpowiadaja podprocesom «; i ag. Zatem, jesli s(x1) N s(za) # 0, co
oznacza ze czeS¢ wspoélna wsparé t-niezmiennikéw x; i zo jest zbiorem niepustym, to istnieja
procesy elementarne bedace wspoélne dla podproceséw g i as. Te elementarne procesy moga
prowadzi¢ do interakcji pomiedzy tymi podprocesami, co z koeli moze byé zrédlem niektérych
(czasami nieznanych dotad) wlasciwosci analizowanego ukladu biologicznego. Podobienstwa po-
miedzy t-niezmiennikami zobrazowano takze na Rysunku 2.5. Do tej pory szczegdéltowa analize
t-niezmiennikéw, czyli analize wszystkich t-niezmiennikow wykonywano manualnie. Stato sie to
motywacja do zaproponowania algorytméw opisanych w dalszej czesci tej pracy.

W rzeczywistosci poszukiwanie wspomnianych wyzej podobienistw pomiedzy t-niezmiennikami
moze by¢ trudne, zwlaszcza gdy liczba t-niezmiennikéw jest duza. W takim przypadku korzysta
sie algorytméw analizy skupien, za pomoca ktérych podobne do siebie t-niezmienniki mozna po-
grupowaé w zbiory zwane t-klastrami. Proces ten umozliwia prowadzenie dalszej analizy wewnatrz
klastrow i okresla sie mianem analizy t-klastrow. Nalezy jednak podja¢ decyzje, ktory algo-
rytm analizy skupieni, a takze jaka miara podobieristwa i jaka liczba t-klastrow jest najbardziej
odpowiednia. W ogoélnosci decyzje te zaleza od konkretnego systemu biologicznego i wlasciwosci
jego modelu. Nie istniejg ogodlne zasady doboru odpowiedniego algorytmu i miary podobienistwa,
dlatego tez grupowanie t-niezmiennikéw nie jest zadaniem trywialnym. Co istotne, takie podejscie
zaweza czesto analize z kilku tysiecy czy kilkuset t-niezmiennikéw do analizy kilkudziesieciu czy
kilkunastu t-klastréw. Podobnie jak w przypadku zbioréw MCT, réwniez dla t-klastrow okresla

sie znaczenie biologiczne. Dzigki temu nie trzeba poréwnywaé wszystkich t-niezmiennikéow ze soba
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RysuNEk 2.5: Podobienstwa pomie¢dzy t-niezmiennikami. Na Rysunku za pomoca x1 i x2 oznaczono pare t-
niezmiennikéw, ktore odpowiednio w kontekscie biologicznym odpowiadaja podprocesom «p i ae. Wsparcia tych
t-niezmiennikéw oznaczono jako s(x1) i s(z2). Na cze$¢ wspdlng wsparé t-niezmiennikéow skladaja sie tranzycje to,
t1, t2. Oznacza to, ze procesy biologiczne a1 i a2 moga ze sobg oddzialywaé za posrednictwem proceséw elemen-
tarnych odpowiadajacych tranzycjom to, t1, t2.

nawzajem, aby szuka¢ zalezno$ci opisujacych analizowany system biologiczny.

Pojawiajace sie niniejszej pracy analizy t-klastréow dla réznych problemoéw biologicznych zo-
staly wykonane narzedziem Holmes [230] (zastosowane narzedzia opisano w kolejnym paragrafie
niniejszego podrozdzialu), ktére m.in. pozwala wykonaé¢ grupowanie z wykorzystaniem réznych al-
gorytmow klastrowania, jak i szeregu réznych miar podobieristwa. Wyr6zni¢ mozemy nastepujace
algorytmy: metoda Sredniego wiazania (ang. average linkage (UPGMA)), metoda srodkow ciez-
kosci (ang. centroid method), metoda pelnego wiazania (ang. complete linkage), metoda McQu-
itty’ego (ang. McQuitty’s method), metoda medianowa (ang. median method), metoda pojedyn-
czego wiazania (ang. single linkage), metoda Warda (ang. Ward’s method). Natomiast dla kazdej
z powyzszych metod mozna zastosowaé rozne miary odleglodci, sa to: dystans binarny (ang. bi-
nary distance), dystans Euklidesa (ang. Euclidean distance), dystans Hamminga/Manhattan (ang.
Hamming/Manhattan distance), dystans Canberra (ang. Canberra distance), maksymalny dystans
(ang. Mazimum distance), dystans Minkowskiego (ang. Minkowski distance), nieskupiona miara
Pearsona (ang. not centered (uncentered) Pearson), skupiona miara Pearsona,/korelacja (ang. cen-
tered Pearson/Correlation). Wybor najlepszego klastrowania moze byé oparty o indeks MSS (ang.
Mean Split Silhouette), ktory ocenia dopasowanie kazdego t-niezmiennika do jego klastra oraz
srednia jakosé dla kazdego klastrowania [138, 248]. Tak jak nadmieniono powyzej, poza podje-
ciem decyzji o algorytmie klastrowania i mierze podobieristwa, przychodzi okresli¢ odpowiednia
liczbe klastréw. Jedna z metod rozwiazania tego problemu jest generowanie réznej liczby klastrow,
a nastepnie ocena ich jakosci. W ramach analizy t-klastrow stosowanej dla modeli opisanych w
rozprawie (rozdzialy 3 i 4) stosowano licznosé w zakresie od 2 do 20 klastrow. Oceny jakosci
klastrowania mozna dokonaé za pomoca wspotczynnika Calinskiego—Harabasza [23].

W tej pracy testowano wszystkie wyzej wymienione algorytmy klastrowania i miary podo-
bienstwa, jednak wykorzystano tylko algorytm $redniego wiazania oparty na nieskupionej mierze

Pearsona. Wybér ten zostal podyktowany wlasciwosciami probleméw biologicznych. Wydaje sie,
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ze ze wszystkich opisanych wyzej podejsé, wlasnie to wydaje sie byé bardziej odpowiednie dla
probleméw biologicznych. Ponizej umieszczono formalne opisy tylko dla metod zastosowanych w
ramach rozprawy doktorskiej, pozostatle mozna znalezé w instrukcji do Holmesa - Zintegrowanego
Srodowiska dla sieci Petriego [228, 230].

Definicja 2.2.12 (metoda $redniego wiazania/metoda $rednich potaczen i nieskupiona miara Pe-
arsona [228, 272]). W tej metodzie odlegtos¢ miedzy dwoma skupieniami oblicza sie jako srednia
odleglos¢ miedzy wszystkimi parami elementow /obserwacji nalezacych do dwoch roznych skupieri.
Srednia odlegto$é¢ miedzy wszystkimi parami elementéw nalezacych do réznych klastrow obliczana
jest na podstawie wzoru: D(X,Y) = —L— """ Z?L d(z;,y;), gdzie X 1Y sa klastrami, d(z,y)

Ny Ny

jest odleglodcig miedzy obiektami nalezacymi do réznych skupien, a n,, n, reprezentuja licznosci
poszczegolnych klastrow. Odlegtosé d(z, y) obliczona jest za pomoca nieskupionej miary Pearsona:

Istotnym jest fakt, ze klastrowanie t-niezmiennikéw zwykle jest niewystarczajace do znalezienia
istotnych podobienistw miedzy podprocesami, ale sugeruje, gdzie powinny one by¢ poszukiwane, w
obrebie jakich t-klastrow.

Oprocz wspomnianych, klasycznych analiz, mozna przeprowadzi¢ dodatkowe /rozszerzone ana-
lizy, takie jak strukturalng analiza knockout (ang. t-invariants Knockout Analysis) oraz symulacje
knockout (ang. Simulation Konckout), okreslana w niniejszej pracy takze jako analize Sredniej
liczby uruchomieri tranzycji we wszystkich symulacjach. Jak wskazuja nazwy nadmienionych ana-
liz, dotycza one dwoch réznych aspektow sieci Petriego.

Strukturalna analiza knockout polega na wylaczeniu wybranej tranzycji (procesu elemen-
tarnego) lub zbioru tranzycji (podprocesu/modutu) i oszacowaniu, ile oraz ktore podprocesy (t-
niezmienniki) zostaly wykluczone w wyniku wylaczenia tych wybranych tranzycji [228]. W ra-
mach tej analizy poza obliczona poczatkowo liczbg t-niezmiennikéw, oblicza sie je takze po anali-
zie knockout (po wylaczeniu danej reakeji/podprocesu), co pozwala okreslié liczbe wykluczonych
t-niezmiennikow. Oznacza to, ze na analiza knockout pozwala oszacowaé znaczenie wybranej tran-

zycji na podstawie liczby wykluczonych podproceséw.

Definicja 2.2.13 (Strukturalna analiza knockout). Analiza knockout polega na wyznaczeniu
liczby t-niezmiennikow przed jej wykonaniem (liczbe t-niezmiennikow przez analizg oznaczono jako
LinUprzed), gdzie uwzgledniony jest caly zbior tranzycji T = {t1,..., %, } oraz wyznaczeniu liczby
t-niezmiennikéw po jej wykonaniu (liczbe t-niezmiennikéw po analizie oznaczono jakotinuv,,), gdzie
uwzgledniony jest zbior tranzycji T\T", gdzie T" C T jest to podzbidr tranzycji, ktore sa wylaczne.
Wykorzystujac liczbe t-niezmiennikéw przed i po analizie knockout mozna oszacowaé procent wy-
kluczonych t-niezmiennikow w rezultacie wylaczenia wybranej tranzycji lub zbioru tranzycji, a

w efekcie wnioskowaé o istotnosci wytaczonego procesu elementarnego lub podprocesu, co mozna
(tinVprzed—tinvp,)-100
tinvp'rzed

oznaczy¢ jako E = , gdzie E oznacza procent wykluczonych t-niezmiennikéw.

Knockout symulacyjny, podobnie jak knockout strukturalny pozwala zebraé informacje o
zachowaniu sie systemu podczas wylaczenia wybranej tranzycji (procesu elementarnego) lub zbioru
tranzycji (podprocesu/modutu). Jednak dostarcza on informacji o §redniej liczbie uruchomien tran-
zycji we wszystkich wykonanych symulacjach, przy wytaczeniu konkretnych komponentéw modelu
[228]. Ta analiza pozwala poréwnaé Srednia liczba uruchomien tranzycji we wszystkich symula-
cjach oszacowana dla modelu bez wylaczonych tranzycji (zbior referencyjny) ze $rednia liczba
uruchomieni tranzycji we wszystkich symulacjach oszacowana dla modelu z wytaczona tranzycjom
lub wylaczonym zbiorem tranzycji. Na tej podstawie mozna zauwazy¢ wzrost lub spadek sredniej

liczby uruchomien tranzycji i okresli¢ jakie niesie to za soba implikacje biologiczne.
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2.2.2 Istniejace narzedzia do modelowania i analizy modeli opartych o sieci

Petriego

Wszystkie zaproponowane modele opieraja sie o klasyczne sieci Petriego i zostaly utworzone za
pomoca narzedzia Snoopy [117] lub za pomoca narzedzia Holmes [230, 228]. Oba ze wspomnianych
narzedzi sa aplikacjami o wolnym dostepie i umozliwiaja nie tylko tworzenie modeli opartych o kla-
syczne sieci Petriego, ale takze ich wybrane rozszerzenia, jak miedzy innymi modele czasowe. Ele-
mentami powigzanymi z modelami opartymi o formalizm sieci Petriego sa t-niezmienniki, ktérych
istotno$¢ w kontekscie analizy przedstawiono w poprzednim podrozdziale. Liczba t-niezmiennikéw
charakteryzujaca dany model moze zostaé okreslona za pomoca narzedzi takich jak: Charlie [118],
MonaLisa [52] czy wyrdzniony juz wezesniej Holmes [230, 228]. Dla zaproponowanych i opisanych
w niniejszej rozprawie modeli zlozonych procesé6w biologicznych wykorzystywane byly wszystkie

trzy narzedzia do obliczania liczby t-niezmiennikéw charakteryzujacych badane modele.

2.3 Zagadnienia zlozonos$ci obliczeniowej

W biezacym podrozdziale opisano zagadnienia zlozonosci obliczeniowej, niezbedne dla zrozu-
mienia opisanych w tej pracy dowodéw zlozonosci wybranych problemoéw. Podstawowe zagadnienia
teorii ztozonosci obliczeniowej wymagaja wprowadzenia w klasy ztozonosci i relacji miedzy nimi,
formalnych definicji problemoéw, a takze wybranych metod dowodzenia.

Wprowadzenie w definicje probleméw jest konieczne dla zrozumienia klas ztozonosci i przyna-
leznosci do niech konkretnych probleméw. W duzej ogolnosci mozna powiedzieé¢, ze problem jest
pewnym ogélnym pytaniem, na ktoére nalezy udzieli¢ odpowiedzi. W pierwszej kolejnosci przyto-

czona zostanie formalne definicja problemu oraz wyréznione zostana szczegdlne rodzaje problemdw.

Definicja 2.3.1 (Problem [72, 83]). Problem jest zbiorem X uporzadkowanych par ciagow (I, A)
nalezacych do zbioru {0, 1}*, gdzie I jest instancja, a A jest odpowiedzig dla tej instancji. Ponadto

kazdy ciag ze zbioru {0, 1}* wystepuje w X jako pierwszy element co najmniej jednej pary.

Definicja 2.3.2 (Problem liczbowy [72, 83]). Problem II jest problemem liczbowym, jezeli nie
istnieje wielomian p taki, ze Maxz(I) < p(Len(I)) dla kazdej instancji I € Dyy. Zgodnie z zapisem,
argumentem funkcji Max() 1 Len() jest instancja I, natomiast wartosciami tych funkcji sa odpo-
wiednio: wartos¢ najwiekszej liczby wystepujacej w instancji I oraz dlugosé taricucha kodujacego
instancje I. Wartosci obu tych funkcji moga by¢ obliczone przez deterministyczna maszyne Turinga

(DTM) w czasie wielomianowym.

Definicja 2.3.3 (Deterministyczna maszyna Turinga (DTM) [20, 72, 83]). Deterministyczna ma-
szyna Turinga nazywamy szostke M = (Q,X,T',9, qo, F), gdzie: @ jest skoniczonym zbiorem sta-
néw, ¥ jest skonczonym zbiorem symboli wej$ciowych (zwanym takze alfabetem wejsciowym), I’
jest skoriczonym zbiorem symboli tasmy (zwanym takze alfabetem tasmy), § : @ XTI — Q@ X I'x {+
,—, —} jest funkcja przejicia, go jest stanem poczatkowym (stan gy jest elementem zbioru Q, w
ktorym maszyna rozpoczyna dziatanie), F' jest skonczonym zbiorem stanoéw koricowych (F C Q
jest zbiorem stanow, w ktorych maszyna koriczy dzialanie). Wyréznia sie trzy stany, tj. g (stan
konicowy), ¢; (stan akceptujacy), ¢, (stan odrzucajacy). Zbior ¥ jest podzbiorem wlasciwym zbioru
T, a do rdéznicy tych zbioréw naleza dwa symbole specjalne: symbol poczatkowy (I>) oraz symbol
pusty (U). Zbiory @ i T sa roztaczne. Symbole <, —, — oznaczaja ruchy glowicy o jedna komorke
w lewo, pozostawienie glowicy w miejscu i ruchy glowicy o jedna komorke w prawo (zaden z

elementow zbioru {<—, —, —} nie nalezy do QUT).
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Definicja 2.3.4 (Problem decyzyjny [20, 72, 83]). Problem decyzyjny II sktada sie ze zbioru Dy
instancji oraz podzbioru Y3 C Dyy. Problem jest problemem decyzyjnym, jesli jego rozwigzaniem
jest odpowiedz TAK lub NIE. Zbior Y71 zawiera te instancje, dla ktorych odpowiedzig jest TAK.

Definicja 2.3.5 (Problem przeszukiwania [20, 72, 83]). Problem przeszukiwania II sktada sie ze
zbioru Dy skoriczonych obiektéow zwanych instancjami oraz, dla kazdej instancji I € Dy, zbioru

St (I) skoniczonych obiektow nazywanych odpowiedziami dla instancji I.

Opisane definicje probleméw pozwalaja dobrze zrozumieé klasy zlozonosci. W niniejszej pracy
pojawia sie odwolania do nastepujacych klas: klasa P, klasa NP, klasa probleméw NP-zupelnych,
klasa probleméw silnie NP-zupelnych, klasa probleméw NP-trudnych oraz klasa problemoéw silnie
NP-trudnych, w zwigzku z tym ponizej podano ich formalne definicje. Ponadto, nieodlacznym
elementem teorii ztozonosci sa takze metody dowodzenia przynaleznosci pewnych probleméw do
poszczegolnych klas. W zwiazku z tym opisano takze formalng definicje transformacji wielomiano-
wej umozliwiajacej przeprowadzenie dowodu NP-zupelnosci, transformacji pseudowielomianowe;j
umozliwiajacej przeprowadzenie dowodu silnej NP-zupelnosci, oraz wielomianowej redukcji Tu-

ringa umozliwiajacej przeprowadzenie dowodu NP-trudnosci.

Definicja 2.3.6 (Klasa P [20, 72, 83]). Klasa probleméw decyzyjnych, ktore sa rozwiazywalne

przez deterministyczna maszyne Turinga w czasie co najwyzej wielomianowym.

Definicja 2.3.7 (Klasa NP [20, 72, 83]). Klasa probleméw decyzyjnych, ktorych to rozwiazanie
moze by¢ zweryfikowane przez deterministycznag maszyne Turinga w czasie co najwyzej wielomia-

nowym.

Definicja 2.3.8 (Transformacja wielomianowa [20, 72, 83]). Niech II; i IT5 beda problemami decy-
zyjnymi. Transformacja wielomianowa problemu II; do Il; jest funkcja f : Dy, — D, posiadajaca

nastepujace wlasnosci:
1) istnieje DTM obliczajaca f w czasie wielomianowym,

2) dla kazdej instancji I € Dy, odpowiedz brzmi TAK wtedy i tylko wtedy, gdy dla f(I) odpowiedz
rowniez jest TAK.

Definicja 2.3.9 (Klasa probleméw NP-zupelnych [20, 72, 83]). Problem decyzyjny IIs nalezy do
klasy probleméw NP-zupelnych, jezeli Il € NP oraz dla kazdego problemu decyzyjnego II; € NP

istnieje wielomianowa transformacja II; o< Ils.

Definicja 2.3.10 (Transformacja pseudowielomianowa [20, 72, 83]). Niech II; i IIs beda proble-
mami decyzyjnymi. Niech Len; i Mazx; beda funkcjami okreslajacymi dtugos$é instancji problemu
II; i najwieksza liczbe wystepujaca w tej instancji oraz niech Lens i Maxs beda funkcjami ana-
logicznymi dla problemu IIs. Transformacja pseudowielomianowa problemu II; do Il5 jest funkcja

f : Do, = D, posiadajaca nastepujace wlasnosci:
1) dla kazdej instancji I € Dyy, zachodzi I € Yy, wtedy i tylko wtedy, gdy f(I) € Ym,,

2) funkcja f musi by¢ obliczalna przez DTM w czasie ograniczonym przez wielomian od Len; (1)
i Maxq(I),

3) istnieje wielomian ¢; taki, ze dla kazdej instancji I € Dy, zachodzi nierownosé ¢; (Lenz(f(I))) >
Len1 (I),
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4) istnieje wielomian dwoch zmiennych ¢o taki, ze dla kazdej instancji I € Dy, zachodzi
Mazo(f(I)) < ga(Maxy(I), Leni (I)).

Definicja 2.3.11 (Klasa probleméw silnie NP-zupelnych [20, 72, 83]). Problem decyzyjny II
nalezy do klasy probleméw silnie NP-zupelnych, jezeli Il € NP oraz istnieje wielomian p taki,
ze problem II,, jest NP-zupelny. Przez 11, oznaczony jest podproblem problemu II, ktérego zbiér
instancji zawiera tylko te instancje I problemu II, dla ktorych zachodzi Maz(I) < p(Len(I)) dla

pewnego wielomianu p.

Rozwazmy problemy II; i IIs bedace problemami decyzyjnymi, jezeli IT; jest silnie NP-zupelny,
II, € NP oraz istnieje pseudowielomianowa transformacja II; do Iy, to IIs takze jest silnie NP-
zupelny. Ponadto, jezeli II jest NP-zupelny i nie jest problemem liczbowym to jest on problemem
silnie NP-zupelnym.

Definicja 2.3.12 (Wielomianowa redukcja Turinga [20, 72, 83]). Niech II; i ITs beda problemami
przeszukiwania. Wielomianowa redukcja Turinga problemu IT; do Iy (TT; o Il3) jest algorytmem
A rozwiazujacym problem II;, ktéry moze zawiera¢ wywotania procedury B rozwiazujacej problem
II, takim, ze jezeli procedura B dziala w czasie wielomianowym, to algorytm A rowniez dziala

czasie wielomianowym.

Definicja 2.3.13 (Klasa probleméw NP-trudnych [20, 72, 83]). Problem przeszukiwania Il jest
NP-trudny, jezeli istnieje NP-zupeiny problem II;, ktéry mozna przeksztalcié za pomoca wielo-

mianowej redukcji Turinga do problemu IIs.

Definicja 2.3.14 (Klasa problemoéw silnie NP-trudnych [20, 72, 83]). Problem przeszukiwania II
nalezy do klasy probleméw silnie NP-trudnych, jezeli istnieje wielomian p taki, ze problem II, jest
NP-trudny.

Wisréd wymienionych klas istotne sg relacje miedzy nimi. Jedna z najbardziej interesujacych
jest relacja miedzy klasa P i NP, a w tym pojawiajace sie pytanie czy P = NP7 Zgodnie z
formalnymi definicjami tych klas ztozonosci, mozna zauwazy¢, ze jesli P = NP to znalezienie roz-
wigzania byloby réwnie tatwe jak jego sprawdzenie. Wydaje sie jednak, ze tatwiej jest zweryfikowaé

poprawno$¢ rozwiazania niz znalezé rozwiazanie, zgodnie z tym, wynikaloby, iz P # NP.

2.4 Kombinatoryczne aspekty analizy t-niezmiennikéw — istniejgce

problemy

Jedna z gléwnych analiz sieci Petriego jest analiza oparta o t-niezmienniki. W poprzednim
podrozdziale pojawiala sie formalna definicja t-niezmiennika (definicja 2.2.10), jego wsparcia (defi-
nicja 2.2.11), oraz opis poszukiwania podobieristw pomiedzy t-niezmiennikami i analizy t-klastrow,
ktora ma ulatwié¢ poszukiwanie podobienistw pomiedzy t-niezmiennikami. Natomiast obecny pod-
rozdzial traktuje o koniecznosci poszukiwania pewnych szczegélnych podzbioréw tranzycji, be-
dacych lub niebedacych elementami wsparé t-niezmiennikow i/lub klastrow t-niezmiennikow (t-
klastrow). Potrzeba poszukiwania takich podzbioréw pojawiata sie w toku analizy t-niezmiennikow,
ktora to czesto wymaga przeprowadzenia glebszych analiz, aby umozliwi¢ odkrywanie ciekawych
wlasciwosci analizowanych systemoéw. Poszukiwanie pewnych podzbioréw tranzycji jest istotne dla
odkrywania zaleznosci pomiedzy podprocesami, ale rowniez dla zidentyfikowania braku wystepowa-
nia zaleznosci pomiedzy podprocesami. W niniejszym podrozdziale przytoczono formalne definicje
probleméw kombinatorycznych poszukiwania pewnych podzbioréw tranzycji, ktére podzielono na

kategorie probleméw wystepowania i anty-wystepowania [73].
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Problemy wystepowania zwiazane sa z poszukiwaniem zbioru tranzycji o pewnej minimalnej
licznoscei, ktore zawarte sa w odpowiednio duzej liczbie wspar¢ t-niezmiennikow i/lub t-klastrow.
Tranzycje nalezace do takiego zbioru odpowiadaja elementarnym procesom, ktére wystepuja w
wielu podprocesach, przez co moga by¢ istotne dla funkcjonowania modelowanego systemu. Ponizej
wyrdzniono rézne warianty probleméw i przytoczono ich definicje.

Problemy poszukiwania zbioréw tranzycji o pewnej minimalnej licznosci, ktore zawarte sa we

wsparciach t-niezmiennikéw, ktore sa zawarte w odpowiednio duzej liczbie t-klastrow:
Definicja 2.4.1 (Wystepowanie tranzycji w t-klastrach - wersja przeszukiwania 1 [73, 74]).

o Instancja: zbior T = {t1,ta,...,ty} tranzycji, zbior S = {s1,s2,....,8p} wsparé t-
niezmiennikow, gdzie V=12, .. ps; C T, zbior C' = {c1, 2, ..., ¢4} klastrow, gdzie Ve, ccc; =
{81'1,81'2, veey Si\ci\ }, vizl,gp__ ¢;7=1,2,...,q;i#jCi n Cj = @, liczby K e I\I+ iR € NJr.

e Odpowiedz: zbior W = {wy,ws,..,w.} C T taki, ze Jeiycigrei,ecW S diy, W C

dig, ... W C dyy, gdzie Ve,ecd; = U\ s oraz k> K ir > R.

Problem wystepowania tranzycji w t-klastrach jest silnie NP-trudny, co mozna udowodnié¢ przy

pomocy problemy zrownowazonego pelnego podgrafu dwudzielnego [74].
Definicja 2.4.2 (Wystepowanie tranzycji w t-klastrach - wersja decyzyjna 1 [73]).

o Instancja: zbior T = {t1,to,...,ty} tranzycji, zbior S = {s1,s2,....,8p} wsparé t-
niezmiennikow, gdzie V=12 ps; C T, zbior C' = {c1,ca, ..., ¢q} klastrow, gdzie V., ecc; =
{811,81'2, veey Si\ci\ }, viil,?,...,q;j:l,Q,...,q;i;ﬁjci n Cj = @, liczby K e I\I+ iR € NJr.

e Odpowied?: TAK, jezeli IW = {wyi,wo, ..., w.} C T taki, ze 3, ccW C d;,, W C
diys..., W C d;, , gdzie Ve, ecd; = U‘ji‘lsij oraz k > K ir > R; NIE w przeciwnym przypadku.

1CigyeeerCig

Problemy poszukiwania zbioréw tranzycji o pewnej minimalnej licznosci, ktore sa zawarte w

sumie wsparé¢ t-niezmiennikéw nalezacych do jednego t-klastra:
Definicja 2.4.3 (Wystepowanie tranzycji w t-klastrach - wersja przeszukiwania 2 [73]).

o Instancja: zbior T = {t1,to,..., bt} tranzycji, zbior S = {s1,s2,....,8p} wsparé t-
niezmiennikow, gdzie V=12 ps; C T, zbior C' = {c1,ca, ..., ¢q} klastrow, gdzie Ve, ecc; =
{sil,sh, ey Si\c,y\ }, vizl,g’,__7q;j:1,27___7q;i¢jci n cj = @, liCZby KeNtiReNT.

e Odpowiedz: zbior W = {wy,wa, ..., w,} C T taki, ze Io,ccW C d;, gdzie YV ,ccd; = Uljczillsij

oraz r > R.
Definicja 2.4.4 (Wystepowanie tranzycji w t-klastrach - wersja decyzyjna 2 [73]).

o Instancja: zbior T = {t1,ta,...,tm} tranzycji, zbior S = {s1,s2,....,8p} wsparé t-
niezmiennikow, gdzie V=12 . ps; C T, zbior C' = {c1,co, ..., ¢q} klastrow, gdzie Ve, ece =
{5i175i2a . Si\ci\ }, vi=1727,__7q;j:1,27___7q;i¢jci n Cj = @, liCZby KeNtiReNT.

e Odpowiedz: TAK, jezeli IW = {wy,wa,...,w,} C T taki, ze I.,ccW C d;, gdzie V,ccd; =

cil

U‘jzlsij oraz r > R; NIE w przeciwnym przypadku.

Problemy poszukiwania zbioroéw tranzycji o pewnej minimalnej licznosci, ktore zawarte sa w

odpowiednio duzej liczbie wsparé¢ t-niezmiennikow (bez uwzglednienia liczby t-klastrow):

Definicja 2.4.5 (Wystepowanie tranzycji we wsparciach - wersja przeszukiwania 1 [73]).
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o Instancja: zbior T = {ti,to,...,t,m} tranzycji, zbior S = {s1,s2,....,5,} wsparé t-
niezmiennikoéw, gdzie V;—1 2. ,8; C T, liczby L € N* i R € N*.

e Odpowiedz: zbior W = {wy,wa, ...,w, } C T taki, ze 3
orazl > Lir>R.

esW e s, , W esi,,...,.We

Siq38igyeeSig

Si;

Problem poszukiwania zbioréw tranzycji o pewnej minimalnej licznosci, ktére zawarte sa w
odpowiednio duzej liczbie wsparé t-niezmiennikéw i w odpowiednio duzej liczbie t-klastréw, bez

uwzglednienia konkretnego roztozenia wspar¢ t-niezmiennikow i t-klastrow:

Definicja 2.4.6 (Wystepowanie tranzycji w t-klastrach i we wsparciach - wersja przeszukiwania

1 [73]).

o Instancja: zbior T = {ti,t9,...,t,,} tranzycji, zbior S = {s1,s2,....,8p} wsparé t-
niezmiennikow, gdzie V=12 ps; C T, zbior C' = {c1,ca, ..., ¢q} klastrow, gdzie Ve, ece; =
{Sil,SiZ, e Sijo, }, Vizl’z’.“,q;j:LQ’”.’q;i?ﬁjCi Ncy = (Z), liczby K € N+, ReNtiLeNt.

e Odpowiedz: zbior W = {wy,ws,..,w,} C T taki, ze Jeiy cigrneiecW C -

i

di,, W
diyy ...y W C d;, , gdzie V¢, ccd; = U‘J-Z‘lsij oraz 1 esW C s, W C 54y, ..., W C s,

r>R k>Kil>L.

SiysSigs-ySiy

Problem poszukiwania zbioréw tranzycji o pewnej minimalnej licznosci, ktore zawarte sa w od-
powiednio duzej liczbie wspar¢ t-niezmiennikéw i w odpowiednio duzej liczbie t-klastrow, z uwzgled-
nieniem konkretnego roztozenia wsparé¢ t-niezmiennikéw i t-klastréw. To znaczy, ze poszukiwany
zbiér tranzycji musi byé podzbiorem przynajmniej jednego t-klastra i jednocze$nie podzbiorem

pewnej minimalnej liczby wsparé t-niezmiennikéw:

Definicja 2.4.7 (Wystepowanie tranzycji w t-klastrach i we wsparciach - wersja przeszukiwania
2 [73]).

o Instancja: zbior T = {t1,to,...,t,} tranzycji, zbior S = {s1,s2,....,8p} wsparé t-
niezmiennikow, gdzie V=12 ps; C T, zbior C' = {c1,ca, ..., ¢q} klastrow, gdzie Vi, ecc; =
{81‘1,81‘2, vy Si\ci\ }, Vi:LQ’”_1q;j:1127___’q;i¢jci n Cj = (Z), hCZby K e N+, ReNTiLeNT.

e Odpowiedz: zbior W = {wy,wa, ..., w,} C T taki, ze Io,ccW C d;, gdzie YV ,ccd; = Uljczillsij

oraz 3 ‘,Si,eé‘ﬂcl-W Csy,WCs4y,....,WCs;,ir>Rorazl > L.

SipsSig s

Problem poszukiwania zbioréw tranzycji o pewnej minimalnej licznosci, ktére zawarte sg w
odpowiednio duzej liczbie wsparé t-niezmiennikéw i w odpowiednio duzej liczbie t-klastrow, z
uwzglednieniem konkretnego rozltozenia wsparé t-niezmiennikéw i t-klastrow. To znaczy, ze poszu-
kiwany zbior tranzycji podzbiorem odpowiednio duzej liczby t-klastréow i jednoczesnie podzbiorem

odpowiednio duzej liczby wsparé t-niezmiennikéow z kazdego z tych t-klastrow:

Definicja 2.4.8 (Wystepowanie tranzycji w t-klastrach i we wsparciach - wersja przeszukiwania
3 [73]).

o Instancja: zbior T = {ti,to,...,t,,} tranzycji, zbior S = {s1,s2,....,8p} wsparé t-
niezmiennikow, gdzie V=12 ps; C T, zbiér C' = {c1,ca, ..., cq} klastrow, gdzie Ve, ece; =
{sil,sh, ey Si\ci\ }, Vi:LQ’”_1q;j:1127__,’q;7;¢jci N Cj = @, hCZby K e N+, ReNtiLeNt.

e Odpowiedz: zbior W = {wi,we,..,w,} C T taki, ze Jor={ei, cigrei yccW  C
diy , W - digy ..., W - di,, gdzie V¢ecd; = Uljczillsij, a ponadto

vcil,ciQ,...,cikGC’asal,saz,...,sal,ae{il,ig,...,ik}[(Sal € Ca,S8a, € Cay ey Sy S Ca) A (W S
Sars W € Sagy ey W € 8q,)] oraz r > R, k> K il > L.
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Problemy anty-wystepowania zwiazane sa z poszukiwaniem zbioru tranzycji o pewnej minimal-
nej licznosci, ktore nie sg zawarte w zadnym z wsparciu t-niezmiennika i/lub t-klastra lub wystepuja
w stosunkowo niewielkiej liczbie wsparé t-niezmiennikéow i/lub t-klastrow. Tranzycje nalezace do
takiego zbioru odpowiadaja elementarnym procesom, poprzez ktore niektére podprocesy nie moga
ze sobg oddzialywaé. Ponizej wyrdzniono rézne warianty probleméw i przytoczono ich definicje.

Problemy poszukiwania zbioréw tranzycji o pewnej minimalnej licznosci, ktoére nie sa podzbio-

rem zadnej sumy wsparé t-niezmiennikoéw bedacych elementami jednego t-klastra:
Definicja 2.4.9 (Anty-wystepowanie tranzycji w t-klastrach - wersja przeszukiwania 1 [73]).

o Instancja: zbior T = {ti,t9,...,t,} tranzycji, zbior S = {s1,s2,....,8p} wsparé t-
niezmiennikow, gdzie V=12 ps; C T, zbior C' = {c1,ca, ..., ¢q} klastrow, gdzie Ve, ece; =

{Si1s Sins ey Sic, b Vie1,2,.q=1,2,....q:i#jCi N ¢; = 0 oraz liczba U € NT.

e Odpowieds: zbiér A = {ay,as,...,a,} C T taki, ze P..ccA C d;, gdzie V., ccd; = Uljc:illsij

oraz u < U.

Definicja 2.4.10 (Anty-wystepowanie tranzycji w t-klastrach - wersja decyzyjna 1 [73]).

o Instancja: zbior T = {ti,t9,...,t,,} tranzycji, zbior S = {s1,s2,...,8,} wsparé t
niezmiennikow, gdzie V=12 ps; C T, zbiér C' = {c1,ca, ..., cq} klastrow, gdzie Vi, ecc; =
{sil,siz, ceey Si‘ci‘ }, VZ-:LQW.,q;jzlﬁgw,q;i#ci N Cj = (Z) oraz liczba U € NJr.

e Odpowiedz: TAK, jezeli 3A = {ay,az,...,a,} C T taki, ze B.,ccA C d;, gdzie V., ccd; =

Ci‘

U‘jzlsij oraz u < U; NIE w przeciwnym przypadku.

Problemy poszukiwania zbioréw tranzycji o pewnej minimalnej licznosci, ktére nie sa zawarte

w pewnej minimalnej liczbie t-klastrow:
Definicja 2.4.11 (Anty-wystepowanie tranzycji w t-klastrach - wersja przeszukiwania 2 [73]).

o Instancja: zbior T = {ti,to,...,t,} tranzycji, zbior S = {s1,s2,....,5,} wsparé t-
niezmiennikow, gdzie V=12 ps; C T, zbior C' = {c1,co, ..., ¢q} klastrow, gdzie Ve, ece; =
{Sil,SiQ, . Si\ci\ }, Vizl,gw,)q;jzl)gwn)q;i?ﬁjci N Cj = @, liczba U € NT oraz K € Nt.

e Odpowiedz: zbior A = {ay,as, ...,a,} C T taki, ze EC/:{%
dy, gdzie V¢, ecdi = Uljc:illsij orazu<Uik>K.

seyccACdi, ACdy, . AC

c2,..

Definicja 2.4.12 (Anty-wystepowanie tranzycji w t-klastrach - wersja decyzyjna 2 [73]).

e Instancja: zbior T = {ti,to,...,t,} tranzycji, zbior S = {s1,s2,....,5,} wsparé t-
niezmiennikow, gdzie V=12 ps; C T, zbiér C' = {c1,co, ..., ¢q} klastrow, gdzie Ve, ece; =
{8i1s Sigs s Sijo 1s Vim1,2,00q55=1,2,...,q5i5C N ¢ = 0, liczba U € N+t oraz K € N,

e Odpowiedz: TAK, jezeli A = {ay,as,...,a,} C T taki, ze ﬂC’:{cl,cz,...7ck}gCA C dy,AC

do, ..., A C dy, gdzie V., ecd; = Uljczillsij oraz u < U i k > K; NIE w przeciwnym przypadku.
Problem, w ktérym poszukiwane sa nieistniejace zbiory tranzycji o odpowiednio duzej licznosci,

ktore nie sa zawarte w jakimkolwiek t-klastrze:
Definicja 2.4.13 (Anty-wystepowanie tranzycji w t-klastrach - wersja decyzyjna 3 [73]).

o Instancja: zbior T = {t1,to,...,tm} tranzycji, zbior S = {s1,s2,....,8,} wsparé t-
niezmiennikow, gdzie V=12 . ps; C T, zbior C' = {c1,co, ..., ¢q} klastrow, gdzie Ve, ece =

{8i15 Sigsens 5410, 1, Viz1,2,...qii=1,2,....q:i#5 Ci (1 Cj = 0 oraz liczba U € N*T.
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e Odpowieds: TAK, jezeli A = {ai1,az,...,a,} C T taki, ze 3.,ccA C d;, gdzie V., ccd; =
U‘j-czi‘lsij oraz u > U: NIE w przeciwnym przypadku.

Problem, w ktorym poszukiwane sa nieistniejace zbiory tranzycji o odpowiednio duzej licznodci,

ktore sa zawarte w pewnej minimalnej liczbie t-klastrow:
Definicja 2.4.14 (Anty-wystepowanie tranzycji w t-klastrach - wersja decyzyjna 4 [73]).

o Instancja: zbior T = {ti,to,...,t,m} tranzycji, zbior S = {s1,s2,....,5,} wsparé t-
niezmiennikow, gdzie V=12 . ps; C T, zbior C' = {c1,co, ..., ¢q} klastrow, gdzie Ve, ece; =

{5i1>5i2; . Si\ci\ }, Vi:1,27,,,,q;j:1,27,,,,q;#jci N Ccj = (0 oraz liczba U € NT i K € Nt.

e Odpowieds: TAK, jezeli A = {ay,as,...,a,} C T taki, ze 3o ci, €C ACd;,AC
diyy ..., AC d;,, gdzie Ve, ecd; = U‘jc;"lsij oraz u > U i k > K; NIE w przeciwnym przypadku.

TTCig sCigseees

W tym podrozdziale przytoczono problemy poszukiwania wystepujacych i anty-wystepujacych
zbioréw tranzycji. Dla niektorych z opisanych probleméw okreslono ztozonosé obliczeniowa [73, 74|,

a dla niektorych zostala ona rozwazona w niniejszej rozprawie, patrz rozdziat 5.

2.5 Zagadnienia dotyczace innych niz sieci Petriego metod

modelowania

Obecny podrozdzial zawiera opisy innych niz sieci Petriego metod modelowania i ich analizy,
ktore sa kluczowe dla lepszego zrozumienia dalszej czesci rozprawy doktorskiej. Przytoczona teoria
skupia sie¢ miedzy innymi na modelowaniu i analizie modeli opartych o réwnania rézniczkowe
zwyczajne (ang. Ordinary Differential Equations (ODE)), a takze na macierzowych modelach
dynamiki populacji.

Modele réwnan rézniczkowych zwyczajnych opieraja sie na prawie dziatania mas i sa gtéwnie
modelami deterministycznymi, w ktorych odpowiedZ modelu zalezy od parametréw i warunkow
poczatkowych. Modele biologiczne oparte o ODE opisuja zmiany stezeni lub liczby czasteczek za-
angazowanych w badany proces czy system. Przez wspomniane czasteczki rozumiemy szeroka game
elementéw, m.in. transkrypty, biatka czy kompleksy biatkowe. Kazdy rozwazany podproces biolo-
giczny jest reprezentowany przez pojedyncze wyrazenie algebraiczne zawierajace jeden lub kilka
parametréow. Takie wyrazenie moze pojawié¢ sie w jednym lub kilku réwnaniach. Co istotne, wspo-
mniane parametry wymagaja estymacji na podstawie wynikéw eksperymentalnych.

Jedna ze wspomnianych w niniejszej rozprawie metod analizy modeli ODE jest analiza wraz-
liwosci (ang. Sensitivity Analysis (SA)). Analiza wrazliwosci jest jednym z istotnych narzedzi
w badaniu $ciezek sygnalowych in silico, poniewaz dostarcza informacji o zalezno$ciach mie-
dzy warto$ciami parametréow a zachowaniem systemu. W ogélnosci mozna powiedzieé, ze analiza
ta pozwala na weryfikacje poprawnosci modelu, wykrywania bltedéw technicznych w modelu, a
przede wszystkim umozliwia znalezienie najwazniejszych parametréw i powiazanych z nimi proce-
sow /podproceséw biologicznych [227, 255|. Zatem, analiza wrazliwosci moze by¢ wykorzystana do
zidentyfikowania krytycznych regiony w przestrzeni parametrow lub moze okresli¢ dalszy kierunek
badan [255]. Ponadto, analiza ta moze postuzy¢ do wskazywania potencjalnych celow molekular-
nych dla nowych lekéw i tym samym zapobiegaé chorobom zwiazanym z okreslonymi szlakami
sygnatowymi [180, 271].

Istnieja rézne metody analizy wrazliwosci, jednak na potrzeby badan opisanych w niniejszej
rozprawie przytoczona zostanie tylko jedna z nich, jest to prosta metoda globalna, w ktorej pa-

rametry zmieniane sa pojedynczo (ang. one-at-a-time (OAT)). Dokladniej, zastosowano metode
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OAT opartg na rozktadzie czestotliwosci odpowiedzi czasowej systemu do tworzenia rankingow
parametrow [137]. Takie rankingi mozna wykorzysta¢ do znalezienia najwazniejszych parametrow
i proceséw, a nastepnie wykorzysta¢ m.in. do wskazania celow molekularnych dla nowych lekow.
Procedure opisang w pracy [137] wykorzystano w podrozdziale 6.3 do przeprowadzenia licznych
symulacji modelu ODE z losowo zmienianymi parametrami. Dla kazdego parametru w modelu
przeprowadzono 1000 symulacji, w ktérych warto$é tego parametru zostala losowo dobrana w
zakresie + /- 30% jego wartosci nominalnej z wykorzystaniem rozkladu réwnomiernego. Analizie
podlegaty jedynie parametry kinetyczne, takie jak szybkosé reakcji biochemicznych, poniewaz tylko
one mogg sta¢ sie mozliwymi celami molekularnymi lekéw. Ponadto, tylko parametry zwiazane z
okreslonymi reakcjami biochemicznymi maja swoje odpowiedniki w modelach sieci Petriego. Ma to
istotne znaczenie, gdyz opisywana analiza wrazliwosci zostanie w dalszej czesci pracy poréwnana
z analizg waznosci — metodg analizy modeli opartych o sieci Petriego (patrz rozdzial 4) [104].
Zgodnie z procedura opisana w [137], do badan przedstawionych w podrozdziale 6.3 utworzono
rankingi parametrow dla kazdej zmiennej modelu. Nastepnie obliczona zostala srednig arytme-
tyczna wskaznikow wrazliwosci dla parametrow ze wszystkich rankingow (dla wszystkich zmiennych
modelu). Dzieki temu wynikowy ranking parametréow reprezentuje skumulowany wplyw zmiany
wartosci danego parametru na wszystkie zmienne w modelu. Z uwagi na to podejscie, wysoka
pozycja danego parametru w rankingu moze sugerowad, ze zmiana wartosci tego parametru powo-
duje istotna zmiane kilku zmiennych modelu lub umiarkowana zmiane wielu zmiennych modelu.
Jednakze, ranking parametréw nie umozliwia rozréznienia miedzy tymi dwoma przypadkami. Na
Rysunku 2.6 umieszczono przyktadowy ranking parametrow. Jak mozna zauwazy¢, wartosci w tym
rankingu mieszcza sie¢ w zakresie od 0 do 1, im wyzsza warto$é danego parametru tym istotniejszy

moze on by¢ dla badanego systemu biologicznego.
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RysuNEk 2.6: Przykladowy wyniki analizy wrazliwosci dla modeli opartych o réownania rézniczkowe — ranking
parametréw pochodzi z pracy [104].

Innym z podej$é¢ opisanych w niniejszej rozprawie sa macierzowe modele dynamiki populacji.
Modele tego rodzaju w ogdlnosci sg sposobem syntezy informacji demograficznych o populacji i
sa przydatne w rozwiazywaniu réznych probleméw, w tym probleméw ekologicznych i ewolucyj-
nych [139, 27, 196]. Najczesciej sa wykorzystywane do prognozowania dynamiki populacji, oceny
wplywu czynnikéw stresogennych na populacje czy badania ewolucji historii zycia [139, 253, 254].
W zwiazku z tym podejscie oparte na macierzowym modelu dynamiki populacji wydaje sie odpo-
wiednie do zbadania dynamiki populacji makrofagéw w rozwoju blaszki miazdzycowe;j.

Zastosowane podejscie mozna wyjasni¢ za pomoca macierzy Lesliego, ktére wykorzystywane sa
do tworzenia dyskretnych modeli wzrostu populacji o strukturze wiekowej. Taki model pozwala
na opisanie wzrostu populacji i przewidywanego rozktadu wieku, a wiec w ogolnosci pozwala na
opisanie zmian w populacji organizméw w pewnym okresie czasu [109, 155]. W takiej standardo-
wej macierzy populacja jest podzielona na grupy wiekowe, przy czym, w kazdym kroku czasowym
populacja jest reprezentowana przez macierz zawierajaca liczbe osobnikéw dla kazdej grupy wie-
kowej. W ogolnosei, macierz Lesliego S(t) jest macierza kwadratowa o takiej samej liczbie wierszy
i kolumn, jak liczba badanych grup. Komorka (i,j) w macierzy S(t) wskazuje, ile osobnikéw be-
dzie w klasie wiekowej ¢ w nastepnym kroku czasowym dla kazdego osobnika w stadium j. W

kazdym kroku czasowym macierz Lesliego S(t) jest mnozona przez macierz populacji N (), majac
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na celu wygenerowanie macierzy populacji dla kolejnego kroku czasowego N (¢ + 1). Oznacza to,
ze N(t+1) = S(t) - N(t) [4, 26]. Ciagle mnozenie macierzy Lesliego przez macierz populacji po-
zwala ostatecznie uzyskaé¢ populacje o stabilnym rozkladzie wieku, w ktérym proporcja osobnikdéw
w kazdej klasie wiekowej pozostaje stala w czasie i ma stabilne tempo wzrostu.

Nalezy nadmienié, ze aby lepiej odzwierciedli¢ zachowanie populacji makrofagéw, opisane po-
dejscie wykorzystano jako inspiracje, w ramach ktorej zamiast standardowego rownania N(t+1) =
S(t)- N(t), zastosowano rownanie N(t+1) = S(t) - Q(¢), co doktadniej opisano w podrozdziale 6.4.

Teoria przytoczona w niniejszym podrozdziale stanowi wstep teoretyczny do badan opisanych

w rozdziale 6, traktujacym o innych metodach modelowania niz podejscia oparte o sieci Petriego.



Rozdziat 3

Zaproponowane modele systemow
biologicznych opartych na sieci Petriego i
ich klasyczna analiza na podstawie

istniejacych metod

3.1 Wprowadzenie

Modelowanie i analiza ztozonych systeméw biologicznych powiazanych ze sobg skomplikowang
siecig oddzialtywan stala sie mozliwa dzieki podejsciom systemowym. Jak wspomniano w roz-
dziale 2, podejscie oparte o sieci Petriego jest stosowane z coraz to wiekszym powodzeniem od
prawie trzech dekad [28, 66, 88, 91, 96, 111, 116, 146, 182, 218, 229, 237, 251]|. Podejscie to na-
rzuca konieczno$é wnikliwego poznania badanego zjawiska biologicznego, co moze by¢ utrudnione
ze wzgledu na braki danych, badania prowadzone na réznych poziomach szczegbétowosci, czy tez
wrecz wzajemnie wykluczajace sie informacje. Jednakze, nalezy pamietaé, ze dzieki temu podej-
$ciu, skupiajacemu si¢ na duzej skali oddziatywan, jesteSmy w stanie poznaé nature tych proceséw,
a przede wszystkim uporzadkowaé wiedze na ich temat. Oczywiscie nadrzednym celem jest odkry-
wanie nowych zaleznosci, ktore moglyby mieé¢ wplyw na opracowanie lepszych terapii leczenia.

W tym rozdziale przedstawiono istniejace metody analizy oraz zaproponowano modele oparte
o sieci Petriego dotyczace ro6znych aspektéw powstawania i rozwoju miazdzycy. Ponadto zinterpre-
towano i opisano uzyskane wyniki.

W podrozdziale 3.2 przedstawiono model i analize uszkodzen érédbtonka, bedacego jedna z
glownych przyczyn powstawania blaszki miazdzycowej. Efekty tej pracy opublikowano w artykule
konferencyjnym [30]. W ramach tej pracy autor zaproponowal model oparty o sie¢ Petriego, wyko-
nal jego analize w oparciu o istniejace, klasyczne metody analizy, a nastepnie zinterpretowat wyniki
w konsultacji ze wspoétautorami. Opisana w tym podrozdziale praca stala sie prologiem dla dalszych
badan, prowadzonych w celu lepszego zrozumienia zlozonego zjawiska jakim jest miazdzyca.

W podrozdziale 3.3 przedstawiono model i analize wplywu palenia papieroséw na uszkodzenia
$roédblonka i rozwdj miazdzycy. Model ten jest rozszerzeniem modelu zaproponowanego w podroz-
dziale 3.2, ktory uwzglednia dodatkowe czynniki ryzyka. Efekty tej pracy opublikowano w artykule
[31]. W ramach tej pracy autor zaproponowal model oparty o sie¢ Petriego, wykonal jego analize
w oparciu o istniejace, klasyczne metody analizy, a nastepnie zinterpretowal wyniki w konsulta-
cji ze wspotautorami. Opisany w tym podrozdziale model jest rozszerzeniem modelu uszkodzen

$rodblonka i ma na celu doktadniejsze poznanie procesu jakim jest miazdzyca; procesu ktéry w
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dalszym ciagu nie zostal w pelni poznany.

Podrozdzial 3.4, jako kontynuacja badan nad rozwojem miazdzycy, skupia sie na modelu wybra-
nych aspektow stanu prozakrzepowego wywolanego tytoniem, stanu zapalnego i stresu oksydacyj-
nego. Zaburzenia te sa $cisle zwiazane z powstawaniem zakrzep6éw i promowaniem choréb uktadu
krazenia. Efekty tej pracy opublikowano w artykule [98]. W ramach tej pracy autor zaproponowal
model oparty o sie¢ Petriego, wykonal jego analize w oparciu o istniejace, klasyczne metody analizy,
a nastepnie zinterpretowal wyniki w konsultacji ze wspotautorami. Opisana w tym podrozdziale
praca pozwala na glebsze zrozumienie miazdzycy, przede wszystkim przez analize interakcji na
poziomie kluczowych podprocesow.

W podrozdziale 3.5 zawarto podsumowanie z naciskiem na efekty analizy zaproponowanych
modeli uzyskane w wyniku uzycia istniejacych, klasycznych metod analizy, a w konsekwencji jasna

motywacje do zaproponowania bardziej szczegdélowych metod analizy.

3.2 Model oparty o klasyczne sieci Petriego dotyczacy wpltywu

uszkodzen $rodbtonka na rozwo6j miazdzycy

Celem badan opisanych w tym podrozdziale jest przedstawienie zaproponowanego modelu
wplywu uszkodzeni §rodblonka na rozwédj miazdzycy oraz jego analiza za pomoca znanych, kla-
sycznych metod. Poza analiza wspomnianego modelu oceniono mozliwoéci zastosowanych metod.

Miazdzyca tetnic, czyli powstawanie zmian wiéknisto-ttuszczowych w Scianie tetnic, powoduje
duzg zachorowalnosé i émiertelnosé. Wtasciwie jest to jedna z gléwnych przyczyn zgonéw na swie-
cie [49, 181, 189]. W zwiazku z tym niezwykle wazne jest lepsze poznanie mechanizméw lezacych u
podstaw tej jednostki chorobowej. Badacze nieustannie poszukuja czynnikéw promiazdzycowych,
probujac zmniejszy¢ czestotliwo$é wystepowania tej choroby, a przede wszystkim zwiekszy¢ moz-
liwosci terapeutyczne, ktore moglyby zaré6wno poprawié profilaktyke, jak i leczenie.

Pomimo postepu, jaki dokonal sie na przestrzeni ostatnich lat w kontekscie poznania mechani-
zmow lezacych u podloza miazdzycy, wiedza ta w dalszym ciagu pozostaje niekompletna [181, 289,
a to utrudnia w pelni skuteczne leczenie przyczynowe tego powszechnego schorzenia. W tej czesci
pracy rozwazamy jeden z fundamentalnych aspektéw miazdzycy, jakim jest dysfunkcja srodbtonka.
Zjawisko to jest procesem podlegajacym réznym modyfikacjom pod wptywem oddzialywania réz-
norodnych czynnikdéw, a wiec jego rozumienie nie jest mozliwe bez rozwazenia go jako calego

systemu. Z tego wzgledu do modelowania wykorzystano klasyczne sieci Petriego.

3.2.1 Ttlo biologiczne - nieformalny opis problemu biologicznego

W niniejszym paragrafie wyrézniono kontekst biologiczny mechanizméw wyraznie wplywaja-
cych na rozwdéj blaszki miazdzycowej, ktore to zostaly przepisane na formalizm sieci Petriego. Aby

lepiej zrozumieé, co kryje sie za siecig powiazan miejsc i tranzycji wyrézniono nastepujace procesy:

1. Dysfunkcja $sr6dbtonka

Patologia miazdzycy jest niezwykle ztozona, jednak centralnym elementem jest srodblonek
naczyniowy [289]. Zainicjowanie uszkodzen sroédblonka, zwane takze aktywacja prozapalnego
fenotypu srodblonka, wigze sie z pojawieniem réznych niepozadanych czynnikéw, ktoére od-
dziatuja na srédbtonek w sposoéb posredni i bezposredni. Wérod tych czynnikéw znajduje
sie przede wszystkim wysokie stezenie lipidéw, wysokie ci$nienie tetnicze krwi, podwyzszony
poziom glukozy w surowicy oraz stany zapalne m.in. spowodowane paleniem papierosdéw
[144, 192, 200].
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Rozwo6j zapalenia jest oczywistym nastepstwem uszkodzen srédblonka. Jednak odpowiedz
uszkodzonego §rodblonka bierze swoj poczatek w ekspresji bialek dokujacych znajdujacych
sie na jego powierzchni, mowa o molekule adhezyjnej-1 komoérki naczyniowej (VECAM-
1/VCAM-1). Rola tych biatek jest umozliwienie adhezji monocytéow krwi, ktore przyciagane
sa przez obecno$¢ chemokin uwolnionych z uszkodzonego $rédblonka. Proces wnikania mo-
nocytéw do $ciany naczynia oraz przeksztalcenie w makrofagi, tzw. diapedeza, jest typowym
procesem odpowiedzi zapalnej [200]. Wiaze sie to z naturalng rola makrofagow, ktore uwa-
runkowane sa do zapobiegania infekcji oraz pozbywania sie uszkodzonych lub szkodliwych
komoérek [283]. Makrofagi zazwyczaj po zakoriczeniu wykonanej czynnosci wracaja do krwio-
biegu, jednak miazdzyca scharakteryzowana przez utrzymujace sie wysokie stezenie lipidow,

sprawia, ze obecnosé¢ makrofagéow jest trwala i moze prowadzi¢ do dalszych uszkodzen.

2. Dalszy rozwoéj uszkodzen srodblonka

Dalszy rozwoj uszkodzen srodblonka wigze sie z trwalym utrzymywaniem makrofagow w
srodowisku zapalnym. Jak wspomniano, gtéwnym czynnikiem etiologii miazdzycy jest wy-
soki poziom lipoprotein o matlej gestosci (LDL), ktory ulega modyfikacji oksydacyjnej (LDL
— oxLDL) w wyniku dlugotrwalej ekspozycji na reaktywne formy tlenu (ROS). Precyzujac,
w utlenianie LDL zaangazowany jest anionorodnik ponadtlenkowy (0O57) [211], o ktérym
mozna powiedzieé, ze jest jednym z kluczowych elementéw zlozonego procesu powodujacego
zwezanie Swiatla naczynia. Wspomniane reaktywne formy tlenu sg stymulowane przez ma-
krofagi, ktérych to pierwotna rola jest naprawa uszkodzen. Zmodyfikowany, utleniony LDL
(oxLDL) wywoluje dalsza reakcje prozapalna — stymuluje srodblonek do produkeji chemokin,
czynnikéw wzrostu, do ekspresji molekut adhezyjnych, co umozliwia dalsza rekrutacje mo-
nocytéw. Jak widaé jest to samonapedzajacy sie mechanizm, w ktérym makrofag, naturalny

obrofica, przestaje byé¢ zdolny do pelnienia swojej roli i napedza szkodliwy rozwéj zapalenia.

Poza tym, ze makrofagi wydzielaja szereg czynnikéw wzrostu i cytokin napedzajac procesy
zapalne, przyczyniaja sie one takze do proliferacji (namnazania sie) komoérek miesni gtadkich
naczyn (VSMC) [324]. Proliferujace komorki miesni gtadkich wydzielajg kolagen oraz macierz

glikoproteinowa, tworzac czapeczke widknista znajdujaca sie na plytce miazdzycowe;j.

Ponadto, makrofagi w jeszcze jeden sposob staja sie bezposrednia przyczyna postepu miaz-
dzycy. Wylapuja one oxLDL — jest to dzialanie chroniace komoérke przed nadmiernym gro-
madzeniem sie szkodliwego zmodyfikowanego LDL [16]. Proces ten prowadzi do utworzenia
komérek piankowatych (komorek wypelnionych utlenionymi lipidami). Gdy ilo$¢ oxLDL jest
wysoka, moze dochodzié¢ do lizy komorek piankowatych. Zazwyczaj jest to charakterystyczne
dla po6zniejszych stadiéw choroby. Obumierajace komoérki piankowate uwalniajg rdzen nekro-
tyczny zbudowany z utlenionych lipidéw (zwany réwniez rdzeniem martwiczym) o naturze

wysoce zakrzepowej [16, 77, 200].

W trakcie rozwoju miazdzycy dochodzi do wielokrotnego powtarzania sie fazy odktadania
lipidéw oraz formowania czapeczki wtdknistej, co w konsekwencji prowadzi do rozwoju blaszki

miazdzycowej, a w ostatecznosci moze prowadzié do jej pekniecia [200].

3. Synteza tlenku azotu i jego rola Tlenek azotu (NO) jest produkowany w wyniku konwer-
sji L-argininy do cytruliny przez grupe enzymoéw zwana syntazami tlenku azotu (NOS). W
zaleznosci od umiejscowienia w tkance wyréznia sie trzy gtowne izoformy NOS: neuronalna —
nNOS, endotelialna zwana takze srodblonkowa — eNOS i indukowalna iNOS [200, 247]. Re-
akcja ta wymaga obecnosci tlenu (O2), dinukleotydu nikotynoamidoadeninowego (NADPH)
i tetrahydrobiopteryny (BH,4). Rolg ostatniego z nich jest zwickszenie powinowactwa syntazy
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eNOS do L-argininy [200]. W wyniku reakcji konwersji L-argininy do cytruliny, obok tlenku
azotu powstaje takze NADP™T, bedacy utleniong forma dinukleotydu nikotynoamidoadeni-
nowego. Co istotne, synteza NO moze by¢ hamowana w przypadku, gdy dojdzie do zaha-
mowania syntazy lub innego waznego kofaktora. Jednak poza bezposrednim hamowaniem,
jak w przypadku pojawienia sie inhibitora syntaz, jakim jest asymetryczna dimetyloarginina
(ADMA), moze dojs$¢ do zmniejszenia biodostepnosci NO w wyniku uszkodzenia $rodbtonka,
ktory w normalnych warunkach wydziela syntaze eNOS konieczna do zajscia syntezy tlenku
azotu [200].

Tlenek azotu uczestniczy w waznych procesach fizjologicznych takich jak regulacja prze-
plywu i ci$nienia krwi (poprzez rozszerzanie naczyni krwionosnych), angiogeneza, apoptoza
[200, 324]. Jednak NO wzbudza duze zainteresowanie niekoniecznie ze wzgledu na mnogosé
procesow w jakich uczestniczy, a raczej przez wzglad na dualng charakterystyke §cisle zwia-
zana z biodostepnoscia. Oznacza to, ze w zaleznoéci od jego stezenia moze mieé dzialanie

korzystne lub szkodliwe przyczyniajace sie do promowania rozwoju miazdzycy [303].

a) Wysokie stezenie NO — dzialanie korzystne

Jesli syntetyzowana jest odpowiednia ilosé tlenku azotu, co jest efektem prawidlowo
dzialajacych mechanizméw wplywajacych na jego biodostepnosé, to tlenek azotu od-
grywa pozytywna role w modelowanym systemie. Oznacza to przede wszystkim zapo-
bieganie utlenianiu LDL (produkeji oxLDL). Obok tego, tlenek azotu odgrywa istotna
role rowniez w innych waznych podprocesach, takich jak regulacja ptytek krwi, adhezja
monocytéw, zmniejszenie cisnienia krwi czy zapobieganie proliferacji komorek miesni
gltadkich. Tym samym mozna powiedzie¢, ze tlenek azotu prowadzi do ograniczenia

odpowiedzi zapalnej [200].
b) Niskie stezenie NO — dzialanie niekorzystne

Jesli syntetyzowana ilo$é tlenku azotu nie jest wystarczajaca z uwagi na nieprawidtowe
dziatanie mechanizméw wplywajacych na jego biodostepnosé, to tlenek azotu ujawnia
swoje szkodliwe dzialanie [144, 192, 200|. W gléwne]j mierze przyczynia sie to do pro-
mowania utlenienia LDL, co jest rbwnoznaczne z jawna propagacja zapalenia i progresji

miazdzycy.

3.2.2 Model

Model matematyczny oparty o formalizm sieci Petriego zostal stworzony za pomoca narzedzia
Snoopy [117], t-niezmienniki wyznaczono za pomoca narzedzia Charlie [118], do analizy modelu
wykorzystano skrypty wlasne napisane w jezyku R. Zastosowane metody analizy sg obecnie do-
stepne w programie Holmes [228, 230.

Zaproponowana sie¢ Petriego zostala przedstawiona na Rysunku 3.1, gdzie za pomoca koloro-
wych ram wyrézniono dwie glowne podsieci, potaczone ze sobg za pomoca miejsc logicznych (patrz
Rysunek 2.1 w rozdziale teoretycznym). Podsie¢ oznaczona zielona rama obejmuje podstawe ca-
tego modelu miazdzycowego, jej kluczowe mechanizmy, podczas gdy podsie¢ wyrdzniona czerwona
rama obejmuje wybrane mechanizmy zwigzane z dymem tytoniowym i szkodliwymi procesami cha-
rakterystycznymi dla palaczy. Nazwy pasywnych komponentéw — miejsc (oznaczonych okregami)
znajduja sie w Tabeli 3.1, natomiast nazwy aktywnych komponentéw — tranzycji (oznaczonych
kwadratami) umieszczono w Tabeli 3.2. Obie te Tabele zawieraja dwie kolumny: ID — zawie-
rajaca identyfikator miejsca/tranzycji oraz Znaczenie biologiczne — kolumna zawierajaca nazwe

miejsca/tranzycji okreslajaca jej przeznaczenie w systemie.
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RysunEk 3.1: Model oparty o klasyczne sieci Petriego dotyczacy wplywu uszkodzen srédblonka na rozwéj miazdzycy
podzielono na dwie podsieci oznaczone kolorowymi ramami. Pierwsza, oznaczona zielona rama, obejmuje podstawe
calego modelu, przede wszystkim uszkodzenia $rédblonka i jego odpowiedZ zapalna. Druga, oznaczona czerwona
rama, dotyczy mechanizméw zwiazanych ze szkodliwym wplywem palenia papieroséw na rozwdj miazdzycy. Rysunek
pochodzi z pracy [30].
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TaBELA 3.1: Lista nazw pasywnych komponentéw sieci — miejsc (patrz [30]).

ID | Znaczenie biologiczne ID | Znaczenie biologiczne
Po zdrowy $rodblonek p32 | komorka piankowata
p1 uszkodzony $rodblonek p33 | rdzen nekrotyczny
p2 LDL p34 | blaszka miazdzycowa
P3 wysokie ci$nienie krwi p3s | czynnik tkankowy
P4 toksyny p3e | miazdzyca
s inne czynniki p37 | czynnik wzrostu
D6 eNOS p3g | cytokiny
p7 ADMA P39 | macierz glikoproteinowa
P8 iNOS pao | kolagen
P9 nNOS pa1 | czapeczka widknista
pio | NADPH pa2 | biate krwinki krwi
p11 | L-arginina pa3 | dym tytoniowy
p12 | Og2 paa | policykliczne weglowodory aromatyczne
p13 | L-NMMA (N-monometyloarginina) pas | chemokiny
p14 | cytrulina pae | FMD (dysplazja widknisto-migsniowa)
p1s | NADP pa7 | oxLDL
p16 | NO jesli jest uszkodzenie srédblonka pag | ROS
p17 | NO jedli jest zdrowy Srodblonek p4a9 | wolne rodniki
p18 | czynnik stymulujacy kolonie makrofagoéw pso | kadm
p19 | biatko chemotaktyczne 1 monocytow ps1 | aldehydy
p20 | NO ps2 | metale
p21 | ci$nienie krwi ps3 | skrzep
p22 | agregacja plytek krwi psa | profil lipidowy
p23 | namnozone komoérki miesni gltadkich VSMC pss | triglicerydy
p24 | nadtlenoazotyn pse | mniejsza ilos¢é BHy
p2s | anionrodnik ponadtlenkowy ps7 | czynniki prozapalne
p2s | ICAM-1 (miedzykomoérkowa molekuta | psg | makrofag
adhezyjna-1)
p27 | czasteczki adhezyjne ps9 | markery stresu oksydacyjnego
p28 | nieaktywny monocyt peo | endotelina-1
p29 | aktywny monocyt pe1 | mniej NO
p30 | VECAM-1 (molekula adhezyjna-1 komoérki na- | pe2 | inne zahamowane czasteczki
czyniowej)
p31 | kompleks VECAM-1 i monocyt pes | BHy
TaBELA 3.2: Lista nazw aktywnych komponentéw sieci — tranzycji (patrz [30]).
ID | Znaczenie biologiczne ID | Znaczenie biologiczne
to uszkodzenie powodowane przez LDL tag | proliferacja
t1 sekrecja chemokin przez uszkodzony s$rodblo- | t49 | inne mechanizmy angazujace cytokiny
nek
to utrzymanie zdrowego srédblonka tso | sekrecja kolagenu i macierzy glikoproteinowe;j
przez namnozone VSMC
ts zrédto LDL ts1 | tworzenie czapeczki widknistej przez kolagen i
macierz glikoproteinowa
ta zrédto wysokiego ci$nienia krwi ts2 | inne mechanizmy na ktére wpltywa namnozenie
komoérek miesni gltadkich VSMC
ts zrédto toksyn ts3 | inne mechanizmy angazujace VECAM-1
te zrédlo innych czynnikow tsa | wybuch tlenowy
t7 ekspresja bialek VECAM-1 przez uszkodzony | ts5 | stymulowanie czynnika wzrostu
srédblonek
ts hamowanie eNOS przez uszkodzony srédblo- | tse | Zréodio dymu tytoniowego
nek
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ID | Znaczenie biologiczne ID | Znaczenie biologiczne
tg sekrecja eNOS przez zdrowy srodbtonek ts7 | wydzielanie kadmu, metali, wolnych rodnikéw,
aldehydow, policykliczne weglowodory aroma-
tyczne przez dym papierosowy
ti0 | zahamowanie eNOS przez ADMA tsg | bezpoSrednie uszkodzenie powodowane dy-
mem, prowadzace do dysplazji witdknisto-
miesniowej
t11 | zrodlo ADMA ts59 | remodelowanie tkanki
t12 | zrodlo iNOS teo | uszkodzenie wywolane przez FMD powodujace
uszkodzenie §rodblonka
t13 zrodlo nNOS te1 zrodlo ROS
t14 | synteza NO te2 | ekspresja czasteczek adhezyjnych przez oxLDL
(utleniony LDL)
ti5 | zrodlo NADPH tes | ekspresja ICAM-1 przez oxLDL
tie | zrodlo Oz te4 | inne mechanizmy angazujace czynnik stymulu-
jacy kolonie makrofagdw
t17 | zrédlo L-argininy tes | inne mechanizmy angazujace biatko chemotak-
tyczne 1 monocytéw
ti8 | zahamowanie L-argininy przez L-NMMA tes | stymulowanie czynnika stymulujacego kolonie
makrofagéw i biatka chemotaktycznego 1 mo-
nocytéw przez oxLDL
ti9 | zrodto L-NMMA ter | ekspresja czasteczek adhezyjnych przez kadm
tog | zrédlo chemokin tes | wazrost ilosci ROS przez aldehydy
ta1 | reakcje angazujace cytruline teo | stymulowanie oksydacji przez wolne rodniki
too | reakcje wykorzystujace NADP t7o | stymulowanie oksydacji przez metale
tos | wysoka ilos¢ NO t71 | stymulowanie namnazania VSMC przez
ICAM-1
tos | regulacja ci$nienia krwi przez NO jesli jest | t72 | stymulowanie namnazania VSMC przez cza-
zdrowy $rédbtonek steczki adhezyjne
tos | hamowanie agregacji plytek krwi, namnazania | t7s | stymulowanie wybuchu tlenowego
VSMC oraz innych czasteczek przez NO jesli
jest zdrowy srédblonek
tog | zahamowanie czasteczek adhezyjnych przez | tya4 | modyfikacja profilu lipidowego powodowana
NO jesli jest zdrowy srédblonek dymem papierosowym
to7 | inne mechanizmy zwiazane na ktére wpltyw ma | t75 | wzrost LDL i triglicerydéw powodowany mo-
ci$nienie krwi dyfikacja profilu lipidowego
tog | proliferacja VSMC tre | inne reakcje wykorzystujace triglicerydy
tog | niska ilos¢ NO t77 | spadek ilosci BH4 powodowany modyfikacja
profilu lipidowego
tsp | wysoka ilo§¢ anionrodnika ponadtlenkowego trg | rozwd]j srodowiska zapalnego
t31 | redukcja z NO i anionrodnika ponadtlenko- | t7g9 | wzrost ilosci markeréw stresu oksydacyjnego,
wego do nadtlenoazotynu bialych krwinek krwi, namnazania VSMC,
enodoteliny-1 spowodowany dymem tytonio-
wym
tsz | zahamowanie oksydacji oxLDL przez redukcje | tgo | stymulowanie makrofagéw przez rozwoj srodo-
do nadtlenoazotynu wiska zapalnego
tss | oksydacja LDL tg1 | inne mechanizmy angazujace markery stresu
oksydacyjnego
taa | zZrédlo anionrodnika ponadtlenkowego tgo | tworzenie blaszki miazdzycowej przez biale
krwinki krwi
tss | aktywacja monocytu tgs | tworzenie blaszki miazdzycowej przez LDL
tse inaktywacja monocytu tsa uszkodzenie sr6dbtonka powodowane
endoteling-1
ts7 | adhezja monocytu tgs | stymulowanie chemokin przez biatko chemo-
taktyczne 1 monocytow
tsg | transformacja do makrofaga tge | inne mechanizmy
tsg | wychwyt oxLDL przez makrofagi tg7 | wzrost powinowactwa eNOS do L-argininy
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ID | Znaczenie biologiczne ID | Znaczenie biologiczne
ts0 | sekrecja cytokin i czynnika wzrostu przez ma- | tgg | zahamowanie kofaktora BHy
krofagi
t41 zroédto nieaktywnych monocytéw tso zrodlo kofaktora BHy
tq2 | rozpad komorek piankowatych too | spadek NO powodowany malg iloscia BH4
tas | tworzenie sie blaszki miazdzycowej tg1 | uszkodzenie §rodblonka powodowane wysokim
ci$nieniem krwi
taa | pekniecie blaszki miazdzycowej tgo | uszkodzenie Sréodbtonka powodowane toksy-
nami
tss | aktywacja plytek krwi tgs | uszkodzenie $réodblonka powodowane innymi
czynnikami
ts6 | zablokowanie wiencowych naczyn krwiono- | tgs | indukowanie chemokin przez policykliczne we-
$nych glowodory aromatyczne
tq7 | progresja miazdzycy

W Tabeli 3.2 zawierajacej nazwy tranzycji, czesto pojawiaja sie opisy rozpoczynajace sie wy-
razeniami: inne mechanizmy angazujgce lub inne reakcje wykorzystujgce. Takie tranzycje sa naj-
czesciej tranzycjami wyjéciowymi modelu, pozwalajacymi zachowaé¢ wtasnosé pokrycia sieci.

Zaprezentowany model, jako swoiste przyblizenie rzeczywistosci, zawiera pewne uproszczenia
wynikajace zaréwno ze stosowanej metodologii, jak i ograniczen bezposrednio zwigzanych z iloScia
dostepnych danych. Pierwsze z nich, ograniczenie metodologiczne, zwiazane jest z reakcjami ha-
mujacymi, takimi ktore z definicji zmniejszaja ilos¢ konkretnych komponentéw, spowalniaja pewne
reakcje, czy tez takimi ktore moglyby prowadzi¢ do degradacji biatek lub $mierci komorek. Narze-
dzia do modelowania sieci Petriego dysponuja lukami hamujacymi, jednak tego typu luki nie sa
uwzgledniane w matematycznej reprezentacji modelu (macierzy incydencji), a wiec nie sa uwzgled-
nianie w analizach opartych o t-niezmienniki. Jak wspomniano we wczesniejszym rozdziale, metody
przyjmujace za podstawe t-niezmienniki stanowig filar klasycznych metod analizy. W zwiazku z
powyzszym, przyjeto uproszczenie, zgodnie z ktérym utworzono tranzycje o nazwie hamowanie i za
ich posrednictwem zamodelowano mechanizmy bedace konsekwencja tego hamowania. Oznacza to,
ze w takiej sieci Petriego stworzone zostaly dwa scenariusze dla konkretnej reakcji; jeden dotyczacy
sytuacji, w ktorej reakcja jest poprawnie stymulowana oraz drugi, dotyczacy sytuacji, w ktorej re-
akcja jest hamowana, uwzgledniajac cata kaskade nastepujacych zaleznosci. Drugie ograniczenie,
powszechne w modelowaniu proceséw biologicznych, dotyczy brakéw dokladnych danych. Z tego
wzgledu pojawiaja sie tranzycje o nazwach wzrost, spadek oraz miejsca zawierajace w nazwach
informacje o ilogciach: mniej, wiecej. Przyklad obu tych ograniczen zobrazowano na Rysunku 3.2
oraz Rysunku 3.3.

Rysunek 3.2 przedstawia dwa schematy: pierwszy z nich oznaczony jako a) ukazuje poprawna
synteze tlenku azotu (ktora w efekcie umozliwia zahamowanie szkodliwych proceséw) oraz sche-
mat b) przedstawiajacy zahamowanie syntezy tlenku azotu, a w efekcie promowanie szkodliwych
mechanizméw. Obie te sytuacje sa zamodelowane w zaproponowanym modelu sieci Petriego, co
uwidoczniono na Rysunku 3.3. Na Rysunku 3.3 synteza tlenku azotu oznaczona zostata zielonymi
tukami, podczas gdy jej hamowanie oznaczone zostalo czerwonymi lukami. Tranzycje przyjely
symbole z numerami, ktére moga by¢ tranzycjami wejéciowymi lub wyjsciowymi. Pierwsze z wy-
mienionych, tranzycje wejsciowe, odpowiadaja reakcjom produkcji konkretnych pasywnych kom-
ponentéw, podczas gdy tranzycje wyjsciowe odpowiadaja dalszym reakcjom, ktore nie sa istotne
dla zamodelowanego procesu, ale zapewniaja jego pokrycie (patrz paragraf 2.2.1 rozdziatu 2). Luki
oznaczone na zielono na Rysunku 3.3 zwiazane sa z pozytywna rola tlenku azotu, czyli z sytuacja,
gdy iloé¢ NO jest wystarczajaca do prawidtowego dzialania. Rozwazajac sytuacje w pojedynczych
krokach, tranzycja nazwana jako synteza NO moze zosta¢ uruchomiona, gdy co najmniej jeden

token znajdzie sie w kazdym miejscu bezposrednio poprzedzajacym te tranzycje (eNOS, iNOS,
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nNOS, NADPH, O, L-arginina). Gdy tranzycja synteza NO jest aktywna, umozliwia przeptyw
tokenow do miejsc bezposrednio nastepujacych po tej tranzycji (1 NO) — prowadzac do prawidtowej
produkcji NO. Jesli rozwazymy sytuacje, w ktorej tuki na Rysunku 3.3 oznaczone sa na czerwono,
to zwrécimy uwage na jedna z mozliwych sytuacji prowadzacych do zmniejszenia biodostepnosci
NO, czyli sytuacji w ktorej niewystarczajaca ilos¢ NO prowadzi do promowania szkodliwych pro-
ces6w. Podobnie jak wyzej mozna przeanalizowaé przeptyw tokenow; jesli co najmniej jeden token
znajduje sie w miejscu nazwanym L-NMMA (inhibitor L-argininy) i miejscu L-arginina, to mozliwe
jest uruchomienie tranzycji okreslonej jako hamowanie L-argininy przez L-NMMA. Aktywacja tej

tranzycji ogranicza synteze tlenku azotu, gdyz ta nie moze zaj$¢ bez dostepnosci L-argininy.

a)

BHa4 iNOS nNOS  NADPH

\ \ * )//YC lina

s’rcz’)gﬁ;vgek - - » eNOS ——> synteza wystarczajgce ilosci NO
NO
/ \ inhibicja utleniania LDL

inhibicja czgsteczek adhezyjnych

«DP L-arginina inhibicja zapalenia
inhibicja proliferacji
regulacja ci$nienia krwi
inne

BH4 iNOS nNOS NADPH

i \*)//rc lina
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T /NO\

ADMA «DP L-arginina
ograniczona synteza NO Legenda:
substraty
promocja utleniania LDL
(  produkty
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RysunEk 3.2: Schemat ukazujacy rozwiazanie dla ograniczenia metodologicznego dotyczacego tukéw hamujacych
jak i brakéow dokladnych danych na przykladzie syntezy tlenku azotu a) i jej hamowania b). Rysunek uwzglednia
mechanizmy, na ktére ma wplyw biodostepnosé NO. Rysunek jest adaptacja ilustracji pochodzacej z pracy [98].
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RysuNEK 3.3: Fragment sieci Petriego ukazujacy rozwiazanie dla ograniczenia metodologicznego dotyczacego tukow
hamujacych, jak i brakéw doktadnych danych na przyktadzie syntezy tlenku azotu i jej hamowania. Rysunek ten
przedstawia dwie sytuacje prowadzace do uzyskania dwoch réznych scenariuszy: do osiagniecia efektow pozadanych,
gdy ilos¢ tlenku azotu jest wystarczajaca (tNO) lub do zaobserwowania efektow szkodliwych, gdy ilosé tlenku azotu
jest ograniczona (JNO, odpowiadajacy nazwie miejsca — mniej NO). Rysunek jest adaptacja ilustracji pochodzacej
z pracy [98]. Jednak podobny przyklad znajduje si¢ takze w artykule konferencyjnym, przedstawiajacym podejscie
systemowe do modelowania systeméw biologicznych na przykltadzie uogélnionego modelu progresji miazdzycy [99].
Ponadto, wiecej przykladéw reakcji hamujacych znajduje sie w pracy [30], ktora stala sie podstaws tego podroz-
dziatu.

3.2.3 Analiza i wyniki

Analiza modelu omoéwionego w tej cze$ci pracy obejmuje analize zbioréw MCT oraz analize
t-niezmiennikoéw, ktorych formalne definicje opisano w podrozdziale 2.2.

Zaproponowany model uszkodzen §rédblonka zawiera 19 nietrywialnych zbioréw MCT zebra-
nych w Tabeli 3.3. Tabela ta podzielona zostala na trzy kolumny: ID — zawierajaca identyfikatory
kolejnych zbioréow MCT, Zawarte tranzycje — skladajaca sie z tranzycji nalezacych do poszcze-
golnych zbiorow MCT, Znaczenie biologiczne — kolumna w ktorej sens biologiczny przypisano do

odpowiednich zbioréw MCT po uprzedniej analizie zawartych w nich proceséw elementarnych.

TABELA 3.3: Lista nietrywialnych zbiér MCT — zbioréw skladajacych sie z co najmniej dwoch tranzycji nalezacych

do wsparé¢ dokladnie tych samych t-niezmiennikéow (Tabela pochodzi z artykutu konferencyjnego [30]).

ID Zawarte tranzycje | Znaczenie biologiczne

mi t12, t13, t14, t21, t2g Synteza tlenku azotu

mo t3g, t42, ta3, ts0, t51 Niepozadane dzialanie makrofagéw: wychwyt duzej ilosci utlenionych LDL w

efekcie rozpad komorek i tworzenie sie blaszki miazdzycowej.

ms ts7, te7, tes, t7o, toa Wydzielanie z dymu papierosowego substancji takich jak kadm, wolne rodniki,
aldehydy oraz policykliczne weglowodory aromatyczne. Kadm indukuje eks-
presje czasteczek adhezyjnych, aldehydy zwiekszaja liczbe reaktywnych form
tlenu co ma swoje nastepstwa w wybuchu tlenowym, z kolei metale stymuluja
oksydacje, a weglowodory uwalnianie chemokin. Zatem dym papierosowy ma

bardzo duzy udzial w utlenianiu LDL i rozwoju mikrosrodowiska zapalnego.

myq taq, tas, tae, ta7 Proces miazdzycowy: tworzenie sie blaszki miazdzycowej, aktywacja plytek

krwi - co wplywa na zwezenie wienicowych naczyn krwionosnych,
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ID Zawarte tranzycje | Znaczenie biologiczne

ms tro, ts1, tg2, tsa Dym papierosowy ma wplyw na wzrost ilosci markeréw stresu oksydacyjnego,
leukocytow, namnazania VSMC, enodoteliny-1, co z kolei stymuluje tworzenie

blaszki miazdzycowej i uszkodzenie srédblonka.

me t1s, tie, to2 Substraty NADPH i Og oraz produkt NADP zaangazowane w proces syntezy
tlenku azotu i wybuch tlenowy.

mry tos, tos, tse Hamowanie wielu szkodliwych procesow w sytuacji, gdy $rodblonek jest

zdrowy i dochodzi do syntezy wystarczajacej ilosci NO.

ms t30, t31, t32 Hamowanie oksydacji LDL w wyniku redukcji anionrodnika ponadtlenowego
i NO do nadtlenoazotynu. Taka redukcja zmniejsza ilos¢ anionorodnika wy-

maganego do utlenienia LDL.

mg tq, to1 Uszkodzenie $srodbtonka spowodowane wysokim ci$nieniem krwi.

mio ts, to2 Uszkodzenie srodblonka spowodowane toksynami.

mi1 te, to3 Uszkodzenia srédblonka spowodowane innymi czynnikami.

mi2 tio, t11 Hamowanie syntazy tlenku azotu eNOS przez inhibitor ADMA co wplywa na

ograniczenie produkowanej ilosci NO.

m13 t1s, t19 Wplyw L-argininy na syntez¢ NO oraz zahamowanie L-argininy przez inhibi-
tor L-NMMA.
miq toq, tar Regulacja ci$nienia krwi w sytuacji, gdy $rédbtonek nie jest uszkodzony i

produkowana ilos¢ NO jest wystarczajaca.

mis tav7, tag Adhezja monocytu do bialka VECAM-1, stymuluje utworzenie kompleksu,
ktory moze przej$é transformacje do makrofaga.

mi6 tes, t71 Utlenione LDL (oxLDL) maja wplyw na ekspresje bialek ICAM-1, ktore sty-
mulujg proliferacj¢ komoérek mieéni gtadkich VSMC.

mi7 trs, tre Wzrost ilosci LDL i trojglicerydéw powodowany modyfikacja profilu lipido-
wego.

mis tr7, too Spadek stezenia BH4 (powodowany modyfikacja profilu lipidowego) wplywa

na ilo§¢ produkowanego NO ze wzgledu na to, ze jest kofaktorem syntazy
tlenku azotu eNOS.

mi9 t7s, tso Stymulowanie makrofagéw przez rozwoj mikrosrodowiska zapalnego bedacego

wynikiem palenia papieroséw.

Powyzsza analiza pozwolita na identyfikacje 19 nietrywialnych, funkcjonalnych blokéw, ktore
charakteryzuja model uszkodzen srédbtonka. Chcac jednak okresli¢, ktore podprocesy moga by¢
kluczowe dla funkcjonowania badanego zjawiska, przeprowadzono analize t-klastrow.

Analiza t-klastrow pozwala na zgromadzenie podobnych wzgledem siebie t-niezmiennikéw. Pod-
procesy odpowiadajace tym t-niezmiennikom mogg by¢ od siebie zalezne. Dlatego tez dla kazdego
skupienia okresla sie znaczenie biologiczne, co czesto pozwala nakierowaé¢ dalsze analizy na kon-
kretne podprocesy lub wyréznié podprocesy, ktére wydaja sie wazniejsze od nich w kontekscie
funkcjonowania catego modelu. Zaproponowany model jest pokryty przez 8481 t-niezmiennikéw.
Docelowa liczba t-klastrow (klastrow t-niezmiennikow) zalezy $ciSle od natury analizowanego sys-
temu. Dla zaproponowanego modelu do analizy wybrano 20 klastrow, ktoére uzyskano stosujac
algorytm klastrowania oparty na metodzie §redniego wiazania, przy czym zastosowano niesku-
piong miare dystansu Pearsona. Wyboru najlepszego klastrowania dokonano w oparciu o indeks
MSS, podczas gdy wybor liczby t-klastrow zostata oparty o wspolczynnik Caliniskiego-Harabasza.
Zidentyfikowane t-klastry przedstawiono w Tabeli 3.4, ktora zostata podzielona na dwie kolumny:
ID — kolumna zawierajaca kolejne identyfikatory t-klastrow oraz kolumna Interpretacja biologiczna

— zawierajaca opis znaczenia biologicznego dla danego klastra.
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TaBELA 3.4: Lista t-klastrow — skupien sktadajacych sie¢ z podobnych do siebie t-niezmiennikéw (Tabela pochodzi

z artykutu konferencyjnego [30]).

ID

Interpretacja biologiczna

ID

Interpretacja biologiczna

Cc1

Odpowiedz uszkodzonego srodblonka - chemo-
kiny indukuja monocyty, ktére w nastepstwie

przejda transformacje do makrofaga.

C11

Palenie powoduje wzrost ilosci wielu szkodli-
wych czynnikéw wywolujacych odpowiedz za-
palna uszkodzonego sréodblonka oraz dodat-
kowo stymulujacych zapalenie przez indukowa-
nie makrofagéw i proliferacji, a w konsekwencji

wplywajac na rozwdj miazdzycy.

Cc2

Bezposrednie uszkodzenie $rédblonka powo-
dowane przez dysplazje wléknisto-miesniowa

(FMD), co prowadzi do remodelowania tkanki.

C12

Uszkodzenia $rédblonka powodowane pale-
niem oraz innymi czynnikami, stymulujace
wszystkie opisane w modelu mechanizmy. Bez
uwzglednienia szkodliwego dzialania makrofa-
géw stymulujacego rozwoj miazdzycy i kilku
mechanizméw hamowania w przypadku wy-

starczajacej ilosci NO.

C3

Spadek kofaktora BH4 (spowodowany dymem
papierosowym) hamuje syntez¢ NO. W efekcie
jest mniejsza ilos¢ NO i wyzsza ilo$é anionrod-
nika ponadtlenkowego co wplywa na ograni-

czenie hamowania oksydacji LDL.

C13

Uszkodzenia $rodbtonka powodowane pale-

niem oraz innymi czynnikami, stymuluja

wszystkie opisane w modelu mechanizmy.

C4

Uszkodzenie $roédblonka powodowane zwigk-
szeniem ilosci LDL oraz modyfikowanie profilu
lipidowego ma wplyw na proces tworzenia sie
blaszki miazdzycowej i w nastepstwie prowadzi

do rozwoju miazdzycy.

C14

Uszkodzenia $rédblonka oraz inne czynniki
(ADMA, L-NMMA) wplywajace na zahamo-
wanie syntezy NO. W klastrze umieszczone sa
dwa przeciwstawne procesy: pierwszy prowa-
dzacy do zmniejszenia ilosci NO, a drugi do za-
hamowania wielu szkodliwych mechanizméw.
Mozna zatem powiedzieé, ze niezaleznie od po-
jawienia si¢ inhibitoréw, funkcje NO zostaja
zachowane jednak moga mieé¢ znacznie mniej-

szy efekt.

cs

Uszkodzenie srodbtonka powodowane wysokim
ci$nieniem tetniczym krwi stymuluje odpo-

wiedz uszkodzonego $rodblonka.

C15

Uszkodzenia $rédblonka powodowane pale-

niem oraz innymi czynnikami, stymuluja

wszystkie opisane w modelu mechanizmy.

C6

Uszkodzenie $rodblonka powodowane toksy-

nami stymuluje jego odpowiedz zapalna.

C16

Odpowiedz zapalna $rédbtonka powodowana
uszkodzeniem przez wysoki poziom LDL oraz
oksydacja LDL stymulujaca bialko chemotak-
tyczne 1 monocytéw i czynnik stymulujacy ko-

lonie makrofagéw (stymulowanie zapalenia).

cr

Uszkodzenie $rédbtonka powodowane innymi

czynnikami stymuluje jego odpowiedz.

Uszkodzenia srodblonka oraz rozwéj zapalenia
powodowany paleniem stymuluja odpowiedz
zapalna uszkodzonego $rodblonka i wplywaja
na znaczny rozwdj miazdzycy z uwzglednie-

niem procesu utlenienia LDL.

cs

Bezposrednie uszkodzenie srodblonka powodo-
wane przez dysplazje wloknisto-miesniowa, co
prowadzi do remodelowania tkanki i odpowie-

dzi zapalnej uszkodzonego srodbtonka.

C18

Rozw6j miazdzycy stymulowany uszkodze-
niami §réodblonka, ale przede wszystkim roz-
wojem zapalenia na skutek palenia. W duzej
mierze zaangazowane jest utlenianie LDL oraz

stres oksydacyjny.

C9

‘Wazrost ilosci LDL i triglicerydéw powodowany
modyfikacja profilu lipidowego, prowadzi do
uszkodzenia $rodbtonka i wywolania jego od-

powiedzi zapalnej.

C19

Oksydacja LDL, wplywa na ekspresje molekut
adhezyjnych oraz bialek ICAM-1 i VECAM,
ktoére stymuluja proliferacje komorek miesni
gladkich.
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ID | Interpretacja biologiczna ID | Interpretacja biologiczna

c10 | Stymulowanie proliferacji komoérek miedni | coo | Rozwdj miazdzycy stymulowany uszkodze-

gladkich naczynia, przez tworzenie sie kom- niami §rédbtonka, ale przede wszystkim roz-
pleksu VECAM-1 i aktywnego monocytu, wojem zapalenia na skutek palenia. W duzej
ktory ulega transformacji do makrofaga i wy- mierze zaangazowane jest utlenianie LDL oraz
dziela cytokiny oraz czynniki wzrostu. Dodat- stres oksydacyjny.

kowo uwzglednione zostalo hamowanie tego
mechanizmu w sytuacji, gdy $rédbtonek jest
zdrowy, a ilo$¢ syntezowanego NO jest prawi-

dlowa.

Na podstawie interpretacji biologicznej zawartej w Tabeli 3.4 mozna potwierdzi¢, ze stres oksy-
dacyjny i proces zapalny stanowia kluczowe zjawiska lezace u podtoza dysfunkcji srodbtonka. Efek-
tem dziatania obu tych podproceséw jest nadmierne wydzielanie sie reaktywnych form tlenu, co
powoduje zwiekszenie ilogci utlenionych lipoprotein o malej gestosci, w kaskadzie nastepstw pro-
wadzi do niekorzystnego dzialania tlenku azotu (poprzez zmniejszenie jego biodostepnosci), aby
ostatecznie promowaé rozwdj miazdzycy. To jak szeroka i zawila jest sie¢ wplywoéw wymienionych
podproceséw prezentuje analiza t-klastrow — procesy zapalne oraz stres oksydacyjny zaangazowane

sa w niemal wszystkie podprocesy opisane w wynikach analizy t-klastrow w Tabeli 3.4.

3.2.4 Konkluzje

Zaproponowany model uszkodzenn srédbtonka naczyniowego, bedacy jedna z fundamentalnych
przyczyn powstawania blaszki miazdzycowej, rzuca $wiatto na ztozonosé i dynamicznosé zjawiska
biologicznego, jakim jest miazdzyca. Dynamika ta wynika z uwiktania wielu czynnikéw i podpro-
cesOéw, ktore uzaleznione sa od zmian iloSciowych i jakosciowych innych czynnikéw. Zapropono-
wany model interakcji oraz jego analiza za pomoca wybranych klasycznych metod (analiza zbiorow
MCT oraz analiza t-klastrow) pozwala uporzadkowaé i zrozumieé¢ niektore procesy lezace u roz-
woju miazdzycy. Uwidacznia, ze kluczowa role w rozwoju tej choroby odgrywa proces zapalny i
stres oksydacyjny. Wyniki te nie sa odkrywcze, sa jawnym odzwierciedleniem znanej wiedzy do-
stepnej w literaturze. Niemniej jednak potwierdzaja one istotnosé wyréznionych podproceséw, a
wiec ukazuja zasadnosé korzystania z klasycznych metod analizy, aby poznaé nature badanego zja-
wiska i zidentyfikowa¢ potencjalne znaczace podprocesy. Opisana w tym podrozdziale praca stata
sie zalazkiem dla dalszych badan, majacych na celu jeszcze glebsze zrozumienie badanego procesu

z nadzieja na znalezienie istotnych, nieznanych wtasciwosci.

3.3 Model oparty o klasyczne sieci Petriego dotyczacy wplywu palenia

papieroséw na uszkodzenia srédblonka i rozwéj miazdzycy

Celem badan opisanych w tym podrozdziale jest przedstawienie zaproponowanego modelu
wplywu palenia papierosow na uszkodzenia srodblonka i rozwoj miazdzycy, jako rozszerzenie mo-
delu opisanego w podrozdziale 3.2. Utworzony model obejmuje wybrane aspekty oddzialywania
dymu tytoniowego. Analize tego modelu przeprowadzono za pomoca znanych, klasycznych metod

analizy. Na podstawie uzyskanych wynikéw oceniono mozliwosci zastosowanych metod.

3.3.1 Tto biologiczne

Zaproponowany w tym podrozdziale model jest bezposrednim rozszerzeniem modelu opisanego
w poprzednim podrozdziale, a zatem w obecnym paragrafie opisano tylko ten kontekst biologiczny,

ktory dotyczy samych rozszerzenn. Wobec tego paragraf 3.2.1 opisujacy tto biologiczne modelu
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uszkodzen $rodblonka jest podstawa réwniez dla modelu wplywu palenia papieroséw na uszkodze-
nia §rodbtonka i rozwoj miazdzycy.
Dodatkowe biologiczne aspekty zamodelowane w tej pracy zostaly podzielone na nastepujace

mechanizmy:

1. Dysfunkcja $sr6dbtonka

Inicjacja dysfunkcji §rodblonka zwigzana jest z wystepowaniem réznych czynnikéw, ktore
moga mieé¢ bezposredni lub posredni wplyw na badane zjawisko, palenie papieroséw jest jed-
nym z nich [93, 144, 192]. Posrednie uszkodzenia srodblonka wywotane paleniem papierosow
rozumiane sa m.in. jako: zmniejszona ilos¢ tetrahydrobiopteryny (BH4) — bedacej kofaktorem
syntezy tlenku azotu, zwiekszona ilo$¢ LDL, reaktywnych form tlenu, innych wolnych rod-
nikéw oraz metali. Odpowiedz zapalna uszkodzonego $rédbtonka oraz mechanizmy obronne

zostaly opisany w poprzednim podrozdziale, w paragrafie 3.2.1.

2. Rola tlenu azotu

Tlenek azotu bierze udzial w wielu procesach komorkowych (patrz paragraf 3.2.1). Przede
wszystkim odgrywa kluczowsg role w chorobach sercowo naczyniowych, gdzie istotne funkcje
pelnig mechanizmy biochemiczne i molekularne regulujace biodostepnosé NO. Mechanizmy
te moga zmienia¢ stezenie tlenku azotu, powodujac przeciwstawne dziatanie NO wykazujace
efekt pozytywny lub negatywny. Ograniczenie dostepnosci NO przez uposledzenie mecha-
nizmoéw, sprzyja promowaniu miazdzycy [93, 192, 200, 247, 303]. W literaturze pojawiaja
sie dowody, iz kolejnym Zrédlem prowadzacym do zmniejszenia biodostepnosci NO jest dym
tytoniowy [93, 144, 192, 200].

3. Wplyw palenia papieroséw — mechanizmy powigzane

Palenie papieroséw jest jednym z gltéwnych czynnikéw ryzyka, odgrywajacym wazna role w
wielu szkodliwych procesach. Zaproponowany model oparty o sieci Petriego obejmuje wy-
brane aspekty, sa to m.in. modyfikacje profilu lipidowego, promocja stanu prozakrzepowego

oraz tworzenie zakrzepow.

Palenie papieroséw powoduje uwalniane réznych substancji w tym m.in. kadmu, metali, wol-
nych rodnikéw, nikotyny, wielopierscieniowych weglowodoréw aromatycznych czy aldehydow.
Wymienione substancje zaangazowane sa w rézne mechanizmy, wéroéd nich znajduja sie: dys-
funkcja srodblonka, procesy zapalne, stres oksydacyjny, wybuchy tlenowe czy utlenianie LDL
— procesy majace istotny wplyw na rozwoéj miazdzycy. Widocznie zwiekszona u palaczy ilosé
ROS, wolnych rodnikéw i metali stymuluje utlenianie LDL, co skutkuje zmniejszeniem bio-
dostepnosci NO [144, 192, 200]. Ponadto nikotyna, katecholamina, COs prowadza do zwiek-
szenia lepkosci krwi, co sprzyja powstawaniu zakrzepow. Obok tego, procesy takie jak wzrost
i aktywacja plytek krwi, zwiekszona ilo§¢ fibrynogenu, czynnika tkankowego, inhibitora ak-
tywatora plazminogenu-1, zmniejszona ilo$¢ aktywatora plazminogenu i inne pozostale ele-
menty sa dodatkowymi czynnikami, ktére moga stymulowa¢ powstawanie zakrzepéw. Do tego
tromboksan A2 i prostacyklina 12 réwniez wydzielane przez dym tytoniowy blokuja naczynia
wienicowe. Wszystkie opisane procesy maja bardziej bezposredni wplyw na progresje miaz-
dzycy. Z drugiej strony istniejg mechanizmy oddzialujace posrednio, takie jak stymulowanie
stanu zapalnego i dysfunkcja $rodbtonka. Dysfunkcja $rodblonka promowana paleniem pa-
pierosow wiaze sie z modyfikacja profilu lipidowego (zmniejszona ilos¢ HDL oraz zwiekszona

ilos¢ LDL i triglicerydow) — jak powszechnie wiadomo, wysoki poziom LDL jest jedna z przy-
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czyn uszkodzen srodbtonka. Mozna zatem zauwazy¢, ze dym papierosowy jest dodatkowym

zrodtem, ktore pobudza stany zapalne i wzmaga powstawanie blaszki miazdzycowej.

3.3.2 Model

Niniejszy paragraf zawiera zaproponowany matematyczny model oparty o sieci Petriego, ktory
zostal stworzony przy uzyciu oprogramowania Snoopy [117]. Przeprowadzona analiza opiera sie
glownie na t-niezmiennikach, ktore wyznaczono za pomoca narzedzia Charlie [118], a analizy wy-
konano za pomoca skryptéw napisanych w jezyku R. Opisane metody analizy sg jednak obecnie
dostepne w programie Holmes [228, 230].

Zaproponowana sie¢ Petriego zostala przedstawiona na Rysunku 3.4 w postaci dwoch podsieci
oznaczonych kolorowymi ramami. Pierwsza podsie¢ wyrdézniona w zielonej ramie dotyczy podpro-
cesOw lezacych u podstaw miazdzycy, sa to: dysfunkcja srodblonka, utlenianie LDL, stres oksyda-
cyjny, dualna rola NO. Natomiast druga podsie¢ zawiera mechanizmy oraz substancje bezposrednio
powiazane z dymem tytoniowym, ktore zaangazowane sa we wszelkie niepozadane mechanizmy pro-
mujace nie tylko rozwdj blaszki miazdzycowej, ale takze zwiekszenie lepkosci krwi czy powstawanie
skrzepow. Nazwy pasywnych komponentéw — miejsc znajduja sie w Tabeli 3.5, natomiast nazwy
aktywnych komponentéw — tranzycji umieszczono w Tabeli 3.6. Kazda z tych tabel zawiera dwie
kolumny: ID — zawierajaca identyfikator miejsca/tranzycji, oraz Znaczenie biologiczne — kolumna
zawierajaca nazwe miejsca/tranzycji okreslajaca jej przeznaczenie w systemie. Opisany model za-
wiera uproszczenia zwiazane z tukami hamujacymi oraz uproszczenia ilo$ciowe, ktére opisano na
przyktadnie modelu zawartego w poprzednim podrozdziale 3.2 w paragrafie dotyczacym modelu
(3.2.2).

TaBELA 3.5: Lista nazw pasywnych komponentéw sieci — miejsc (patrz [31]).

ID | Znaczenie biologiczne ID | Znaczenie biologiczne
Po zdrowy $réodbtonek pa3 | dym tytoniowy

p1 uszkodzony srodbtonek P44 tromboksan A2

P2 LDL pas | prostacyklina 12

P3 wysokie ci$nienie krwi pas | nikotyna

P4 toksyny pa7 | policykliczne weglowodory aromatyczne
s inne czynniki pag | chemokiny

6 eNOS pag | MMPs

p7 ADMA pso | adrenalina

P8 iNOS ps1 | noradrenalina

P9 nNOS ps2 | katecholamina

pio | NADPH ps3 | CO

p11 | L-arginina P54 | receptory a

p12 | O2 pss | wysoka lepkosé krwi

p13 | L-NMMA pse | dysplazja widknisto-miesniowa
p1a | cytrulina ps7 | oxLDL

p1s | NADP pss | ROS

pie | NO jesli jest uszkodzenie sr6dblonka ps9 | wolne rodniki

p17 | NO jesli jest zdrowy $rodblonek peo | kadm

p1s | czynnik stymulujacy kolonie makrofagow pe1 | aldehydy

p19 | bialko chemotaktyczne 1 monocytow D62 metale

p20 | NO pe3 | skrzep

P21 ci$nienie krwi pea | plytki krwi

p22 | agregacja plytek krwi pes | profil lipidowy

p23 | namnozone komoérki miesni gtadkich VSMC pee | triglicerydy

p24 | nadtlenoazotyn pe7 | HDL

p2s | anionrodnik ponadtlenkowy pes | FMD
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Srodbtonka i rozwdj miazdzycy
ID | Znaczenie biologiczne ID | Znaczenie biologiczne
p26 | ICAM-1 pe9 | apolipoproteina Al
p27 | czasteczki adhezyjne pro | selen
p28 | nieaktywny monocyt 71 mniejsza ilo§¢ BHy
p29 | aktywny monocyt pr2 | limfocyty
p30 | VCAM-1 p73 | neutrofile
p31 | kompleks VCAM-1 i monocyt pra | czynniki prozapalne
p32 | komoérka piankowata p7s | makrofag
p33 | rdzen nekrotyczny pre | markery stresu oksydacyjnego
p34 | blaszka miazdzycowa p77 | endotelina-1
p35 | czynnik tkankowy prs | inhibitor aktywatora plazminogenu-1
p3e | miazdzyca prg | fibrynogen
p37 | czynnik wzrostu pso | czynnik von Willebranda
p3g | cytokiny ps1 | less NO
P39 | macierz glikoproteinowa ps2 | aktywator plazminogenu
pao | kolagen ps3 | inne zahamowane czasteczki
P41 czapeczka wloknista pga | BHa
p4az | biate krwinki krwi

TABELA 3.6: Lista nazw aktywnych komponentow sieci — tranzycji (patrz [31]). Nazwa tranzycja pomocnicza zostala

wprowadzona na potrzeby reprezentacji tranzycji wejsciowych i wyjsciowych, koniecznych do spelnienia warunku

pokrycia sieci przez t-niezmienniki.

ID | Znaczenie biologiczne ID Znaczenie biologiczne
to uszkodzenia spowodowane przez LDL t58 sekrecja spowodowana dymem tytoniowym
t1 wydzielanie spowodowane uszkodzonym $réd- ts9 aktywacja spowodowana nikotyng i policy-
blonkiem klicznymi weglowodorami aromatycznymi
to tranzycja pomocnicza teo uwalnianie spowodowane przez nikotyne
t3 tranzycja pomocnicza t61 indukowanie przez nikotyne
ta tranzycja pomocnicza te2 indukowanie przez policykliczne weglowodory
aromatyczne
ts tranzycja pomocnicza tes spadek Oz oraz wzrost CO
te tranzycja pomocnicza tea aktywacja spowodowana katecholamina
t7 ekspresja spowodowana uszkodzonym $rod- tes zwiekszenie lepkosci krwi
blonkiem
ts hamowanie eNOS spowodowane uszkodzeniem tes stymulacja spowodowana przez wysoka lepkosé
$rodblonka krwi
tg wydzielanie spowodowane zdrowym srédbton- ter stymulacja przez MMPs
kiem
t10 | hamowanie eNOS spowodowane przez ADMA tes bezposrednie szkody spowodowane przez dy-
mem tytoniowym
t11 | tranzycja pomocnicza teg przebudowa tkanki
t12 | tranzycja pomocnicza t7o szkody wywotane przez FMD
t13 | tranzycja pomocnicza t71 tranzycja pomocnicza
tia | synteza NO tr2 ekspresja czasteczek adhezyjnych przez oxLDL
t15 | tranzycja pomocnicza trs ekspresja spowodowana oxLDL
t16 | tranzycja pomocnicza t7a tranzycja pomocnicza
t17 | tranzycja pomocnicza t75 tranzycja pomocnicza
tig | hamowanie powodowane przez L-NMMA t7e stymulacja spowodowana oxLDL
t19 | tranzycja pomocnicza tr7 wydzielanie przez kadm
too | tranzycja pomocnicza t7s wzrost powodowany przez aldehydy
to1 tranzycja pomocnicza t7g rola w $mierci komorek srodblonka
tog | tranzycja pomocnicza t80 wzrost 1 aktywacja wywolana dymem tytonio-
wym
tos | duzo NO ts1 stany prozakrzepowe spowodowane przez
wzrost plytek krwi
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ID | Znaczenie biologiczne ID Znaczenie biologiczne
toa | pozytywna regulacja przez NO (przy zdrowym | tgo stymulowanie oksydacji przez metale
srodbtonku)
tos | hamowanie namnozonych komorek przez NO ts3 stymulowanie przez ICAM-1
(przy zdrowym $rodbtonku)
tog | hamowanie czasteczek adhezyjnych tsa stymulowanie przez czasteczki adhezyjne
to7 | tranzycja pomocnicza tss stymulowanie wybuchu tlenowego
tog | tranzycja pomocnicza tse modyfikacje powodowane dymem tytoniowym
tag | malo NO 2. wzrost spowodowany modyfikacja profilu lipi-
dowego
t30 duza ilo$¢ anionorodnika ponadtlenkowego tss tranzycja pomocnicza
ts1 | redukcja tso spadek spowodowany modyfikacja profilu lipi-
dowego
t32 hamowanie oxLDL too przebudowa tkanek spowodowana FMD
taz | oksydacja to1 tranzycja pomocnicza
t34 | tranzycja pomocnicza t92 tranzycja pomocnicza
t35 | tranzycja pomocnicza t93 tranzycja pomocnicza
tse | tranzycja pomocnicza toa wzrost spowodowany rozwojem srodowiska za-
palnego
ts7 | adhezja monocytow tos spadek spowodowany dymem tytoniowym
tag | transformacja toe wzrost spowodowany dymem tytoniowym
tsg | wychwyt tor tranzycja pomocnicza
tso | wydzielanie przez makrofagi tos tranzycja pomocnicza
t41 | tranzycja pomocnicza tog stymulowanie przez $rodowisko zapalne
tao | destrukcja komorek piankowatych tioo | tranzycja pomocnicza
taz | tworzenie blaszki miazdzycowej sktadajacej sie | t101 | tworzenie si¢ spowodowane przez biate krwinki
z rdzenia nekrotycznego i czapeczki widknistej
t44 | pekniecie blaszki miazdzycowej ti02 | tworzenie spowodowane LDL
tas | aktywacja plytek krwi ti03 | uszkodzenia spowodowane przez endoteline-1
tss | blokada naczyn wiencowych ti04 | stany protrombotyczne promowane przez fi-
brynogen
ta7 tranzycja pomocnicza t105 stany protrombotyczne promowane przez
czynnik von Willebranda
tyg | proliferacja spowodowana czynnikiem wzrostu | t106 | stany protrombotyczne promowane przez ak-
i cytokinami tywator plazminogenu
ta9 tranzycja pomocnicza tio7 | stymulowanie chemokin
ts0 wydzielanie spowodowanie przez namnozone | tips tranzycja pomocnicza
komoérki
t51 tworzenie czapeczki wloknistej tio9 | zwiekszenie powinowactwa eNOS do L-
argininy
ts2 | tranzycja pomocnicza t110 | hamowanie BHy
t53 | tranzycja pomocnicza t111 | tranzycja pomocnicza
ts4 | wybuch tlenowy t112 | uszkodzenia spowodowane wysokim ci§nieniem
krwi
tss | stymulowanie czynnika wzrostu t113 | uszkodzenia spowodowane toksynami
tse | stany prozakrzepowe wywolane przez inhibitor | t114 | uszkodzenia spowodowane innymi czynnikami
aktywatora plazminogenu-1
ts7 tranzycja pomocnicza t115 hamowanie BHy przez palenie
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RysuNEk 3.4: Model oparty o klasyczne sieci Petriego dotyczacy wplywu palenia papieroséw na uszkodzenia §rod-
blonka i rozw6j miazdzycy, podzielono na dwie podsieci oznaczone kolorowymi ramami. Pierwsza, oznaczona zielong
rama, obejmuje podstawe catego modelu: mechanizmy dysfunkcji srodbtonka, utleniania LDL, stresu oksydacyjnego
i mechanizmy wplywajace na biodostepnosé NO. Druga, oznaczona czerwong rama, dotyczy mechanizmoéow zwigza-
nych ze szkodliwym wplywem palenia papieroséw na rozwoj miazdzycy, w tym wzrost lepkosci krwi czy powstawanie
zakrzepow. Rysunek pochodzi z pracy [31].

3.3.3 Analiza i wyniki

Analiza modelu oméwionego w tej czesci pracy obejmuje analize zbiorow MCT oraz analize
t-niezmiennikéw, ktérych formalne definicje opisano w podrozdziale 2.2

Zaproponowany model wptywu palenia na rozwoj uszkodzen §rodbtonka zawiera 21 nietrywial-
nych zbiorow MCT zebranych w Tabeli 3.7. Tabela ta zawiera trzy kolumny, pierwsza z nich —
ID zawiera identyfikatory kolejnych zbiorow MCT, druga — Zawarte tranzycje sktada sie z tran-
zycji nalezacych do poszczegdlnych zbioréw MCT, natomiast trzecia — Znaczenie biologiczne, to

kolumna, w ktorej kazdemu zbiorowi MCT nadano znaczenie biologiczne.
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TABELA 3.7: Lista nietrywialnych zbiér MCT — zbioréw skladajacych sie z co najmniej dwoch tranzycji nalezacych

do wspar¢ dokladnie tych samych t-niezmiennikéw (patrz [31]).

ID Zawarte tranzycje Znaczenie biologiczne

t12, t13, t14, t1s, tie,
m1 to1, tao, tag, t30, t31, Brak L-argininy powoduje spadek ilos¢ tlenku azotu (L-arginina jest nie-
t32 zbedna do prawidlowej syntezy NO). Ten zbior MCT obejmuje dwa prze-
ciwstawne procesy: promowanie utleniania LDL i hamowanie utleniania LDL

poprzez redukcje anionrodnika ponadtlenowego.

56, to6, t100, t101, t103, o L. N . .
mo Wzrost ilosci réznych pierwiastkow spowodowany dymem papierosowym.

t t
104, 105 Pierwiastki te maja wplyw na uszkodzenia $sréodbtonka i rozwoéj standéw proza-

krzepowych, a wiec stymuluja powstawanie zakrzepow i sprzyjaja miazdzycy.

t t t t t
ms 60, 761, 162, 163, 164, Nikotyna indukuje katecholaming i uwalnia adrenaling oraz noradrenaline, co

tes, . . . . . . . .
65, 766 prowadzi do zwigkszenia lepkosci krwi. Ten zbiéor MCT zawiera stymulowanie
odpowiedzi zapalnej, wywolywanej przez policykliczne weglowodory aroma-

tyczne stymulujace chemokiny.

t t t t t
my 46, 247, 158, 178, 182, Wydzielanie aldehydéw, ROS, metali, wolnych rodnikéw, tromboksanu A2 i

t
85 prostacykliny 12 — co w og6lnosci poprzez rézne mechanizmy prowadzi co

zwezenia naczyn wiencowych.

t t t t t
ms 89, 190, B91, 292, 193, Modyfikacja profilu lipidowego (spowodowana dymem tytoniowym) prowadzi

t
115 do zmniejszenia ilos¢ HDL, apolipoproteiny Al, selenu i BHy (zmniejszona

ilos¢ BHy prowadzi do zahamowania syntezy NO).

me t3g, t42, ta3, ts0, t51 Odpowiedz uszkodzonego srédblonka — wydzielanie makrofagéw i ich rola przy
wychwytywaniu oxLDL. Powstawanie oraz pekanie komoérek piankowatych w
sytuacji wysokiego poziomu oxLDL jest wysoki. Co w konsekwencji prowadzi

do uwolnienia rdzeni nekrotycznego i bezposredniego rozwoju miazdzycy.

my toa, to7, tos, tog Rozwdj stanu zapalnego wywolany dymem tytoniowym poprzez pobudzenie

makrofagéw do zwiekszenia wydzielania cytokin.

ms tos, tag, t108 Hamowanie szkodliwych mechanizmow, gdy ilos¢ tlenku azotu jest wystarcza-
jaca (brak proceséw hamujacych synteze NO).

mg ta, t112 Dysfunkcja srédbtonka spowodowana wysokim ci$nieniem krwi.

mio ts, t113 Dysfunkcja srédbtonka spowodowana toksynami.

mi1 te, t114 Dysfunkcja srédbtonka spowodowana innymi czynnikami.

mio tio, t11 Hamowanie syntezy NO przez ADMA (inhibitor eNOS).

mi3 t1s, t1g Hamowanie syntezy NO przez L-NMMA (inhibitor L-argininy).

miq t20, ta1 Odpowiedz uszkodzonego srodblonka, rekrutacja monocytéw i ich przeksztat-

cenie w makrofagi.

mis toa, tor Regulacja ci$nienia krwi w przypadku prawidlowej syntezy NO.

mie ta7, tag Powstawanie kompleksu VCAM-1 i monocytoéw, prowadzacy do transformacji

w makrofagi.

mi7 taa, tas Rozwojowi miazdzycy poprzez pekanie blaszki miazdzycowej i tworzenie sie
skrzepow.

mig tr3, ts3 Proliferacja VSMC stymulowana przez mechanizm utleniania LDL do oxLDL.

mi9 tso, ts1 Rozwd6j miazdzycy poprzez wzrost i aktywacje plytek krwi.

mao ts7, tss Zwiekszona ilo$¢ LDL i triglicerydow spowodowana modyfikacja profilu lipi-
dowego.

ma1 tos, t106 Stymulowanie stanu prozakrzepowego i tworzenie zakrzepéw poprzez zmniej-

szona ilo§¢ aktywatora plazminogenu (wywotane dymem tytoniowym).

Powyzsza analiza pozwolila na identyfikacje 21 nietrywialnych, funkcjonalnych blokéw, ktore
charakteryzuja model uszkodzen srodbtonka. Chcac jednak okresli¢, ktore podprocesy moga byé
kluczowe dla funkcjonowania badanego zjawiska, przeprowadzono analize t-klastrow dla 5344 t-
niezmiennikow.

Dzieki analizie t-klastréow, otrzymano skupienia zawierajace podobne do siebie t-niezmienniki.

Podprocesy odpowiadajace t-niezmiennikom bedacym elementami tego samego skupienia moga
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by¢ w jakis sposéb powiazane i wzajemnie na siebie oddzialywaé. Z tego powodu analiza skupien
moze byé¢ kluczowa dla potwierdzenia niektorych hipotez lub odkrycia nieznanych wtasciwosci
modelowanego systemu, zazwyczaj jednak pozwala na zidentyfikowanie kluczowych podprocesow.

Dla zaproponowanego modelu do analizy wybrano 18 klastrow, ktére uzyskano doktadnie tak
samo jako w rozdziale poprzednim — stosujac algorytm klastrowania oparty na metodzie $redniego
wiazania i nieskupiong miare dystansu Pearsona. Wyboru najlepszego klastrowania dokonano w
oparciu o indeks MSS, natomiast wybor liczby t-klastrow oparto o wspoélczynnik Calinskiego-
Harabasza. Znaczenie biologiczne dla zidentyfikowanych t-klastréw przedstawiono w Tabeli 3.8,
ktora zostata podzielona na dwie kolumny. Pierwsza z nich o nazwie ID — zawiera kolejne identyfi-
katory t-klastrow, druga kolumna Interpretacja biologiczna — zawiera opis znaczenia biologicznego

dla poszczegodlnych klastrow.

TaBELA 3.8: Lista t-klastrow — skupien skladajacych sie z podobnych do siebie t-niezmiennikéw (patrz [31]).

ID | Interpretacja biologiczna ID | Interpretacja biologiczna

c1 Odpowiedz zapalna uszkodzonego $rodblonka | c19 | Dysfunkcja srodblonka spowodowana wysokim
— adhezja monocytow, diapedeza, transforma- poziomem LDL. LDL moze ulegaé¢ utlenieniu
cja do makrofagdw. do oxLLDL, ktére stymuluja szkodliwe mecha-

nizmy proliferacji i adhezji czasteczek. Kla-
ster ten obejmuje rowniez hamowanie adhezji i

proliferacji czasteczek, w sytuacji prawidlowej

syntezy NO.
c2 Przebudowa tkanek spowodowana dysplazja | t11 | Modyfikacja profilu lipidowego spowodowana
wloknisto-miesniowa (FMD) co przekltada sie dymem tytoniowym ma wplyw na zwieksze-
na bezposredni wplyw na dysfunkcje $rod- nie iloéci LDL. LDL moze ulega¢ utlenieniu do
blonka. oxLDL, ktére stymuluja szkodliwy mechani-

zmy proliferacji. Klaster ten obejmuje réwniez
hamowanie adhezji i proliferacji czasteczek, w

sytuacji prawidtowej syntezy NO.

c3 Powstawanie kompleksu VCAM-1 i monocy- | ci2 | Dysfunkcja srodblonka spowodowana wysokim
téw, co prowadzi do transformacji do makro- poziomem LDL. LDL moze ulega¢ utlenieniu
fagoéw. Makrofagi wydzielaja cytokiny i czyn- do oxLDL, ktére stymuluja szkodliwy mecha-
nik wzrostu, ktére prowadza do proliferacji nizmy proliferacji. Klaster ten obejmuje réw-
VSMC. niez hamowanie adhezji i proliferacji czaste-

czek, w sytuacji prawidlowej syntezy NO.

cq Wplyw dymu papierosowego na rozwdj za- | ciz | Dysfunkcja $rodblonka spowodowana wysokim
palenia poprzez stymulacje makrofagéw. Kla- poziomem LDL stymuluje odpowiedZ zapalna,
ster ten obejmuje réwniez szkodliwa aktywnosé ktora jest zwiazana z utlenianiem LDL.

makrofagéw, ktora prowadzi do proliferacji.

cs Dysfunkcja srédbtonka spowodowana wysokim | c14 | Dysfunkcja srédbtonka spowodowana modyfi-
ci$nieniem krwi wywoluje odpowiedz zapalna: kacja profilu lipidowego u palaczy stymuluje
wydzielanie chemokin i adhezje monocytow. odpowiedz zapalna, ktora jest zwiazana z utle-

nianiem LDL

c6 Dysfunkcja $rédblonka wywolana przez tok- | c15 | Dysfunkcja srodblonka spowodowana réznymi
syny indukuje odpowiedz zapalna: wydzielanie czynnikami stymuluje odpowiedZ zapalna.
chemokin i adhezje monocytow. Uszkodzenia te sa dodatkowo stymulowane po-

przez modyfikacje profilu lipidowego u palaczy.
Uposledzenie srédblonka ma wplyw na oksy-
dacje LDL i zmniejszenie biodostepnosci NO.
Z drugiej strony klaster ten ukazuje, ze odpo-
wiednie ilosci NO wplywaja na regulacje na-
czyn krwionosnych i moga hamowac utlenianie
LDL.
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ID | Interpretacja biologiczna ID | Interpretacja biologiczna

cr Dysfunkcja $rédbtonka spowodowana innym | c16 | Ten klaster zawiera prawie wszystkie mechani-
czynnikiem (na przyklad wysokim poziomem zmy. Charakterystyczne procesy: wybuch tle-
glukozy w cukrzycy) wywoluje odpowiedz za- nowy i utlenianie LDL. Oba sg dodatkowo sty-
palna: wydzielanie chemokin i adhezje mono- mulowane dymem papierosowym i stymuluja
cytow. rozwdéj miazdzycy.

cs Dysfunkcja srodblonka spowodowana dyspla- | c17 | Ten klaster zawiera prawie wszystkie mechani-
zja wloknisto-mieéniowa indukuje odpowiedz zmy. Charakterystyczne procesy: synteza NP i
zapalna: wydzielanie chemokin i adhezje mo- mechanizmy stanu zapalnego, ktore sa dodat-
nocytow. kowo stymulowane przez dym tytoniowy.

co Dysfunkcja érodblonka spowodowana modyfi- | c1g | Ten klaster zawiera prawie wszystkie mechani-
kacja profilu lipidowego wywoluje odpowiedz zmy. Charakterystyczne procesy: synteza NO i
zapalna: wydzielanie chemokin i adhezja mo- mechanizmy stanu zapalnego, ktore sa dodat-
nocytéow. kowo stymulowane przez dym tytoniowy.

Wyniki uzyskane z analizy t-klastrow potwierdzaja, ze stres oksydacyjny oraz proces zapalny sa
glownymi sciezkami powiazanymi z dysfunkcja srodbtonka (procesy te zostaly réwniez zidentyfiko-
wane podczas analizy t-klastrow dla modelu opisanego w poprzednim podrozdziale 3.2). Procesy
te prowadza do zwickszonego wydzielania reaktywnych form tlenu, ktore z kolei prowadza do
nadmiernego utleniania LDL. Zmodyfikowany LDL zwiazany jest ze szkodliwymi mechanizmami
sprzyjajacymi zmniejszeniu biodostepnosci tlenku azotu. Co wiecej, wymienione procesy promuja
zwezanie sie §wiatla naczyn wiencowych, stymuluja wzrost lepkosci krwi i tworzenie zakrzepéw, a
wiec w konsekwencji bezposrednio wplywaja na progresje miazdzycy. Analiza t-klastrow podob-
nych t-niezmiennikow wykazata rowniez znaczacy wplyw palenia papieroséw na rozwoj i progresje
miazdzycy. Oznacza to, ze palenie papierosow ma zaréwno bezposredni jak i posredni wplyw na
uszkodzenia §rédblonka. Ten czynnik ryzyka wplywa na utrzymywanie si¢ stanu zapalnego poprzez
zwiekszona ilos¢ makrofagéw i cytokin. Ponadto, u palaczy obserwuje sie zaburzenia w stanach pro-
zakrzepowych, ktore przekladaja sie na powstawanie zakrzepow i zwiekszenie lepkosci krwi, co jak
wspomniano powyzej, w sposéb bardziej bezposredni stymuluje tworzenie blaszek miazdzycowych.
Obok tych wymienionych, istotnych mechanizméw, wazna jest takze dualna rola tlenku azotu,
ktory w zaleznosci od koncentracji wpltywa pozytywnie lub negatywnie na promowanie rozwoju
miazdzycy. Podsumowujac, analiza t-klastréw ujawnita, jak zlozone i szerokie sa interakcje pro-
cesu zapalnego i stresu oksydacyjnego. Oba te procesy sg bezposrednio lub posrednio zaangazowane

w prawie wszystkie mechanizmy opisane w Tabeli 3.8.

3.3.4 Konkluzje

Zaproponowany model wpltywu palenia papieroséw na uszkodzenia srédbtonka naczyniowego
i rozw6j miazdzycy pozwala lepiej zrozumieé¢ w jakim sposéb dym tytoniowy — jeden z dobrze
znanych czynnikéw uszkodzen $rodbtonka — wplywa na rozwoj blaszki miazdzycowej. Model obok
wybranych aspektéw wpltywu dymu tytoniowego zawiera mechanizmy dotyczace dualnej roli tlenku
azotu (wplyw réznych mechanizméw na jego biodostepnosé), stresu oksydacyjnego sprzyjajacego
utlenianiu lipoprotein o niskiej gestosci, znaczenia makrofagéw i innych proceséw prowadzacych
do promowania rozwoju i progresji miazdzycy.

Zaproponowany model oparty o sieci Petriego zostat przeanalizowany przy uzyciu klasycznych
metod takich jak analiza zbioréw MCT i analiza t-klastrow. Wyniki analizy pozwalaja usystematy-
zowaé wiedze na temat miazdzycy i jej kluczowych procesow, a takze wyrdznié¢ najbardziej istotne
komponenty modelowanego systemu. Oznacza to, ze zastosowane podejscie systemowe potwierdza
istotna role stanu zapalnego i stresu oksydacyjnego w rozwoju miazdzycy, a ponadto wykazalo

znaczny wplyw dymu tytoniowego, co jest zgodne z literatura. Praca ta pozwolita zwrécié uwage
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na promowanie stanéw prozakrzepowych u palaczy. Aspekty te wydaja sie by¢ interesujace w kon-

tekscie dalszych prac nad dokladnym zrozumieniem mechanizméw rozwoju i progresji miazdzycy.

3.4 Model oparty o klasyczne sieci Petriego dotyczacy wybranych
aspektéow stanow protrombotycznych, stanéw zapalnych i stresu

oksydacyjnego

Celem badari opisanych w tym podrozdziale jest przedstawienie zaproponowanego modelu
wplywu wybranych aspektéow standéw protrombotycznych, stanéw zapalnych i stresu oksydacyj-
nego na rozwdj miazdzycy oraz jego analiza, za pomoca znanych, klasycznych metod analizy. Poza
analiza wspomnianego modelu oceniono mozliwosci zastosowanych metod. Jak wynika z wiedzy
dostepnej w literaturze, ale takze z wynikéw analiz dwoch poprzednich modeli opisanych w pod-
rozdziatach 3.2 i1 3.3, na powstawanie blaszki miazdzycowej wplywa wiele czynnikéw, gtéwne z nich
to dysfunkcja §rodblonka, stany zapalne i stres oksydacyjny. Ponadto innym istotnym czynnikiem
wydaja sie byé zaburzenia hemostatyczne. W zwiazku z tym nadrzednym celem pracy opisanej w
niniejszym podrozdziale jest blizsze poznanie zaleznosci zwiazanych z zaburzeniami hemostazy, ze
szczegbdlnym uwzglednieniem zewnatrzpochodnych szlakéw krzepniecia. Gléwnie rozwazano zabu-
rzenia w stanach prozakrzepowych wywolanych dymem tytoniowym. Jest to kontynuacja pracy i
dalsze rozszerzenia wczesniejszych modeli. Zaburzenia te wraz z towarzyszacym stanem zapalnym

sa $cisle zwiazane z powstawaniem zakrzepéw i promocja choréb uktadu krazenia.

3.4.1 Ttlo biologiczne

Jak wielokrotnie nakreslano, miazdzyca jest choroba gtoéwnie scharakteryzowana przez dysfunk-
cjonujacy Srodbtonek oraz przewlekle rozwijajacy sie stan zapalny, ktéry jest napedzany stresem
oksydacyjnym. Obok tych mechanizmoéw, istotne dla rozwoju miazdzycy, jak i jej nastepstw klinicz-
nych, wydaja sie byé¢ zaburzenia hemostazy [40]. Przypomnieé¢ nalezy, ze wszystkie te mechanizmy
sa w mniejszej lub wiekszej mierze powiazane w szkodliwy sposéb z dymem tytoniowym, ktoéry jest
kluczowym modulatorem zaburzen protrombotycznych. Mozna zatem powiedzieé, ze miazdzyca
jest przewleklym zapaleniem naczyn krwionosnych, w ktérym to procesy zapalne, jak i procesy

zakrzepowe, oddziatuja miedzy sobg.

1. Zwigzek miedzy miazdzyca a krzepnieciem krwi

Informacje na temat bezposredniego zwiazku miedzy krzepnieciem a miazdzyca u ludzi nie
sa tak oczywiste jakby sie¢ mozna tego bylo spodziewaé [166]. Podstawowa relacja miedzy
tymi zlozonymi procesami rozpoczyna sie w sytuacji, gdy blaszka miazdzycowa jest podatna
na pekniecie w efekcie czego krew przenika przez peknieta ptytke do jej rdzenia i wchodzi
w kontakt z czynnikiem tkankowym (TF) — glownym czynnikiem aktywujacym zewnetrzny
uktad krzepniecia, zwany takze zewnatrzpochodnym szlakiem krzepniecia. Wiele danych do-
$wiadczalnych wskazuje, ze ptytki krwi i uktad krzepniecia sa waznymi czynnikami w rozwoju
miazdzycy i zakrzepicy miazdzycowej. Dzieje sie tak, poniewaz plytki krwi wykazuja szereg
dziatan bedacych tacznikiem miedzy hemostaza, odpornoscia wrodzona a procesem zapalnym

lezacym u podstaw miazdzycy.

Hemostaza obejmuje proces krzepniecia krwi oraz fibrynolize, procesy bedace w swoistej row-
nowadze. Ten $cisle regulowany proces mozna podzielié na hemostaze pierwotna i wtoérna.

Pierwotna hemostaza odnosi sie do agregacji ptytek krwi, adhezyjnosci i tworzenia czopdéw
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plytkowych, podczas gdy hemostaza wtorna obejmuje odkladanie si¢ nierozpuszczalnej fi-
bryny, generowanej przez proteolityczna kaskade krzepniecia. Mozna zatem powiedzieé, ze
celem wtornej hemostazy jest utworzenie skrzepu. Istnieja dwa powiazane ze soba szlaki
krzepniecia, tj. szlak aktywacji kontaktowej (zwany takze szlakiem wewnatrzpochodnym) i

szlak czynnika tkankowego (znany szlakiem zewnatrzpochodnym).

2. Zewnatrzpochodny szlak krzepniecia

Badany system biologiczny uwzglednia wybrane aspekty procesu krzepniecia, ze szczegdlnym
wyrdznieniem szlaku zewnatrzpochodnego. Schemat tego procesu zamieszczono na rysunku
3.5. Natomiast szlak aktywacji kontaktowej zostal pominiety w modelu, poniewaz nie jest

kluczowy dla badanego zjawiska [21].

Koagulacja jest procesem dynamicznym i reprezentuje rownowage miedzy tworzeniem sie
skrzepow a mechanizmami, ktore je hamuja [207]. W sytuacji, gdy zmniejsza sie aktywnosé
prokoagulacyjna naturalnie wystepujacych inhibitoréw lub zwieksza sie aktywnosé czynnikdéw

krzepniecia, ta delikatna rownowaga zostaje zakl6cona.

Szlak prokoagulacyjny rozpoczyna sie od uszkodzenia tkanki, prowadzacego do sekrecji czyn-
nika tkankowego (TF), a tym samym do konwersji czynnika VII do VIIa (wiekszosé czynnikow
krzepniecia to prekursory enzymow proteolitycznych zwanych zymogenami, ktore kraza w po-
staci nieaktywnej). Uwolniony czynnik tkankowy tworzy kompleks katalityczny z czynnikiem
VIIa. Kompleks VIIa-TF jest niezbedny do aktywacji czynnika IX,jak i X. W nastepstwie
tych aktywacji, czynnik Xa prowadzi do proteolitycznego przeksztalcenia protrombiny w
trombine. Trombina jest plejotropowym, osrodkowym enzymem krzepniecia, ktory reguluje
rownowage prokoagulant-antykoagulant. Trombina miedzy innymi przeksztalca fibrynogen
w fibryne, ale takze odgrywa istotna role w aktywacji ptytek krwi oraz w aktywacji innych
czynnikow. Trombina aktywuje czynnik XIII w celu indukowania polimeryzacji fibryny, pod-
stawowego procesu tworzenia stabilnego skrzepu. Obok tego aktywuje takze czynniki V, VIII
i XI. Zewnatrzpochodne szlaki krzepniecia obejmuja dodatnie sprzezenia zwrotne tworzenia

trombiny i mozna wyréznic trzy takie szlaki [21]:

a) Sciezka pierwsza
Trombina prowadzi do aktywacji czynnika V (V — Va). Aktywowany czynnik V moze
tworzy¢ kompleks protrombinazy z czynnikiem Xa. Kompleks protrombinazy prowadzi

do transformacji protrombiny do trombiny.

b) Sciezka druga
Trombina prowadzi do aktywacji czynnika VIII. Aktywowany czynnik VIII wraz z czyn-
nikiem IXa tworzy kompleks tenazy, ktory zaangazowany jest w aktywacje czynnika X
do Xa, powodujacego transformacje protrombiny w trombine.

c) Sciezka trzecia
Trombina prowadzi do aktywacji czynnika XI (XI — XIa), w dalszej konsekwencji pro-
wadzac do aktywacji czynnika IX. Aktywowany czynnik IX wchodzi w sktad kompleksu

tenazy. Jak wspomniano w $ciezce powyzej, kompleks tenazy aktywuje czynnik X, co

powoduje przemiane protrombiny w trombine.

3. Wybrane aspekty wplywu dymu tytoniowego

Wiele badan donosi, ze palenie papierosoéw wiaze sie ze zwiekszonym ryzykiem zakrzepicy

tetniczej [143, 193, 256], pomimo tego mechanizmy zwigzane z incydentami zakrzepowymi u
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RysuNEk 3.5: Schemat zewnatrzpochodnego szlaku krzepniecia, gdzie réznymi kolorami lukéw (zielony, czerwony
i niebieski) oznaczono odpowiednio trzy Sciezki dodatniego sprzezenia zwrotnego tworzenia trombiny. Rysunek jest
adaptacja ilustracji pochodzgcej z pracy [98]. Na schemacie pokazano, iz uszkodzenie tkanek prowadzi do wydzielania
TF i aktywacji czynnika VIla. Kompleks VIIa-TF jest natomiast niezbedny do aktywacji czynnika IX do IXa, a
takze aktywacji czynnika X do Xa. Aktywowany czynnik X umozliwia przej$cie protrombiny do trombiny, ktora to
prowadzi do aktywacji czynnika XIII do XIIla, a takze do przejscia fibrynogenu do fibryny. Aktywowany czynnik
XIIIa bierze udzial w polimeryzacji fibryny. Schemat pokazuje rowniez trzy szlaki dodatniego sprzezenia zwrotnego

dla tworzenia trombiny. Pierwszy szlak — trombina prowadzi do aktywacji czynnika V, ktory tworzy kompleks z
czynnikiem Xa, zwany kompleksem protrombinazy. Kompleks ten umozliwia przejscie protrombiny do trombiny.
Drugi szlak — trombina prowadzi do aktywacji czynnika VIII do VIIla, ktéry wraz z aktywowanym czynnikiem IX
moze tworzy¢ kompleks zwany kompleksem tenazy. Kompleks ten jest zaangazowany w aktywacje czynnika X do Xa,

co w konsekwencji prowadzi do przejscia protrombiny do trombiny. Trzecia szlak — trombina prowadzi do aktywacji
czynnika XI do Xla, ktéry aktywuje czynnik IX wchodzacy w sklad kompleksu tenazy.

os6b palacych nie sa w pelni poznane. Powszechna informacja jest natomiast fakt, ze dym

tytoniowy jest jednym z czynnikéw ryzyka rozwoju choréb sercowo-naczyniowych. Palenie

stymuluje wiele mechanizméw bezposrednio zwigzanych z miazdzyca i tym samym sprzyja

zaburzeniom w stanach prozakrzepowych. W zaproponowanym modelu uwzgledniono tylko
wybrane aspekty palenia. Wybrany kontekst dotyczy wydzielania i stymulowania réznych

czastek odgrywajacych wazna role w wielu szkodliwych procesach. Miedzy innymi, wydzie-

lane metale czy wzrost reaktywnych form tlenu stymuluja oksydacje lipoprotein o niskiej

gestosci LDL. Tromboksan A2 i prostacyklina 12 blokuja naczynia wienicowe bezposrednio

przyczyniajac sie do rozwoju miazdzycy. Nikotyna natomiast indukuje katecholaminy, ktore

48
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prowadza do zmniejszenia ilosci tlenu (O2) i zwigkszenia ilosci tlenku wegla (CO). Ponadto,
dym tytoniowy prowadzi do rozwoju srodowiska zapalnego poprzez wzrost ilosci neutrofili,
limfocytow i makrofagow, a takze poprzez wydzielanie wielopierscieniowych weglowodoréw
aromatycznych indukujacych sekrecje chemokin. Obok tych wszystkich zmian, palenie pro-
wadzi do modyfikacji profilu lipidowego, ktéra objawia si¢ zwiekszeniem ilosci LDL i tri-
glicerydow (ktore moga by¢ zaangazowane w uszkodzenie $rodblonka) oraz zmniejszeniem
ilosci HDL i BH4. Zmniejszona ilos§¢ BH; wplywa na zmniejszenie biodostepnosci tlenku
azotu, sprzyjajac utlenianiu LDL. W zaproponowanym modelu skupiono sie na wybranych
aspektach stanéw prozakrzepowych, ktore dodatkowo pobudza palenie papieroséw wptywa-
jac na zwiekszenie ilo§ci TF, hamowanie aktywatora plazminogenu (PA) i zwigkszenie ilosci

inhibitora aktywatora plazminogenu-1 (PAI-1).

Inne mechanizmy zawarte w modelu, takie jak inicjacja i dalszy rozwoj dysfunkcji srodbtonka
oraz mechanizmy wplywajace na biodostepnosé tlenku azotu zostaly opisane we wczesniejszych

rozdziatach, a przede wszystkim w podrozdziale 3.2.1.

3.4.2 Model

Niniejszy paragraf zawiera zaproponowany matematyczny model oparty o sieci Petriego, ktory
zostal stworzony przy uzyciu oprogramowania Snoopy [117]. W odré6znieniu od poprzednich modeli
opisanych w tym rozdziale, w tym przypadku calosciowa analiza, wlacznie z generowaniem t-
niezmiennikow zostala przeprowadzana za pomoca narzedzia Holmes [230, 228].

Zaproponowana sie¢ Petriego zostala przedstawiona na Rysunku 3.6. Obok sieci Petriego wy-
rézniono takze schemat blokowy znajdujacy sie w lewym gérnym rogu Rysunku 3.6. Wspomniany
schemat wyro6znia gléwne elementy i mechanizmy zawarte w zaproponowanym modelu opartym
na sieci Petriego. Jak mozna zauwazy¢, w niemal wszystkich blokach uzyto piktogramu papierosa,
ktory jak mozna sie spodziewaé, symbolizuje wpltyw dymu tytoniowego na poszczegdlne procesy.
Ponadto sama sie¢ Petriego zostala podzielona na 13 blokéw oznaczonych kolorowymi ramami.
Oznaczenia te wyrédzniaja odpowiednie mechanizmy i kolorystyka ta jest spdjna z diagramem w
lewym gornym rogu. Wyrdzniono nastepujace procesy: a) dysfunkcja srodblonka spowodowana
roznymi czynnikami (np. wysoki poziom LDL, wysokie ci$nienie krwi, toksyny, trombina), b)
odpowiedZ zapalna uszkodzenia $roédblonka (pobudzajaca adhezje chemokin i monocytow ), c)
synteza tlenku azotu, d) pozytywna rola NO (gdy ilos¢ NO jest wystarczajaca do prawidlowego
funkcjonowania i hamowania szkodliwych procesow), e) negatywna rola NO (gdy ilos¢ NO jest
niewystarczajaca do poprawnego funkcjonowania i stymuluje utlenianie LDL), f) utlenianie LDL,
g) wybuch tlenowy, h) rozwo6j miazdzycy (powstawanie blaszki miazdzycowej), i) pekniecie plytki
miazdzycowej, j) koagulacja (kaskada krzepniecia), k) tworzenie zakrzepow, | ) miazdzyca, m) pale-
nie papieros6w. Dym papierosowy jest bezposrednio lub posrednio skorelowany z prawie wszystkimi
tymi procesami i dodatkowo stymuluje szkodliwe mechanizmy, co wtasnie obrazuje mniejszy sche-
mat znajdujacy sie w lewym gérnym rogu Rysunku 3.6. Wszystkie nazwy komponentéw mozna
znalez¢ w Tabeli 3.9 oraz Tabeli 3.10, ktore odpowiednio zawieraja nazwy pasywnych komponentow
— miejsc i nazwy aktywnych komponentéw — tranzycji. W obu tabelach wyrézniono dwie kolumny:
ID — kolumna zawierajaca identyfikator miejsca/tranzycji i kolumna Znaczenie biologiczne — zawie-
rajaca nazwe miejsca/tranzycji okreslajaca jej przeznaczenie w systemie. Opisany model zawiera
uproszczenia zwigzane z lukami hamujacymi oraz uproszczenia ilosciowe, ktore opisano na przykta-
dzie modelu zawartego w poprzednim podrozdziale 3.2 w paragrafie dotyczacym modelu (3.2.2).
Jednakze rysunki przedstawiajace reakcje hamowania oryginalnie pochodza w pracy opisanej w

tym podrozdziale [98].
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RysunEk 3.6: Model oparty o klasyczne sieci Petriego dotyczacy wplywu wybranych aspektéw stanéw protrom-
botycznych, stanéw zapalnych i stresu oksydacyjnego na rozwoj miazdzycy. Zaproponowana sie¢ Petriego zostala
podzielona na 13 blokéw odpowiadajacych mechanizmom biologicznym wyréznionym na schemacie blokowym znaj-
dujacym sie w lewym goérnym rogu. Blok nazwany “palenie papierosé6w” nie jest powigzany tukami z pozostalymi
blokami ze wzgledu na mnogos¢ interakcji. Jednak w celu okreslenia tych relacji wykorzystano piktogram papierosa
symbolizujacy wplyw dymu tytoniowego na okreslone procesy. Rysunek jest adaptacja ilustracji pochodzacej z pracy

[98], gdzie rowniez znajduja sie dokladne opisy poszczegélnych blokow.

TaBeLA 3.9: Lista nazw pasywnych komponentéw sieci — miejsc (patrz [98]).

ID | Znaczenie biologiczne ID Znaczenie biologiczne
po | zdrowy $rodblonek ps3 | utleniony LDL (oxLDL)
p1 | uszkodzony $rédblonek psa | reaktywne formy tlenu (ROS)
p2 | lipoproteiny o malej gestosci (LDL) ps5 | wolne rodniki

D3 wysokie ci$nienie krwi P56 kadm

N toksyny D57 aldehydy

J23 inne czynniki P58 metale

6 eNOS P59 zakrzep

7 ADMA P60 plytki krwi

P8 iNOS P61 profil lipidowy

po | nNOS pe2 | triglicerydy
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ID | Znaczenie biologiczne ID Znaczenie biologiczne

pio | NADPH pe3 | lipoproteiny o duzej gestosci (HDL)

p11 | L-arginina pea | dysplazja wloknisto-miesniowa (FMD)

p12 | O2 pes | apolipoproteina Al

p1s | L-NMMA P66 selen

p14 | cytrulina D67 mniejsza ilo$¢ BHy4

p15 | NADP P68 limfocyty

pi6é | niewystarczajaca ilos¢é NO (uszkodzony $rod- P69 neutrofile

blonek)

pi7 | wystarczajaca ilo§¢é NO (zdrowy $rédbtonek) P70 makrofagi

P18 NO P71 endotelina-1

p19 | ci$nienie krwi P72 inhibitor aktywatora plazminogenu-1 (PAI-1)

p2o | zagregowane plytki krwi P73 czynnik von Willebranda

P21 zamplifikowane komorki D74 zmniejszona ilo§¢ NO

p22 | nadtlenoazotyn P75 aktywator plazminogenu

p23 | anionorodnik ponadtlenkowy P76 inne czynniki

p24 | ICAM-1 prr | BHy

p25s | czasteczki adhezyjne P78 uszkodzona tkanka

p26 | nieaktywny monocyt P79 VII

p27 | aktywny monocyt JZ0) Vila

p2g | VCAM-1 P81 jony wapnia

p29 | kompleks VCAM-monocyt D82 TF-VIla complex

p3o | komoérka piankowata D83 X

P31 rdzen nekrotyczny D84 Xa

p32 | blaszka miazdzycowa D85 protrombina

P33 TF D86 trombina

p34 | miazdzyca P87 fibrynogen

p3s | czynnik wzrostu P88 monomery

p3e | cytokiny P89 fibrynopeptydy

p37 | glikoproteiny macierzy P90 XIIIa

p3g | kolagen P91 XIIT

p3g | czapeczka wldknista P92 czynnik plytkowy 4 (PF4)

pao | biate krwinki P93 luzna fibryna

pa1 | dym tytoniowy pos4 | fibryna

pa2 | tromboksan A2 P95 X

pa3 | zmniejszona ilos¢ prostacykliny P96 IXa

paa | nikotyna P97 \%

pas | policykliczne weglowodory aromatyczne P98 Va

pae | chemokiny P99 kompleks protrombinazy

pa7 | metaloproteinazy macierzy (MMP) pioo | VIII

pag | katecholaminy P10l Villa

pag | CO pioz2 | XI

pso | receptory « pio3 | Xla

ps1 | wysoka lepko$¢ krwi pioa | tenza

ps2 | nasilone FMD p1os | stany prozakrzepowe

TaBeELA 3.10: Lista nazw aktywnych komponentéw sieci — tranzycji (patrz [98]).

ID | Znaczenie biologiczne ID Znaczenie biologiczne

to uszkodzenia powodowane przez LDL trs stymulowanie  standéw  protrombotycznych
przez wzrost plytek krwi

t1 sekrecja przez uszkodzony srodbtonek tra stymulowanie oksydacji przez metale

to tranzycja pomocnicza t75 stymulowanie przez ICAM-1

t3 tranzycja pomocnicza t7e stymulowanie przez czasteczki adhezyjne

ta tranzycja pomocnicza trr stymulowanie wybuchow tlenowych przez
wolne rodniki
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ID | Znaczenie biologiczne ID Znaczenie biologiczne
ts tranzycja pomocnicza trs modyfikacje powodowane dymem tytoniowym
te tranzycja pomocnicza t7o wzrost spowodowany modyfikacja profilu lipi-
dowego
tr ekspresja z uszkodzonego $rodblonka tso tranzycja pomocnicza
tg hamowanie eNOS spowodowane uszkodzonym ts1 spadek spowodowany modyfikacja profilu lipi-
§rodbtonkiem dowego
tg sekrecja przez zdrowy srédblonek tgo remodelowanie tkanki spowodowane przez
FMD
tio | hamowanie eNOS spowodowane przez ADMA ts3 tranzycja pomocnicza
t11 | tranzycja pomocnicza t84 tranzycja pomocnicza
t12 | tranzycja pomocnicza tss tranzycja pomocnicza
t13 | tranzycja pomocnicza tse wzrost spowodowany przez rozwoj Srodowiska
zapalnego
tia | synteza NO tg7 | wzrost spowodowany przez dym tytoniowy
t15 | tranzycja pomocnicza 188 tranzycja pomocnicza
t16 | tranzycja pomocnicza t89 tranzycja pomocnicza
t17 | tranzycja pomocnicza too tworzenie spowodowane przez biate krwinki
t1g | zahamowanie L-argininy powodowane przez L- to1 tworzenie spowodowane przez LDL
NMMA
t19 | tranzycja pomocnicza tg2 uszkodzenie spowodowane endoteling-1
too | tranzycja pomocnicza tos stymulowanie stanéw protrombotycznych spo-
wodowane przez czynnik von Willebranda
to1 tranzycja pomocnicza toa stymulowanie stanéw protrombotycznych spo-
wodowane przez aktywator plazminogenu
too | tranzycja pomocnicza tos tranzycja pomocnicza
tos | wysoka ilos¢ NO toe zwiekszenie powinowactwa eNOS do L-
argininy
tosa | pozytywna regulacja przez NO (przy zdrowym tg7 | hamowanie BH4
srodblonku)
tos | hamowanie namnozonych komoérek przez NO tog tranzycja pomocnicza
(przy zdrowym $rodbtonku)
tos | hamowanie czasteczek adhezyjnych tgg uszkodzenia powodowane przez wysokie ci$nie-
nie krwi
to7 | tranzycja pomocnicza ti100 | uszkodzenia powodowane przez toksyny
tog | tranzycja pomocnicza ti01 | uszkodzenia powodowane przez inne czynniki
tog mala ilos¢ NO ti02 | hamowanie BH4 przez dym tytoniowy
t3o | duza ilo$¢ anionorodnika ponadtlenkowego ti03 | wydzielanie TF
t31 | redukcja ti04 | aktywacja VII
ts2 | hamowanie oxLDL tios5 | tworzenie kompleksu TF-VIla
tss | oksydacja tios | aktywacja X
t34 | tranzycja pomocnicza ti07 | tranzycja pomocnicza
t3s aktywacja monocytéw t108 tranzycja pomocnicza
tse | tranzycja pomocnicza tioo | aktywacja IT
ts7 | adhezja monocytow ti10 | tranzycja pomocnicza
tsg | transformacja t111 redukcja fibrynogenu
tsg | wychwyt ti12 | aktywacja XII
tao | wydzielanie przez makrofagi t113 | tranzycja pomocnicza
ta1 tranzycja pomocnicza t114 tranzycja pomocnicza
ta2 destrukcja komorek piankowatych ti15 | tranzycja pomocnicza
tas tworzenie blaszki miazdzycowej przez rdzen | tijie | polimeryzacja
nekrotyczny i czapeczke wloknista
t44 | pekniecie blaszki miazdzycowej t117 | tranzycja pomocnicza
tas | aktywacja plytek krwi t118 | stabilizacja fibryny
tse | blokowanie naczyn wiencowych ti19 | tranzycja pomocnicza
ta7 | tranzycja pomocnicza ti20 | hamowanie aktywatora plazminogenu




3.4. Model oparty o klasyczne sieci Petriego dotyczqcy wybranych aspektow standw protrombotycznych,
standw zapalnych i stresu oksydacyjnego 53

ID | Znaczenie biologiczne ID Znaczenie biologiczne

tqg | proliferacja spowodowana czynnikiem wzrostu | t121 | wzrost ilosci PAI-1

i cytokinami

tag | wydzielanie przez namnozone komorki ti22 | tranzycja pomocnicza

tso | tworzenie czapeczki widknistej ti2s | aktywacja IX

ts1 | tranzycja pomocnicza tio4 | aktywacja V

ts2 | wybuch tlenowy ti25 | tranzycja pomocnicza

tss | tranzycja pomocnicza ti26 | tworzenie kompleksu protrombinazy
ts4 | wydzielanie przez dym tytoniowy ti27 | tranzycja pomocnicza

tss | aktywacja wywotlana nikotyna i policyklicz- | t128 | aktywacja VIII

nym weglowodorem aromatycznym

ts¢ | indukowanie poprzez nikotyne t129 | aktywacja IXa poprzez Xla

ts7 | indukowanie poprzez policykliczne weglowo- | t130 | aktywacja XI

dory aromatyczne

ts8 spadek ilosci 2 wzrost ilosci CO t131 tranzycja pomocnicza

tso | aktywacja spowodowana przez katecholaminy ti32 | tworzenie kompleksu tenazy

teo | zwiekszenie lepkosci krwi tiz3 | aktywacja X spowodowane przez kompleks te-
nazy
te1l stymulowanie poprzez wysoka lepkos$¢ krwi t134 | uszkodzenie $rédblonka spowodowane trom-
bing
te2 | stymulacja wywolana przez metaloproteinazy | ti35 | zwiekszona ekspresja chemokin przez trombine
macierzy
tes | bezposrednie uszkodzenia spowodowane dy- | ti3¢ | stymulacja wywolana trombinag

mem tytoniowym

tea | przebudowa tkanki spowodowana FMD tiz7 | aktywacja plytek spowodowana trombing

tes | uszkodzona spowodowane przez nasilone FMD | t138 | tranzycja pomocnicza

tee | tranzycja pomocnicza t139 | tranzycja pomocnicza

te7r | ekspresja czasteczek adhezyjnych wywolana | t140 | hamowanie innych mechanizméw

przez oxLDL

tes | ekspresja powodowana oxLDL t141 | hamowanie agregacji ptytek
teo ekspresja przez kadm t142 hamowanie cytokin

t7o | wzrost spowodowany aldehydami t143 | tranzycja pomocnicza

t71 rola w $mierci komorek srodblonka t144 | hamowanie VCAM-1

t7o | wzrost i aktywacja spowodowana dymem tyto-

niowym

3.4.3 Analiza i wyniki

Analiza modelu omowionego w tej czesci pracy obok analizy zbiorow MCT i analizy t-
niezmiennikéw, wykorzystuje takze manualng analize wybranych t-niezmiennikéw.

Zaproponowany model wpltywu wybranych aspektéw protrombotycznych na rozwéj miazdzycy
zawiera 31 nietrywialnych zbior6w MCT zebranych w Tabeli 3.11. Tabela ta zostala podzielona na
trzy kolumny: ID — kolumna zawierajaca identyfikatory kolejnych zbiorow MCT, Zawarte tranzy-
cje — kolumna sktadajgca sie z tranzycji nalezacych do poszczegdlnych zbiorow MCT, Znaczenie
biologiczne — kolumna zawierajaca opis znaczenia biologicznego, przypisany do kazdego zbioru
MCT.
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TABELA 3.11: Lista nietrywialnych zbiér MCT — zbioréw sktadajacych sie z co najmniej dwoch tranzycji nalezacych

do wspar¢ dokladnie tych samych t-niezmiennikéw (patrz [98]).

ID Zawarte tranzycje Znaczenie biologiczne

t t t t t
my 45, L H12: B4 P15 pequkeja fibrynogenu do fibrynopeptydéw i monomeréw przy udziale trom-

t t t t
116, P17, B118, B119 biny. Trombina prowadzi réwniez do aktywowania czynnika XIII do XIIIa.
Aktywowany czynnik XIII bierze udzial w polimeryzacji fibryny, ktora akty-

wuje ptytki krwi i stymuluje tworzenie skrzepu.

ti2, t13, ti4, t15, ti6,

mo ot Czesciowa synteza NO, gdzie kofaktor eNOS (BHy4) i L-arginina nie wystepuja.
21, t22
a6, tar, tsa, 70, t74, . . R . .
m3 . Dym tytoniowy stymuluje wydzielanie tromboksanu A2 i prowadzi do upo-
77

$ledzenia produkcji prostacykliny, ktéra moze blokowaé¢ naczynia wiericowe
i bezposrednio promuje rozw6j miazdzycy. Dym tytoniowy wydziela takze
reaktywne formy tlenu, wolne rodniki i metale, ktore stymuluja stres oksy-
dacyjny, wubuch tlenowy i tworzenie anionorodnika ponadtlenkowego — ten

mechanizm sprzyja utlenianiu LDL.

t t t t t
ma 565 15T 158, 159, 260, Nikotyna indukuje katecholaminy, ktére prowadza do zmniejszenia iloéci Oz i

te1 zwigkszenia ilosci CO, a dodatkowo prowadza do aktywacji receptoréw . Me-
chanizmy te prowadza do zwiekszenia lepkosci krwi i sprzyjaja powstawaniu
zakrzepow. W sklad tego zbioru MCT wchodza takze policykliczne weglo-
wodory aromatyczne indukujace chemokiny — stymulowanie rozwoju stanéw

zapalnych u palaczy.

t t t t t
ms 81, 182, 183, 184, 185, Dym tytoniowy prowadzi do modyfikacji profilu lipidowego, a takze do zmniej-

t
102 szenia ilosci kofaktora eNOS, co skutkuje ograniczeniem syntezy tlenku azotu.

me t39, taz2, ta3, tag, ts0 Szkodliwe dzialanie makrofagéw. Makrofagi wydzielaja cytokiny i czynniki
wzrostu, ktére prowadza do proliferacji. Te namnozone komoérki wydzielaja
kolagen i glikoproteiny macierzy, co powoduje tworzenie czapeczki wiokni-
stej. Dodatkowo celem makrofagow jest pozbycie sie uszkodzonych komoérek,
w tym przypadku makrofagi wychwytuja utleniona forme LDL. Mechanizm
ten prowadzi do powstania komoérek piankowatych, a w nastepstwie moze pro-
wadzi¢ do $mierci i uwolnienia rdzenia nekrotycznego. Rdzen nekrotyczny i

czapeczka wloknista sa zaangazowane w tworzenie blaszki miazdzycowej.

mry t109, t110, t124, t125, t126 | Petla dodatniego sprzezenia zwrotnego tworzenia trombiny. Trombina akty-
wuje czynnik V do Va, ktory moze tworzyé kompleks protrombinazy z czyn-
nikiem Xa. Kompleks protrombinazy prowadzi do przej$cia protrombiny w

trombine.

ms ts7, too, to2, to3 Dym tytoniowy prowadzi do zwiekszenia ilosci czynnika von Willebranda,
endoteliny-1 oraz liczby bialych krwinek co moze promowaé stany protrom-

botyczne, a takze dysfunkcje srédblonka czym sprzyja rozwojowi miazdzycy.

mog toa, t120, t121, t139 TF prowadzi do hamowania aktywatora plazminogenu. Zaburzenie to w sta-
nach protrombotycznych sprzyja powstawaniu zakrzepow, a w konsekwencji

réwniez incydentom sercowo-naczyniowym.

mio ti27, ti128, t132, t133 Petla dodatniego sprzezenia zwrotnego tworzenia trombiny. Aktywacja czyn-
nika VIII do VIIIa, ktéry moze tworzy¢ kompleks tenazy z czynnikiem IXa.
Kompleks tenazy aktywuje czynnik X do Xa, co moze prowadzi¢ do przejscia

protrombiny w trombine.

mi1 tse, tss, tsg Dym tytoniowy stymuluje rozwdj zapalenia poprzez zwiekszenie ilo$ci makro-

fagow, ktore wydzielaja cytokiny.

mi2 t104, t105, t107 Tworzenie kompleksu TF-VIla, ktory jest niezbedny do aktywacji czynnika
Xa i prowadzi do przejscia protrombiny w trombine.

mi3 t129, t130, t131 Aktywacja czynnika XI do IXa poprzez trombine.

miq t4, tog Uszkodzenie $rodblonka spowodowane wysokim ci$nieniem krwi.

mis ts, t100 Uszkodzenie $rodblonka spowodowane toksynami.

mie te, t101 Uszkodzenie $rodblonka spowodowane innymi czynnikami.

mi7 tio, t11 Ograniczenie syntezy NO przez obecnos¢ ADMA (inhibitora eNOS).

mis t18, t1g Ograniczenie syntezy NO przez obecno$¢ L-NMMA (inhibitora L-argininy).
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ID Zawarte tranzycje Znaczenie biologiczne

mig t20, t41 Odpowiedz zapalna uszkodzonego srédblonka: wydzielanie chemokin, adhezja
monocytow, diapedeza i transformacja do makrofagow.

mao tod4, tor Prawidlowa synteza NO: ilos¢ NO jest wystarczajaca do regulacji ci$nienia
krwi.

ma1 tog, t1a1 Prawidlowa synteza NO: ilo§¢ NO jest wystarczajaca do hamowania agregacji
plytek krwi.

mo2 tag, t30 Nieprawidlowa synteza NO: ilo§¢ NO jest niewystarczajaca do prawidtowego
dzialania, sprzyja utlenianiu LDL.

mas ts1, t3a Pozytywna rola NO — ograniczenie utleniania LDL.

moyg ta7, t3g Typowa odpowiedz zapalna: adhezja monocytow, tworzenie sie kompleksow
monocytéw 1 VCAM-1 co prowadzi do diapedezy, a nastepnie transformacji
w makrofagi.

mas tao, tas Makrofagi prowadza do wydzielania cytokin i czynnikow wzrostu, ktore sa
zaangazowane w proliferacje.

mae tes, t7s Szkodliwe formy LDL (oxLDL) prowadza do zwigkszonej ekspresji ICAM-1,
ktora jest zaangazowana w proliferacje.

mar trg, ts0 Modyfikacje profilu lipidowego (u palaczy) prowadzg miedzy innymi do zwiek-
szonej ilosci LDL i triglicerydow.

mag tos, t140 Poprawna synteza NO moze prowadzi¢ do zahamowania szkodliwych me-
chanizméw (np.: zahamowanie czynnikéw stymulujacych kolonie makrofagow
(MCSF), ktora posrednio zaangazowana w proliferacje).

mag t103, t113 Uszkodzenie tkanki prowadzi do wydzielania czynnika tkankowego i jonéw
wapnia. TF jest skorelowany z zaburzeniami w stanach protrombotycznych
(u palaczy) i zaburzeniami kaskady krzepniecia.

mso t106, t108 Aktywacja czynnika X do Xa przez kompleks VIIa-TF.

msi ti122, t123 Aktywacja czynnika IX do IXa przez kompleks VIIa-TF.

Powyzsza analiza pozwolita na identyfikacje 31 nietrywialnych, funkcjonalnych blokéw charak-

teryzujacych zaproponowany model. W zwiazku z tym, ze 18 zbioréw MCT zawiera tylko dwie

tranzycje, sie¢ zostala podzielona na wigksze procesy/mechanizmy utatwiajace jej dalsza analize.

Zaproponowany podzial znajduje w paragrafie 3.4.2 — Model. W drugiej kolejnosci przeprowadzono

analize t-klastrow dla 2090 t-niezmiennikow.

Analiza t-klastrow pozwolila zidentyfikowaé 19 t-klastrow, ktore uzyskano stosujac algorytm

klastrowania oparty na metodzie sredniego wiazania i nieskupiong miare dystansu Pearsona. Wy-

boru najlepszego klastrowania dokonano w oparciu o indeks MSS, podczas gdy wybor liczby t-

klastrow oparto o wspotezynnik Caliriskiego-Harabasza. Znaczenie biologiczne zidentyfikowanych

t-klastrow przedstawiono w Tabeli 3.12, podzielonej na dwie kolumny. Kolumna ID — zawiera

kolejne identyfikatory t-klastrow, kolumna Interpretacja biologiczna — zawiera opis znaczenia bio-

logicznego poszczegdlnych klastrow.
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TaBELA 3.12: Lista t-klastrow — skupien skladajacych sie z podobnych do siebie t-niezmiennikéw (patrz [98]).

ID

Interpretacja biologiczna

ID

Interpretacja biologiczna

Cc1

Ograniczona synteza NO spowodowana przez
inhibitor L-argininy (L-NMMA). Pomimo me-
chanizmoéw wplywajacych na ograniczong syn-

teze, NO moze hamowa¢ utlenianie LDL.

C11

Dysfunkcja $rodblonka spowodowana przez
rézne czynniki (np. wysokie ci$nienie krwi,
LDL, toksyny, trombing) prowadzi do zahamo-
wania eNOS i w efekcie do ograniczonej syn-
tezy NO. Pomimo mechanizméw wplywaja-
cych na ograniczenie syntezy, NO moze dziata¢

pozytywnie i moze hamowa¢ utlenianie LDL.

Cc2

Odpowiedz zapalna uszkodzonego $rodblonka:
indukcja chemokin, adhezje monocytow, dia-

pedeza i transformacja w makrofagi.

C12

Dysfunkcja $rodbtonka spowodowana przez
wszystkie modelowane czynniki w tym wysoki
poziom LDL (dodatkowo stymulowany przez
modyfikacje profilu lipidowego u palaczy), wy-
sokie ci$nienie krwi, toksyny, trombina. Kla-
ster ten obejmuje réwniez prawidiowa syn-
teze¢ NO, ktéra moze hamowaé niektére szko-
dliwe mechanizmy (np. hamowanie stanu za-

palnego).

C3

Dym tytoniowy prowadzi do nasilenia dyspla-
zji wloknisto-mie$niowej (bezposrednie uszko-

dzenie prowadzi do przebudowy tkanek).

C13

Dysfunkcja srédblonka wywotana przez tok-

syny stymuluje odpowiedz zapalna.

C4

Ograniczona synteza NO spowodowana hamo-
waniem kofaktora eNOS (BH4). Pomimo me-
chanizméw wplywajacych na ograniczong syn-
tez¢, NO moze dzialaé¢ pozytywnie i moze ha-

mowa¢ utlenianie LDL.

C14

Dysfunkcja sroédbtonka spowodowana innymi
czynnikami (np. wysokim poziomem glukozy

w cukrzycy) stymuluje odpowiedz zapalna.

C5

Dym tytoniowy prowadzi do modyfikacji pro-
filu lipidowego i zmniejszenia ilosci kofaktora
eNOS (BHy4), co skutkuje ograniczona synteza
NO.

C15

Dym tytoniowy prowadzi do uszkodzenia $réd-
blonka poprzez nasilenie dysplazji wloknisto-

mie$niowej, co indukuje odpowiedz zapalna.

C6

Trombina prowadzi do dysfunkcji §érodbtonka i
stymuluje stan zapalny poprzez indukcje che-

mokin.

C16

Dym tytoniowy prowadzi do modyfikacji pro-
filu lipidowego i zwigkszenia ilosci LDL oraz
triglicerydéw, co skutkuje dysfunkcja $rod-

blonka i rozwojem stanu zapalnego.

c7

Dodatnie sprzezenie zwrotne tworzenia trom-
biny. Trombina prowadzi do aktywowania
czynnika V do Va, ktéry moze tworzyé kom-
pleks protrombinazy z Xa. Ten kompleks pro-
wadzi do przejscia protrombiny do trombiny.
Ponadto, trombina prowadzi rowniez do akty-
wacji czynnika VIII do VIlIla, ktory wraz z [Xa
tworzy kompleks tenazy. Kompleks tenazy jest
zaangazowany w aktywacje czynnika X do Xa,
ktory bierze udzial w przejsciu protrombiny do
trombiny. Dodatkowo trombina prowadzi do
aktywacji czynnika XI do XIa, ktéry aktywuje
czynnik IX do IXa (aktywowany czynnik IXa

wchodzi w sktad kompleksu tenazy).

c17

Dym tytoniowy prowadzi do uszkodzenia $rod-
btonka, co w konsekwencji prowadzi do zaha-

mowania eNOS i ograniczonej syntezy NO.

C8

Prawie wszystkie podprocesy zawarte w mo-

delu znajduja sie¢ w jednym klastrze.

C18

Dym papierosowy prowadzi do modyfikacji
profilu lipidowego i zwigkszenia ilosci LDL, co
skutkuje uszkodzeniem srédblonka, prowadzi
do zahamowania eNOS i ostatecznie ogranicza

synteze NO.
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ID | Interpretacja biologiczna ID | Interpretacja biologiczna
co Ograniczona synteza NO spowodowana przez | cig | Dym tytoniowy wplywa na rozwoj zapale-
inhibitor eNOS (ADMA). Pomimo mechani- nia poprzez stymulowanie makrofagow. Ma-
zmbéw wplywajacych na zmniejszenie ilosci krofagi wydzielaja cytokiny, ktére sa zaanga-
NO, moze on dziata¢ pozytywnie i hamowacé zowane w stres oksydacyjny, wybuchy tlenowe,
utlenianie LDL. promowanie utleniania LDL, ale takze biora

udzial w proliferacji wraz z czynnikiem wzro-
stu. Namnozone komoérki wydzielaja kolagen
i glikoproteiny macierzy, co skutkuje tworze-
niem sie wiodknistej czapeczki i promowaniem
miazdzycy. Proliferacja moze by¢ zahamowana

przez NO, gdy synteza NO jest prawidlowa.

c1o | Dysfunkcja srodbtonka spowodowana wysokim

ci$nieniem krwi stymuluje odpowiedz zapalna.

Na podstawie wynikow analizy t-klastrow mozna zauwazy¢, ze dysfunkcja srodblonka, odpo-
wiedZ zapalna (indukcja chemokin, adhezja monocytow, transformacja monocytéw do makrofa-
gow) oraz stres oksydacyjny wywolany réznymi czynnikami prowadza do ograniczenia syntezy NO
i moga sprzyja¢ utlenianiu LDL. Wyniki te sa zgodne z wynikami otrzymanymi dla analizy dwoch
poprzednich modeli opisanych w tym rozdziale (patrz [30, 31]).

Ponadto wykazano, ze dym tytoniowy stymuluje niemal wszystkie Sciezki w modelu. Przede
wszystkim zapewnia dodatkowe czynniki prowadzace do dysfunkcji srodbtonka, takie jak modyfi-
kacja profilu lipidowego czy przebudowa tkanki zwiazana z dysplazja wloknisto-miesniowa. Przy
tym dym tytoniowy sprzyja zaburzeniom stanéw prozakrzepowych, ktére prowadza do powsta-
nia zakrzepow, a w konsekwencji bezposredniego promowania rozwoju miazdzycy. Wplyw palenia
papieroséw na rozwoj miazdzycy opisano w poprzednim podrozdziale (patrz [31]).

Jednak analiza t-klastrow okazuje sie byé¢ zbyt ogélna w kontekscie badania zaburzen w sta-
nach prozakrzepowych i ich wplywu na rozwo6j miazdzycy. Niezbyt szczegétowe informacje zawarte
sa w biologicznych opisach klastréw cg, c¢7 i ¢11 z Tabeli 3.12. Jak mozna zauwazy¢, klaster c;
zawiera opis dodatniego sprzezenia zwrotnego tworzenia trombiny, natomiast opisy skupien cg i
c11 dotycza uszkodzen §rodbtonka oraz standéw zapalnych indukowanych poprzez trombine. W celu
uzyskania dodatkowych informacji o zaburzeniach w stanach prozakrzepowych wykonano bardziej
szczegdtowa, manualng analize wybranych t-niezmiennikow.

W pierwszej kolejnosci wykonano doktadng analize t-niezmiennikow dotyczacych zewnatrzpo-
chodnego szlaku krzepniecia, ktéry w zaproponowanym modelu sktada sie z trzech $ciezek do-
datniego sprzezenia zwrotnego, jak pokazano na Rysunku 3.5. Analiza wykazala, ze wybrane t-
niezmienniki mozna pogrupowaé wzgledem wystapieri poszczegdlnych Sciezek dodatniego sprzeze-
nia zwrotnego, a wiec mozna ocenié, ktore z nich wydaja sie byé¢ bardziej istotne z punktu widzenia

struktury modelu. Wyrézniono nastepujace podprocesy:

1. Zewnatrzpochodny szlak krzepniecia, skladajacy sie z trzech petli dodatniego sprzezenia
zwrotnego (petle sprzezenia zwrotnego prowadzace do aktywacji czynnika V, VIII i XI): spo-
$rod wszystkich t-niezmiennikéw, istnieje tylko jeden, ktéry odpowiada temu podprocesowi

i stanowi on zalewie 0,05% wszystkich t-niezmiennikéw.

2. Zewnatrzpochodny szlak krzepniecia, skladajacy sie z dwoch petli dodatniego sprzeze-
nia zwrotnego (bez petli sprzezenia zwrotnego prowadzacej do aktywacji czynnika XI): t-

niezmienniki odpowiadajace temu podprocesowi stanowig 33,7% wszystkich t-niezmiennikow.

3. Zewnatrzpochodny szlak krzepniecia, skladajacy sie z jednej petli dodatniego sprzezenia

zwrotnego (bez petli sprzezenia zwrotnego prowadzacej do aktywacji czynnika VIII oraz
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aktywacji czynnika XI): t-niezmienniki odpowiadajace temu podprocesowi stanowia 33,9%

wszystkich t-niezmiennikow.

7 powyzszej analizy wybranych grup t-niezmiennikéw wynika, ze w kontekscie struktury mo-
delu, zewnatrzpochodny szlak krzepniecia sktadajacy sie z trzech petli dodatniego sprzezenia zwrot-
nego jest najmniej wazny, gdyz stanowi tylko 0,05% wszystkich t-niezmiennikow. Natomiast ze-
wnatrzpochodny szlak krzepniecia sktadajacy sie z dwoch petli dodatniego sprzezenia zwrotnego
oraz jednej petli dodatniego sprzezenia zwrotnego sa zdecydowanie bardziej kluczowe, gdyz kazdy
z tych podproceséw stanowi okoto 34% wszystkich zamodelowanych podproceséw. Zatem te dwa
podprocesy sa w poréwnaniu do siebie réwnie wazne.

W drugiej kolejnosci rozwazano t-niezmienniki odpowiadajgce podprocesom zewnatrzpochod-
nego szlaku krzepniecia prowadzacego do redukcji fibrynogenu do fibryny oraz podprocesowi zewna-
trzpochodnego szlaku krzepniecia bez uwzglednienia wspomnianej redukcji fibrynogenu. Podobnie

jak wczesniej wyr6zniono nastepujace grupy t-niezmiennikow:

1. Zewnatrzpochodny szlak krzepniecia, sktadajacy sie z trzech petli dodatniego sprzezenia
zwrotnego, ktory nie prowadzi do redukcji fibrynogenu do fibryny: t-niezmienniki odpowia-

dajace temu podprocesowi stanowig 0,05% wszystkich t-niezmiennikow.

2. Zewnatrzpochodny szlak krzepniecia, sktadajacy sie z dwoch petli dodatniego sprzezenia
zwrotnego, ktory nie prowadzi do redukcji fibrynogenu do fibryny: t-niezmienniki odpowia-

dajace temu podprocesowi stanowia 26,7% wszystkich t-niezmiennikéw.

3. Zewnatrzpochodny szlak krzepniecia, skladajacy sie z jednej petli dodatniego sprzezenia
zwrotnego, ktory nie prowadzi do redukcji fibrynogenu do fibryny: t-niezmienniki odpowia-

dajace temu podprocesowi stanowia 26,8% wszystkich t-niezmiennikow.

4. Zewnatrzpochodny szlak krzepniecia, sktadajacy sie z jednej petli dodatniego sprzezenia
zwrotnego, ktory prowadzi do redukeji fibrynogenu do fibryny: t-niezmienniki odpowiadajace

temu podprocesowi stanowia 7,13% wszystkich t-niezmiennikow.

5. Zewnatrzpochodny szlak krzepniecia, sktadajacy sie z dwoch petli dodatniego sprzezenia
zwrotnego, ktory prowadzi do redukeji fibrynogenu do fibryny: t-niezmienniki odpowiadajace

temu podprocesowi stanowia 7,03% wszystkich t-niezmiennikow.

6. Redukcja fibrynogenu do fibryny (bez obecnosci trzech petli dodatniego sprzezenia zwrot-
nego): t-niezmienniki odpowiadajace temu podprocesowi stanowia 3,25% wszystkich t-

niezmiennikow.

Opisane powyzej podprocesy promuja tworzenie sie skrzepéw i moga wpltywaé na rozwoj miaz-
dzycy. Niezaleznie od tych podprocesé6w zamodelowany system obejmuje takze inne mechanizmy
zaangazowane w tworzenie zakrzepow, jak dym tytoniowy, ktory indukuje tromboksan A2 i prowa-
dzi do uposledzenia produkcji prostacykliny, co moze prowadzi¢ do blokowania naczyni wiericowych
i w efekcie sprzyjaé powstawaniu zakrzepow (bezposrednio wplywajac na rozwo6j miazdzycy).

Dodatkowo przeprowadzono analize t-niezmiennikéw, w ktorej rozwazono intensywnosé zaanga-
zowania trombiny w mechanizmy stymulujace progresje miazdzycy. t-niezmienniki odpowiadajace
bezposredniemu wplywowi trombiny na kluczowe procesy zaangazowane w rozwdj miazdzycy sta-

nowia 23% wszystkich t-niezmiennikéw. Ponizej okreslono doktadny podzial:

1. Podproces dotyczacy zaangazowania trombiny w proliferacje obejmuje 110 t-niezmiennikéw,

co stanowi 5,26% wszystkich t-niezmiennikow.
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2. Podproces dotyczacy zaangazowania trombiny w rozwoj zapalenia obejmuje 1 t-niezmiennik,

co stanowi 0,05% wszystkich t-niezmiennikow.

3. Podproces dotyczacy zaangazowania trombiny w dysfunkcje srodblonka obejmuje 5 t-

niezmiennikéw, co stanowi 0,24% wszystkich t-niezmiennikéw.

4. Podproces dotyczacy zaangazowania trombiny w aktywacje plytek krwi obejmuje 364 t-

niezmienniki, co stanowi 17,42% wszystkich t-niezmiennikow.

Analiza ta daje poglad na to, jak zaburzenia w stanach protrombotycznych, ze szczegbdlnym

uwzglednieniem zewnatrzpochodnych szlakéow krzepniecia, wplywaja na progresje miazdzycy.

3.4.4 Konkluzje

Zaproponowany model wplywu wybranych aspektéw stanadéw protrombotycznych, stanéw za-
palnych i stresu oksydacyjnego na rozwdj miazdzycy pozwala lepiej zrozumieé¢ role uktadu ho-
meostazy. W literaturze nie ma jasnych, klinicznych dowodéw, ktére wskazywalyby role uktadu
w progresji miazdzycy, chociaz wiele badan wskazuje, ze uktad krzepniecia moze wplywaé na jej
rozwoj. Analiza modelu opartego o sieci Petriego opiera sie o klasyczne metody analizy. Jednak w
odroznieniu od wezesniej opisanych analiz, w tym przypadku obok analizy zbioréw MCT i analizy
t-klastréow przeprowadzono takze manualng analize wybranych t-niezmiennikéw.

Analiza t-klastrow wyodrebnita gléwne podprocesy i mechanizmy zaangazowane w rozwdj miaz-
dzycy oraz pozwolila na potwierdzenie pewnych zaleznosci zachodzacych miedzy modelowanymi
podprocesami, w tym wykazata jak bardzo zaangazowany w rozwdj miazdzycy jest dym tyto-
niowy. Istotnymi podprocesami, zgodnymi z literatura, sa: stres oksydacyjny i procesy zapalne.
W ogoélnosci, wspomniane procesy prowadza do powstania blaszki miazdzycowej, a w stanach pa-
tologicznych nawet do jej pekniecia i rozpoczecia aktywacji kaskady krzepniecia, ktéra moze by¢
dodatkowo stymulowana zaburzeniami w stanach prozakrzepowych.

Analiza t-klastrow nie pozwala jednak na uzyskanie informacji o zaleznosciach zwiazanych
z zaburzeniami w stanach prozakrzepowych, w zwiazku z tym przeprowadzono manualnag ana-
lize wybranych t-niezmiennikéw, zwana takze bardziej szczegdlowa analizg poszczegdlnych t-
niezmiennikow. Analiza ta potwierdzila, ze proces krzepniecia, ktéry prowadzi do tworzenia trom-
biny, moze przebiegaé¢ prawidtowo nawet bez dwoch Sciezek dodatniego sprzezenia zwrotnego. Po-
nadto, niektore z t-niezmiennikéw pokazuja, ze redukcja fibrynogenu do fibryny przez trombine
nie jest konieczna do promowania tworzenia zakrzepéw. Wynika to z faktu, ze zaproponowana
sie¢ Petriego zawiera takze inny mechanizm, ktory moze prowadzi¢ do powstania zakrzepu. Ana-
liza wybranych t-niezmiennikéw niewatpliwie daje doktadniejszy poglad na to, jak zaburzenia w
stanach protrombotycznych wplywaja na rozwédj miazdzycy. Dokladniej rzecz ujmujac, pozwolita
oszacowad intensywno$¢ zaangazowania trombiny w mechanizmy stymulujace progresje miazdzycy
z uwzglednieniem podziatu na konkretne mechanizmy.

Zastosowanie podejscia systemowego do wybranych aspektéow stanu prozakrzepowego induko-
wanego tytoniem pozwala na lepsze zrozumienie miazdzycy i zaleznosci miedzy jej waznymi podpro-
cesami. Jednak przede wszystkim ukazuje, ze klasyczne metody analizy, bez doktadnej manualne;j
analizy t-niezmiennikéw pozwalaja raczej na wyréznienie istotnych mechanizmoéw, bez uzyskania
informacji o glebszych zaleznosciach. Moze byé to spowodowane faktem, ze na ponad dwa tysiace
t-niezmiennikéw do jednego klastra trafia zdecydowana wiekszosé z nich. Jednak opisana sytuacja
nie jest pod tym wzgledem wyjatkowa, jest raczej pewna tendencja, ktéra mozna zaobserwowaé

przy analizie t-klastréw ztozonych systemoéw biologicznych.
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3.5 Dalsze motywacje

Perspektywy dalszych prac mozna podzieli¢ na te dotyczace kontekstu biologicznego i te skupia-
jace sie na kontekscie metodologicznym. W rozdziale 3 przedstawiono trzy zaproponowane modele

oparte o klasyczne sieci Petriego, tj.:

1) model wplywu uszkodzen $rodblonka na rozwoj miazdzycy (wlasciwosci: 64 miejsca, 95 tran-
zycji, 8481 t-niezmiennikow, 19 zbioréow MCT, 20 t-klastrow) [30],

2) model wplywu palenia papieroséw na uszkodzenia $rodblonka i rozwoj miazdzycy (wlasciwo-
$ci: 85 miejsc, 116 tranzycji, 5344 t-niezmienniki, 21 zbiorow MCT, 18 t-klastréw) — model
rozszerzony, uwzgledniajacy dodatkowe czynniki ryzyka [31],

3) model wplywu wybranych aspektéow stanéw protrombotycznych, standéw zapalnych i stresu
oksydacyjnego na rozwdj miazdzycy (wlasciwosci: 106 miejsc, 145 tranzycji, 2090 t-
niezmiennikéw, 31 zbiorow MCT, 19 t-klastrow) [98].

Zaznaczy¢ nalezy fakt, ze zaproponowane modele sa jak najlepszym odwzorowaniem rzeczywi-
stosci. Jednak przyblizenie jest wypadkowa dostepnej wiedzy, a takze ograniczenn metodologicznych,
ktore pojawiaja sie m.in. w kontekscie tworzenia modeli opartych o klasyczne sieci Petriego. W
opisanym rozdziale autor przedstawil sposob radzenia sobie z reakcjami hamujacymi (mechani-
zmami zmniejszajacymi ilo¢ wybranych pasywnych komponentow), tak aby moc uwzglednié je w
analizie.

W celu przeprowadzenia analizy wyzej wymienionych zjawisk biologicznych zastosowano kla-
syczne metody analizy tj., analize zbioréw MCT i analize t-klastrow, a takze analize wybranych
t-niezmiennikow.

Wyniki biologiczne uzyskane na drodze tych analiz nie s nadzwyczaj odkrywcze, sa natomiast
bezposrednim potwierdzeniem znanej wiedzy dostepnej w literaturze. Mozna zatem stwierdzié, ze
klasyczne metody analizy pozwalaja oszacowaé, ktore z zamodelowanych podproceséw sa bardziej
istotne niz inne, a tym samym nakierowa¢ dalsze analizy na konkretny obszar badanego zjawiska.
Niewatpliwie w celu odkrycia ciekawych, nieznanych dotad wtasciwosci modelowanych systeméw
nalezy rozwazy¢ bardziej szczegolowe analizy. W zwiazku z tym wykonano manualng analize t-
niezmiennikéw (przeprowadzona dla modelu zaburzen stanéw protrombotycznych). Okazuje sie, ze
na jej podstawie mozna okresli¢, ktore podprocesy sa bardziej kluczowe od innych, z doktadnym
ujeciem ich stosunku wzgledem wszystkich t-niezmiennikéw — daje to znacznie gltebszy wglad w
analizowany system. Co wiecej, wydaje sie, ze taka analiza pozwala wysnuwaé¢ wnioski, ze pewne
procesy zachodza czesciej niz inne. Jedynym ograniczeniem tej analizy jest fakt, ze jest zalezna
od liczby t-niezmiennikéw, co nie jest trywialne nawet w sytuacji ograniczenia analizy tylko do
wybranych t-niezmiennikéw. Niemniej jednak opracowane modele stanowia duza warto$é¢ dodanag
dla usystematyzowania wiedzy badanych zjawisk biologicznych.

Niezaprzeczalnie prace opisane w tym rozdziale pokazuja potrzebe stosowania rozszerzonych
metod analizy, dlatego tez kolejny rozdzial rozprawy, obok istniejacych rozszerzonych metod ana-

lizy, zawiera takze propozycje wlasne na przeprowadzenie gltebszych analiz.



Rozdziat 4

Zaproponowane modele systemow
biologicznych opartych na sieci Petriego i
ich analiza na podstawie rozszerzonych

metod

4.1 Wprowadzenie

Klasyczne metody analizy modeli ztozonych systemoéw biologicznych opisanych formalizmem
sieci Petriego bezsprzecznie umozliwiaja uporzadkowanie wiedzy na temat badanych zjawisk, jed-
nak nie zawsze pozwalaja odkry¢ ich nieznane dotad wlasnosci. Z drugiej strony, metody te po-
zwalaja podzieli¢ sie¢ na mniejsze funkcjonalne fragmenty oraz znalezé kluczowe mechanizmy, a
ta wiedza pozwala ograniczyé¢ dalsze poszukiwania do konkretnych obszaréw badanych systemdow
biologicznych. Chcac zatem wydoby¢ doktadniejsze informacje potrzebne sa bardziej wyrafinowane
metody analizy.

W tym rozdziale obok istniejacych rozszerzonych metody analizy przedstawiono takze propo-
zycje wlasne dla zastosowanych istniejacych, rozszerzonych metod oraz zaproponowano metody
alternatywne. Wspomniane metody badano na przyktadzie modeli opartych o klasyczne sieci Pe-
triego dla probleméw nie tylko bezposrednio powiazanych z rozwojem miazdzycy.

Podrozdzial 4.2 zawiera model i analize wplywu interleukiny 18 (IL-18) na procesy zapalne
lezace u podstaw miazdzycy. Wyrdzniono dwa szlaki syntezy IL-18: szlak zalezny od kaspazy 1
i szlak od niej niezalezny. Model pozwolit na okreslenie interesujacych zaleznosci miedzy 1L-18 a
roznymi typami makrofagoéw, co bylo mozliwe po przeprowadzeniu manualnej analizy wybranych
t-niezmiennikéw. Wyniki potwierdzilty, ze analiza t-klastrow moze by¢ zbyt zgrubna, by umozliwi¢
znalezienie ciekawych wlasno$ci modelowanego systemu. Efekty tej pracy opublikowano w arty-
kule [64]. W ramach tej pracy autor, w oparciu o istniejacy model, zaproponowal modyfikacje
wlasne oraz doprowadzil do pokrycia przez t-niezmienniki (wlasnosci koniecznej do przeprowadze-
nia analiz opisywanych w niniejszej pracy), wykonal jego analize w oparciu o istniejace, klasyczne
metody analizy, rozszerzona metode knockoutu strukturalnego oraz przeprowadzil bardziej do-
ktadna analize wybranych t-niezmiennikéw, a nastepnie zinterpretowal wyniki w konsultacji ze
wspotautorami.

Podrozdzial 4.3 zawiera model i analize relacji miedzy zelazem a niedoborem witaminy A, co
stanowi najbardziej powszechny niedobér zywieniowy na calym Swiecie. Zaproponowany model

nie jest bezposrednio zwiazany z badana do tej pory miazdzyca, ale jego zrozumienie jest istotne

61



4.1. Wprowadzenie 62

i moze by¢ powiazane z miazdzyca. Juz w 1981 roku dr Jerome Sullivan sformutowal "Hipoteze
zelaza”, zgodnie z ktora sugeruje sie, iz wyzszy poziom zmagazynowanego zelaza sprzyja choro-
bom sercowo-naczyniowym, podczas gdy niedobor zelaza moze mieé¢ dziatanie chroniace przed
miazdzyca [282, 312|. Jak mozna sie spodziewaé, hipoteza stala sie podstawa do przeprowadzenia
szeregu badan i zaréwno badania przedkliniczne jak i kliniczne dostarczaja sprzecznych wynikdéw
[312]. Wydaje sie zatem uzasadnione lepsze zrozumienie homeostazy zelaza. Wspomniany model re-
lacji pomiedzy homeostaza zelaza a niedoborem witaminy A oraz jego analiza zostaly opublikowane
w artykule [100]. W ramach tej pracy autor zaproponowal model oparty o sieci Petriego, wykonat
jego analize w oparciu o istniejace, klasyczne metody analizy, o rozszerzona analize jaka jest sy-
mulacja knockout, a takze o zaproponowang analize wazno$ci, a nastepnie zinterpretowal wyniki
w konsultacji ze wspétautorami. Istotnym jest, ze wykorzystane metody pozwolily rozstrzygnaé
niescistosci pojawiajace sie w literaturze.

Podrozdzial 4.4 zawiera model i analize powiazan miedzy oxLDL a tetniakami aorty brzusznej,
a zatem relacji miedzy miazdzyca a tetniakami. Na przyktadzie tego modelu obok zaproponowane;j
analizy wazno$ci, wykonano takze poréwnawcza analize knockout oparte o dwa modele. Podejscie
tego typu nie bylo wezesniej zastosowane. Efekty tej pracy zostaly opublikowane w artykule [105],
ktora rozszerza wersje modelu przedstawionego w pracy [75]. W ramach tej pracy autor utworzyt
model oparty o sieci Petriego w oparciu o utworzony model koncepcyjny wspotautora, wykonal
jego analize w oparciu o istniejace, klasyczne oraz rozszerzone metody analizy, a takze w oparciu
o zaproponowane, wlasne metody analizy i rozszerzenia istniejacych metod tj., analize waznosci,
poréwnawcza analize waznosci i poréwnawcza analize knockout na bazie dwoch modeli. Analizy te
oraz interpretacja wynikow zostata wykonana w konsultacji ze wspotautorami.

Podrozdzial 4.5 zawiera model i analize relacji miedzy infekcja wirusa SARS-CoV-2 a ukladem
RAA w nadci$nieniu pierwotnym. Nie jest to temat zwiazany z miazdzyca, jednak zmiana kon-
tekstu podyktowana zostala pandemig koronawirusa SARS-CoV-2, ktora rozpoczeta sie w 2019
roku i skupita uwage naukowcow na calym Swiecie. Celem zawarcia wynikéw tych badan w ni-
niejszej pracy jest przed wszystkim uwydatnienie mozliwo$ci poréwnawczej analizy waznosci ze
znacznymi réznicami miedzy badanymi dwoma modelami. W odréznieniu od analizy opisanej w
podrozdziale 4.4, analiza modelu infekcji wirusowej pozwolila nie tylko na wyréznienie nieznacz-
nych réznic, ale takze réznic znaczacych. Ponadto, te znaczace réznice, zwane takze réznicami
istotnymi, moga by¢ dodatnie (wieksze od zera) lub ujemne (mniejsze od zera). Ich znaczenie
biologiczne zostato dokladnie zinterpretowane. Zatem opisane wyniki sa istotne dla pelnego zrozu-
mienia zaproponowanej poréwnawczej analizy waznosci. Ponadto, opisywane metody sg stosowalne
do wszelkich ztozonych systeméw biologicznych, niezaleznie od rozwazanego kontekstu. Badania
te zostaly opublikowane w artykule [65]. W ramach tej pracy autor wprowadzil nieznaczne po-
prawki do istniejacego modelu (zaproponowanego przez wspotautorke artykutu), tak aby mozliwe
bylo wykonanie analiz porownawczych. Autor wykonal poréwnawcza analize waznosci dla wszyst-
kich t-niezmiennikéw oraz wyselekcjonowanych, powiazanych tylko z infekcja wirusowa (zbior t-
niezmiennikéow wyselekcjonowanych zostal wyznaczony przez wspotautora), poréwnawcza analize
waznosci dla modelu pelnego (z wirusem) oraz modelu bez wirusa, co pozwolito na detekcje zna-
czacych réznic oraz symulacje knockout. Interpretacja wynikéw zostata wykonana w konsultacji ze
wspotautorami.

W podrozdziale 4.6 zawarto podsumowanie ze szczegdlnym wyroznieniem efektéw uzyskanych
za pomocy rozszerzonych analiz, w tym zaréwno zaproponowanych rozszerzen istniejacych metod
jak i wlasnych, alternatywnych metod. Obok wynikéw nakreslono takze motywacje dalszych prac.

Celem lepszego zrozumienia zaréwno zaproponowanych rozszerzen dla znanych metod analizy

oraz rozwigzan wlasnych, ponizej opracowano opisy i definicje. Ten rozdzial nie powiela jednak
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znanych definicji opisanych w podrozdziale 2.2.
Analiza waznosci opiera sie na liczbie wystapienn pojedyncze] tranzycji (procesu elementar-
nego) we wsparciach t-niezmiennikow (podprocesoéw). Ponizej opisano definicje waznosci, ktora jest

wyznaczana w rezultacie analizy waznosci (definicja 4.1.1).

Definicja 4.1.1 (Waznos¢). Wazno$¢ wyznaczana jest dla pojedynczej tranzycji za pomoca wzoru

_f
Wwt»

wszystkich t-niezmiennikow. Waznosé jest oznaczana jako tranz./t-inw. lub moze by¢ oznaczona

gdzie f to liczba wsparé t-niezmiennikéw zawierajacych dana tranzycje, a Wt to liczba wsparé

jako [%] czyli odsetek wsparé t-niezmiennikow, ktore zawieraja dang tranzycje, tj., i "/11,20 [%].

Analiza waznosci pozwala wyréznié, ktore procesy elementarne sa bardziej kluczowe dla funk-
cjonowania modelowanego systemu niz inne. Oprocz okreslenia najistotniejszych tranzycji mozna
okresli¢ rowniez te nieistotne.

Co istotne, analiza waznosci jest spojna z analizg knockout (patrz definicja 2.2.13 w rozdziale 2)
dla pojedynczej tranzycji. Oznacza to, ze waznos¢ tranzycji przeklada sie na procent wylaczonych
t-niezmiennikéw w wyniku wylaczenia tej tranzycji. Kolejnym waznym faktem, powiazanym z
analiza waznosci jest to, ze do jej zastosowania spelnione powinno by¢ zalozenie o pokryciu sieci
przez t-niezmienniki, zgodnie z ktérym kazda tranzycja wystepuje w co najmniej jednym ze wsparé
t-niezmiennikow.

Analiza waznosci dostarcza waznych wynikow strukturalnych i mozna na niej oprzeé¢ dalsze ana-
lizy. Jednak jak wiele innych metod, réwniez ta, ma pewne ograniczenia, ktére w tym przypadku
wynikaja ze struktury modelu i wspomnianej wczesniej wlasnosci, tj. pokrycia sieci. Wlasciwosé ta
wymusza pewna konkretng strukture, ktéra warunkuje, ze model ma pewien poczatek lub poczatki
bedace tranzycjami zrédtowymi nieposiadajacymi miejsc poprzedzajacych, ale posiadajacymi miej-
sca nastepujace oraz koniec lub korice bedace tranzycjami wyjsciowymi posiadajacymi miejsca
poprzedzajace, ale nieposiadajgcymi miejsc nastepujacych. Wspomnianym ograniczeniem w ana-
lizie waznos$ci sa tranzycje wyjsciowe, gdyz z uwagi na brak dalszych powiazan, nie umozliwiaja
przeplywu tokendéw. Jesli tranzycje nie wptywaja bezposrednio lub posrednio na inne modelowane
mechanizmy, wowczas charakteryzuja sie niska waznoscia. Waznos¢ danej tranzycji bedzie tym
wieksza w im wiecej zaangazowanych jest podproceséw. Jesli pewna tranzycja, a raczej odpowia-
dajacy jej proces elementarny, jest zaangazowany w wiekszosé mechanizméw badanego systemu
biologicznego to bedzie on duzo bardziej wazny dla jego funkcjonowania niz reakcja zaangazowana
w jeden podproces lub reakcja modelowana jako tranzycja wyjsciowa. Oczywiscie istota tranzycji
wyjéciowych nie wyklucza, ze takie tranzycje moga mie¢ istotne znaczenie pod katem aspektéow
biologicznych. Co wiecej, sa przypadki, w ktérych tranzycje wyjsciowe sa niezwykle istotne dla
poprawnego funkcjonowania systemu, ale pomimo tego sa zidentyfikowane przez analize wazno-
$ci jako niewazne strukturalnie i wiaze sie to tylko i wytacznie z brakiem miejsc nastepujacych.
Przyktadem takich proceséw elementarnych sa reakcje degradacji.

Pomimo tego ograniczenia mozna analize waznosci stosowaé z powodzeniem w kontekscie wy-
krycia najbardziej kluczowych procesow elementarnych, a w przypadku poréwnawczej analizy waz-
nosci, takze do okreslenia wplywu wybranego podprocesu/modultu na pozostalte zamodelowane
procesy. Do tego analiza ta wykazala interesujacy potencjal jako analiza komplementarna do ana-
lizy wrazliwo$ci, metody analizy modeli opartych o rownania rézniczkowe zwyczajne, co rozwazono
w rozdziale 6 tej rozprawy.

Poréwnawcza analiza wazno$ci wraz z istotnymi réznicami, jak wskazuje nazwa, do-
tyczy analizy waznosci przeprowadzonej dla co najmniej dwoéch modeli opartych o klasyczne sieci

Petriego. Pierwszy model, dotyczy przedmiotu zainteresowan, a wiec pelnego badanego systemu i
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z tego powodu zwany jest modelem petnym. Drugi model jest wariantem modelu petnego pozbawio-
nego pewnego konkretnego modutu/podprocesu, ktorego role chee sie zbadaé. Podejscie to pozwala
oceni¢ jak zmienia sa waznos¢ (ro$nie/maleje) pod wplywem modutu, ktory zostal pominiety w
modelu zredukowanym.

Analiza poréwnawcza dostarcza informacji o waznosci dla kazdej tranzycji z modelu petnego
oraz z modelu zredukowanego, jednak aby przeprowadzi¢ poprawne wnioskowanie powinno by¢
spelnione zalozenie o pokryciu sieci przez t-niezmienniki w obu tych przypadkach. Spelnienie tego
zalozenia oznacza, ze t-niezmienniki, ktére nie sa powiazane z badanych podprocesem, pominie-
tym w sieci zredukowanej, nie ulegaja zmianie, sa dokladnie takie same w obu modelach. Innymi
stowy, t-niezmienniki modelu petnego sa to wszystkie t-niezmienniki modelu zredukowanego plus
t-niezmienniki wylacznie powiazane z analizowanym podprocesem — pominiety w modelu zreduko-
wanym. Zgodnie z tym, liczba t-niezmiennikéw modelu zredukowanego jest pomniejszona doktadnie
o liczbe t-niezmiennikéw powiazanych z analizowanym podprocesem (pominietym w modelu zredu-
kowanym). Przez t-niezmienniki powiazane z pominietym podprocesem rozumie sie tylko te, ktore
w swoich wsparciach zawieraja tranzycje bedace elementami analizowanego podprocesu.

W wyniku analizy poréwnawczej obok waznosci dla modelu petnego oraz modelu zredukowanego
otrzymujemy réznice pomiedzy tymi waznosciami i jest ona wyrazona w punktach procentowych.
Na tym etapie analizy nalezy odpowiedzie¢ na pytanie, jak duze réznice mozna zidentyfikowaé
jako znaczace dla naszego modelu. Na dalsze potrzeby opisu tej analizy okredlimy te wartosé jako
warto$é progowq (réwniez wyrazana w punktach procentowych). Wspomniana warto$é progowa,
tak jak w przypadku wielu analiz, jest Scisle zwigzana z natura badanego zjawiska. Znaczace roznice
waznosci okres$lone przez wartosé progowg moga byé dodatnie i ujemne. Zwré6émy zatem uwage na

mozliwe scenariusze wynikow:

1) nieznaczaca roznica: —warto$é progowa < réznica < warto$é progowa
2) znaczaca dodatnia roznica: roznica > warto$é progowa

3) znaczaca ujemna roznica: roznica < —warto$é progowa

Znaczacym réznicom waznosci przypisuje sie nastepujaca interpretacje:

1. Znaczaca dodatnia réznica

Tranzycja charakteryzujaca sie znaczaca dodatnia réznica oznacza, ze jej waznosé, a tym sa-
mym odpowiadajacego jej elementarnego procesu, jest wicksza w modelu petnym, a mniejsza

w modelu zredukowanym.

Wydaje sie, ze jesli waznos¢ danej tranzycji ros$nie w modelu petnym to odpowiadajacy tej
tranzycji proces elementarny jest dodatkowo stymulowany przez analizowany podproces po-
miniety w modelu zredukowanym lub stymuluje on wiele mechanizméw powiazanych z ana-
lizowanym podprocesem. Mozna zatem powiedzieé¢, ze im wigksza jest znaczgca dodatnia
roznica waznosci, tym dany proces elementarny jest bardziej zwigzany z analizowanym pro-

cesem /modutem.

2. Znaczaca ujemna réznica

Tranzycja charakteryzujaca si¢ znaczaca ujemng roéznica oznacza, ze jej waznosé, a tym sa-
mym odpowiadajacego jej elementarnego procesu, jest mniejsza w modelu petnym, a wieksza

w modelu zredukowanym.

Wydaje sie, ze jesli wazno$¢ danej tranzycji maleje w modelu petnym to odpowiadajacy tej

tranzycji proces elementarny moze by¢ ostabiony przez analizowany podproces, pominiety w
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modelu zredukowanym lub jego znaczenie moze by¢ przysltoniete przez inne wazne procesy w
modelu petnym. Mozna zatem powiedzie¢, ze im wieksza jest znaczaca ujemna réznica wazno-
$ci (im mniejsza od zera), tym dany proces elementarny jest mniej powiazany z analizowanym

procesem/modutem.

Inng poréwnawcza analizg jest poréwnawcza analiza knockout. Zasadnicza roéznica miedzy
poréownawcza analizg wazno$ci a porownawcza analizg knockout jest taka sama, jak w przypadku
analizy waznosci i analizy knockout — ta pierwsza dotyczy pojedynczych tranzycji (proceséw ele-
mentarnych), podczas gdy ta druga dotyczy zbioréw tranzycji (podproceséw/modutéw). Podobnie
jest w przypadku analiz poréwnawczych, poréwnawcza analiza waznosci pozwala wykrywaé roz-
nice waznosci dla poszczegélnych tranzycji pod wplywem jakies badanego podprocesu, podczas
gdy poréwnawcza analiza knockout pozwala wykrywaé réznice waznosci dla wiekszych podproce-
sow czy modutéw. Obie analizy pozwalaja na uzyskanie ciekawych informacji strukturalnych. W
tym miejscu nalezy zaznaczyé, ze moduly sg to zbiory proceséw elementarnych, zatem waznosé
danego modutu jest powiazana z waznoscig jego sktadowych. Jednakze, czesto pojawiaja sie sy-
tuacje, w ktoérych tranzycje nalezace do tego samego modulu naleza jednoczesnie do tych samych
wsparé t-niezmiennikéw, a zatem laczy je pewna czes¢ wspoélna wsparé, do ktorych naleza. Z tego
powodu nalezy oddzielnie analizowaé¢ pojedyncze tranzycje jak i zbiory tranzycji.

Pomimo iz celem niniejszego rozdzialu jest ocena rozszerzonych metody analizy, to w duzej
liczbie przypadkoéw poprzedza je takze klasyczna analiza. Jednak w analizie niektérych modeli zre-
zygnowano z analizy t-klastrow, gdyz nie wnosita ona znaczacych rezultatéw. Ponadto, okazuje sie,
ze zaproponowane metody analizy (analiza waznosci 1 analizy poréwnawcze wykorzystujace dwa
modele z zachowaniem pokrycia sieci przez t-niezmienniki) umozliwiaja wykonanie kompleksowych
analiz w sytuacji, gdy liczba t-niezmiennikéw jest wyjatkowo duza i nie jest mozliwe przeprowa-

dzenie innych analiz.

4.2 Bardziej dokladna analiza t-niezmienniké6w — model oparty o
klasyczne sieci Petriego dotyczacy wplywu IL-18 na procesy

zapalne lezace u podstaw miazdzycy

Celem niniejszego podrozdziatu jest przedstawienie zaproponowanego modelu opartego o kla-
syczne sieci Petriego dotyczacego wplywu IL-18 na procesy zapalne lezace u podstaw miazdzycy
oraz jego analiza. Do analizy matematycznego modelu, obok klasycznych metod analizy opartych
o zbiory MCT i analize t-klastrow, wykonano bardziej doktadng analize t-niezmiennikéw. Badany
system dotyczy wplywu interleukiny 18 na procesy zapalne lezace u podstaw miazdzycy. IL-18 jest
jedna z prozapalnych cytokin wydzielanych przez makrofagi, co sugeruje, ze pelni wazne funkcje
fizjologiczne i immunologiczne. Pierwotnie, IL-18 zostata zidentyfikowana jako czynnik induku-
jacy interferon gamma, a obecnie jest nazywana wielofunkcyjna cytokina, ktora odgrywa role w
regulacji wrodzonych i adaptacyjnych odpowiedzi immunologicznych. Z tego wzgledu istotne jest
zbadanie udziatu IL-18 w procesach immunozapalnych lezacych u podstaw miazdzycy. Okazuje
sie, ze bardziej dokladna analiza t-niezmiennikéw pozwala na odkrycie interesujacych zaleznoéci,

ktorych odkrycie nie jest mozliwe przy zastosowaniu klastrowania t-niezmiennikéw.

4.2.1 Tto biologiczne

Wielokrotnie zaznaczano, iz miazdzyca jest przewlekla choroba wywotana zatrzymaniem lipi-

déw w $cianach tetnic i jest wynikiem ztozonych interakeji wielu szlakéw biologicznych, w tym prze-
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wleklych stanéw zapalnych. Jedna z cytokin zapalnych, odpowiedzialna za destabilizacje blaszki
miazdzycowej, jest interleukina-18. W niniejszym badaniu skupiliSmy sie na zaleznosciach miedzy
1L-18, cytoking odpowiedzialng za szkodliwy wplyw tworzenia i pekania blaszek miazdzycowych
[71, 175], a makrofagami charakteryzujacymi sie duza heterogenicznoscia i wszechstronnoscia odpo-
wiedzi immunologicznej. Ogolna funkcjonalno$é makrofagéw ma kluczowe znaczenie dla rownowagi
miedzy progresja 1 regresja blaszki miazdzycowej [17]. Moga one polaryzowac sie na rozne feno-
typy funkcjonalne w odpowiedzi na odmienne sygnaly srodowiskowe (np. produkty drobnoustro-
jow, uszkodzone komorki, aktywowane limfocyty) lub w réznych stanach patologicznych. Wyr6znié
mozna w duzej ogélnosci prozapalny podtyp M1, znany réwniez jako klasycznie aktywowany oraz
przeciwzapalny podtyp M2 znany, jako alternatywnie aktywowany [141]. Opis kontekstu biologicz-
nego podzielono na moduly zgodne ze schematem zaleznosci przedstawionym na Rysunku 4.1.
Kazdy modul jest opatrzony symbolem a) —y) — oznaczenia te sa zgodne z blokami znajdujacymi

sie na modelu opartym o sieci Petriego przedstawionym na Rysunku 4.2.

1. Szlak JAK-STAT stymulowany przez IFN~y (modul a)

IFN~ wyzwala przeciwwirusows i adaptacyjna odpowiedz immunologiczng poprzez Sciezke
sygnalowa JAK-STAT, ktora jest wysoce konserwatywna wewnatrzkomoérkowa Sciezka sy-
gnalowa zapewniajaca prosta i bezposrednia droge od receptoréw blonowych do jadra w
celu posredniczenia w odpowiedziach komorkowych dla licznych cytokin [80, 173, 280]. Szlak
transdukcji sygnatu JAK-STAT jest odpowiedzialny za przekazywanie sygnaléw ponad piec-
dziesieciu cytokin [107].

2. Wrodzona odpowiedZ immunologiczna i zakazenie bakteriami Gram-ujemnymi
(modut b i d)

Odpornosé wrodzona stanowi pierwsza linie obrony przed drobnoustrojami i opiera sie na
rodzinie receptoréw rozpoznajacych wzorce (receptory PRR). Niektore z unikalnych sklad-
nikéw Sciany komoérkowej bakterii stymuluja komorki odpornosciowe i stuza jako wzorce mo-
lekularne zwiazane z patogenami, rozpoznawane przez poszczegolne receptory Toll-podobne
(TLR). Lipopolisacharyd (LPS) jest odpowiedzialny za wiekszosé patogennych zjawisk zwia-
zanych z zakazeniem bakteriami Gram-ujemnymi. Jest uwalniany z bakterii Gram-ujemnych
i wiaze sie z biatkiem wiazacym LPS (LBP), bialkiem ostrej fazy obecnym w krwiobiegu,
a nastepnie z CD14, bialkiem znajdujacym si¢ na powierzchni fagocytow. LPS jest nastep-
nie przenoszony do MyD2, ktory wiaze sie z zewnatrzkomorkows czescia TLR4, po czym
nastepuje oligomeryzacja TLR4. Skutkuje to inicjacja odpowiedzi immunologicznej [288].
W dalszej kolejnosci, w odpowiedzi na zakazenie bakteryjne dochodzi do laczenia MyD88
z TLR4, a nastepnie do produkeji prozapalnych cytokin [297]. Indukowana przez cytokiny
aktywacja NF-xB zostaje przeprowadzona na Sciezce fosforylacji IkB przez kompleks recep-
torow MyD88 [288, 304]. Ponadto, LPS indukuje aktywacje nie tylko odpornosci wrodzonej,
ale takze nabytej [213]. Czescia wrodzonej odpowiedzi odpornosciowej sa komorki NK (“na-
turalni zabojcy”) [231, 260]. Komorki NK produkuja IFN+, podobnie jak komorki Thl. Co
wiecej, komorki Thl wydzielaja czynnik martwicy nowotworu (TNF), podczas gdy komorki
Th2 produkuja IL-4 [33].

3. Translokacja p50/p65 do jadra w makrofagach M1, komoérkach miesni gladkich
(SMC) i komoérkach srédblonka (EC) (modut c)

Makrofagi M1 odpowiadaja na heterodimer czynnika transkrypcyjnego NF-« (p50,/p65). Gdy
p50/p65 zostanie przeniesiony do jadra, aktywuje polaryzacje M1 i umozliwia ekspresje me-

diatoréw prozapalnych [84].
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RysSUNEK 4.1: Schemat zjawisk lezacych u podstaw powstawania zmian miazdzycowych z uwzglednieniem roli IL-18.
Elementy oznaczone tym samym kolorem i nazwa odpowiadaja tej samej czasteczce (miejscu logicznemu). Element
oznaczony “51” odpowiada kompleksowi p50/p65 i ufosforylowanemu IxkB w makrofagach. Element “52” odpowiada
heterodimerowi czynnika transkrypcyjnego NF-kB (p50/p65) we wczesnej fazie aktywowanych komorek srédblonka
(EC) w miazdzycy. Element “53” odpowiada heterodimerowi czynnika transkrypcyjnego NF-xB (p50/p65) we wcze-
snej fazie aktywowanych komérek miesni gtadkich (SMC). Element “61” odpowiada kompleksowi p50/p65 i ufos-

forylowanemu IkB w SMC. Element “p50/p6” odpowiada translokacji p50/p60 do jadra w makrofagach M1, SMC
oraz EC. Rysunek pochodzi z pracy [64].

4. Aktywacja NF-xB — szlak kanoniczny spowodowany fosforylacja IxBa przez IKK,
$ciezka sygnalowa zalezna od MyD88 (modut e)

NF-x£B reprezentuje rodzine czynnikéw transkrypcyjnych obecnych we wszystkich komérkach
eukariotycznych, ktore reguluja ekspresje gendéw zaangazowanych w odpowiedzi immunolo-
giczne i regulacje cyklu komorkowego [164, 204]. NF-kB jest aktywowany zaréwno przez
Sciezke zalezna od MyD88, jak i niezalezna od MyD88, zwiazana ze szlakami sygnalowymi
TLRA4. Do aktywacji NF-xkB dochodzi poprzez fosforylacje i degradacje inhibitora NF-xB
(IxB) przez kompleks IKK, co pozwala na translokacje NF-xB do jadra.

Aktywacja kaspazy 1 (przez TNF, a takze przez wiagzanie IRF1 z sekwencjami
SBE) (modut f)

Kaspaza 1 odgrywa wazna role we wrodzonej odpornoéci i chorobach zapalnych, poniewaz jest



4.2. Bardziej doktadna analiza t-niezmiennikéw — model oparty o klasyczne sieci Petriego dotyczqcy
wptywu IL-18 na procesy zapalne lezgce u podstaw miazdzycy 68

niezbedna do powstawania aktywnych form cytokin z ich prekursoréw: pro-1L-15 i pro-IL-18.
Aktywacja kaspazy 1 jest $cisle kontrolowana przez wielobiatkowe kompleksy — inflamasomy
[275]. Geny kodujace kaspaze 1 to geny docelowe IRF1, ktory jest aktywowany przez wiele
cytokin, w tym IFN i TNF, a takze sktadniki bakteryjne. W poczatkowej sygnalizacji posred-
niczy szlak JAK-STAT1, prowadzacy do aktywacji promotora IRF1 przez STAT i czynniki
transkrypcyjne NF-£B. Kiedy sygnal jest transdukowany przez receptor IFN, ufosforylowany
STAT1 przemieszcza sie do jadra, gdzie indukuje transkrypcje genéw odpowiedzi na IFN~y
[264].

6. Synteza IL-18 — szlak zalezny od kaspazy 1 (modutl g)

Kaspaza 1 wyzwalana przez stymulacje TNF« [130], sprzyja konwersji pro-IL-18 w dojrzala,
biologicznie aktywna forme [48, 265].

7. Tworzenie kompleksu IL-18-1IL-18R (modut h)

W funkeji IL-18 posredniczy wiazanie z receptorem IL-18 (IL-18R), ktory zawiera dwie pod-
jednostki: IL-18Ra (tancuch wigzacy ligand) i IL-18R S (tancuch przewodzacy sygnal) [311].
Ekspresja IL-18R jest zwickszana przez LPS [2].

8. Negatywna regulacja IL-18 (modut i)

Negatywna regulacja IL-18 zwiazana z hamowaniem kaspazy 1 przez tlenek azotu. NO indu-
kuje S-nitrozylacje NLRP3 i kaspazy 1 oraz zapobiega powstawaniu inflamasomu (ktorego

to rola jest aktywacja kaspazy 1) [176].

9. Synteza NO (modut j)

NO reguluje stopieni skurczu komoérek miesni gtadkich naczyn. NO wytwarzane jest w Scianie
naczyn krwionognych, gtownie z L-argininy przez srodblonkows syntaze tlenku azotu (eNOS),
ale moze byé¢ rowniez uwalniana nieenzymatycznie z S-nitrozotioli lub z azotanow /azotynéw
[320]. W warunkach fizjologicznych ekspresja indukowalnego NOS (iNOS) jest minimalna, ale
stwierdzono, ze indukuje ja infekcja, przewlekly stan zapalny i nowotwory. Jego aktywacja
wymaga IRF1 i NF-kB [45]. NO moze pelni¢ dualna role w procesie rozwoju miazdzycy

zalezng od jego stezenia o czym wielokrotnie wspomniano we wczesniejszym rozdziale.

10. Choroba ukladu krazenia pod wplywem szlaku zaleznego od NO (modut k)

iNOS moze mieé istotny, przewlekly, szkodliwy wplyw na miesien sercowy spowodowany
zwiekszona produkcja NO lub, co bardziej prawdopodobne, spowodowany nadtlenoazotynem
[266].

11. Ubikwitynacja TRAF2 i RIP1 (modut 1)

RIP1 jest czasteczka o podwdjnej funkcji, ktéra moze sprzyjaé przetrwaniu lub sprzyjacé
$mierci komorki w zaleznosci od stanu ubikwitynacji. W przypadku braku ubikwitynacji,
RIP1 stuzy jako proapoptotyczna czasteczka sygnalowa poprzez angazowanie kaspazy 8.
Mozna powiedzie¢, ze RIP1 stuzy jako niezalezny od NF-xB przelgcznik $mierci komorkowej

na wezesnym etapie sygnalizacji TNF [205].

12. Polaryzacja makrofagéw — wybrane zagadnienia (modul m) Polaryzacja makrofagow
M1/M2 jest wyzwalana przez sygnaly obecne w otaczajacym srodowisku i to one determinuja
koncowy stan aktywacji polaryzacji makrofagéw. Istotne jest, ze po ekspozycji M2 na sygnaly
M1 lub M1 na sygnaly M2, moze wystapi¢ re-polaryzacja (przelaczanie sie typow) [234, 318].

Makrofagi odgrywaja wazna role w organizmie, w tym modelu rozwaza si¢ ich role w procesie
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rozwoju miazdzycy, co doktadnie opisano juz w rozdziale poprzednim. Rozréznia sie dwa typy
makrofagéw: makrofagi klasycznie aktywowane — M1, oraz alternatywnie aktywowane — M2
[304].

e Makrofagi M1 (stymulowane przez IFN~y i TNFa), sa gtownie zaangazowane w produkcje
cytokin prozapalnych: IL-1, I1-6, IL-12 i IL-23. Aktywacja typu M1 wiaze sie z aktywacja
kaspazy 1 i konwersja pro-1L-18 do aktywnej IL-18.

o Makrofagi M2 sa gléwnie zaangazowane w produkcje cytokin przeciwzapalnych, m.in.
IL-10. IL-10 wzmacnia fenotyp makrofagéw M2 indukowanych przez IL-4. IL-4 dzialta
poprzez kompleks z receptorem IL-4 (IL-4-1L-4R), ktory aktywuje STAT6, podczas gdy
IL-10 promuje fenotyp M2 poprzez aktywacje STAT3 przez receptor IL-10 [35].

13. Peroksydacja lipidéw (modutl n)

NO jest zaangazowany w redukcje anionorodnika ponadtlenkowego do nadtlenoazotynu. Me-
chanizm ten jest Scisle zwiazany z utlenianiem LDL i wytwarzaniem utlenionej lipoproteiny
o niskiej gestosci — oxLDL [200].

14. Synteza IL-18 — szlak niezalezny od kaspazy 1 (modut o)

W syntezie IL-18 moze posredniczy¢ kaspaza 8. Zaleznosé te wykryto poprzez bardziej szcze-

gotowa analize t-niezmiennikéw (patrz paragraf 4.2.3 Analiza i wyniki).

15. Regulacja sygnalizacji TNFR1 (modutl p)

TNFR1 ma dzialanie plejotropowe, takie jak indukcja apoptozy i aktywacja czyn-
nika transkrypcyjnego NF-xB. Stymulacja TNF indukuje wiazanie kompleksu
TRADD-RIP1-TRAF2-TRAF5 z TNFRI1. Bialka TRAF katalizuja nastepnie poliubikwi-
tynacje kinazy RIP1, indukujac asocjacje RIP1 z kompleksem IKK (IKK1/IKK2/NEMO)
[129]. Kompleks TRADD-RIP1-TRAF2 dysocjuje od TNFR1 i rekrutuje FADD, inne biatko
efektorowe TNF, do utworzenia kompleksu apoptotycznego, ktory aktywuje kaspaze 8 [219].

16. Rola interleukin uwalnianych przez klasycznie aktywowane makrofagi M1 (modul
r)
Interleukiny uwalniane przez makrofagi M1: IL-1, I1-23, IL-6, IL-10 (wysoki poziom) i IL-12
(wysoki poziom). Cytokiny te sa wytwarzane przez kilka wrodzonych i szpikowych komorek
uktadu odpornosciowego, w tym makrofagi i komorki dendrytyczne [79]. IL-10 i IL-12 odgry-
waja bardzo wazna role immunoregulacyjna w obronie gospodarza i homeostazie immunolo-
gicznej organizmu ludzkiego [170]. IL-23 dziala prozapalnie i bierze udzial w réznicowaniu i
stabilizacji komorek Th17 poprzez oddziatywanie na limfocyty T pamieci [79, 299]. Podczas
dhugotrwalej i rozregulowanej ekspozycji na IL-15 i IL-23, komoérki Th17 rekrutuja zapalne
komorki szpiku, aby wywola¢ miejscowe zapalenie tkanek [36]. IL-17 sprzyja nadci$nieniu

samoistnemu, prawdopodobnie nadci$nieniu indukowanemu angiotensyna II [172, 203].

17. Rozwdj miazdzycy (modutl s)

Monocyty przyciagane przez rézne bodzce prozapalne przyczepiaja sie do objetego stanem za-
palnym $rodblonka naczyniowego i przenikaja do blony wewnetrznej tetnicy, gdzie réznicuja
sie do makrofagow. Makrofagi blony wewnetrznej fagocytuja oxLDL [29]. Zmodyfikowany
LDL pochtaniany przez makrofagi prowadzi do utworzenia komoérek piankowatych. W wyniku
nagromadzenia oxLDL w komérkach piankowatych dochodzi do ich rozpadu i tworzenia poza-
komoérkowych ztogéw cholesterolu [212]. Nagromadzenie lipoprotein w zmianach miazdzyco-

wych prowadzi do ich progresji i powstawania ztozonych blaszek miazdzycowych. Rozwijaja
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sie one w tych obszarach, w ktorych nasilenie nacieczen (smug) ttuszczowych jest najwicksze.
Zlozone blaszki miazdzycowe charakteryzuja si¢ znacznym zwloknieniem i wspoélistnieniem
pozakomorkowych ztogéw cholesterolu, ktére tworza tzw. rdzen lipidowy blaszki wypelniony
cholesterolem i martwiczymi pozostatosciami tkanek. Objawy kliniczne tego procesu zaleza od

umiejscowienia blaszki miazdzycowej i wystepowania zjawisk zakrzepowo-zatorowych [269].

18. Przyciaganie monocytow — klasycznie aktywowane makrofagi M1 (modul t)

Wiadomo, ze monocyty odgrywajace kluczowa role w homeostazie tkanek, odpornosci ochron-
nej oraz promowaniu i zwalczaniu stanu zapalnego, pochodza ze szpiku kostnego z komorek
progenitorowych, a nastepnie sg uwalniane do krwi obwodowej. Po 10 do 20 godzinach wni-
kaja do tkanek, aby zosta¢ zaktywowane i roznicowaé sie w makrofagi [233, 85]. Makrofagi
moga nabywaé rozne fenotypy i funkcje biologiczne w zaleznosci od mikrosrodowiska i stanu
metabolicznego. Makrofagi M1 wywolane bodzcami prozapalnymi maja cechy prozapalne.
Makrofagi o fenotypie M1 posrednicza w odpornosci na wewnatrzkomorkowe patogeny i no-

wotwory w kontekscie odpowiedzi wywolywanych przez Thl [179].

19. Tworzenie apoptosomu i aktywacja kaspaz efektorowych: kaspaza 3, 6 i 7 (modut
u)
Aktywacja kaspaz w komorkach ssakow odbywa sie za posrednictwem dwoch gtownych drog,
okreslanych jako “szlak wewnetrzny” i “szlak zewnetrzny”. Szlak wewnetrzny jest zalezny od
mitochondriow, a szlak zewnetrzny zwiazany jest z receptorami btonowymi i ich ligandami.
Kluczowym elementem w szlaku wewnetrznym (mitochondrialnym) jest kompleks biatkowy
— apoptosom, ktory umozliwia aktywacje kaspazy 9 [11]. Kaspaza 9 moze bezposrednio ak-

tywowac kaspazy efektorowe [210].

20. Wysoki poziom aktywnej kaspazy 8 (modul w)

Zewnetrzny szlak apoptozy jest indukowany przez aktywacje rodziny receptoréw powierzch-
niowych komorek TNF za posrednictwem ligandow [205]. Gléwne receptory §mierci, DR4 i
DR5, oraz Fas indukuja $mieré¢ komorki po ligacji odpowiednio z TRAIL lub ligandem Fas
(FasL), po czym nastepuje rekrutacja prokaspazy 8 [168]. W blonie komoérkowej tworzy sie
duzy kompleks biatkowy (degradosom), ktory aktywuje kaspaze 8. Aktywna kaspaza 8 bez-
posrednio aktywuje kaspazy efektorowe. TNFR1 moze wywolaé przeciwstawne odpowiedzi w
tej samej komorce: jedna prowadzi do odpowiedzi sprzyjajacej przezyciu (poprzez aktywacje
szlaku sygnatowego NF-xB), podczas gdy druga prowadzi do $mierci komorki (aktywacja
kaspazy 8 1 3) [185].

21. Hamowanie kaspazy 8 (modut x)

Hamowanie kaspazy 8 i hamowanie apoptozy spowodowane wysokim poziomem biatka cFLIP.
cFLIP hamuje apoptoze za posrednictwem receptoréw $mierci, zapobiegajac aktywacji ka-
spazy 8 [126].

22. Pozytywna regulacja STAT6 — promowanie polaryzacji makrofagéw M2 (modul
Y)
Pozytywna regulacja STAT6 promuje polaryzacje makrofagéw M2 w celu zahamowania roz-
woju miazdzycy. Stwierdzono, ze STAT3 i STAT6 sg potencjalnie zaangazowane w regulacje
przetacznika fenotypowego z M1 na M2 [32]. Przeciwzapalne wlasciwosci M2 indukowane
przez IL-4 lub IL-13 sa zwiazane z naprawsa tkanek i klirensem endocytowym poprzez wy-

dzielanie czynnikow przeciwzapalnych [90]. IL-10 wzmacnia fenotyp M2 indukowany przez
IL-4 [174].
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4.2.2 Model

Zaproponowany model oparty o klasyczne sieci Petriego dotyczacy wptywu IL-18 na procesy
zapalne lezace u podstaw miazdzycy zostal utworzony za pomoca narzedzia Snoopy [117]. Model
przedstawiony jest na Rysunku 4.2 i zostal podzielony na podprocesy oznaczone od a) do y), ktore

odpowiadaja modutom opisanym w poprzednim paragrafie.
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RysUNEK 4.2: Model oparty o klasyczne sieci Petriego dotyczacy wptywu IL-18 na procesy zapalne lezace u podstaw
miazdzycy. Zaproponowany model zostal podzielony na czesci odpowiadajace poszczegdlnych zjawiskom biologicz-
nym: a) szlak kinaz janusowych oraz przetwornika sygnatu i aktywatora transkrypcji (JAK-STAT) stymulowany
przez interferon gamma (IFN+); b) wrodzona odpowiedz immunologiczna; ¢) translokacja p50/p65 do jadra w ma-
krofagach M1, komoérkach mieséni gtadkich (SMC) i komérkach §rodbtonka (EC); d) infekcja bakteryjna (bakterie
gram-ujemne); e) aktywacja NF-xkB — $ciezka kanoniczna poprzez fosforylacje IkBa przez kompleks kinaz (IKK)
(Sciezka sygnalowa zalezna od MyD88); f) aktywacja kaspazy 1 przez czynnik martwicy nowotworéw (TNF), a
takze wigzanie STAT1 z czynnikiem regulacyjnym interferonowym 1 (IRF1) (za posrednictwem sekwencji elementu
wiazacego STAT (SBE)); g) synteza IL-18 (szlak zalezny od kaspazy 1); h) tworzenie kompleksu IL-18-IL-18R; i)
negatywna regulacja IL-18, wynikajaca z hamowania kaspazy 1 przez tlenek azotu; j) synteza NO; k) zdarzenia
sercowo-naczyniowe wywolane przez szlaki zalezne od NO; 1) ubikwitynacja TRAF2 (czynnik aktywujacy 2 zalezny
od TNF) i RIP1 (bialtko oddziatujace z receptorem 1); m) polaryzacja makrofagéw; n) peroksydacja lipidéw (oxLDL);
o) synteza IL-18 (szlak niezalezny od kaspazy 1) i stymulacja sasiadujacych komoérek srodblonka; p) regulacja sy-
gnalizacji TNFR1; r) rola IL-1, IL-23, IL-6, wysoki poziom IL-10 i IL-12 (uwalniane przez klasycznie aktywowane
makrofagi M1); s) progresja miazdzycy; t) przyciaganie monocytéw (klasycznie aktywowane makrofagi M1); u)
tworzenie apoptosomu i aktywacja kaspaz efektorowych: kaspazy 3, 6, 7; w) wysoki poziom aktywnej kaspazy 8; x)
hamowanie kaspazy 8 i hamowanie apoptozy (przez wysoki poziom cFLIP); y) pozytywna regulacja (regulacja “w
gore”) STAT6 promuje polaryzacje makrofagow M2 w celu zahamowania miazdzycy. Rysunek pochodzi z pracy [64]

Zaproponowany model jest zawiera 84 pasywne komponenty (miejsca), 98 aktywnych kom-

ponentéw (tranzycji) i jest scharakteryzowany przez 22 nietrywialne zbiory MCT, 15 t-klastrow
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oraz jest pokryty przez 78 t-niezmiennikéw. Nazwy miejsc i tranzycji zawarte zostaly odpowiednio
w Tabelach 4.1 i 4.2. Tabele te zawieraja dwie kolumny: ID — zawierajaca identyfikator miej-

sca/tranzycji oraz Znaczenie biologiczne — kolumna zawierajaca odpowiadajaca identyfikatorowi

nazwe miejsca/tranzycji, ktora okresla jej przeznaczenie w systemie.

TaBeELA 4.1: Lista nazw pasywnych komponentéw sieci — miejsc (patrz [64]).

ID | Znaczenie biologiczne ID | Znaczenie biologiczne
Po aktywny czynnik aktywujacy peptydaze apop- | ps2 | komorki piankowate [200]
totyczna 1 (APAF1) [133]
p1 kompleks APAF1 i cytochromu ¢ [133] pa3 | wysoki poziom aktywnej kaspazy 8 [42]
p2 | zrekrutowane bialko FADD (domena $mierci | pssa | duze naprezenia Scinajace [200]
zwigzana z Fas) [42]
p3 | duze ilosci FAS i FASL [42] pas | INOS [200]
P4 ICAM1 pag | niski poziom aktywnej kaspazy 8
ps | kompleks IFN~v i IFNRs [221] pa7 | oxLDL [200]
pe | kompleks kinaz IKK oraz udzial podjednostki | psg | tlenek azotu [200]
regulatorowej NEMO [128]
p7 1L-18 [130, 265, 304] pag | kompleks p50/p65 i ufosforylowanego IkB w
obrebie makrofagow [128]
P8 IL-18R [311] pso | heterodimer czynnika transkrypcyjnego NF-
kB (p50/p65) we wezesnej fazie aktywowanych
komoérek srédblonka (EC) w miazdzycy [128]
P9 kompleks IRAK1P-TRAF6-TAB2-TAB1- | ps1 | heterodimer czynnika transkrypcyjnego NF-
TAK1 na blonie komérkowej kB (p50/p65) we wczesnej fazie aktywowanych
komoérek miesni gladkich (SMC) [302]
p1o | zdegradowany TIRAK1 ps2 | nadtlenoazotyn [200]
p11 | aktywowana Sciezka JAK-STAT1 ps3 | pro-IL-18 [265, 304]
p12 | biatko wiazace lipopolisacharyd (LBP) [145, | ps4 | zrekrutowana pro-kaspaza 8
288]
p1s | lipopolisacharyd (LPS) [2, 145, 213, 288, 304] | pss | promieniowanie i/lub toksyny i/lub niedotle-
nienie
p14 | kompleks LPS i LBP [145, 288| pse | skrécona forma biatka BID
p1s | MCP1 ps7 | skrocona forma biatka BID w mitochondriach
pie | MyD88 [288, 304] psg | aktywowane biatka STAT3 [304]
p17 | ubikwitynowany RIP1 ps9 | kompleks p50/p65 i ufosforylowanego IxkB w
SMC [128]
p1g | kompleks receptoréw IL-18 i MyD88 [288, 304] | pso | IL-4 [304]
p19 | aktywowany TAK1 pe1 | klasycznie aktywowane makrofagi M1 [304]
p2o | aktywowany TLR4 [145, 288] pe2 | wysoki poziom klasycznie aktywowanych ma-
krofagow M1 [304]
p21 | kompleks TLR-MyD88-IRAK4-IRAK1P- | pg3 | wysoki poziom IL-12 [304]
TRAF6
p22 | kompleks TLR-MyD88-IRAK4-IRAK1P pea | brak zapalenia
p23 | kompleks TLR-MyD88-IRAK4 pes | aktywna kaspaza 3, 6 1 7 [133)]
p24 | endocytozowany TNFR1 pee | Podobny do czynnika martwicy nowotworéw
induktor apoptozy (TWEAK) [24]
p2s | stabilny TNFR1 przez wigzanie z SODD [302] | ps7 | wysoki poziom IL-10 [304]
p2s | TNFa [130] pes | subpopulacja aktywowanych limfocytow T,
limfocytéw T pomocniczych 2 (Th2) i CD4 [33]
p27 | kompleks TRAF2-TRADD-RIP1-TRAF5- | pgg | nieaktywna kaspaza 1 [156]
TNFRI1
p2s | autoubikwitynowany TRAF2 pro | brak IL-18 [156]
p29 | TRAIL pr1 | limfocyty Thl i limfocyty T CD8T
p30 | DR5 1 DR4 (receptory TRAIL) pr2 | komorki NK [231, 260]
p31 | kompleks UBCI13-UEV1A-TRAF6-TAKI1P- | prs | makrofagi tkankowe
TAB2P-TAB1
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ID | Znaczenie biologiczne ID | Znaczenie biologiczne
p32 | VCAMI1 pra | IL-6 [304]
p33 | aktywny kompleks DISC typu I [42] p75 | TrOozwdj proceséw przeciwzapalnych
p34 | kompleks IL-18 i receptora IL-18 (IL-18Ra and | p7e¢ | IFN~y
IL-18Rp) [10, 311]
p3s | aktywny kompleks sygnalizacyjny TNFR1 pr7 | IL-15 [240, 285, 304]
p3e¢ | apoptosom [133] prs | IL-23 [240, 285, 304|
p37 | cFLIP [42] pr9 | cytokiny wydzielane przez komoérki Th17 (IL-
17, IL-21 i IL-22) [157, 285]
p3s | choroba sercowo-naczyniowal200] pso | limfocyty T regulatorowe
p3g | ICE/kaspaza 1 proteaza [265] pg1 | oksydaza NADPH [300]
p4o | zaburzenie kurczliwosci [200] pg2 | kompleks IL-4 i IL-4R [304]
pa1 | cytochrom c [133] ps3 | alternatywnie aktywowane makrofagi M2 z
SRA1 i CD163 [304]
TABELA 4.2: Lista nazw aktywnych komponentow sieci — tranzycji (patrz [64]).
ID | Znaczenie biologiczne ID | Znaczenie biologiczne
to aktywacja pro-interleukiny 18 przez kaspaze 1 | t49 | hamowanie aktywnej kaspazy
[8, 48]
t1 | wiazanie IL-18 z receptorem IL-18R [286] ts0 | zwiekszenie ilos¢ cFLIP [154, 305]
to infekcja bakteryjna ts1 | hamowanie apoptozy [154, 286]
t3 | dimeryzacja kaspazy 8 i aktywacja komorek | tse | szlak wewnetrzny apoptozy [186, 305]
typu I (komorki, w ktérych aktywacja kaspazy
8 jest wystarczajaca do wywotania apoptozy)
[185, 305]
ts | rozszczepienie i aktywacja kaspaz 3,617 ts3 | wiazanie cytochromu ¢ z APAF1 [186]
ts | trimeryzacja TNFR1 [302] ts4 | wywolanie tworzenia apoptosomu [186]
te | synteza NO ts5 | hamowanie kaspazy 1 [156]
tr tworzenie kompleksu TRAF2-TRADD-RIP1- | ts¢ | trimeryzacja receptoréw $mierci TRIAL [154]
TRAF5-TNFR1 [302]
tg rekrutacja pro-kaspazy 8 pod wptywem FADD | t¢57 | onkogeneza/stan zapalny [154]
[136, 154]
tg wzmocnienie aktywnosci oksydazy NADPH | tsg | SODD wiaze sie z TNFR1 prowadzac do jego
przez TWEAK (24, 300] stabilizacji [302]
tio | peroksydacja lipidow tso | aktywacja STAT3 przez kompleks IL-6, recep-
tor IL-6 i glikoproteing 130 (klasyczny szlak
sygnalowy) [307]
t11 | przeksztalcenie w komorki piankowate teo | indukowanie IL-4R i wigzanie z IL-4 [296]
t12 | wiazanie LPS i LBP [145, 209] té1 | promowanie proceséw przeciwzapalnych przez
STAT6 [296]
ti3 | prezentowanie LPS dla TLR4, CD14 i | te2 | synteza IL-4 indukowana przez makrofagi M2
Myd2[145, 209]
t14 | translokacja p50/p65 do jadra w makrofagach | tez | uwalnianie IL-12 przez klasycznie aktywowane
M1, komorek mieséni gladkich i komoérek §rod- makrofagi M1
blonka [128]
t15 | laczenie TLR4 i MyD88 poprzez TIRAP [209] | t6s | hamowanie ekspresji genow specyficznych dla
makrofagow M1 [318]
ti6 | rekrutowanie IRAK4 [286] tes | nasilenie apoptozy i odpowiedzi przeciwzapal-
nej [318]
ti7 | laczenie z IRAK1 i jego fosforylacja [286] tes | synteza INF~ poprzez IL-12
tigs | rekrutowanie TRAF6 i wiazanie do IRAK1 | tg7 | sekwestracja TWEAK
[286]
ti9 | dysocjacja IRAK1P i TRAF6 [286] tes | synteza INF~ poprzez kompleks IL-12 i IL-12R
za posrednictwem STAT3 i STAT4
too | fosforylacja TAK1 i TAB2 [286] teo | negatywna rola IL-18 [156]
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ID | Znaczenie biologiczne ID | Znaczenie biologiczne
to1 | translokacja kompleksu TRAF6-TAKI1P- | t7o | brak dzialania IL-18 [156]
TAB2P-TABI1 do cytozolu [286, 302]
too | ubikwitynacja TRAF6 [286] t71 | odpowiedZ immunologiczna adaptacyjna [209]
tog | fosforylacja IKK- — aktywacja NF-xkB — ka- | t72 | wrodzona odpowiedZ immunologiczna [209]
noniczna (klasyczna) Sciezka [128]
tos4 | polaczenie aktywnej IL-18, IL-18R « i B oraz | t73 | synteza IFN~
Myd88 (IL-18-IL-18Ra-1L-18RA3-MyD88)
tos | internalizacja TNFR1 zalezna od klatryny | t74 | transformacja makrofagéw tkankowych do M1
[259] [304]
tog | ubikwitynacja RIP1 t7s5 | poziom normalny/norma [304]
ta7 | RIP1 rekrutuje TAK1 poprzez TAB2 t7¢ | uwalnianie IL-6 przez klasycznie aktywowane
makrofagi M1 [307]
tog | potlaczenie przez domeny $mierci w obrebie | ty7 | procesy prowadzace do regresji blaszki miaz-
FADD (136, 154] dzycowej [318]
tog | rekrutowanie MyD88 t7g | réznicowanie w Th17 [157, 240]
t3o synteza pro-1L-18 [48] t7g uwolnienie IL-153 przez klasycznie aktywowane
makrofagi M1 [157, 285]
t31 | progresja blaszki miazdzycowej tgo | uwalnianie IL-23 przez klasycznie aktywowane
makrofagi M1 [157, 285]
ts2 | modulowanie poprzez TNF tg1 | zapalenie autoimmunologiczne, nadci$nienie
samoistne [157, 285|
taz | przyciagganie monocytéw tgo | zmiany $rodowiska immunologicznego stymu-
lowane przez ludzkie limfocyty T regulatorowe
(Treg)
tzsa | stymulacja sasiednich komérek srédblonka tgz | produkcja IL-10 przez Treg
t3s | ubikwitynacja TRAF2 tga | IL-10 wzmacnia fenotyp M2 indukowany przez
IL-4 [174]
t3¢ | rekrutowanie FADD [259] tgs | wzmocnienie funkcji efektora M2
t37 | wiazanie IFN~ i jego receptorow (IFNGR1 i | tge | zrédlo oksydazy NADPH [300]
IFNGR2), a nastepnie interakcja migedzy pod-
jednostkami IFNR i JAK1 (IFNGR1) oraz
IFNR i JAK2 (IFNGR2), co aktywuje utajone
cytoplazmatyczne STAT1 [199]
t3g | oligomeryzacja receptora IFN~ i aktywacja po- | tg7 | wiazanie STAT1 z sekwencja SBE IRF1 [199]
przez transfosforylacje JAK1 i JAK2 zwia-
zanych z receptorem, a nastepnie aktywacja
STAT1 [199, 221]
t3g9 | zaburzenia kurczliwosci serca [200] tgs | interakcja FAS-FASL [259]
tso | objawy choroby sercowo-naczyniowej [200] tgg | szlak proteasomu w aktywowanym SMC [128]
tq1 | rozmicowanie si¢ limfocytéw Th w podtyp Thl | ¢g9o | mechanizmy aktywacji SMC [128]
przy infekcji
tys | wytwarzanie reaktywnych form tlenu (ROS) w | t91 | wydzielanie IFN~vy
przewleklej chorobie nerek, zwtaszcza podczas
hemodializy [200]
tsz | zdarzenia sercowo-naczyniowe [200] toa | regulacja migracji i infiltracji monocy-
téw /makrofagow
tqa | rozpad BID pod wplywem wysokiego poziomu | tg3 | rola VCAMI1 [190]
aktywnej kaspazy 8 [186]
tss | aktywacja kompleksu kinaz [128] toa | rola ICAM1 [190]
tss | translokacja skroconej formy biatka BID do | tos | Srodowisko zapalne [48]
mitochondriéw [186, 305]
tq7 | uwalnianie cytochromu c¢ z mitochondriéw do | tgs | Produkcja TRAIL przez rozne komorki
cytozolu poprzez zaburzenia mitochondrialne
[186]
tss | aktywacja kaspazy 9 [186] tg7 | synteza IL-18 za posrednictwem szlaku nieza-
leznego od kaspazy 1




4.2. Bardziej doktadna analiza t-niezmiennikéw — model oparty o klasyczne sieci Petriego dotyczqcy
wptywu IL-18 na procesy zapalne lezgce u podstaw miazdzycy 75

4.2.3 Analiza i wyniki

Analiza modelu wptywu IL-18 na procesy zapalne w miazdzycy opiera sie zaréwno o klasyczne
metody analizy jak i rozszerzone. Przede wszystkim zawiera bardziej doktadna, manualng analize t-
niezmiennikéw i analize strukturalng knockout. Wspomniana, szczegdétowa analize t-niezmiennikéw

poréwnano z analiza klastréw, dajac tym samym poglad na ogélnosé klastrowania.

Analiza zbioré6w MCT oraz analiza t-klastréow

Zaproponowany model zawiera 22 nietrywialne zbiory MCT opisane w Tabeli 4.3. Precyzu-
jac, Tabela 4.3 zostala podzielona na cztery kolumny: ID — kolumna zawierajaca identyfikatory
kolejnych zbiorow MCT, Zawarte podprocesy (Rys. 4.2) — kolumna okreslajaca, ktore podprocesy
z Rysunku 4.2 sg zwiazane z poszczegblnymi zbiorami MCT, Zawarte tranzycje — kolumna skta-
dajaca sie z tranzycji nalezacych do poszczegdlnych zbiorow MCT, oraz Znaczenie biologiczne —

kolumna zawierajaca opis znaczenia biologicznego poszczegolnych zbioréw MCT.

TABELA 4.3: Lista nietrywialnych zbiér MCT — zbioréw skladajacych sie z co najmniej dwoch tranzycji nalezacych

do wsparé¢ doktadnie tych samych t-niezmiennikéw (patrz [64]).

Zawarte 7 "
awarte
ID | podprocesy W Znaczenie biologiczne

tranzycje
(Rys. 4.2) el

t1, t2, tie, t17, t18,
mi d, e, h t19, t20, to1, to2, tog, | Szlak sygnatowy Myd88 w ktéorym posredniczy IL-18R.

ta1

t t t t t
ma u 44y 146, AT, B8, 5525 | yWownetrzny szlak apoptozy. Szlak ten powstaje w wyniku sy-

t53, T54 gnaléw pochodzacych z wnetrza komorki i jest zwiazany z
rozszczepieniem BID przez promieniowanie, toksyny lub nie-
dotlenienie. Nastepnie rozszczepiony BID przemieszcza sie do
mitochondriéow, gdzie bierze udzial w uwalnianiu aktywnego
APAF1 i cytochromu ¢ z mitochondriéw do cytozolu. Aktywny
APAF1 i cytochrom c tworza kompleks, ktéry prowadzi do
powstania apoptosomu i aktywacji kaspazy 9, ktéra inicjuje

apoptoze i aktywacje kaspaz wykonawczych.

t12, t1z, tis, tr1, t , ] ]
125 7135 P15, BTy 2725 Rozpoznawanie wzorca lipopolisacharydu przez kompleksy

t
s TLR4. Aktywowany TL4 jest zaangazowany w polaczenie
TLR i MyD88 poprzez TIRAP.

my c, e t14, tos, tas, tgog, too Aktywacja NF-xB (szlak kanoniczny) poprzez fosforylacje

IkBa przez IKK (szlak sygnatowy zalezny od MyD88). Trans-
lokacja p50/p65 do jadra w makrofagach M1, SMC i EC.

ms y, T tso, teo, tel, te2, t7e Polaryzacja M2 indukowana przez IL-4 wywolana szeregiem

reakcji, poczawszy od aktywacji kompleksu IL-6-1L6-R-gp130
przez STAT3 (pod wplywem wysokiego poziomu IL-10), ktory
indukuje wigzanie IL-4 z IL-4R, co skutkuje aktywacja szlaku
STATS6.

me k,n t39, ta0, ta2, ta3 Duze naprezenia $cinajace (spowodowane obecnoscia ROS)

i dysfunkcja kurczliwosci serca (spowodowana obecno-
Scig tlenku azotu) prowadza do rozwoju choréb sercowo-

naczyniowych.

my r trs, trg, tgo, ts1 Wysoki poziom klasycznie aktywowanych makrofagow M1
uwalnia IL-1 i IL-23, ktére wplywaja na tworzenie Th17. Ko-

morki Th17 sa zaangazowane w nadci$nienie samoistne.

ms g to, t30, tos Klasycznie aktywowane makrofagi M1, pod wplywem mikro-
$rodowiska zapalnego, indukujg synteze IL-18 poprzez rozsz-

czepienie pro-1L-18 przez kaspaze-1.
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Zawarte Zawarte
ID podprocesy . Znaczenie biologiczne
tranzycje
(Rys. 4.2)

mg P ts, t7, ts8 Szereg reakcji wplywajacych na w utworzenie kompleksu
TRAF2-TRADD-RIP1-TRAF5-TNFR1.

mio P tos, tae, tss Internalizacja TNFR1 wyzwala sygnaly proapoptotyczne (za
posrednictwem FADD).

mi1 1 toe, ta7, tas Kompleks TRAF2-TRADD-RIP1-TRAF5-TNFR1 i cFLIP
prowadza do ubikwitynacji TRAF2, a nastepnie ubikwitynacji
RIP1, ktoéra rekrutuje TAK1 (przez TAB2).

mig a, f ta7, tas, tg7 Szlak JAK-STAT stymulowany przez IFN+v. Proces prowa-
dzacy do syntezy NO.

mis3 i tss, teg, t70 Tlenek azotu prowadzi do zahamowania kaspazy 1 poprzez
S-nitrozylacje reszt cysteinowych w miejscach aktywnych. Ne-
gatywna regulacja syntezy IL-18.

mi4 y tea, tes, t77 Procesy prowadzace do regresji blaszki miazdzycowej, a wiec
stymulowanie szlakéw przeciwzapalnych. Skutkuje to hamo-
waniem ekspresji genow specyficznych dla makrofagéw M1 i
promowaniem ekspresji genéw specyficznych dla makrofagow
M2.

mis y te7, ts2, ts3 Interakcja TWEAK-CD163 w makrofagach.

mi6 tg, t2g TRAIL lub FasL wiaza swoje receptory, co indukuje trimery-
zacje receptora i tworzenie kompleksu sygnatowego indukuja-
cego $mieré¢ komorki (DISC), komérki typu I sktadajace si¢ z
FADD i kaspaze-8.

miy n tg, tse Tworzenie nadtlenoazotynu katalizowane przez oksydaze
NADPH.

mig t t3s, tog Przyciaganie monocytéw (pod wplywem TRAIL).

mig x tag, t51 Zwiekszona ilo§é cFLIP moze hamowaé tworzenie DISC po-
przez konkurowanie z kaspaza-8/10 o wiazanie z FADD.

mao t tse, t57 TRAIL i jego pokrewne receptory: trimeryzacja receptorow
$mierci (DR5 i DR4).

ma1 m tra, trs Transformacja makrofagéw tkankowych do M1 (wysoki po-
ziom klasycznie aktywowanych makrofagow M1).

ma2 c to3, toa Rola VCAMI1 i ICAMI1.

Analiza zbioréw MCT pozwolita na okreslenie funkcjonalnych blokoéw badanego procesu. W na-

stepnej kolejnosci przeprowadzono klastrowanie 78 t-niezmiennikéw, gdzie zastosowano algorytm

oparty na metodzie sredniego wigzania i wybrano nieskupiong miare dystansu Pearsona. Wskaz-

nikiem najlepszego klastrowania byl indeks MSS, podczas gdy liczba t-klastrow zostala okreslona

przy uzyciu wspoétczynnika Caliriskiego-Harabasza. W wyniku analizy t-klastrow otrzymano 15

t-klastrow, ktorym przypisano znaczenie biologiczne — opisy zawarto w Tabeli 4.4. Ponadto, in-

formacje o rozkladzie t-niezmiennikow w obrebie poszczegélnych t-klastrow sg zawarte w pracy

[64].

TABELA 4.4: Lista t-klastrow — skupien sktadajacych sie z podobnych do siebie t-niezmiennikéow (Tabela pochodzi

z artykulu konferencyjnego [64]).

ID | Interpretacja biologiczna

c1 Szlaki sygnalowe apoptozy indukowane przez TRAIL. Zahamowanie kaspazy 8 przez zwigkszona ilo$¢
cFLIP.

co Aktywacja wewnetrznego szlaku apoptotycznego z udzialem mitochondriéw, w wyniku sygnaléw pocho-
dzacych z komorki, w tym stresu komoérkowego lub uszkodzenia DNA. Rozwdj proceséw przeciwzapalnych
w odpowiedzi na wysoki poziom IL-10. Uszkodzenie mitochondriéw i pdzniejsza aktywacja kaspazy 9 za
posrednictwem apoptosomu, co bezposrednio aktywuje kaspaze 3, bedaca kaspaza efektorows.

c3 Wewnetrzny szlak apoptotyczny z udzialem mitochondriéw, podobnie jak w klastrze cg, ktéremu towa-
rzyszy rozszczepienie i aktywacja kaspaz 3, 61 7.
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ID | Interpretacja biologiczna

cq Produkcja nadtlenoazotynu, w ktora zaangazowany jest TWEAK, poprzez doprowadzenie do reakcji ka-
talizowanej przez oksydaze NADPH. Makrofagi M2 powoduja sekwestracje TWEAK, gdy obserwuje sie
wysoki poziom IL-10. Nadtlenoazotyn jest zaangazowany w peroksydacje lipidéw i prowadzi do utworze-
nia zmodyfikowanego utlenionego LDL, ktéry to wraz z IL-18 prowadzi do stymulacji sasiednich komérek
srodblonka i wydzielania MCP1 (IL-18 jest wytwarzana przez szlak niezalezny od kaspazy 1).

cs Klaster zawiera niemal wszystkie procesy zawarte w modelu, z wylaczeniem nastepujacych podproceséw:
y 1% y s yig epujacych podp

e Hamowanie kaspazy 1 spowodowane przez NO.

e Endocytoza TNFR1 z kompleksu TRAF2-TRADD-RIP1-TRAF5.

o Uszkodzenie mitochondriéw i pézniejsza aktywacja kaspazy 9 za posrednictwem apoptosomu.

c6 Przyciaganie monocytéw spowodowane przez MCP1, VCAMI1, ICAM1 i TRAIL (w onkogenezie) pro-
wadzi do wysokiego poziomu klasycznie aktywowanych makrofagow M1. W onkogenezie trimeryzacja
TRAIL i receptoréw $mierci prowadzi do rekrutacji prokaspazy 8 przez FADD. Polaczenie w obrebie
FADD i TNFR prowadzi do aktywacji komoérek DISC typu I i zwigkszonej ilos¢ cFLIP. cFLIP wraz
z kompleksem TRAF2-TRADD-RIP1-TRAF5-TNFR1 prowadzi do ubikwitynacji TRAF2, a w konse-
kwencji do ubikwitynacji RIP1. RIP1 rekrutuje TAK1 poprzez TAB2, ktory jest czesciag kompleksu IKK
zaangazowanego w fosforylacje IxB (ktora stymuluje translokacje p50/p65 do jadra w makrofagach M1,
SMC i EC). translokacja p50/p65 do jadra w makrofagach M1 i SMC i EC prowadzi do wydzielania
iNOS, ktory wplywa na synteze NO. Synteza NO prowadzi miedzy innymi do produkcji nadtlenoazo-
tynu, ktéory wraz z wysokim poziomem kaspazy 8 powoduje aktywacje kaspaz 3, 6 i 7. Wysoki poziom
kaspazy 8 jest spowodowany trimeryzacja TRAIL i receptoréw $mierci TRAIL (w onkogenezie). Aktywne
kaspazy 3, 6, 7, a takze TWEAK prowadza do przeciwzapalnego wzmocnienia apoptozy. Sekwestracja
TWEAK jest spowodowana przez makrofagi M2 w przypadku gdy obserwuje sie wysoki poziom IL-10.
Ponadto NO jest zaangazowany w dysfunkcje skurczowa serca, prowadzac do wystapienia objawow i
zdarzen sercowo-naczyniowych. Objawy te sa dodatkowo stymulowane przez generowanie reaktywnych

form tlenu i komoérek piankowatych, ktore sa zwiazane z synteza NO.

cr Klaster zawiera niemal wszystkie procesy zawarte w modelu, z wylaczeniem nastepujacego podprocesu:

hamowanie kaspazy 1 spowodowane przez NO.

cg Klaster zawiera niemal wszystkie procesy zawarte w modelu, z wylaczeniem nastepujacych podprocesow:
e Synteza IL-18 wytwarzana przez szlak zalezny od kaspazy 1, jednakze klaster ten zawiera synteze
IL-18 wytwarzang przez szlak niezalezny od kaspazy 1.

e Uwalnianie IL-12, IL-1, IL-23 przez klasycznie aktywowane makrofagi M1.

e Synteza IFN~, co w efekcie skutkuje pominieciem JAK1, JAK2 i STAT1, pominieciem aktywacji
STAT?2, a takze aktywacji biatka STAT1 poprzez IFN~ i IFNR. Pominiecie aktywacji szlaku JAK-
STAT1 powoduje natomiast brak obecnosci kaspazy 1.

e Trimeryzacja TNFR1 (ktéry moze tworzy¢ kompleks z TRAF2-TRADD-RIP1-TRAF5) prowadzi
do pominiecia rekrutacji FAD i ubikwitynacji TRAF2.

cg Klaster zawiera niemal wszystkie procesy zawarte w modelu, z wylaczeniem nastepujacych podprocesow:

e Synteza IL-18 wytwarzana przez szlak zalezny od kaspazy 1, jednakze klaster ten zawiera synteze

IL-18 wytwarzang przez szlak niezalezny od kaspazy 1.
e Uwalnianie IL-12, IL-1, IL-23, IL-6 przez klasycznie aktywowane makrofagi M1.
e Wysoki poziom uwalniania IL-10 przez alternatywnie aktywowane makrofagi M2.

e Synteza IFN~, co w efekcie skutkuje pominieciem JAK1, JAK2 i STAT1, pominieciem aktywacji
STAT?2, a takze aktywacji biatka STAT1 poprzez IFN~ i IFNR. Pominiecie aktywacji szlaku JAK-
STAT1 powoduje natomiast brak obecnosci kaspazy 1.

e Hamowanie kaspazy 8.
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ID | Interpretacja biologiczna

c10 | Przyciaganie monocytéw stymulowanych przez TRAIL, MCP1, VCAM1, ICAMI1 prowadzi do wysta-
pienia wysokiego poziomu klasycznie aktywowanych makrofagow M1, ktére uwalniaja IL-6, IL-12, IL-1,
IL-23. Makrofagi M1 sa réwniez zaangazowane w przeksztalcanie oxLDL w komorki piankowate poprzez
synteze NO i peroksydacje lipidow, czym przyczyniaja sie do progresji blaszki miazdzycowej. 1L-18 jest
produkowana przez szlak niezalezny od kaspazy 1 i moze tworzy¢ kompleks z IL-18R. Aktywny kompleks
IL-18-IL-18Ra-IL-18R 3 rekrutuje MyD88, ktory jest zaangazowany w szlak fosforylacji IxB. Fosforylacja
1xB stymuluje przyciagganie monocytoéw poprzez translokacje p50,/p65 do jadra w makrofagach M1 i SMC
i EC, co stymuluje MCP1, VCAM]1, ICAM1, TNFa i iNOS. IL-1 i IL-23 prowadza do powstawania Th17.
Komorki Thl7 sg zaangazowane w nadcisnienie tetnicze. IL-6 i wysoki poziom IL-10 prowadza natomiast
do aktywacji biatka STAT3, ktore jest zaangazowane w indukcje IL-4R« i wigzanie z IL-4. Kompleks
IL-4 i IL-4R stymuluje szlak przeciwzapalny i w konsekwencji powoduje zwigkszenie ilosci IL-10. Klaster
ten obejmuje réwniez negatywna regulacje IL-18. Precyzujac, szlak JAK-STAT stymulowany przez IFN~y
przyczynia si¢ do syntezy NO indukowanej przez iNOS. NO jest zaangazowany w hamowanie kaspazy 1,

a to w konsekwencji wplywa na negatywna regulacje IL-18.

c11 | Przyciaganie monocytow stymulowanych przez TRAIL, MCP1, VCAM1, ICAM1 prowadzi do wysta-
pienia wysokiego poziomu klasycznie aktywowanych makrofagéow M1, ktére uwalniaja IL-6, IL-12, IL-1,
IL-23. IL18 jest produkowana przez szlak niezalezny od kaspazy 1 i moze tworzy¢ kompleks z IL-18R.
Aktywny kompleks IL-18-IL-18Ra-IL-18R/3 rekrutuje MyD88, ktory jest zaangazowany w szlak fosfo-
rylacji IkB. Co wiecej, kompleks MyD88 moze byé¢ dodatkowo stymulowany przez kompleks LPS-LBP.
Fosforylacja 1B stymuluje przyciaganie monocytéw poprzez translokacje p50/p65 do jadra w makrofa-
gach M1 oraz SMC i EC, ktére stymuluja MCP1, VCAM1, ICAM1, TNFq, iNOS. IL-1 i IL-23 prowadza
do powstawania Th17. Komoérki Thl7 sa zaangazowane w nadcisnienie tetnicze. IL-6 i wysoki poziom
IL-10 prowadza natomiast do aktywacji biatka STAT3, ktére jest zaangazowane w indukcje IL-4Ra i
wigzanie z IL-4. Kompleks IL-4 i IL-4R stymuluje szlak przeciwzapalny i w konsekwencji przyczynia
si¢ do zwigkszenia poziomu IL-10. Klaster ten obejmuje rowniez negatywna regulacje IL-18. Wigzanie
TRAIL z receptorami $mierci (DR5 i DR4) prowadzi do rekrutacji biatka adaptorowego FADD, a to
indukuje rekrutacje prokaspazy 8. Polaczenie w obrebie FADD i TNFR indukuje aktywacje komérek
DISC typu I. Wysoki poziom kaspazy 8 wraz z produkcja nadtlenoazotynu skutkuje aktywacja kaspaz
3, 6 1 7. Aktywne kaspazy 3, 6, 7, a takze TWEAK zaangazowane sa w przeciwzapalne wzmocnienie
apoptozy.

c12 | Przyciaganie monocytow stymulowanych przez TRAIL, MCP1 oraz VCAM1, ICAM1 prowadzi do wy-
stapienia wysokiego poziomu klasycznie aktywowanych makrofagéw M1, ktore uwalniajg IL-6, IL-12,
IL-1, IL-23. Makrofagi M1 sg rowniez zaangazowane w przeksztalcanie oxLDL w komoérki piankowate
poprzez synteze NO i peroksydacje lipidéw, czym przyczyniaja sie do progresji blaszki miazdzycowe;j.
IL-18 jest produkowana przez szlak niezalezny od kaspazy 1 i moze tworzy¢ kompleks z IL-18R. Aktywny
kompleks IL-18-IL-18Ra-IL-18RS3 rekrutuje MyD88, ktoéry jest zaangazowany w szlak fosforylacji IxB.
Fosforylacja IxkB stymuluje przyciagganie monocytéw poprzez translokacje p50/p65 do jadra w makro-
fagach M1 i SMC i EC, co stymuluje MCP1, VCAM1, ICAM1, TNF«a i iNOS. IL-1 i IL-23 prowadza
do powstawania Th17. Komoérki Thl7 sa zaangazowane w nadcisnienie tetnicze. IL-6 i wysoki poziom
IL-10 prowadza natomiast do aktywacji biatka STAT3, ktore jest zaangazowane w indukcje IL-4Ra i
wigzanie z IL-4. Kompleks IL-4 i IL-4R stymuluje szlak przeciwzapalny i w konsekwencji przyczynia sie
do zwigkszenia ilosci IL-10. Wiazanie TRAIL z receptorami $mierci (DR5 i DR4) prowadzi do rekrutacji
biatka adaptorowego FADD, co indukuje rekrutacje prokaspazy 8. Polaczenie w obrebie FADD i TNFR
wplywa na aktywacje komorek DISC typu I, a zwiekszona ilo§é cFLIP prowadzi do zahamowania kaspazy
8.

c13 | Szlak JAK-STAT stymulowany przez IFN~ jest procesem prowadzacym do syntezy NO indukowanej przez

iNOS. NO jest zaangazowany w hamowanie kaspazy 1, a to w konsekwencji prowadzi do negatywnej
regulacji IL-18. Ponadto, synteza NO prowadzi réwniez do produkcji nadtlenoazotynu, ktory wraz z
wysokim poziomem kaspazy 8 prowadzi do aktywacji kaspaz 3, 6 i 7. Wysoki poziom kaspazy 8 jest
spowodowany trimeryzacja TRAIL i receptoréw §mierci TRAIL (w onkogenezie). Aktywne kaspazy 3, 6,
7, a takze TWEAK prowadza do przeciwzapalnego wzmocnienia apoptozy. Sekwestracja TWEAK jest

spowodowana przez makrofagi M2 w przypadku gdy obserwuje si¢ wysoki poziom IL-10.
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ID | Interpretacja biologiczna

c14 | Szlak JAK-STAT stymulowany przez IFN« jest procesem prowadzacym do syntezy NO indukowanej
przez iNOS. NO jest zaangazowany w hamowanie kaspazy 1, co w konsekwencji prowadzi do negatyw-
nej regulacji IL-18. Ponadto, synteza NO prowadzi réwniez do produkcji nadtlenoazotynu, ktoéry jest
zaangazowany w peroksydacje lipidow i prowadzi do produkcji oxLDL. Zmodyfikowany LDL wraz z IL-
18 prowadzi do stymulacji sasiednich komérek $rédblonka i wydzielania MCP1 (IL-18 jest wytwarzana

poprzez szlak niezalezny od kaspazy 1).

c15 | Klaster zawiera niemal wszystkie procesy zawarte w modelu, z wylaczeniem nastepujacych podproceséw:

e Synteza IL-18 wytwarzana przez szlak zalezny od kaspazy 1, jednakze klaster ten zawiera synteze

IL-18 wytwarzang przez szlak niezalezny od kaspazy 1.

e Zwickszenie iloé cFLIP, co skutkuje pominieciem procesu hamowania kaspazy 8 (i hamowania

apoptozy) oraz pominieciem ubikwitynacji TRAF2 i RIR1.

o Roéznicowanie w kierunku klasycznie aktywowanych makrofagow M1. W zwiazku z tym nie do-
chodzi do uwolnienia IL-1, IL-23 i L-12, przy czym IL-1 i IL-23 sa zaangazowane w tworzenie
komorek Thl7, a IL-12 jest zaangazowana w synteze IFN~. W tym klastrze jednak dochodzi do
syntezy IFN~v przez LPS (infekcje bakteryjna).

Powyzsza analiza t-klastréw, pomimo iz zawiera szczegdtowe biologiczne opisy t-niezmiennikéw,
nie pozwala na odkrycie nowych wlasnosci. Co wiecej, mozna zauwazy¢, ze 1/3 wszystkich klastrow
zawiera niemal wszystkie zamodelowane podprocesy — przy opisie takich klastrow tatwiej wykluczy¢
podprocesy, ktore nie wchodza w sktad tego t-klastra. Mozna zatem stwierdzi¢, ze wyniki analizy
t-klastrow dla modelu IL-18 sa zbyt ogélne, by prowadzily do gtebszych wnioskéw i daja powdd
do przeprowadzenia bardziej szczegbélowych i rozszerzonych analiz. Jednakze, analiza t-klastréow
pozwala zwrdci¢ uwage na wyrozniajace sie elementy. Przyktadowo, podprocesy zwiazane z 11-18
wystepuja w 12 na 15 klastréw, co stanowi 80% wszystkich klastrow. Do tego wyrdznia sie takze rola
makrofagow, podprocesy, w ktore zaangazowane sg rozne podtypy makrofagoéw, wystepuja w 13 na
15 klastrow i stanowia tym samym 87% wszystkich analizowanych skupieni. Analiza t-klastrow moze
by¢ relatywnie ogdlna i moze nie uwidocznia¢ nowych wtasnosci, jednak jak wykazano, pozwala

ukierunkowaé¢ dalsze analizy.

Bardziej dokladna analiza t-niezmiennikéw oraz analiza strukturalna knockout

Bardziej doktadna, manualna analiza t-niezmiennikéw z uwagi na swoj charakter dotyczy tylko
wybranych t-niezmiennikéw. Na tym etapie rozwazano t-niezmienniki powiazane z dzialaniem in-
terleukiny 18 oraz podprocesy dotyczace dwoch podtypéw makrofagdéw — kierunek dalszych analiz
zidentyfikowany dzieki klasycznym analizom.

Bardziej szczegbdlowa analiza t-niezmiennikéw polega na wyszukiwaniu t-niezmiennikéw, ktore
powiazane sa z danym podprocesem w celu okreslenia ile sposréd wszystkich zamodelowanych
podprocesow jest w relacji z badanymi podprocesami. Prowadzi to do wyznaczenia, ktore z roz-
wazanych podproceséw maja wicksze znaczenie dla modelowanego systemu. W tym przypadku
bardziej szczegdlowa analiza t-niezmiennikéow wykazala, ze 94% t-niezmiennikéw odpowiada pod-

procesom, w ktore zaangazowana jest IL-18, wéréd nich wyrdzni¢ mozna nastepujacy podzial:

1) 66 t-niezmiennikow (85%) odpowiada podprocesom, w ktorych uczestniczy IL-18 wytwarzana

przez szlak niezalezny od kaspazy 1,

2) 3 t-niezmienniki (4%) odpowiadaja podprocesom, w ktorych uczestniczy IL-18 wytwarzana

przez szlak zalezny od kaspazy 1,

3) 4 t-niezmienniki (5%) odpowiadaja podprocesom, w ktorych IL-18 jest wytwarzana przez dwa

wspomniane szlaki (szlak niezalezny od kaspazy 1 i szlak zalezny od kaspazy 1),
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4) 5 t-niezmiennikéw (6%) odpowiada podprocesom, w ktorych nie bierze udziatu IL-18.

Obok t-niezmiennikow zwiazanych z IL-18 rozwazono takze podprocesy, w dziatanie ktorych za-
angazowana jest kaspaza 8 (takie t-niezmienniki stanowia 74% wszystkich t-niezmiennikow). Poza
liczba t-niezmiennikow zwigzanych z kaspaza 8 istotny wydaje si¢ takze fakt, iz szlak niezalezny
od kaspazy 1 jest zwiazany z kaspaza 8. Dokladna analiza t-niezmiennikéw zostata przedstawiona

ponizej:

1) 49 t-niezmiennikéw (63%) odpowiada podprocesom, w ktorych wystepuje kaspaza 8 wraz z

IL-18 wytwarzang przez szlak niezalezny od kaspazy 1,

2) 3 t-niezmienniki (4%) odpowiadaja podprocesom, w ktorych wystepuje kaspaza 8 wraz z IL-18

wytwarzang przez szlak zalezny od kaspazy 1,

3) 2 t-niezmienniki (3%) odpowiadaja podprocesom, w ktorych wystepuje kaspaza 8 wraz z IL-18
wytwarzana przez dwa wspomniane szlaki (szlak niezalezny od kaspazy 1 i szlak zalezny od

kaspazy 1),
4) 20 t-niezmiennikéw (26%) odpowiada podprocesom, w ktorych nie bierze udziatu kaspaza 8,

5) 4 t-niezmienniki (5%) odpowiadaja podprocesom, w ktorych bierze udzial tylko kaspaza 8.

Analiza t-klastrow pozwolita takze nakierowaé¢ dalsza analize na makrofagi. Podprocesy zwia-
zane z roznymi typami makrofagow dotycza 96% wszystkich t-niezmiennikéw, mozna wiec stwier-
dzié, ze makrofagi sa powiazane z prawie wszystkimi mechanizmami, ktore zawarto w badanym
modelu. Ponizej wyrézniono ile t-niezmiennikéw dotyczy tylko wybranego podtypu, ile dotyczy

obu podtyp6w jednoczesnie oraz ile t-niezmiennikéw nie ma powiazan z zadnymi z makrofagow:

1) 16 t-niezmiennikow (21%) odpowiada podprocesom, w ktore zaangazowany jest podtyp M1,
2) 5 t-niezmiennikéow (6%) odpowiada podprocesom, w ktorych uczestniczy podtyp M2,

3) 54 t-niezmienniki (69%) odpowiadaja podprocesom, w ktorych biora udzial dwa podtypy ma-

krofagow,
4) 3 t-niezmienniki (4%) odpowiadaja podprocesom, w ktore makrofagi nie sa zaangazowane.

Analizujac powyzsze podzbiory t-niezmiennikéw dokladnie okreslono, w jakie podprocesy an-
gazuja sie konkretne podtypy makrofagow. Podtyp M1 zaangazowany jest w hamowanie kaspazy
8, pozytywna regulacje IL-18 (poprzez hamowanie syntezy tlenku azotu) oraz w szlak fosforylacji
1xB przez kompleks receptoréw MyD88. Natomiast podtyp M2 angazuje sie w aktywacje kaspazy
3, 6, 718, ujemng regulacje IL.-18 przez jej hamowanie, wzmocnienie apoptozy i odpowiedzi prze-
ciwzapalnej oraz powiazany jest z wysokim poziomem IL-10.

Jako dopelnienie bardziej dokladnej analizy t-niezmiennikéw przeprowadzono strukturalna ana-
lize knockout, ktora nakierowana zostata na regulacje I1-18 przez rézne podtypy makrofagdw.
Analiza knockout pozwala okresli¢, ktore podprocesy zostana wylaczone z modelowanego systemu,
jesli wylaczony /dezaktywowany bedzie wybrany proces lub procesy elementarne. W utworzonym
modelu jest kilka réznych tranzycji odpowiadajacych indukcji aktywacji makrofagéw M1 jak i M2.
Wyroézniono reakcje odpowiadajace nastepujacym tranzycjom: tss, t74, tgs dla makrofagéw M1 i
te1, tsa dla makrofagow M2 (patrz znaczenie tranzycji w Tabeli 4.2). W Tabeli 4.5 przedstawiono
wyniki analizy knockout, w tym takze informacje o tym, jakie tranzycje zostaly wylaczone oraz ile

zostato wytaczonych podprocesow (t-niezmiennikow) w efekcie ich wylaczenia.
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TABELA 4.5: Wyniki strukturalnej analizy knockout, w ktérej dezaktywowano tranzycje aktywujace rézne podtypy
makrofagow.

Knockout tranzycji aktywujacych podtyp M1 | Knockout tranzycji aktywujacych podtyp M2
Wylaczana Liczba wylaczonych Wylaczana Liczba wylaczonych
tranzycja t-niezmiennikéw (%) tranzycja t-niezmiennikéw (%)

t33 68 (87%) t61 26 (33%)

t74 47 (60%) tg4 29 (37%)

tos 7 (9%) te1, tsa 49 (63%)
33, t74, tos 70 (90%)

Mozna zauwazy¢, ze jednoczesne wylaczenie wszystkich tranzycji aktywujacych podtyp M1
powoduje wylaczenie 70 t-niezmiennikow (90% wszystkich podprocesoéw). Przeprowadzono zatem
doktadna analize pozostalych o$miu t-niezmiennikéw. Wéréd analizowanych 8 t-niezmiennikéw, 5

z nich zwiazanych jest z IL-18, a dokladniej:
1) 4 t-niezmienniki (80%) odpowiadaja podprocesom, w ktorych IL-18 jest negatywnie regulowana,
2) 1 t-niezmiennik (20%) odpowiada podprocesowi, w ktorym IL-18 jest pozytywnie regulowana.

Podobne wnioskowanie przeprowadzono dla makrofagéw o podtypie M2. Jednoczesne wylacze-
nie wszystkich tranzycji aktywujacych podtyp M2 powoduje wyltaczenie 49 t-niezmiennikow (63%
wszystkich podproceséw). Podobnie jak wczesniej, przeprowadzono doktadna analize pozostatych
29 t-niezmiennikéw. Wsroéd analizowanych 28 t-niezmiennikéw, az 28 z nich powiazanych jest z
IL-18, a doktadniej:

1) 1 t-niezmiennik (20%) odpowiada podprocesowi, w ktorym IL-18 jest negatywnie regulowana,

2) 22 t-niezmienniki (79%) odpowiadaja podprocesom, w ktorych IL-18 jest pozytywnie regulo-

wana.

Analiza knockout dla tranzycji odpowiadajacych aktywacji makrofagow M1 pokazala w rezul-
tacie, ze wiekszos¢ niewylaczonych podproceséw jest zwiazana z negatywna regulacja IL-18, a wiec
moze by¢ zwiazana z obecnoscig M2. Odwrotna sytuacja ma miejsce przy wylaczeniu tranzycji od-
powiadajacych aktywacji makrofagow M2, gdzie wiekszos¢ podprocesow niewytaczonych w efekcie
analizy knockout, jest zwiazana z dodatnia regulacja IL-18, a wiec moze by¢ zwiazana z obecnoscia
M1. Wyniki analizy knockout sa zgodne z wynikami uzyskanymi w rezultacie manualnej analizy
knockout, gdyz moga sugerowaé, iz makrofagi M1 maja wplyw na pozytywna regulacje IL-18,
podczas gdy makrofagi M2 maja wplyw na negatywna regulacje IL-18.

Poréwnanie bardziej dokladnej analizy t-niezmiennikéw i analizy t-klastrow

Analiza t-klastréow nie zawsze pozwala na znalezienie kluczowych czy interesujacych zalezno-
$ci. Niekiedy otrzymane wyniki sa zbyt ogélne, by przeprowadzi¢ glebsze wnioskowanie. W przy-
padku badan nad IL-18 otrzymano 15 klastrow, gdzie 5 z nich (33%) to klastry zawierajace niemal
wszystkie zamodelowane podprocesy (Tabela 4.4). Jednakze nawet w takich przypadkach analiza
skupienn pozwala ukierunkowaé¢ dalsza analize, co umozliwia przeprowadzenie dokladnej analizy
t-niezmiennikéw dla wybranych podproceséw. Niemniej jednak przeprowadzono poréwnanie ana-
lizy t-klastréow i manualnej, bardziej doktadnej analizy t-niezmiennikéw. Wyniki tego pordéwnania
przedstawiono w Tabeli 4.6.

Wyniki przedstawione w Tabeli 4.6 potwierdzaja powyzsze stwierdzenie — analiza skupieni dla
modelu wyplywu IL-18 na procesy zapalne w miazdzycy moze by¢ zbyt ogélna. Znaczne rozbiez-

nosci mozna zauwazy¢ m.in. dla proceséw odpowiednio zwiazanych z podtypem makrofagow M1
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TABELA 4.6: Poréwnanie analizy klastrowania i bardziej dokladnej analizy t-niezmiennikéw z naciskiem na obec-
nos$¢ IL-18 i makrofagow w badanych podprocesach. Liczba otrzymanych t-klastréw: 15, liczba wyznaczonych t-

niezmiennikéow: 78 (patrz [64]).

Analiza t-klastréow

Manualna analiza
wybranych t-niezmiennikow

Podprocesy, w ktore zaangazowana jest IL-18

Zrodla IL-18:

Liczba wystapien w t-klastrach (%)

Liczba wystapien w
t-niezmiennikach

Sciezka niezalezna od kaspazy 1 10 (67%) 66 (85%)
$ciezka zalezna od kaspazy 1 0 (0%) 3 (4%)
$ciezka niezalezna od kaspazy 1
i $ciezka zalezna od kaspazy 1 2 (13%) 4 (5%)
brak obecnosci IL-18 3 (20%) 5 (6%)

Podprocesy w ktore zaangazowane sg makrofagi
Liczba wystapien w
t-niezmiennikach

Podtypy makrofagéw: Liczba wystapien w t-klastrach (%)

M1 1 (7%) 16 (21%)
M2 4 (27%) 5 (6%)
M1 i M2 8 (53%) 54 (69%)
brak obecnoéci makrofagéw 2 (13%) 3 (4%)

i M2, wyniki dla manualnej analizy t-niezmiennikéw znacznie sie¢ r6znia od wynikéw uzyskanych
z analizy t-klastréw. Rozbieznosci te moga wynika¢ ze wspomnianego wcze$niej faktu, iz wiek-
sz0$¢ podprocesow trafia czesto do jednego t-klastra. Jednakze wyniki obu tych analiz pokazuja
istotne znaczenie zarowno IL-18 jak i makrofagow (obu podtypow), gdyz sa zaangazowane w prawie

wszystkie mechanizmy wystepujace w modelowanym systemie.

4.2.4 Konkluzje

Analiza modelu relacji miedzy IL-18 a stanem zapalnym lezacym u podstaw miazdzycy po-
zwolita pokaza¢ wady i zalety klasycznych metod analizy, a takze uwydatnita korzysci ptynace ze
stosowania metod rozszerzonych. Na przyktadzie tego modelu podsumowano takze i poré6wnano
jedna z klasycznych metod wraz z jedna z metod rozszerzonych. Podsumowaé nalezy, ze analiza
zbioréw MCT jak i analiza klastréw jako jedne z podstawowych metod moga by¢ przydatne na po-
czatkowym etapie analizy, co wykazano. Jednakze, pokazano takze, ze analiza t-klastrow moze by¢
zbyt ogblna, nawet jesli liczba t-niezmiennikéw nie jest relatywnie duza. Niemniej jednak, analiza
klastréw pozwolita wyznaczyé¢ i ukierunkowaé poszukiwania wtasnosci w konkretnych podproce-
sach. Zastosowane metody, zar6wno manualna, bardziej doktadna analiza t-niezmiennikéw, jak i
strukturalna analiza knockout, pozwolity na odkrycie ciekawej wtasciwosci, ktora jest zaleznoscé
miedzy IL-18 a réznymi typami makrofagdéw. Wykazano, ze makrofagi o podtypie M1, biorg udziat
w pozytywnej regulacji IL-18, podczas gdy makrofagi o podtypie M2 biorg udzial w negatywnej
regulacji tej cytokiny. Co istotne, w wickszosci badanych podproceséw te dwa podtypy wystepo-
waly razem. Co wiecej, analiza skupiona na IL-18 pozwolita na odkrycie, ze 1L-18 wytwarzana
przez szlak niezalezny od kaspazy 1 jest zaangazowana w znacznie wiecej podproceséw niz IL-18,
ktora jest wytwarzana przez szlak zalezny od kaspazy 1. Ponadto na podstawie analiz wysnuto
stwierdzenie, ze szlak niezalezny od kaspazy 1 moze by¢ zwiazany z dzialaniem kaspazy 8. Ponad
polowa t-niezmiennikow (63%) odpowiada podprocesom, w ktorych wystepuje kaspaza 8 wraz z
1L-18, ktora zostata wytworzona na drodze niezaleznej od kaspazy-1. Graficzne podsumowanie tych

konkluzji znajduje si¢ na Rysunku 4.3.
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RysunEk 4.3: Wplyw réznych podtypéw makrofagéw na dziatanie IL-18. Wyniki sugeruja, ze szlak niezalezny od
kaspazy 1 moze byé powiazany z dziataniem kaspazy 8. Rysunek jest adaptacja ilustracji pochodzacej z pracy [64].

4.3 Analiza waznosci — model oparty o klasyczne sieci Petriego
dotyczacy relacji miedzy homeostazg zelaza a niedoborem

witaminy A

Celem niniejszego podrozdziatu jest przedstawienie zaproponowanego modelu dotyczacego re-
lacji miedzy homeostaza zelaza a niedoborem witaminy A opartego o klasyczne sieci Petriego oraz
jego analiza. Do analizy matematycznego modelu, obok klasycznych metod analizy, wykorzystano
rozszerzone metody analizy. Jedng z nich jest istniejacy knockout symulacyjny, zwany tez analiza
$redniej liczby uruchomienl tranzycji we wszystkich symulacjach. Druga natomiast jest zapropo-
nowana metoda oceny strukturalnej istotnosci tranzycji, zwana analiza waznosci. Wybrany model
jest potwierdzeniem, iz sieci Petriego mozna zastosowaé réwniez w kwestii rozwigzania watpliwosci
co do rozbieznosci w doniesieniach literaturowych. Badany system dotyczy relacji miedzy zelazem a
niedoborem witaminy A, co stanowi najbardziej powszechny niedobér zywieniowy dotykajacy ludzi
na calym $wiecie. Biorac pod uwage skale problemu, interakcje pomiedzy witaming A a poziomem
zelaza sg szeroko badane. Jednakze dokladny mechanizm wplywu witaminy A na regulacje meta-
bolizmu zelaza pozostaje niejasny. Niezwykle istotna kwestia staje sie lepsze zrozumienie natury

badanego zjawiska biologicznego, co umozliwia zastosowanie podejsé systemowych.

4.3.1 Tto biologiczne

Rozwazania dotyczace roli deficytu witaminy A w regulacji ekspresji hepcydyny, a w konsekwen-
cji wplywu na metabolizm zelaza, byly i sa w dalszym ciagu podejmowane przez wielu badaczy
[9, 41, 191, 245, 262, 281]. Pierwsze doniesienia literaturowe dotyczace powiazania niedoboru wi-
taminy A oraz niskiego poziomu zelaza pochodza z badan prowadzonych w latach dwudziestych

[19, 59, 149|. Dodatkowo niedobory witaminy A i zelaza sg najbardziej rozpowszechnionymi niedo-
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borami mikroelementow wplywajac na miliony ludzi na swiecie [9, 191, 262, 281]. Jednak podstawy
mechanizm wplywu witaminy A na homeostaze zelaza nie zostal w pelni poznany [41, 262]. Co wie-
cej, badania tych zaleznosci budza wiele kontrowersji wsrod badaczy, o czym $wiadcza rozbieznosci
w doniesieniach literaturowych.

Jako ze system opisywany w tym podrozdziale nie jest bezposrednia konsekwencja wczesniej-
szych prac, wymaga on doktadnego wprowadzenia w tlo biologiczne lezace u podstaw badan wspo-

mnianych relacji. Opis kontekstu biologicznego podzielono na kilka gtéwnych czesci.

1. Metabolizm zelaza

Zelazo jest sktadnikiem odzywczym niezbednym dla zachodzenia podstawowych procesow
metabolicznych, stad kluczowe jest ogélnoustrojowe zaopatrzenie w ten mikroelement. Ko-
nieczne jest jednak utrzymanie odpowiednich iloici zelaza w organizmie, gdyz zaréwno nie-
dobor jak i nadmiar zelaza prowadza do niepozadanych efektéw, w tym powaznych chorob
[81, 120]. Istota wewnatrzkomorkowej homeostazy zelaza jest zarowno dostarczenie odpo-
wiednich ilosci zelaza dla zachowania ciggto$ci odpowiednich proceséow biologicznych, jak i
ograniczenie toksycznosci jonéw Fe?t, zaangazowanych w reakcje Fentona prowadzaca do
zwiekszania reaktywnych form tlenu [68, 81]. Zelazo rézni si¢ od innych mineraléw tym, ze
ze wzgledu na brak fizjologicznego mechanizmu wydalania jego réwnowaga w organizmie jest
$cigle kontrolowana na poziomie wchianiania. Jony zelaza w postaci Fe3T podlegaja redukcji
do Fe?* przez dwunastniczy cytochrom b (Dcytb), aby w nastepnym etapie zosta¢ prze-
transportowane do enterocytu przez biatko zwane transporterem metali dwuwartosciowych
(DMT1). Nastepnie, jony Fe?* moga ulega¢ absorpcji przez ferrytyne (Ft) lub moga zostaé
przetransportowane do krwi przez ferroportyne (FPN) przy udziale hefajstyny (Heph). He-
fajstyna utlenia jony Fe?t do Fe3*, ktore nastepnie sa absorbowane przez komorki ssakow
[120]. Nowo wchloniety Fe3T wiaze sie z transferyna osocza (Tf). Nastepnie Tf natadowany
zelazem wiaze si¢ z receptorem transferyny 1 (TfR1) na powierzchni wiekszosci komorek i
tworzy kompleks. Kompleks Tf-TfR1 jest internalizowany przez endocytoze za posrednic-
twem klatryny [7]. W konsekwencji endocytozy tego kompleksu zelazo przedostaje sie do
cytoplazmy poprzez DMT1. Jesli zelazo jest potrzebne, moze trafi¢ bezposrednio do miejsc
wykorzystania, takich jak mitochondria. Jesli w danym momencie nie ma zapotrzebowania
na zelazo, mozna je przechowaé¢ do pdzniejszego wykorzystania w ferrytynie — biatku ma-
gazynujacym. Komoérka moze réwniez pozby¢ sie zelaza eksportujac je przez FPN. Jednak,
ta Sciezka eksportu moze dzialaé¢ jak zawor bezpieczenistwa, jesli w komoérce zgromadza sie

bardzo duze ilo$ci zelaza.

Istotnym elementem jest cytoplazmatyczna zmienna pula zelaza (LIP), wskazujaca na nie-
dobér lub nadmiar zelaza. Pula ta w odpowiedzi na zaburzenie poziomu zelaza uruchomia

systemy regulujace homeostaze zelaza [120].

Metabolizm zelaza jest kontrolowany przez dwa mechanizmy regulacyjne, pierwszy z nich

dziala na poziomie komorki, podczas gdy drugi dziata na poziomie calego ustroju.

2. Mechanizm regulacyjny dzialajacy na poziomie komérkowym

Mechanizm regulacyjny dzialajacy na poziomie komorki (mechanizm IRP/IRE) [120, 242,
262| obejmuje cytoplazmatyczne biatka regulatorowe (IRP1 i IRP2), ktore wiaza sie do swo-
istych sekwencji RNA regulujac w ten sposob ekspresje bialek zaangazowanych w utrzy-
manie homeostazy. Mowa o blonowym receptorze transferyny 1 (TfR1) — umozliwiajacym
pobieranie jonéw zelaza przez komoérki ssakéw na drodze endocytozy, transporterze metali

dwuwartosciowych (DMT1), ferrytynie (Ft) — bialku magazynujacym, ferroportynie (Fpn)
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— transporterze zelaza |7, 81, 120]. W zaleznosci od poziomu zZelaza w komoérce mechanizm
IRP/IRE kontroluje synteze tych biatek i ich dzialanie. Szczegolowe mechanizmy modulacji
translacji szlaku sygnatowego IRP/IRE mozna znalezé w [323]. Niedobér zelaza indukuje po-
wstanie apo-IRP1, ktory wiaze sie do sekwencji IRE w regionie 5UTR mRNA Ft i Fpn, co
prowadzi do zahamowania ich translacji. Natomiast wiazanie sie apo-IRP1 do sekwencji IRE
w regionie 3'UTR mRNA TfR1 i DMT1 prowadzi do wzrostu poziomu kodowanych przez nie
bialek. W przeciwnej sytuacji nadmiar zelaza indukuje powstanie holo-IRP1, ktérego efekt
dzialania jest wprost przeciwny (hamuje translacje TfR1 i DMT1 oraz prowadzi do wzrostu
poziomu biatek Fpn i Ft) [319].

3. Mechanizm regulacyjny dzialajacy na poziomie ogélnoustrojowym

Mechanizm regulacyjny dzialajacy na poziomie calego ustroju jest zalezny od hepcydyny,
hormonu wytwarzanego w watrobie [81, 206]. Gléwne czynniki regulujace transkrypcje hep-
cydyny obejmuja stezenie zelaza we krwi, zapasy zelaza w watrobie, stan zapalny oraz
erytropoeze [257]. Hepcydyna wiaze sie z ferroportyna wystepujaca w blonie enterocytu.
Konsekwencja tego wigzania jest przylaczenie kinazy Janusowej (Jak2), ktora prowadzi do
fosforylacji reszt tyrozynowych w ferroportynie, co stanowi sygnal do translokacji biatka z
blony do cytoplazmy. W nastepstwie, ferroportyna jest defosforylowana, ubikwitynowana,
by ostatecznie ulec degradacji. W efekcie degradacji ferroportyny zelazo zostaje zabloko-
wane w enterocytach, prowadzac do zmniejszenia sie ilosci zelaza transportowanego do krwi
[120, 319].

4. Rola hepcydyny

Na tle powyzszego tekstu wybrzmiala juz istotna rola hepcydyny. Nalezy jednak przyjrzeé
sie mozliwosci regulowania ekspresji hepcydyny, co bezposrednio przektada sie na regulacje
ilosci zelaza. Jeden z mechanizméw regulacji hepcydyny obejmuje biatko transportowe, jakim
jest transferyna (Tf) i bialka hemochromatozy (HFE), ktore to konkuruja o wigzanie blo-
nowego receptora transferyny 1 (TfR1) [9]. W sytuacji, gdy poziom zZelaza utrzymuje sie w
normie lub jest w nadmiarze, Tf wiaze sie z wysokim powinowactwem do TfR1, tym samym
uniemozliwiajac wiazanie HFE-TfR1. W tej sytuacji wolny HFE wysyla sygnaty do jadra he-
patocytow, zwiekszajac ekspresje hepcydyny. Z kolei, w sytuacji deficytu zelaza, HFE wiaze
sie do TfR1 prowadzac do obnizenia ekspresji hepcydyny [120, 206].

Drugi mechanizm prowadzacy do ekspresji hepcydyny wiaze si¢ z wystepowaniem proceséw
zapalnych [257]. Nadprodukcja cytokin, takich jak IL18, TNF-« i IL-6 przez makrofagi oraz
IFN-v przez limfocyty ostabia synteze erytropoetyny (EPO), zmniejsza odpowiedz na erytro-
poeze, zwieksza poziom hepcydyny i moze aktywowaé erytrofagocytoze, zwtaszcza w postaci
ostrej 9, 41, 206]. Cytokina IL-6 indukuje ekspresje genu Hamp przez szlak JAK-STAT3,
czyli szlak kinazy janusowej (JAK) i przekaznik sygnatu i aktywator transkrypcji 3 (STAT3).
Precyzujac, IL-6 wiagze sie z biatkiem JAK, wyzwalajac jego autofosforylacje i aktywacje, co
skutkuje fosforylacjg czynnika transkrypcyjnego STAT3. Z kolei STAT3 ulega translokacji do
jadra, gdzie prowadzi do pobudzenia promotora genu dla hepcydyny, wplywajac na wzrost
ekspresji hepcydny [120, 206].

Trzeci szlak modulujacy ekspresje hepcydyny w odpowiedzi na wewnatrzkomoérkowy status
zelaza jest to szlak HIV-BMP6-SMAD4, czyli szlak hemojuweliny (HJV), biatka morfo-
genetycznego kosci 6 (BMP6) i biatka sygnatowego 4 (SMAD4) [191]. Hemojuwelina jest
kofaktorem niezbednym do wiazania BMP6 z receptorem BMP (BMPR) prowadzac do fos-
forylacji bialek sygnatowych SMAD 1, 5 i 8 (bialka przenoszace sygnal do jadra komorko-
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wego). Ufosforylowane biatka SMAD tworza kompleks, aby w nastepnym etapie przytaczyé
kolejne biatko — SMAD4, co stanowi sygnal do przemieszczenia sie do jadra komorkowego i
stymulowania transkrypcji genu hepcydyny [242]. Wspomniany mechanizm jest uruchamiany
w sytuacji nadmiaru zelaza. W przypadku niedoboru zelaza dochodzi do hamowania szlaku
HJV-BMP6-SMAD4 przy udziale furyny, a doktadniej przez dzialanie rozpuszczalnej postaci
hemojuweliny (sHJV). sHJV jest uwalniana z blony komorkowej przez furyne, aby nastepnie
zwigzaé sie z biatkiem BMP6, uniemozliwiajac jego wigzanie sie z receptorem, w efekcie czego
dochodzi do hamowania szlaku HJV-BMP6-SMAD4 i tym samym do ograniczenia stezenia
hepcydyny [120].

5. Wplyw deficytu witaminy A
Ekspresja hepcydyny moze byé takze modulowana przez deficyt witaminy A (VAD). Oka-

zuje sie, ze witamina A moze wplywaé na zwiekszenie ekspresji hepcydyny lub jej obnizenie.
VAD charakteryzuje sie wzrostem poziomu cytokin prozapalnych, takich jak I1-6 i IL-153,
ktore wplywaja na wzrost ekspresji hepcydny [9, 41]. Deficyt witaminy A ma takze wplyw
na wzrost poziomu biatka BMP6, niezbednego w szlaku HJV-BMP6-SMAD4 réwniez sty-
mulujacego transkrypcje genu hepcydyny [41, 191]. Z drugiej jednak strony, poziom biatka
BMP6 jest obnizony w przypadku niedoboru zelaza [41, 191], co z kolei wplywa na spadek
ekspresji hepcydyny poprzez uniemozliwienie aktywacji $ciezki HIJV-BMP6-SMAD4. Obok
tych mechanizméw réwnie waznym jest proces modulowania ekspresji hepcydyny w wyniku
uposledzenia erytropoezy, zaréwno w sytuacji niedoboru zelaza, jak i niedoboru witaminy A
[41]. Niedobor witaminy A prowadzi do uposledzenia erytropoezy poprzez obnizenie ekspresji
erytropoetyny, co prowadzi do wad rozwojowych erytrocytéow i w konsekwencji gromadzenia

sie grupy hemowej w $ledzionie [41].

Powyzej omowione zagadnienia, jak i pelen mechanizm regulacji metabolizmu zelaza zastat
graficznie przedstawiony na Rysunkach 4.4 i 4.5. Rysunek 4.4 dotyczy schematu interakcji miedzy
modelowanymi podprocesami w sytuacji nadmiaru, podczas gdy Rysunek 4.5 dotyczy sytuacji

niedoboru zelaza.
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4.3.2 Model

Zaproponowany model dotyczy mechanizméw opisanych powyzej, jednak gléwnym powodem
jego utworzenia modelu jest usystematyzowanie wiedzy i zrozumienie zaleznosci miedzy niedobo-
rem witaminy A a niedoborem zelaza. Wiadomo, ze deficyt witaminy A ma wplyw na regulacje
homeostazy zelaza, jednak mechanizm ten pozostaje nieznany. Model matematyczny oparto o
formalizm klasycznych sieci Petriego, zostal on stworzony za pomoca narzedzia Snoopy [117], na-
tomiast wyznaczenie t-niezmiennikéw, zbiorow MCT, t-klastrow, a takze analize knockout oraz
symulacje knockout przeprowadzono przy uzyciu narzedzia Holmes [230, 228]. Ponadto, analiza
wazno$ci zostala przeprowadzona w oparciu o wygenerowane t-niezmienniki i opiera sie o skrypt
wlasny. Podobnie forma reprezentacji wynikéw klastrowania jest to koncepcja autora.

Model oparty o sieci Petriego przedstawiono na Rysunku 4.6, zaproponowana sieé¢ jest scha-
rakteryzowana przez nastepujace wlasciwosci: 69 pasywnych komponentéow (miejsc), 90 aktywnych
komponentow (tranzycji), 20 zbioréow MCT, 20 t-klastréw oraz 402 t-niezmienniki (podprocesy).
Model zilustrowany na Rysunku 4.6 zawiera tylko nazwy pasywnych komponentéw — miejsca, na-
tomiast nazwy aktywnych komponentéow — tranzycje umieszczono w Tabeli 4.7. Tabela ta zawiera
dwie kolumny: ID — zawierajaca identyfikator tranzycji, oraz Znaczenie biologiczne — kolumna

zawierajaca odpowiadajaca identyfikatorowi nazwe tranzycji, ktéra okresla jej przeznaczenie w

systemie.

TaBELA 4.7: Lista nazw aktywnych komponentéow sieci — tranzycji (patrz [100]).
ID | Znaczenie biologiczne ID | Znaczenie biologiczne
to komorki zaangazowane w homeostaze zelaza tas | wzrost DMT1 przez apo-IRP1
t1 synteza hepcydyny ts6 | hamowanie Ft przez apo-IRP1
to hepcydyna wiaze sie z Fpn ta7 | hamowanie Fpn przez apo-IRP1
t3 hepcydyna i Fpn wiaza JAK2 tsg | tworzenie holo-IRP1
n zrodlo JAK2 t49 | tworzenie apo-IRP2
ts fosforylacja reszt Tyr w Fpn przez JAK2 tso | spadek TfR1 przez holo-IRP1
te sygnal przemieszczenia do cytoplazmy ts1 | spadek DMT1 przez holo-IRP1
tr defosforylacja Fpn tso | wzrost Ft przez holo-IRP1
tg ubikwitynacja Fpn ts3 | wzrost Fpn przez holo-IRP1
tg lizosomalna degradacja Fpn tsa | poziom zelaza
tio | zdegradowana Fpn zapobiega uwalnianiu ze- | ts5 | ekspresja hepcydyny

laza z enterocytow i makrofagéw $ledziony

t11 akumulacja zelaza prowadzi do zmniejszenia | tsg zapalenie

stezenia zelaza w surowicy

t12 | obnizenie poziomu DMT1 (,regulacja w dot” | t57 | wiazanie IL-6 z JAK
(ang. down-regulation) DMT1) przez zabloko-

wane zelazo w enterocytach

t13 | zrodlo biatka ubikwityny E3 tsg | aktywacja STAT3

t1a | eksport zelaza do enterocytow przez DMT1 tso | ekspresja hepcydny przez JAK-STAT3

tis | zrodlo DMT1 teo | regulacja ekspresji hepcydyny

ti6 | redukcja jonéw zelaza Fe3t do Fe?t przez | tg1 | Tf wiaze sie z TfR1 w przypadku normy (pra-
Dcytb widlowego poziomu) zelaza

ti7 | zrodto Dcytb te2 | HFE wiaze si¢ z TfR1 w przypadku niedoboru

zelaza
t1g | zrédlo jonéow zelaza Fedt tes | HFE wiaze si¢ z TfR1 i zapobiega wigzaniu Tf

z TfR1, co zmniejsza ekspresje hepcydyny

tig | obmizenie poziomu DMT1 prowadzi do do | tes | Tf wiaze sie z TfR1 i zapobiega wigzaniu HFE
zmniejszenia wchlaniania zelaza
too reakcje Fentona tes mHJV dziala jako kofaktor BMP
to1 | wazrost stresu oksydacyjnego poprzez ROS tes | BMP6 wiaze sie do BMPR I and II
too eksport zelaza z LIP do komérek ter zrodto BMPR 1
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zelaza a niedoborem witaminy A
ID | Znaczenie biologiczne ID | Znaczenie biologiczne
tos | absorpcja zelaza teg | zrédto BMPR II
toa | magazynowanie zelaza w enterocytach teo | BMP i BMPRs indukuja fosforylacje BMPRs
tos | eksport zelaza z enterocytéw do krwiobiegu | t7o | fosforylacje SMAD 1,51 8
przez Fpn
tog | zrodlo ferroportyny t71 | fosforylowane SMAD 1,5 i 8 wigza SMAD4
ta7 | utlenienie Fe2t do Fe3t przez Heph t72 zrodlo SMAD4
tog | zréodlo hefestyny tzz | translokacja do jadra
tog | zelazo z enterocytow wiaze sie z Tf tza | BMP6 indukuje SMAD7
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RysuneEk 4.6: Model oparty o klasyczne sieci Petriego dotyczacy wplywu relacji pomiedzy zelazem i witaming A.
Zaproponowana sie¢ Petriego zostata podzielona na 20 podproceséw odpowiadajacych zbiorom MCT z Tabeli 4.8;
wyrédznione podprocesy: mi1 — eksport zelaza do enterocytu, mo — ekspresja hepcydyny poprzez szlak HIV-BMP6—
SMAD4, m3 — absorpcja zelaza przez Ft, my4 — ekspresja hepcydyny przez cytokiny IL-6 i IL-18, ms — hamowanie
ekspresji hepcydyny przez rozpuszczalny HJV, mg — uposledzenie erytropoezy, m7 — zmniejszenie ilosci F't i Fpn w
przypadku niedoboru zelaza, mg — degradacja i internalizacja Fpn, mg — reakcja Fentona, mio — absorpcja zelaza
przez komorki ssakow, m11 — tworzenie holo-IRP1 (w przypadku nadmiaru zelaza), mi2 - mig — tworzenie apo-IRP1
w przypadku niedoboru zelaza, m17 — wzrost ekspresji hepcydyny w przypadku, gdy stezenie zelaza jest w normie
oraz gdy jest w nadmiarze, mjg — zmniejszenie ekspresji hepcydyny w przypadku niedoboru zelaza, mi9 — negatywna
regulacja hepcydyny przez SMAD7, mag — hamowanie szlaku HI'V-BMP6-SMAD4 (w przypadku niedoboru zelaza
i niedoboru witaminy A). Wspomniana Tabela 4.8 obok bardziej szczegélowych opiséw zawiera takze informacje o
tranzycjach zawierajacych sie w poszczegdlnych zbiorach MCT. Rysunek pochodzi z pracy [100].
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4.3.3 Analiza i wyniki

Analiza modelu przedstawionego w poprzednim paragrafie opiera sie zaré6wno o klasyczne, jak

i rozszerzone metody analizy, w tym takze na zaproponowanej metodzie — analizie waznosci.

Analiza zbiorow MCT oraz analiza t-klastrow

Zaproponowany model wptywu deficytu witaminy A na homeostaze zelaza zawiera 20 nietry-
wialnych zbiorow MCT wyr6znionych w Tabeli 4.8. Tabele 4.8 podzielono na trzy kolumny: ID —
kolumna zawierajaca identyfikatory kolejnych zbiorow MCT, Zawarte tranzycje — kolumna sklada-
jaca sie z tranzycji nalezacych do poszczegélnych zbiorow MCT, Znaczenie biologiczne — kolumna
zawierajaca opis znaczenia biologicznego, przypisany do kazdego zbioru MCT. Ponadto wyr6znione

w Tabeli 4.8 zbiory MCT znalazly si¢ réwniez na schemacie modelu na Rysunku 4.6.

TABELA 4.8: Lista nietrywialnych zbiér MCT — zbioréw skladajacych si¢ z co najmniej dwoch tranzycji nalezacych

do wsparé¢ doktadnie tych samych t-niezmiennikéw (patrz [100]).

ID Zawarte tranzycje | Znaczenie biologiczne

to, t1, t2, t3, ta,

ts, te, t7, tg, t
mi 5, %6, 17, ©8, 19, Jony zelaza Fe3T ulegaja redukcji do Fe?® przez Dcytb i sa transportowane
y gaj)a ) b y % P

t t t t
10 713, P14, ©16; do enterocytu przez DMT1 (zelazo trafia do puli — LIP). Hepcydyna wiaze sie

tiz7, t

17 54 z Fpn, aby nastepnie przytaczy¢ kinaze Jak2. Kinaza prowadzi do fosforylacji
reszt tyr w Fpn, co stanowi sygnal do przemieszczenia si¢ do cytoplazmy. Fpn
jest defosforylowana, ubikwitynowana, by nastepnie ulec degradacji — mecha-

nizm ten prowadzi do zablokowania zelaza w enterocytach i makrofagach.

te66, t67, t68; 169, .
ma 66, 167, 768, 169 Ekspresja hepcydyny przez szlak HJV-BMP6-SMADA.

t70, t71, t72, t73

ms tos, tas, tar, tag Jony zelaza Fe?t ulegaja absorpcji przez Ft lub pozostaja przetransportowane
do krwi przez Fpn przy udziale hefajstyny (utleniajacej jony Fe2t do Fe3+).

my ts7, tss, ts9, teo Ekspresja hepcydyny przez cytokiny IL-6 (szlak JAK-STAT3) i IL-15.

ms trr, trs, trg, tso Niedobor zelaza aktywuje furyne, ktéra uwalnia hemojuweline z blony ko-

morkowej. sHJV wiaze biatkiem BMP6, uniemozliwiajac jego wiazanie si¢ z
receptorem, prowadzac do hamowania szlaku HJV-BMP6-SMADA4.

me tse, ts7, tss, tsg Zarowno niedobér zelaza jaki i niedobér witaminy A wplywa na uposledzenie
erytropoezy, co prowadzi do gromadzenia si¢ grupy hemowej w $ledzionie i

obnizenia ekspresji hepcydyny.

my t3s, t3e, t37 Niski poziom zelaza prowadzi do degradacji FBXL5, co powoduje wzrost
biatka IRP2. IRP2 odgrywa te sama rol¢ co IRP1 — prowadzi do wzrostu
poziomu TfR1 i DMT1 oraz do zmniejszenia Ft i Fpn.

ms t12, tig Negatywna regulacja DMT1 prowadzi do spadku absorpcji zelaza.

mo t20, t21 Jony zelaza Fe?t zaangazowane w reakcje Fentona prowadza do zwigkszania

reaktywnych form tlenu, zwiekszajac poziom stresu oksydacyjnego.

mio tag, t32 Absorpcja zelaza przez komorki ssakow.

mi1 t3s, tas Nadmiar zelaza indukuje powstanie holo-IRP1 (mechanizm IRP/IRE).

mi2 t34, t39 Niedobér zelaza indukuje powstanie apo-IRP1 (mechanizm IRP/IRE).

mi3 t40, ta4 Wiazanie sie apo-IRP1 do sekwencji IRE w regionie 3’'UTR mRNA TfR1,
prowadzi do wzrostu poziomu biatka TfR1.

mia ta1, tas Wiazanie si¢ apo-IRP1 do sekwencji IRE w regionie 3 UTR mRNA DMT1,

prowadzi do wzrostu poziomu biatka DMT1.

mis tao, tas Wiazanie sie apo-IRP1 do sekwencji IRE w regionie 5 UTR mRNA Ft, pro-

wadzi do zahamowania translacji F't.

mie ta3, tar Wiazanie si¢ apo-IRP1 do sekwencji IRE w regionie 5 UTR mRNA Fpn, pro-
wadzi do zahamowania translacji Fpn.

miy te1, tea W sytuacji normy lub nadmiaru zelaza Tf wiaze si¢ do TfR1 (uniemozliwiajac
wigzanie HFE). Wolny HFE wysyla sygnaly do jadra hepatocytow, zwieksza-
jac ekspresje hepcydyny.
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ID Zawarte tranzycje | Znaczenie biologiczne

mi8 te2, t63 W sytuacji deficytu zelaza, HFE wiaze sie do TfR1 prowadzac do obnizenia
ekspresji hepcydyny.

mi9 tra, t7s BMP6 indukuje SMAD7, ktoéry negatywnie reguluje ekspresje hepcydyny.

mao ts4, tss Deficyt zelaza powoduje obnizenie poziomu biatka BMP6, co hamuje $ciezke

HJV-BMP6-SMADA4.

Analiza zbiorow MCT pozwala na okreslenie funkcjonalnych blokéw charakterystycznych dla
badanego procesu, jednak ten etap nie pozwala jeszcze na poszukiwanie ciekawych zaleznosci mie-
dzy badanymi podprocesami. Jako drugi krok w klasycznej analizie przeprowadzono klastrowanie
dla 402 t-niezmiennikéw. Podobnie jak w przypadku wezesniejszych modeli, do klastrowania uzyto
algorytm oparty na metodzie sredniego wigzania i nieskupiona miare dystansu Pearsona. Wyboru
najlepszego klastrowania dokonano w oparciu o indeks MSS, podczas gdy wybor liczby t-klastrow
oparto o wspotczynnik Calinskiego-Harabasza. Zatem, analizy t-klastréow dokonano dla 20 skupieri.
W przypadku pracy opisanej w tym podrozdziale, zamiast klasycznej Tabeli zawierajacej opisy t-
klastrow, wykonano inng forme graficznej reprezentacji. W zaproponowanej formie w kazdym z
t-klastrow wyrézniono konkretne podprocesy biologiczne. Zbiér wszystkich mozliwych podproce-
sow zostal opisany w Tabeli 4.10, podczas gdy informacje o tym, ktére podprocesy znalazly sie w
danym klastrze wizualizuje Tabela 4.9. Tabela 4.9 przedstawia wystapienia poszczegblnych pod-
proceséw w danym t-klastrze, im intensywniejszy kolor, tym dany podproces pojawia sie w wiekszej
liczbie skupieni. Tym sposobem, podprocesy, ktéore moga odgrywaé istotng role w modelowanym
systemie, mozna znalezé poprzez czestosé ich wystepowania w t-klastrach.

TABELA 4.9: Wystepowanie podproceséw w t-klastrach. Zgodnie z oznaczeniami tabeli — im bardziej intensywny
kolor, tym dany podproces wystepuje w wiekszej liczbie t-klastréow (patrz [100]).

liczba
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TaBELA 4.10: Lista podproceséw zawartych w t-klastrach (patrz [100]).

Podproces | Interpretacja biologiczna

a Jony zelaza sa transportowane do krwi przez Fpn, aby ulec absorpcji przez komorki ssakéw na

drodze endocytozy.

b Jony zelaza Fe?t zaangazowane sg reakcje Fentona, ale reakcja ta zachodzi rzadziej niz absorpcja,

zelaza w enterocytach.

c Mechanizm IRP/IRE: nadmiar zelaza indukuje powstanie holo-IRP1, prowadzac zwigkszenia

poziomu bialek Fpn i Ft oraz prowadzac do zmniejszenia poziomu DMT1 and TfR1.

d Jony zelaza transportowane sg do enterocytu przez DMT1, gdzie nastepnie sa absorbowane przez
Ft.
e Mechanizm IRP/IRE: niedoboér zelaza indukuje powstanie apo-IRP1, prowadzac do zwiekszenia

poziomu biatek DMT1 i TfR1 oraz prowadzac do zmniejszenia poziomu Fpn i Ft.

f W sytuacji normy lub nadmiaru zelaza Tf wiaze si¢ do TfR1 (uniemozliwiajac wigzanie HFE).

Wolny HFE wysyta sygnaly do jadra hepatocytéw, zwickszajac ekspresje hepcydyny.

g W sytuacji deficytu zelaza, HFE wiaze si¢ do TfR1 prowadzac do obnizenia ekspresji hepcydyny.
h Ekspresja hepcydyny przez cytokiny IL-6 (szlak JAK-STAT3) i IL-15.

i Niedobor witaminy A stymuluje ekspresje hepcydyny poprzez wzrost cytokin I1L-6 i IL-10.

j Hepcydyna wiaze si¢ z Fpn i nastepnie przylacza Jak2. Kinaza prowadzi do fosforylacji reszt

tyr w Fpn, co stanowi sygnal do przemieszczenia sie do cytoplazmy. Fpn jest defosforylowana,
ubikwitynowana i nastepnie ulega degradacji prowadzac do zablokowania zelaza w enterocytach

i makrofagach (co skutkuje obnizeniem poziomu zelaza w osoczu).

k BMP6 indukuje SMAD7, ktory negatywnie reguluje ekspresje hepcydyny.

1 Ekspresja hepcydyny przez zapalenie.

m TfR1 konieczny do absorpcji zelaza przez komorki ssakow.

n Ekspresja hepcydyny przez szlak HIV-BMP6-SMADA4.

o Niedobor zelaza aktywuje furyne, ktora uwalnia hemojuweline z blony komoérkowej. sHIJV wiaze
biatkiem BMP6, uniemozliwiajac jego wiazanie si¢ z receptorem, prowadzac do hamowania szlaku
HJV-BMP6-SMADA4.

P Deficyt witaminy A powoduje wzrost poziomu BMP6.

BAMP6 zaangazowany w szlak HJV-BMP6-SMAD4 wplywa na ekspresje hepcydyny.

S Niedobor zelaza powoduje spadek poziomu BMP6, co skutkuje zahamowaniem szlaku HJV-
BMP6-SMAD4 i zahamowaniem ekspresji hepcydyny.

t Zar6éwno niedobor zelaza jaki i niedobor wit. A wplywa na uposledzenie erytropoezy, co prowadzi

do gromadzenia si¢ grupy hemowej w $ledzionie i obnizenia ekspresji hepcydyny.

Celem kazdej analizy t-klastrow jest znalezienie podproceséw, ktére moga odgrywaé istotna
role w funkcjonowaniu modelowanego systemu. Wydaje sie, ze jesli pewien podproces wystepuje w
wiekszej liczbie t-klastréw, to moze on by¢ stymulowany przez rézne, niezalezne procesy lub moze
on stymulowaé te procesy. W zwiazku z tym, na podstawie tych wynikéw i znajomosci struktury
modelu, m.in. mozna wnioskowaé czy podproces ten jest stymulowany czesciej czy rzadziej. Z pew-
nosdcia natomiast mozna wysnué¢ wniosek, ktére podprocesy sa wazniejsze od innych. Jednakze,
analiza t-klastrow bywa dos¢ ogélna, przez co niektoére zjawiska moga by¢ ignorowane, niezauwa-
zane lub nawet jesli zostajg zidentyfikowane, to czesto wymagajg potwierdzenia poprzez zastoso-
wanie bardziej precyzyjnych analiz. Na przyktad, dla modelu opisanego w niniejszym podrozdziale
wykazano, ze zasadniczym mechanizmem badanego ukltadu jest regulacja ekspresji hepcydyny —
jest to dos¢ oczywisty wniosek. Wszakze przedstawiony model obejmuje kilka niezaleznych szla-
kow zaangazowanych w ekspresje hepcydyny, w tym szlak HIV-BMP6-SMAD4 (podproces n —
oznaczenia zgodne z Tabela 4.10), wolny HFE (podproces f) oraz szlak JAK-STAT3 modulowany
przez cytokiny IL-6 i IL-18 (podproces h). W zwiazku z tym uwzgledniono czestotliwosé tych
podproceséw we wszystkich t-klastrach i jak wykazano w Tabeli 4.9: podproces n wystepuje w 6
t-klastrach, podproces f rowniez wystepuje w 6 t-klastrach, natomiast podproces h wystepuje az w
13 t-klastrach. Wydaje sie zatem, iz ekspresja hepcydyny jest czesciej indukowana przez cytokiny

(podproces h) niz inne szlaki. Tego typu wnioski wymagaja jednak dodatkowego potwierdzenia po-
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przez przeprowadzenie bardziej szczegbéltowych analiz, przez co rozumie sie zaproponowang analize

waznosci, ale takze znane rozszerzone metody analiz, takie jak knockout symulacyjny.

Analiza waznosci

Analiza wazno$ci zostala wykonana dla wybranych proceséw elementarnych zwiazanych z eks-
presja hepcydyny, zaréwno dla mechanizméw stymulujacych, jak i hamujacych. Waznosé jest ro-
zumiana jako liczba wystapieri danej tranzycji we wsparciach t-niezmiennikéw podzielona przez
liczbe wszystkich wspar¢ t-niezmiennikoéw, co mozna oznaczy¢ jako tranz./t-inw. lub moze byé
wyrazone procentowo [%]|. Formalna definicja znajduje sie we wprowadzeniu tego rozdziatu, patrz
definicja 4.1.1. Dodatkowo, obok tej analizy wykonano takze symulacje knockout dla tego samego
zbioru wybranych proceséw elementarnych (tranzycji), w wyniku ktorej otrzymano $rednig liczbe
uruchomieni danej tranzycji we wszystkich symulacjach. Formalny opis knockoutu symulacyjnego
znajduje sie w podrozdziale 2.2.1. Wyniki wspomnianych analiz przedstawiono w Tabeli 4.11, ktora
zawiera nastepujace kolumny: Podprocesy — kolumna zawierajaca nazwy wybranych podproceséw,
gdzie kazdy podproces sklada sie z co najmniej jednego procesu elementarnego, ID — kolumna
zawierajaca identyfikatory odpowiednich tranzycji, Nazwa procesu elementarnego — kolumna za-
wierajaca znaczenie biologiczne przypisane do kazdej tranzycji, Waznosé — kolumna zawierajaca
wazno$¢ tranzycji wyrazong w dwojaki sposob: tranz. /t-inw. oraz [%/. Ponadto, Tabela 4.11 zawiera
rowniez kolumne AvgFr — zawierajaca wyniki symulacji knockout, a wiec Srednig liczbe urucho-
mien tranzycji we wszystkich symulacjach. Poza podzialem pionowym mozna takze zauwazyé, ze
Tabela 4.11 zostata podzielona w poziomie, gdzie gérna czesé dotyczy podproceséw stymuluja-
cych pozytywnie ekspresje hepcydyny, a dolna cze$é¢ dotyczy podproceséw hamujacych ekspresje
hepcydyny.

TABELA 4.11: Wyniki bardziej szczegdélowych analiz, analizy waznosci oraz symulacji knockout, dla wybranych
proceséw elementarnych zwigzanych z pozytywna i negatywna regulacja ekspresji hepcydyny (patrz [100]).

‘Waznosé
Podproces ID Nazwa procesu elementarnego AvgF
tranz./t-inw. ‘ [%]
Podprocesy pozytywnie regulujace ekspresje hepcydyny
szlak . .
HIV-BMP6-SMAD4 trs translokacja do jadra 118/402 29% 13,98
ts9 ekspresja hepcydyny przez JAK-STAT3 252/402 63% 46,94
cytokiny IL-6 i IL-183 teo modulowanie ekspresji hepcydyny 252/402 63% 49,86
tan VAD proyvadz’l do uposle_dzenla 0dpow1e.dz1 126,/402 31% 24,38
zapalnej, ktéra powoduje wzrost cytokin
ts5 ekspresja hepcydyny 40/402 10% 5,80
wolny HFE
tea Tf wiaze si¢ do TfR1, zapobiegajac wigzaniu HFE 106/402 26% 6,01
Podprocesy negatywnie regulujace ekspresje hepcydyny
hamowanie szlaku tso zahamowanie ekspresji hepcydyny 48/402 12% 2,00
HJV-BMP6-SMAD4 tas spadelf BMP6 .hamuje szlak BMP 78 /402 19% 0.26
i ekspresje hepcydyny
too HFE wiaze si¢ do TR1 68,/402 17% | 0,19
wiazanie HFE do TfR1 w przypadku niedoboru zZelaza
HFE wiaze si¢ do TfRI1,
tes zapobiegajac wiazaniu Tf do TfR1, 68,/402 17% 0,19
co skutkuje spadkiem ekspresji hepcydyny
tra BMP6 indukuje SMAD7 41/402 10% 13,99
indukowanie SMAD7 -
przez BMP6 trs negatywna regulacja hepcydyny 41/402 10% 13,96
tse upoéledzenie erytropoezy 38/402 9% 0,89

Analiza waznosci pozwala okresli¢, ktory elementarny proces ma wieksze znaczenie dla funk-
cjonowania calego modelu. Na przyktad, na podstawie Tabeli 4.11 mozna zauwazyé, ze wsrod
procesow elementarnych stymulujacych ekspresje hepcydyny najwazniejsze sg tranzycje tsg i teo

— tranzycje te odpowiadaja procesom elementarnym, ktore pozytywnie reguluja ekspresje hepcy-
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dyny przez cytokiny. W tym przypadku wyniki potwierdzaja wnioski z analizy t-klastrow, ktora
wykazala, ze ekspresja hepcydyny indukowana przez cytokiny (podproces h) moze byé¢ bardziej
znaczgca niz stymulacja przez pozostate mechanizmy. Ponadto wyniki analizy sredniej liczby uru-
chomien tranzycji we wszystkich symulacjach pozwolily wskazaé, ze tranzycja tgy jest najczesciej
uruchamiana sposréd wszystkich proceséw elementarnych pozytywnie regulujacych ekspresje hep-
cydyny. Dlatego tez elementarny podproces, jakim jest dodatnia regulacja ekspresji hepcydyny
przez cytokiny, wystepuje czedciej niz inne podstawowe procesy pozytywnie regulujace hepcydyne.

Przygladajac sie tym wynikom w sposéb kompleksowy, a zatem poréwnujac wyniki ogélnych
i bardziej szczegbétowych analiz mozna zauwazy¢, ze analiza klastrow wytania gtéwny czynnik
regulacji homeostazy zelaza — hepcydyne. Ponizsze wyniki podzielono wzgledem mechanizmow
pozytywnie i negatywnie regulujacych ekspresje hepcydyny oraz wplyw deficytu witaminy A na

regulacje homeostazy zelaza.

1. Wyniki analizy mechanizméw pozytywnie regulujacych ekspresje hepcydyny

Istnieje kilka niezaleznych mechanizméw i elementéw biologicznych wptywajacych pozytyw-

nie na ekspresje hepcydyny, sa to:

a) HIV-BMP6-SMAD4 (podproces n zawarty w 6 klastrach, patrz Tabela 4.9);

b) cytokina IL-6 (Sciezka JAK-STATS3) i IL-18 (podproces h zawarty w 13 t-klastrach,
patrz Tabela 4.9);

¢) wolny HFE; w przypadku normy lub nadmiaru zelaza, Tf wiaze si¢ z TfR1 zapobiegajac
wigzaniu HFE (podproces f zawarty w 6 t-klastrach, patrz Tabela 4.9).

Wydaje sie zatem, iz ekspresja hepcydyny indukowana przez cytokiny moze byé bardziej
znaczaca niz promowanie pozytywnej regulacji przez inne mechanizmy. Fakt ten mozna wia-
za¢ z niedoborem witaminy A, ktora dodatkowo stymuluje stan zapalny poprzez wzrost
wspomnianych cytokin. Natomiast inne podprocesy, jak podproces n odpowiadajacy Sciezce
HJV-BMP6-SMAD4 oraz podproces f odpowiadajace sytuacji, w ktorej istnieje wolny HFE,
wystepuja w tej samej liczbie klastréw. Dlatego rola tych podproceséw powinna byé réwnie

wazna dla funkcjonowania systemu.

Wyniki te poréwnano z wynikami uzyskanymi z bardziej szczegdlowej analizy, jaka jest ana-
liza waznosci (patrz Tabela 4.11, kolumna Waznos¢). Wyniki analizy waznosci wykazaly, ze
najwazniejszymi procesami elementarnymi sa tranzycje zwigzane z indukcja ekspresji hep-
cydyny przez cytokiny (ts9, teo waznosé¢ na poziomie 63%). Z drugiej strony, procesy ele-
mentarne zwigzane ze stymulacja ekspresji hepcydyny przez szlak HIV-BMP6-SMAD4 oraz
przez wolny HFE maja wzgledem siebie podobny poziom waznosci (t73 — 29%, tgq — 26%,
odpowiednio). Tym samym, wyniki analizy istotnosci potwierdzaja wyniki analizy t-klastrow

dla podproceséw zwiazanych z pozytywna stymulacja ekspresji hepcydyny.

Oprocz oszacowania waznosci wybranych tranzycji uwzgledniono réwniez ich $rednia liczbe
uruchomien (patrz kolumna AvgFr w Tabeli 4.11). Jak wida¢ najczesciej uruchamiane sa
tranzycje tsg, teo 1 tg2 odpowiadajace stymulacji ekspresji hepcydyny przez cytokiny, nastepna
w kolejnosci jest tranzycja t7s odpowiadajaca stymulowaniu ekspresji hepcydyny przez szlak
HIJV-BMP6-SMAD4 i w koiicu tranzycje ts5 i tg4 odpowiadajace obecnosci wolnego HFE.
Pomimo tego, ze dwa ostatnie procesy elementarne sa rownie wazne w sensie struktury calego
modelu, moga zachodzi¢ z r6zng czestotliwoscia, by¢ uruchamiane z rézna czestoscia. Nalezy

mie¢ na uwadze fakt, ze analiza waznosci jest analizg strukturalng, podczas gdy analiza
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$redniej liczby uruchomienn tranzycji we wszystkich symulacjach, jak nazwa wskazuje, jest

analiza symulacyjna.

2. Wyniki analizy mechanizméw negatywnie regulujacych ekspresje hepcydyny

Podobnie jak wyzej, istnieje kilka niezaleznych mechanizméw i elementéw biologicznych wpty-

wajacych negatywnie na ekspresje hepcydyny, sa to:

a) hamowanie szlaku HIV-BMP6-SMAD4 (podproces o zawarty w 6 t-klastrach i pod-
proces y zawarty w 12 t-klastrach, patrz Tabela 4.9);

b) wiazanie HFE do TfR1 (podproces g zawarty w 7 t-klastrach, patrz Tabela 4.9);
¢) indukeja SMADT przez BMP6 (podproces k zawarty w 6 t-klastrach, patrz Tabela 4.9);
d) uposledzenie erytropoezy (podproces t zawarty w 12 t-klastrach, patrz Tabela 4.9).

Analiza t-klastrow wykazala, ze sposrod podproceséw hamujacych ekspresje hepcydyny bar-
dziej istotne niz pozostale mechanizmy wydaja sie byé: hamowanie szlaku HJV-BMP6-
SMAD4 i uposledzenie erytropoezy. Szlak HIV-BMP6-SMAD4 moze by¢ hamowany przez
dwa rézne mechanizmy. Pierwszy jest zwiazany z aktywacja furyny w przypadku niedo-
boru zelaza. Furyna uwalnia HJV z blony w wyniku reakcji proteolitycznej, a w nastepstwie
rozpuszczalny sHJV blokuje receptory BMPRs, powodujac hamowanie szlaku HJV-BMP6—
SMAD4. Drugi mechanizm zwigzany jest z redukcja BMP6 w przypadku niedoboru zelaza i
VAD. Jak wiadomo BMP6 jest niezbednym elementem szlaku HJV-BMP6-SMAD4, a wiec
bez niego nie dojdzie do pozytywnej regulacji ekspresji hepcydyny.

Podobnie jak w przypadku podproceséw zwiazanych ze stymulacja ekspresji hepcydyny, réw-
niez w tym przypadku przeprowadzono bardziej szczegdélows analize mechanizméw hamuja-
cych. Analiza waznosci wykazala, ze najwazniejszym procesem elementarnym jest tranzycja
zwigzana z hamowaniem szlaku HJIV-BMP6-SMAD4 (tg5 o waznosci na poziomie 19%),
nastepne w kolejnosdci sa procesy elementarne zwiazane z wiazaniem HFE do TfR1 (tg i
tes, oba z waznoscia 17%), a nastepnie procesy elementarne zwiazane z indukcja SMAD7
przez BMPG6 (t74 1 t75 0 waznosci 10%), a na koniec elementarny proces odpowiadajacy upo-
Sledzeniu erytropoezy (tss z waznoscia 9%). Te wyniki analizy istotnosci nie sg zgodne z
analiza klastrowania, ktora to wykazala, ze podproces o odpowiadajacy hamowaniu szlaku
HJV-BMP6-SMAD4 oraz podproces t odpowiadajacy zaburzeniu erytropoezy, wydaja sie
by¢ najbardziej istotne, podczas gdy tylko pierwszy z nich jest naprawde wazny. Ponadto
podproces ¢ ma najmniejsze znaczenie w analizie waznosci wybranych procesé6w elementar-
nych. Nalezy jednak mie¢ na uwadze, ze analiza t-klastrow moze by¢ zbyt ogdlna i czesto
stanowi naprowadzenie na dalsze analizy. Podsumowujac, analiza waznosci wykazala, ze naj-
wazniejszymi mechanizmami hamujacymi ekspresje hepcydyny jest hamowanie szlaku HJV—
BMP6-SMAD4, a takze wigzanie HFE i TfR1.

Symulacja knockout

Oprocz analizy istotnosci wykonano réwniez symulacje knockout — analize Sredniej liczby
uruchomien tranzycji we wszystkich symulacjach (1000 krokéw, 100 powtorzen). Podkreslié
nalezy, ze fakt, iz dany elementarny proces jest istotny z punktu widzenia struktury systemu,
nie oznacza, ze jest on uruchamiany najczesciej. W Tabeli 4.11 w kolumnie AvgFr mozna za-
obserwowacé, ze najczesciej uruchamiana jest tranzycja odpowiadajaca indukcji SMADT przez
BMP6, a wiec mechanizm posrednio hamujacy szlak HIV-BMP6-SMADA4. Jednak tranzy-

cje t74 1 tys odpowiadajace wspomnianemu podprocesowi nie maja tak duzego znaczenia
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dla struktury modelowanego systemu. Inne mechanizmy hamowania ekspresji hepcydyny (tj.
hamowanie szlaku HIV-BMP6-SMAD4 lub wiazanie HFE z TfR1), ktore sa wazne struktu-

ralnie, wystepuja ze znacznie mniejsza czestotliwoscig niz indukcja SMAD7T przez BMP6.

3. Wyniki analizy relacji miedzy zelazem a deficytem witaminy A

Analiza t-klastrow zidentyfikowata kilka podproceséw bezposrednio zwigzanych z niedoborem

witaminy A; wyrézniamy nastepujace:

a) VAD dodatkowo stymuluje ekspresje hepcydyny poprzez wzrost IL-6 i IL-15 (podproces
i zawarty w 12 t-klastrach, patrz Tabela 4.9);

b) VAD prowadzi do wzrostu BMP6 (podproces p zawarty w 6 t-klastrach, patrz Ta-
bela 4.9);

¢) VAD i niski poziom zelaza prowadza do spadku BMP6, skutkujac zahamowaniem eks-

presji hepcydyny (podproces y zawarty w 12 t-klastrach, patrz Tabela 4.9);

d) VAD i niedobér zelaza zaburzaja erytropoeze prowadzac do negatywnej regulacji eks-

presji hepcydyny (podproces t zawarty w 12 t-klastrach, patrz Tabela 4.9).

Wyniki analizy t-klastrow wykazaly niewatpliwy wplyw niedoboru witaminy A i Zelaza na
hamowanie ekspresji hepcydyny. Jednak w tej kwestii istnieja rozne doniesienia literaturowe.
Wyniki przedstawione w [9] jasno opisuja, ze witamina A utrzymuje homeostaze zelaza po-
przez pozytywne modulowanie ekspresji hepcydyny w watrobie. Z drugiej jednak strony,
wyniki przedstawione w [41] wskazuja, ze niedobor witaminy A sprzyja redukeji poziomu
watrobowego mRNA Hamp, a nie oczekiwanemu podwyzszeniu ekspresji tego genu (genu
ekspresji hepcydyny). Procedury eksperymentalne tych badan ([9, 41]) zostaly krotko pod-

sumowane w pracy [100].

Biorac pod uwage te rozbieznosci, w tym etapie analizy uwzgledniono dwa rézne podprocesy.
Pierwszy, podproces w ktorym niedobér witaminy A wplywa na wzrost BMP6, prowadzac do
ekspresji hepcydyny poprzez szlak HIV-BMP6-SMAD4 (patrz podproces p w Tabeli 4.9).
Drugi, podproces w ktorym BMP6 indukuje SMAD7, a zatem negatywna regulacja hepcy-
dyny (patrz podproces k w Tabeli 4.9). Te dwa przeciwstawne mechanizmy sa zawarte w
tej samej liczbie t-klastrow. Wydawaé by sie zatem moglo, ze sa one réwnie wazne dla za-
modelowanego systemu. Wniosek ten nie rozwiazuje problemu istniejacych réznych doniesien

literaturowych.

Jak wykazano wczesniej, wyniki analizy t-klastrow moga by¢ zgrubne, dlatego tez przepro-
wadzanie klastrowania jako jedynej analizy moze prowadzi¢ do pominiecia niektérych zna-
czacych zaleznosci. Niemniej jednak, jak réwniez wykazano, klastrowanie moze prowadzi¢
do zawezenia obszaru poszukiwan i wyznaczaé dalszy kierunek badan. W zwiazku z tym
przeprowadzono analize $redniej liczby uruchomien tranzycji we wszystkich symulacjach dla

wspomnianych wczesniej podproceséw k i p. Wyniki przedstawiono ponizej:

a) podproces stymulujacy ekspresje hepcydyny (ts3 — VAD prowadzi do wzrostu BMP6):
$rednia liczba uruchomien tranzycji we wszystkich symulacjach wynosi 24.30;
b) podproces hamujacy ekspresje hepcydyny (t74 — BMP6 indukuje SMADT): érednia liczba

uruchomienl tranzycji we wszystkich symulacjach wynosi 13.99.

Analiza ta wykazala, Ze elementarny proces zwiazany z aktywacja szlaku HJV-BMP6—
SMAD4, ktory pozytywnie reguluje ekspresje hepcydyny, jest czesciej uruchamiany niz pod-
proces prowadzacy do jej negatywnej regulacji poprzez udziat BMP6 w indukcji SMAD?7.
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4.3.4 Konkluzje

Zastosowanie podejscia systemowego oparte o klasyczne sieci Petriego pozwolito na przeanali-
zowanie modelu wplywu deficytu witaminy A na regulacje homeostazy zelaza, jako ztozonego sys-
temu interakcji powiazanych ze soba skomplikowana siecia oddziatywan. Obok klasycznych metod
analizy (zbioréow MCT oraz analizy t-klastrow), wykonano rozszerzona analize oparta o knockout
symulacyjny (analiza $redniej liczby uruchomien tranzycji we wszystkich symulacjach) oraz za-
proponowang analize waznosci. Analiza waznosci pozwolita wyrézni¢ najwazniejsze mechanizmy
pozytywnie oraz negatywnie stymulujace ekspresje hepcydyny. Oprocz wyodrebnienia najbardziej
istotnych z punktu widzenia struktury modelu podproceséw oraz proceséw elementarnych, za po-
moca symulacji knockout okreslono takze $rednia liczbe uruchomieri poszczegdlnych tranzycji, a
wiec czestotliwosé wystepowania poszczegdlnych proceséw elementarnych.

Doglebne poznanie badanego systemu wplywu niedoboru witaminy A na regulacje homeostazy
zelaza jest utrudnione z uwagi na pojawiajace sie wzajemnie wykluczajace informacje literaturowe,
a jak wiadomo, analiza zaproponowanego modelu ma w podstawowym celu lepsze zrozumienie
natury analizowanego systemu i usystematyzowanie wiedzy. Niemniej jednak, podejscia systemowe
oparte o sieci Petriego w ostatecznej analizie pozwalaja takze na rozwianie niektorych watpliwosei
co do rozbieznosci w doniesieniach literaturowych. W tym przypadku sprzeczne doniesienia traktuja
o deficycie witaminy A. W pracy [41] nadmieniono, iz VAD prowadzi do negatywnej regulacji
ekspresji hepcydyny. Ponadto autorzy podkreslaja, ze uzyskane wyniki réznig sie od wynikéw
oczekiwanych. Z drugiej natomiast strony, w pracy [9] jasno zaznaczono, iz VAD jest zwiazany
z pozytywna regulacja ekspresji hepcydyny. Graficzne przedstawienie tego problemu znajduje sie
na Rysunku 4.7, gdzie mechanizm, w ktérym VAD negatywnie reguluje ekspresje hecydyny, jest
zwigzany z indukcja SMAD7 przez BMP6, natomiast mechanizm, gdzie VAD pozytywnie reguluje
ekspresje hecydyny, jest zwiazany ze stymulacjg szlaku HIV-BMP6-SMADA.

Analiza t-klastrow wykazala, ze te dwa przeciwstawne podprocesy moga byé¢ réwnie wazne
dla funkcjonowania modelowanego systemu. Jednak bardziej szczegdtowe analizy wykazaty réznice
miedzy tymi dwoma mechanizmami. Analiza Sredniej liczby uruchomien tranzycji we wszystkich
symulacjach wykazalta, ze VAD czesciej pozytywnie stymuluje ekspresje hepcydyny. Podobny wynik
przedstawia analiza wazno$ci, wedle ktorej VAD pozytywnie regulujacy ekspresje hepcydyny jest

bardziej istotny strukturalnie niz mechanizm posrednio hamujacy jej ekspresje przez VAD.

4.4 Analiza waznosci, poro6wnawcza analiza waznosci oraz
poréwnawcza analiza knockout — model oparty o klasyczne sieci
Petriego dotyczacy powigzan miedzy oxLDL a tetniakami aorty

brzusznej

W obecnym podrozdziale przedstawiono zaproponowany model powiazan miedzy tetniakiem
aorty brzusznej i miazdzyca. Model wyrazono w formalizmie klasycznych sieci Petriego, w odroz-
nieniu od wczedniej opisywanych analiz w tym przypadku zaproponowano podejscie obejmujace
poréwnanie dwoch modeli. Pierwszy z nich nazwany modelem petnym jest modelem tytulowym
tego podrozdziatu, a wiec zawiera wszystkie zamodelowane podprocesy powiazari miedzy oxLDL a
tetniakami aorty brzusznej. Drugi model, zwany modelem zredukowanym jest pomniejszony o pod-
proces utleniania LDL oraz wszystkie podprocesy, w ktorych uczestniczy oxLDL. Istotnym jest, iz
model zredukowany zostal ograniczony w taki sposob, aby zachowaé wlasnosé pokrycia sieci przez
t-niezmienniki. Aby dobrze zrozumie¢ istote takiej analizy, nalezy wspomnieé, ze model petny moze

zosta¢ poddany analizie knockout. Na podstawie analizy knockout mozna okresli¢, ktore elemen-
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RysuNEk 4.7: Schemat graficznie przedstawiajacy mechanizm pozytywnej i negatywnej regulacji ekspresji hepcy-
dyny przez deficyt witaminy A — przedmiot sprzecznosci literaturowej. Rysunek jest adaptacja ilustracji pochodzacej
z pracy [100].

tarne procesy zostaly wylaczone w wyniku jej dziatania (w konsekwencji wylaczenia okreslonych
tranzycji), jednak nie mozna dokonaé¢ innych analiz pozwalajacych lepiej zrozumieé¢ strukture mo-
delu po takim wytaczeniu. Miedzy innymi nie jest mozliwe wykonanie analizy waznosci, ktora
pozwala na okreslenie, ktére elementarne procesy sa wazniejsze od innych pod wzgledem struk-
turalnym. Zatem, zaproponowane podejscie w tej pracy obok opisanej wczesniej analizy wazno$ci
i znanej symulacji knockout, prezentuje poréwnawcza analize waznosci oraz poréwnawcza analize
knockout. Analiza poréwnawcza umozliwia przeprowadzenie doktadnych analiz dla modelu petnego
jak i modelu zredukowanego i jest pierwszym takim zaproponowanym podejsciem (patrz artykut
[105]). Celem biologicznym stosowania analizy poréwnawczej modelu jest ocena jak duzy wplyw
na powigkszanie i pekanie tetniaka aorty brzusznej (AAA, ang. abdominal aortic aneurysm) maja
podprocesy zwigzane z oxLDL.

Celem modelowania stala sie relacja miedzy tetniakami aorty brzusznej (AAA) i miazdzyca.
Badania sugeruja, ze te dwie jednostki chorobowe sa ze soba $cisle powiazane. Chociaz tetniak
aorty brzusznej jest powszechna chorobg naczyniows i wiaze sie z wysoka $Smiertelnoscia, to pelna
patogeneza tetniaka AAA wciaz pozostaje nieznana. Ponadto, obecnie coraz czesciej sugeruje sie, ze
rozwdj AAA nie jest wynikiem miazdzycy, jednak poszczegolne czynniki moga dzialaé niezaleznie
lub synergistycznie z miazdzyca. Jednym z takich czynnikow jest LDL i jego utleniona forma
— oxLDL. Jak powszechnie wiadomo, a takze wykazano w tej pracy, oxLDL odgrywa wazna
role w patogenezie miazdzycy, istnieje zatem mozliwo$é synergistycznego rozwoju obu choréb, co

postanowilismy zbadaé¢ tworzac model wpltywu oxLDL na rozwdj AAA za pomoca sieci Petriego.

4.4.1 T1to biologiczne

Tetniak aorty brzusznej definiuje sie jako powiekszenie aorty przekraczajace 1,5-krotnos$é nor-

malnego rozmiaru w danym segmencie [106]. Podobnie jak w przypadku miazdzycy, pomimo tego
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ze pekniecie tetniaka jest bardzo czesta przyczyna $mierci na calym $wiecie, to pelny mechanizm
patogenezy tetniaka aorty brzusznej jest wciaz nieznany.

Miazdzyca tetnic i tetniaki aorty brzusznej sa ze sobg silnie powiazane i dlatego budza kontro-
wersje co do indywidualnosei tych jednostek chorobowych [89, 294]. Obecnie coraz czesciej sugeruje
sie, ze rozwdj tetniaka aorty brzusznej nie jest wynikiem miazdzycy, istnieja tez odrebne czynniki,
ktore moga dziala¢ niezaleznie lub synergistycznie z miazdzyca [290]. Z drugiej strony, oba zabu-
rzenia maja pewne wspolne czynniki ryzyka i podobne cechy patologiczne [153, 294]. Pojawiaja
sie zatem pytania o czynniki, ktére moga by¢ wspélne w rozwoju obu zaburzen. Jednym z takich
czynnikéw jest lipoproteina o niskiej gestosci i jej utleniona forma — oxLLDL. Wiadomo, ze oxLLDL
odgrywa wazna role w patogenezie miazdzycy [317]. Niemniej jednak wyniki badain dotyczace roli
oxLDL w AAA sa niejednoznaczne. Niektore z tych badan nie wykazuja zwiazku [152, 159, 290],
podezas gdy inne donosza o udziale LDL w rozwoju tetniakow aorty brzusznej [122, 163, 224].

Zaproponowany model oparty o sieci Petriego opisuje wspoélzaleznosci miedzy wieloma proce-
sami, takimi jak powstawanie oxLDL, wytwarzanie reaktywnych form tlenu przez syntaze tlenku
azotu (NOS) i enzymy oksydazy NADPH (NOX) oraz ich wplyw na rozwoj stanu zapalnego, wzrost
ilosci metaloproteinaz, a w rezultacie rozwoj i pekniecie AAA. Opis kontekstu biologicznego po-

dzielono w nastepujacy sposob:

1. oxLDL i inne kluczowe czynniki w rozwoju tetniaka aorty brzusznej

Najwazniejsza reaktywna forma tlenu w rozwoju tetniaka jest anionorodnik ponadtlenkowy
(057) [82, 197]. Zostal on takze opisany w poprzednim rozdziale po§wieconym wylacznie
procesom lezacym u podstaw miazdzycy. O3~ jest syntetyzowany przez niesprzezone indu-
kowalne i érodblonkowe NOS (iNOS i eNOS) oraz NOX [197]. NOS z kofaktorem tetra-
hydrobiopteryna (BHy) wytwarza tlenek azotu (NO) w warunkach fizjologicznych. Jednak
utlenianie BH4 do BH, w warunkach stresu oksydacyjnego prowadzi do odtaczenia enzymu i
produkcji O3~ . Rodnik ten nasila rozprzeganie enzymu, cho¢ znacznie szybciej dochodzi do
niego pod wplywem nadtlenoazotynu (ONOO™), ktory powstaje w wyniku reakecji O3~ i NO
[184, 263]. OxLDL wplywa réwniez na NOS, prowadzac do jego defosforylacji [60, 124, 309], a
w konsekwencji do produkeji anionorodnika ponadtlenkowego zamiast NO. Anionorodnik po-
nadtlenkowy jest redukowany do nadtlenku wodoru (HoOs) przez enzym dysmutaze (SOD)
[315]. HoO2 jest rozktadany na wode i tlen przez enzym katalaze. O™, HoOy i ONOO™
to reaktywne formy tlenu i azotu (ROS/RNS), ktore maja istotny wplyw na rozwoj stresu
oksydacyjnego, ktory odgrywa istotna role w patogenezie AAA. Leukocyty polimorfojadrowe
(PMN) uwalniaja mieloperoksydaze (MPO), ktora wytwarza inny ROS — kwas podchlorawy
(HOC1) z H,05 1 C17. HOCI posrednio stymuluje aktywnos$é proteolityczna. Produkty MPO
moga prowadzi¢ do peroksydacji lipidow [140]. ROS reguluja aktywnosé kinazy Akt zaangazo-
wanej w proces apoptozy komorek miesni gtadkich naczynn (VSMC) [53, 261, 314] i aktywowaé
biatka aktywujacego-1 (AP-1) poprzez MAPK, co prowadzi do produkcji chemokin i cytokin
prozapalnych [78, 261|. Najwazniejszymi cytokinami w tej jednostce chorobowej sa IL-6, IL-
18, IL-8 i TNFa. Produkcja niektorych z nich, jak np. IL-6, mogtaby zosta¢ zwigkszona m.in.
przez rozciaganie $ciany aorty [5]. ROS uszkadzaja DNA, co prowadzi do aktywacji czynnika
jadrowego kB (NF-xB). NF-xB prowadzi rowniez do produkeji prozapalnych chemokin i cy-
tokin oraz czasteczek adhezyjnych: miedzykomorkowej czasteczki adhezyjnej-1 (ICAM-1) i
naczyniowej czasteczki adhezyjnej komorek-1 (VCAM-1) [261]. Stres oksydacyjny zwieksza
ekspresje enzymu konwertujacego angiotensyne (ACE) [53]. Uczestniczy w procesie konwersji
angiotensyny I w angiotensyne II. Angiotensyna II aktywuje NF-kB i NOX poprzez akty-
wacje ich podjednostek [261]. NOX jest rowniez stymulowany przez TNFa, oxLDL i stres
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hemodynamiczny [236, 270]. TNFa aktywuje rowniez NF-£B [232]. ROS moze utlenia¢ LDL
do oxLLDL. OxLDL aktywuje wytwarzanie anionu ponadtlenkowego przez NOX poprzez ak-
tywacje jego podjednostek [171, 317]. OxLDL wplywa rowniez na wzrost stezenia O3~ w
inny sposéb: prowadzi do defosforylacji NOS (w wyniku czego O3~ jest wytwarzany zamiast
NO) [60, 124, 309] i hamuje aktywnos¢ dysmutazy (zmniejsza redukcje O3~ do H2O2) [317].
OxLDL zwieksza aktywnos¢ metaloproteinazy 2 (MMP2) [171] oraz produkcje czastek adhe-
zyjuych ICAM i VCAM [309].

2. Istotna rola metaloproteinaz w rozwoju i pekaniu tetniaka aorty brzusznej

Zwiekszenie liczby czasteczek adhezyjnych i chemokin sprzyja naciekaniu §ciany aorty przez
komorki zapalne. Komorki te nasilaja synteze cytokin prozapalnych, pogtebiajac stan za-
palny i prowadzac do syntezy proteaz, glownie metaloproteinaz [43, 278, 306]. Wspominane
wielokrotnie reaktywne formy tlenu odgrywaja takze tutaj istotna role, gdyz biora roéwniez
udzial w ekspresji genow i aktywacji utajonych MMP [122]|. Podstawowe metaloproteinazy,
jakie mozna wyrézni¢é w patogenezie tetniaka aorty brzusznej, to MMP1, MMP2, MMP7,
MMP9, MMP12, MMP13 — ich gltéwna rola jest degradacja tkanki tacznej. Produktami pro-
teolizy sa chemoatraktanty, ktore nasilaja infiltracje komorek zapalnych [34]. Z wyréznionych
metaloproteinaz MMP2, MMP7, MMP9 i MMP12 sa gléwnie odpowiedzialne za degradacje
elastyny, co skutkuje rozszerzeniem aorty [34]. Proces ten nasila wspomniana wcze$niej apop-
toza VSMC, poniewaz komorki te sa odpowiedzialne za synteze elastyny [34, 184]. Powieksze-
nie tetniaka zwieksza stres hemodynamiczny, co prowadzi do kompensacyjnego odkladania
sie kolagenu w $cianie aorty. Pozwala to na utrzymanie odpornosci na nacisk wywierany na
Sciane naczynia [34]. Z kolei metaloproteinazy MMP1, MMP8 i MMP13 sa gltownie odpowie-
dzialne za degradacje kolagenu. Jesli kolagen dominuje w Scianie aorty, dtugotrwate dziatanie
MMP1, MMPS8 i MMP13 moze spowodowa¢ pekniecie tetniaka.

4.4.2 Model

W ramach pracy opisanej w tym podrozdziale zaproponowano dwa modele bazujace na kla-
sycznych sieciach Petriego. Pierwszy model, zwany modelem petnym, jest modelem relacji miedzy
oxLDL a powstawaniem i pekaniem tetniaka aorty brzusznej, a wiec zawiera wszystkie zamode-
lowane podprocesy. Drugi model, zwany modelem zredukowanym, jest w zasadzie modelem pet-
nym pomniejszonym o podproces utleniania LDL oraz wszystkie podprocesy, w ktére zaangazo-
wany jest oxLDL. Doktadniej, model ten nie zawiera podprocesu utleniania LDL do oxLDL oraz
wszystkich podproceséw, w ktorych uczestniczy oxLLDL, tj. stymulacja NOX, stymulacja czasteczek
adhezyjnych, hamowanie SOD, aktywacja proteolizy elastyny przez MMP2 oraz synteza aniono-
rodnika ponadtlenkowego wraz z NOS. Oba modele spelniajg jednak zalozenie o pokryciu sieci
przez t-niezmienniki, co oznacza, ze kazda tranzycja wystepuje w co najmniej jednym ze wsparé t-
niezmiennikéw — umozliwia to przeprowadzenie analiz opartych o t-niezmienniki. Modele te zostaly
utworzone za pomoca narzedzia Holmes [228, 230].

Peten model zawiera 64 tranzycje, 40 miejsc i jest pokryty przez 736 t-niezmiennikéw. Na-
zwy pasywnych komponentéw — miejsca znajduja sie w Tabeli 4.12, natomiast nazwy aktywnych
komponentéow — tranzycje umieszczono w Tabeli 4.13. Tabele te zawieraja dwie kolumny: ID — za-
wierajaca identyfikator miejsca/tranzycji oraz Znaczenie biologiczne — kolumna zawierajaca nazwe
miejsca/tranzycji okreslajaca jej przeznaczenie w systemie. Model zredukowany — model niezawie-
rajacy podproceséw zwiazanych z oxLDL zawiera 57 tranzycji, 38 miejsc i 325 t-niezmiennikdw.

Innymi stowy, model zredukowany jest to model petny, z ktérego usunieto wybrane pasywne i
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aktywne komponenty. Elementy te sa oznaczone pogrubiona czcionka w Tabeli 4.12 i 4.13. Za-
proponowany petny model oparty o sieci Petriego znajduje sie na Rysunku 4.8, gdzie pasywne i
aktywne komponenty powigzane z oxLLDL oznaczono kolorem czerwonym. Mozna zatem zaznaczy¢,

ze usuniecie tych czerwonych elementéw z petnego modelu pozwala uzyskaé¢ model zredukowany.
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RysuNEK 4.8: Model oparty o klasyczne sieci Petriego dotyczacy relacji miedzy oxLDL a rozwojem tetniaka aorty
brzusznej — model pelny, zostal podzielony na nastepujace podprocesy: a) produkcja HOCI, b) synteza NO, c¢)
synteza 057 przez NOS i BH2, d) kompensowanie odkladania kolagenu przez stres hemodynamiczny, e) pekniecie
AAA, f) utlenianie BH4 do BHg, g) synteza ONOO™ przez O3~ i NO, h) powigkszenie AAA, i) proteoliza elastyny
i kolagenu przez MMP, j) dodatkowa aktywacja MMP2 przez oxLDL, k) apoptoza VSMC, 1) ekspresja MMPs przez
cytokiny zapalne i ROS, m) utlenianie LDL, n) synteza O3~ przez NOX, o) zamiana O3~ na H2O2, p) synteza O3~
przez NOS i oxLDL, q) aktywacja NF-xB spowodowana uszkodzeniem DNA przez ROS, r) stymulacja AP1 przez
ROS, s) hamowanie SOD przez oxLDL, t) stymulacja NOX przez oxLDL, u) aktywacja ACE przez ROS, v) redukcja
H2O2 przez katalaze, w) stymulacja NF-xB przez TNFa, x) aktywacja NOX przez TNFq, y) aktywacja NOX, COX2
i IL-6 przez stres hemodynamiczny, z) aktywacja NOX przez ANGII (konwersja ANGI na ANGII przez ACE), aa)
stymulacja NF-xB przez ANGII, ab) wytwarzanie czasteczek adhezyjnych przez NF-xB, ac) stymulacja produkcji
chemokin przez NF-kB, ad) stymulacja produkcji cytokin zapalnych przez NF-xB, ae) aktywacja NF-xB przez
PGE2 aktywowana przez COX2, af) stymulacja czasteczek adhezyjnych przez oxLDL, ag) diapedeza, ah) naciekanie
przez komorki zapalne. Jesli jakies miejsce lub tranzycja jest wspolne dla wiecej niz jednego z wyzej wymienionych
podproceséw a) - ah), to jest umieszczone w oSmiokacie (przykladowo pi2 lub t3g). Dodatkowo, pasywne i aktywne
komponenty zwiazane z utlenianiem LDL oznaczono, odpowiednio, czerwonymi okregami i czerwonymi kwadratami
— te wyr6znione elementy sa pominiete w modelu zredukowanym. Rysunek pochodzi z pracy [105].

TaBELA 4.12: Lista nazw pasywnych komponentéw sieci — miejsc (patrz [105]).

ID | Znaczenie biologiczne ID | Znaczenie biologiczne
Po anionorodnik ponadtlenkowy p20 | PKC

p1 utleniony LDL (oxLDL) p21 | NF-kB

p2 LDL p22 | chemokiny

p3 NO p23 | cytokiny zapalne




4.4. Analiza waznosci, poréwnawcza analiza waznosci oraz poréwnawcza analiza knockout — model oparty

o klasyczne sieci Petriego dotyczqcy powigzan miedzy oxLDL a tetniakami aorty brzusznej 102
ID | Znaczenie biologiczne ID | Znaczenie biologiczne
P4 nadtlenoazotyn p24 | MMPs
ps | BHy pas | czasteczki adhezyjne
pe | NOSs p2e | krazace komorki zapalne
pr | BH2 p27 | TNFa
ps | H202 p2s | p38MAPK
P9 ROS p29 | krazace komorki zapalne
pio | dysmutaza p3o | stres hemodynamiczny
p11 | katalaza p31 | COX2
pi2 | NOX p32 | PGE2
p1s | ANGII p33 | mniej elastyny
p1a | ANGI p34 | mniej kolagenu
p1s | ACE p3s | powiekszony AAA
p1e | kinaza tyrozynowa p3e | zdeponowany kolagen
pi17 | polimeraza PARP p37 | HOCI
p1s | AP1 p3s | MPO
p1o | Akt p39 | IL-6

TaBELA 4.13: Lista nazw aktywnych komponentéw sieci — tranzycji (patrz [105]).

ID | Znaczenie biologiczne ID | Znaczenie biologiczne

to oksydacja LDL tsz | ekspresja MMP przez zapalne cytokiny

t1 krew jako zrédlo LDL taz | aktywacja MMPs przez ROS

to synteza nadtlenoazotynu taa | produkcja czasteczek adhezyjnych

t3 synteza BHy t3s diapedeza

tq synteza NO t36 zrédlo komorek zapalnych

ts zrédto NOSs tsy | zrodlo ANGI

te utlenianie BHy do BHa przez nadtlenoazotym | t3g | proteoliza elastyny przez MMP

tr utlenianie BH4 do BH2 przez 057 t3g zrodlo TNF«a

ts synteza O3~ przez NOSs i BHa tqo | pula cytokin zapalnych

tg pula reaktywnych form tlenu tq1 | aktywacja p38MAPK

tip | dysmutacja tq2 | produkcja cytokin zapalnych

t11 | zrodlo dysmutazy tqs | bezposrednia stymulowanie NF-xB przez AN-
GII

ti2 H202 redukcja taq synteza 057 przez NOSs i oxLDL

t13 | zrodlo katalazy tss | stymulacja czastek adhezyjnych

ti4 | synteza 0;7 poprzez NOX tae | stymulowanie NF-kB przez TNF«

ti5 | posrednie stymulowanie NOX przez | t47 | aktywacja NOX przez stres hemodynamiczny

oxLDL

ti6 | aktywacja NOX przez TNF« tss | aktywacja COX2 przez stres hemodynamiczny

t17 | aktywacja NOX przez ANGII tsg | produkcja PGE2 przez COX2

t1s | konwersja ANGI do ANGII tso | aktywacja NF-xB przez PGE2

tig zro6dlo ACE ts1 proteoliza kolagenu przez MMP

too | aktywacja ACE przez ROS ts2 | powiekszenie AAA

to1 | stymulowanie kinazy tyrozynowej ts3 | kompensacja odkladania sie kolagenu

too uszkodzenie DNA i uwolnienie PARP tsa | pekanie AAA

tos | stymulowanie AP1 tss | degradacja chemokin

toqa | posrednie stymulowanie Akt tss | dodatkowa aktywacja proteolizy ela-
styny przez MMP2

tos apoptoza VSMC ts7 | wazrost stresu hemodynamicznego

tog | stymulowanie PKC przez PARP tss | aktywacja iNOS przez cytokiny zapalne

tor | aktywacja NF-xB przez PKC tso | hamowanie SOD

tog | stymulowanie produkcji cytokin zapalnych | tgo | produkcja HOCI przez MPO
przez AP1
tog | stymulowanie produkcji cytokin zapalnych | t¢1 | zrédlo MPO
przez NF-xB
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ID | Znaczenie biologiczne ID | Znaczenie biologiczne

tso | stymulowanie produkcji chemokin przez AP1 tea | aktywacja MMPs przez HOCI

t31 | stymulowanie produkcji chemokin przez NF- | tg3 | stymulowanie IL-6
xB

Petny model sieci Petriego, pomimo intuicyjnej reprezentacji graficznej, jest skomplikowany ze
wzgledu na duza liczbe sktadnikéw pasywnych i aktywnych. Z tego tez wzgledu na Rysunku 4.9
zamieszczono schemat relacji/interakeji zawartych w modelu, gdzie réznymi kolorami oznaczono
konkretne czynniki: na zielono reaktywne formy tlenu/azotu, na niebiesko NOX i NOS, na poma-
rariczowo udzial angiotensyny, na zotto procesy zwiazane z oxLDL, na fioletowo czynniki wptywa-
jace na powiekszanie 1 pekanie AAA, a na rézowo mechanizm powiekszania i pekania tetniakow

aorty brzusznej.

4.4.3 Analiza i wyniki

Podobnie jak w przypadku wczesniejszych modeli, analize zaproponowanego modelu petnego
rozpoczeto od klasycznej analizy opartej o zbiory MCT i analize t-klastrow. Jednak tym razem,
analizy te sa zbyt ogélne i nie pozwalaja na znalezienie odpowiedzi na nadrzedne pytanie — jak
duzy wplyw na powiekszanie i pekanie AAA maja podprocesy zwiazane z oxLDL. Niemniej jednak
analiza zbiorow MCT, a takze analiza t-klastrow, znajduja sie w dodatku artykutu [105].

Analizy wykonane w nastepnej kolejnosci to poréwnawcza analiza waznosci dla modelu petnego —
modelu z oxLLDL oraz dla modelu zredukowanego — modelu bez oxLLDL, poréwnawcza analiza knoc-
kout t-niezmiennikéw oraz knockout symulacyjny — analiza $redniej liczby uruchomien tranzycji
we wszystkich symulacjach. Formalne opisy zaproponowanych metod znajduja sie we wprowadze-
niu do niniejszego rozdziatu (podrozdzial 4.1). Analizy te skupiaja sie na podprocesach majacych
posredni i bezpodredni wplyw na rozwdj i pekanie tetniaka aorty brzusznej. Wyréznione w tych
analizach podprocesy to: utlenianie LDL, stres oksydacyjny, produkcja cytokin zapalnych, wpltyw
MMPs oraz wpltyw NOX.

Poréwnawcza analiza waznosci

Poréwnawcza analiza waznosci zostata wykonana zaréwno dla modelu petnego — modelu z
oxLDL, jak i dla modelu zredukowanego — modelu bez oxLDL i opiera sie¢ na wybranych proce-
sach elementarnych. Pozwala okresli¢ czestos¢ wystepowania danej tranzycji we wszystkich wspar-
ciach t-niezmiennikow, a wiec wazno$é¢ danego procesu elementarnego. Mozna zatem zauwazyc,
czy waznosé wybranego procesu elementarnego jest wyzsza czy nizsza w modelu pelnym zawieraja-
cym wszystkie zamodelowane podprocesy. Wyniki poréwnawczej analizy waznosci dla wybranych
procesow elementarnych przedstawiono w Tabeli 4.14. Tabela ta zawieraja nastepujace kolumny:
Podproces — zawierajaca nazwe wybranego podprocesu, Proces elementarny — nazwa wybranego
procesu elementarnego (tranzycji), Model petny z oxLDL (736 t-inw.) — kolumna zawierajaca waz-
nosé tranzycji dla modelu petnego wyrazona w dwojaki sposob: tranz./t-inw. oraz [%] oraz Model
zredukowany bez oxLDL (825 t-inw.) — kolumna zawierajaca wazno$¢ tranzycji dla modelu zredu-

kowanego wyrazona takze na dwa sposoby: tranz./t-inw. oraz [%].
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RysuNEk 4.9: Schemat zaproponowanego peinego modelu rozwoju AAA. Rysunek pochodzi z pracy [105], gdzie
dodatkowo na kazdym tuku mozna znalezé odniesienie literaturowe.

W wyniku przeprowadzenia poréwnawczej analizy waznosci dla wybranych proceséw elemen-
tarnych zaréwno dla modelu petnego — modelu z oxLLDL, jak i dla modelu zredukowanego — modelu
bez oxLDL mozna wyciagna¢ wnioski, ktore podprocesy sa bardziej istotne dla funkcjonowania mo-
delowanego systemu niz inne. W Tabeli 4.14 mozna zauwazy¢, ze proces elementarny, jakim jest
utlenianie oxLDL, wystepuje w 55,84% wszystkich modelowanych podprocesow w petnym modelu.
Ten wynik moze sugerowaé, ze oxLDL ma duze znaczenie dla catego systemu. Mozna tez zauwazy¢,
ktore elementarne procesy sa bardziej istotne w ktérym modelu, przyktadowo elementarny proces,
jakim jest produkcja cytokin zapalnych, ma wyzsza waznos¢ w modelu petnym w pordéwnaniu z
modelem zredukowanym — jest to spodziewany efekt, gdyz model zredukowany nie zawiera procesu

utleniania LDL, ktéry napedza proces zapalny.

Poréwnawcza analiza knockout

Celem uzupelnienia powyzszej analizy przeprowadzono poréwnawcza analize knockout. Wy-
taczenie pewnych aktywnych sktadnikéw sieci Petriego prowadzi w konsekwencji do wykluczenia
innych. Wytaczona tranzycja moze wylaczy¢ duze fragmenty sieci, gdy odgrywa kluczowa role w
funkcjonowaniu calego modelu. Zaproponowana poréwnawcza analiza knockout wykorzystuje mo-

del zredukowany, ktéry odpowiada modelowi petnemu z wylaczeniem poszczegblnych podprocesdw,
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TABELA 4.14: Poréwnawcza analiza waznosci dla wybranych proceséw elementarnych zaréwno dla modelu petnego
— modelu z oxLDL, jak i dla modelu zredukowanego — modelu bez oxLDL (patrz [105]).

Model petny Model zredukowany
z oxLDL bez oxLDL
(736 t-inw.) (325 t-inw.)
Podproces Proces elementarny tranz./t-inw. [%] tranz./t-inw. [%]
produkcja O3~
713 96,88% 302 92,92%
przez NOX
produkcja O3~
stres 205 27,85% - -
przez NOS i oxLDL
oksydacyjny Py
produkcja O3
364 49,46% 218 67,08%
przez NOS i BH,
produkcja ONOO™
. 182 24,73% 109 33,54%
przez O3~ i NO
produkcja H2O2
. 713 96,88% 302 92,92%
poprzez dysmutacje
produkcja HOCI
707 96,06% 296 91,08%
przez MPO i H5O2
aktywacja przez ROS 197 26,77% 88 27,08%
wplyw aktywacja przez cytokines 192 26,09% 99 30,46%
MMPs aktywacja MMP2
132 17,93% - -
przez oxLDL
aktywacja MPO
184 25,00% 75 23,08%
przez HOCI
oksydacja
oksydacja LDL 411 55,84% - -
LDL
aktywacja przez oxLDL 6 0,82% - -
wplyw aktywacja przez TNF« 342 46,47% 143 44,00%
NOX aktywacja przez
145 19,70% 79 24,31%
stres hemodynamiczny
aktywacja przez ANGII 291 39,54% 115 35,38%
produkcja przez
552 75,00% 211 64,92%
komorki zapalne
produkcja
. produkcja przez TNFa 108 14,67% 53 16,31%
cytokin
Y produkcja przez NF-xB 115 15,63% 55 16,92%
zapalnych
produkcja przez AP1 26 3,53% 20 6,15%
stymulowanie 1L-6 108 14,67% 53 16,31%
powiekszenie
powickszenie AAA 629 85,46% 274 84,31%
AAA
pekanie
pekanie AAA 260 35,33% 106 32,62%
AAA

do ponownego obliczenia t-niezmiennikéw i przeprowadzenia wnioskowania o waznosci podproce-
sow. W efekcie mamy informacje o tym, jak wazny jest dany podproces w modelu petnym i jak
wazny jest w modelu zredukowanym. Wyniki poréwnawczej analizy knockout dla wybranych pod-
procesow (zbioréw procesow elementarnych) przedstawiono w Tabeli 4.15. Tabela ta zawiera w
kolumnach nazwy poszczegélnych podprocesow, ktore byly wylaczane, natomiast wiersze mozna
podzieli¢ na Model petny z oxLDL (736 t-inw.) — wiersz zawierajacy waznosé dla wybranego pod-
procesu w modelu petnym, ktora jest obliczona na podstawie liczby t-inwariantéw wytaczonych w
efekcie analizy knockout i jest wyrazona w procentach, Model zredukowany bez oxLDL (325 t-inw.)
— wiersz zawierajacy waznos$¢ dla wybranego podprocesu w modelu zredukowanym, ktéra jest obli-
czona na podstawie liczby t-inwariantow wyltaczonych w efekcie analizy knockout i jest wyrazona
w procentach, wytgczone tranzycje — wiersz zawierajacy identyfikatory wyltaczonych tranzycji w

celu przeprowadzenia analizy knockout danego podprocesu.
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TABELA 4.15: Poréwnawcza analiza knockout dla wybranych proceséw elementarnych zaréwno dla modelu petnego
— modelu z oxLDL, jak i dla modelu zredukowanego — modelu bez oxLDL (patrz [105]).

Produkcja
Stres Wplyw Oksydacja Wplyw toki Powigkszenie Pekanie
cytokin
oksydacyjny MMPs LDL NOX Y AAA AAA
zapalnych
Model petny
z oxLDL 98,78% 80,84% 55,84% 96,88% 93,75% 85,46% 35,33%
(736 t-inw.)
Model zredukowany
bez oxLDL 97,23% 78,15% - 92,92% 90,15% 84,31% 32,62%
(325 t-inw.)
Wylaczone t2, ts, t1o, t32, tas, t1s5, t16, | t2s, t2o, tao,
. to ts2 t54
tranzycje tia, taa, teo tse, te2 ti7, taz taz, tes

Nalezy zauwazy¢, ze w wierszu Waznosé — model zredukowany bez oxLDL (325 t-inw.) w Ta-
beli 4.15 nie ma wyniku dla podprocesu utleniania LDL. wynika to z faktu, ze model zredukowany
nie zawiera zadnych mechanizméw zwiagzanych z oxLDL. Wyniki zawarte w Tabeli 4.15, zawierajace
poréwnanie modelu petnego (z oxLDL) i modelu zredukowanego (bez oxLDL), pozwalaja oszaco-
waé procentowy udzial oxLDL w wybranych podprocesach, tj. w stresie oksydacyjnym, wptywie
metaloproteinaz, wpltywie NOX, produkcji cytokin zapalnych czy bezposrednio w mechanizmach
powiekszenia i pekania AAA.

Chcac upewnié¢ sie, ze wnioskowanie na podstawie analiz poréwnawczych dwoch modeli jest
spéjne, wykonano podsumowanie gtéwnych wynikdéw na podstawie analizy waznosci dla modelu
petnego oraz analize knockout, gdzie w modelu pelnym wylaczono proces elementarny odpowiada-
jacy utlenianiu LDL (wytaczenie tranzycji to). Efekty znajduja sie w Tabeli 4.16, ktora zawiera
nastepujace kolumny: Podprocesy — kolumna zawierajaca dwa kluczowe podprocesy, kolumna Ana-
liza wazno$ci modelu petnego (736 t-inw.) — zawiera wyniki analizy waznosci wyrazone w dwojaki
sposob: tranz. /t-inw. oraz [%], kolumna Analiza knockout modelu petnego z wytgczeniem tranzycji
to (325 t-inw.) rowniez zawiera wyniki analizy waznosci wyrazone w dwojaki sposob, oraz kolumna
RozZnica w p.p. — zawierajaca réznice miedzy waznosciami poszczegdlnych tranzycji wyrazonymi w
procentach dla modelu petnego oraz modelu zredukowanego, réznica ta wyrazona jest w punktach
procentowych (p.p.).

TABELA 4.16: Wyniki analizy waznosci dla modelu petnego oraz analizy knockout dla modelu petnego z wytaczeniem
tranzycji to — rownowazno$¢ analizy knockout z analiza waznosci dla modelu zredukowanego (patrz [105]).

Analiza knockout
Analiza waznosci
modelu petnego z
modelu pelnego
Podprocesy wylaczeniem tranzycji to Ro6znica w p.p.
(736 t-inw.)
(325 t-inw.)
tranz./t-inw. [%] tranz./t-inw. [%]
powiekszenie AAA 629 85,46% 274 84,31% 1,15 p.p.
pekanie AAA 260 35,33% 106 32,62% 2,71 p.p.

W ostatniej kolumnie Tabeli 4.16 obliczono réznice miedzy procentowym udzialem wazno$ci
w calym systemie dla modelu petnego i modelu petnego z wyltaczeniem tranzycji tyo. Na tej pod-
stawie okreslono wplyw oxLDL na powieckszenie tetniaka (1,15 p.p.) i jego pekniecie (2,71 p.p.).
Mozna zauwazy¢, ze analiza knockout dla modelu petnego, gdzie wytaczono tranzycje to (zwiazana
z utlenianiem LDL), daje takie same wyniki jak analiza waznosci dla modelu zredukowanego (patrz
Tabela 4.14). Zatem, zaproponowane podejscie poroéwnawczych analiz opartych na modelu petnym
i zredukowanym z zachowaniem wtasnosci pokrycia sieci przez t-niezmienniki, pozwala odwzorowaé

wylaczenie wybranego podprocesu, umozliwiajac przy tym pelniejsza analize.
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Symulacja knockout

Wszystkie wyzej wymienione metody analiz naleza do grupy analiz strukturalnych. Przepro-
wadzono takze analize symulacyjng — knockout symulacyjny. Knockout symulacyjny pozwala na
uzyskanie $redniej liczby uruchomien tranzycji we wszystkich symulacjach, zbiera zatem szczego-
towe dane o zachowaniu sie modelu, zaréwno dla modelu petnego, jak 1 modelu pelnego z wyta-
czeniem tranzycji tg. Symulacje knockout przeprowadzono dla dwoch kluczowych tranzycji: t50 —
odpowiadajacej powiekszaniu AAA i t54 — odpowiadajacej pekaniu AAA (parametry symulacji:
10000 krokow, 1000 powtorzen). Wyniki §redniej liczby uruchomien dla wspomnianych tranzycji

we wszystkich symulacjach (AvgFr) sa nastepujace:

1. AvgFr dla tse w modelu petnym wynosi 19,40, natomiast AvgFr dla t52 w modelu modelu

petnym z wylaczeniem tranzycji tg wynosi 19,46.

2. AvgFr dla ts4 w modelu petnym wynosi 4,85, natomiast AvgFr dla t54 w modelu modelu

petnym z wylaczeniem tranzycji ty wynosi 4,86.

Jak mozna zauwazyé powyzej, roznice AvgFr dla t5o 1 t54 zaréwno przed jak i po wytlaczeniu
tranzycji ¢y sa nieznaczne. Potwierdza to obserwacje podsumowane w Tabeli 4.16, wedle ktérych
wyro6znione kluczowe podprocesy nie ulegly zmianie po wylaczeniu proceséw zwigzanych z oksyda-
cja LDL, a to oznacza, ze podprocesy powiekszania sie i pekania AAA moga zachodzi¢ bez wptywu
oxLDL.

4.4.4 Konkluzje

W s$rodowisku naukowym nie ma zgody co do wplywu LDL i jego utlenionej formy na powsta-
wanie tetniaka aorty brzusznej. Zgodnie z powszechnym przekonaniem mogloby sie wydawaé, ze
oxLDL powinien byé zaangazowany nie tylko w patogeneze miazdzycy, ale takze w patogeneze
tetniaka aorty brzusznej, jednakze poré6wnawcza analiza waznosci, poréwnawcza analiza knockout,
a takze analiza $redniej liczby uruchomien tranzycji we wszystkich symulacjach (knockout symu-
lacyjny) dla zaproponowanych modeli opartych na sieci Petriego z (model petny) i bez oxLDL
(model zredukowany) wykazaly, ze oxLDL nie ma prawie zadnego wplywu na powiekszanie i pe-
kanie tetniaka. Niemniej jednak nalezy zauwazy¢, ze w naszym modelu oxLDL jest powiagzany
z 55,84% wszystkich zamodelowanych podproceséw zaangazowanych w patogeneze tetniaka. Po-
mimo zaangazowania oxLDL w ponad polowe podproceséw, jego udzial nie przeklada sie znaczaco
na powiekszanie lub pekanie AAA. Nasze wyniki zdaja sie zgadzaé¢ z niektorymi ze sprzecznych
doniesieri: oxLDL rzeczywiscie bierze udzial w powstawaniu tetniaka, ale nie znajduje znaczacego
odzwierciedlenia w jego powiekszeniu lub peknieciu — caly proces moze zachodzié bez jego udziatu.

Obok tej istotnej konkluzji biologicznej jawi sie takze konkluzja wzgledem zastosowanych me-
tod analizy. Klasyczne metody analizy oparte o zbiory MCT czy klastrowanie t-niezmiennikow nie
pozwolity na odkrycie ciekawych zaleznosci. Niewatpliwie, obok zalet zwigzanych z zaproponowana,
analiza waznodci i detekcja istotnych podproceséw, obiecujaca jest rowniez propozycja poréwnaw-
czej analizy waznosci, ktora to jest mozliwa do przeprowadzenia w sytuacji, gdy model przed i
po redukcji jest pokryty przez t-niezmienniki. Poréwnanie takich modeli pozwala na wnioskowanie
w jaki sposob wylaczony proces wplywa na zachowanie sie systemu. Analiza waznosci jest jednak
analizg na poziomie procesow elementarnych. Chcac przeprowadzi¢ wnioskowanie na poziomie pod-
procesow (zbiorow procesow elementarnych) nalezy przeprowadzi¢ poréwnawcza analize knockout,
ktora w dalszym ciggu opiera sie na dwoch modelach (takie podejscie zostalo zaproponowane po

raz pierwszy). Co wazne, wyniki poréwnawczej analizy waznosci otrzymane na przyktadzie modelu
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opracowanego w tym podrozdziale nie wykazaly znaczacych réznic. Nalezy sie jednak zastanowic,
co by byto gdyby byly one znaczace? Oraz co, jesli roznice nie bylyby dodatnie a ujemne? Ta

kwestia zostanie rozstrzygnieta w kolejnym podrozdziale.

4.5 Poréwnawcza analiza wazno$ci z istotnymi réznicami — model
oparty o klasyczne sieci Petriego dotyczacy relacji miedzy infekcja

wirusa SARS-CoV-2 a ukladem RAA w nadci$nieniu pierwotnym

Metody analizy modeli opartych o sieci Petriego sa aplikowalne do wszelakich ztozonych syste-
moé6w biologicznych. Odbiegajac nieco od tematéw powiazanych z miazdzyca, w tym podrozdziale
przeprowadzono analizy dla modelu opartego o klasyczne sieci Petriego dotyczacego relacji miedzy
infekcja wirusa SARS-CoV-2 a ukladem RAA w nadci$nieniu pierwotnym. Ta zmiana kontekstu
biologicznego wywolana zostata pandemia koronawirusa SARS-CoV-2, ktora rozpoczeta sie w 2019
roku i skupila uwage wiekszosci naukowcoéw. Niemniej jednak to, jaki model staje sie przedmiotem
analizy jest kwestia drugorzedna, gdyz celem jest ocena zaproponowanych metod analizy, a wrecz
uwydatnienie ich mozliwosci. W niniejszym podrozdziale skupiono sie przede wszystkim na poréw-
nawczej analizie waznosci, ktora w odréznieniu od analizy opisanej w poprzednim podrozdziale,
pozwolita na zidentyfikowanie istotnych réznic pomiedzy waznosciami. Te znaczace réznice, zwane
takze réznicami istotnymi, moga byé¢ dodatnie lub ujemne, a ich znaczenie biologiczne zostalo

doktadnie zinterpretowane.

4.5.1 Tlo biologiczne

Koronawirus zespolu ostrej niewydolnosci oddechowej 2 (SARS-CoV-2), odpowiedzialny za
pandemie choroby koronawirusowej (COVID-19), niemal zatrzymal swiat, gdyz dotknatl i nadal
dotyka miliony ludzi na calym swiecie [46, 217, 249, 321, 322|. Nie zaskakuje zatem fakt, ze trwaja
intensywne badania majace na celu lepsze zrozumienie mechanizméw dziatania SARS-CoV-2 i zna-
lezienie skutecznego leczenia. W toku tych badan juz na poczatku zidentyfikowano grupy zwiek-
szonego ryzyka dla ciezkiego przebiegu tej choroby. W tym wyré6zniono, iz pacjenci z pierwotnym
nadci$nieniem tetniczym i powiklaniami nerkowymi sa szczegélnie narazeni na §miertelny przebieg
tej infekcji.

W ramach tych badan skupiono sie na analizie zalezno$ci miedzy infekcja SARS-CoV-2 a
nadci$nieniem pierwotnym, duzy nacisk ktadac na funkcje uktadu renina-angiotensyna-aldosteron
(RAA). Zaproponowany model odzwierciedla hipotetycznego pacjenta, cierpiacego na nadci$nienie
samoistne oraz przewlekta chorobe nerek (PChN), u ktérego doszlo do infekeji wirusem SARS-CoV-
2. Stosujac podejscie systemowe przeanalizowano, jak SARS-CoV-2 moze wplywaé na organizm,
ale takze rozwazono relacje pomiedzy przyjmowaniem wybranych lekéw hipotensyjnych a wspol-
wystepowaniem COVID-19. Bedac precyzyjnym, zasymulowano leczenie nadcis$nienia pierwotnego
poprzez przyjmowanie inhibitorow konwertazy angiotensyny (ACEI) i/lub blokeréw receptora an-
giotensyny (ARB), aby ocenié¢ czy terapia lekami hipotensyjnymi moze wplywaé na ciezkos¢ zaka-
zenia. Ponadto oceniliSmy, czy leki te skutecznie obnizaja cisnienie krwi w przypadku zakazenia
SARS-CoV-2. Na moment publikowania wynikéw, zadne badania nie wykorzystywaly takich mo-
deli do analizy wptywu infekcji SARS-CoV-2 na pacjenta z nadcisnieniem, ktory jest znacznie
bardziej podatny na powazny przebieg tej szkodliwej infekcji wirusowej. Opis tla biologicznego

zostal podzielony na kilka odrebnych sekcji.

1. Uklad renina-angiotensyna-aldosteron (RAA)
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System RAA pomaga utrzymaé rownowage miedzy napieciem naczyniowym, ci$nieniem krwi
i normalng funkcja narzadéw w organizmach ludzkich. Rozregulowanie uktadu RAA niesie za
soba, powazne konsekwencje sercowo-naczyniowe [183]. W zaproponowanym modelu system
RAA dziata w kilku etapach, aby wytworzyé¢ angiotensyne II. Rozpoczyna sie od proreniny
syntetyzowanej przez komorki przyklebuszkowe nerki i angiotensynogenu syntetyzowanego
przez watrobe, poprzez fizjologicznie nieaktywng angiotensyne I, ktora jest dalej przeksztal-
cana przez enzym konwertujacy angiotensyne (ACE), syntetyzowany gtownie przez komorki
srédblonka naczyniowego w plucach, do angiotensyny II. Nastepnie angiotensyna II dzialta
na kore nadnerczy, stymulujac uwalnianie aldosteronu. Aldosteron dziata na komoérki groma-

dzace przewody w nefronie.

Angiotensyna II jest kluczowa, wielofunkcyjna czasteczka, ktora bierze udzial w wielu mecha-
nizmach, gtéwnie za posrednictwem receptoréw angiotensyny 112 (AT1R i ATR2). Receptory
te odgrywaja istotng role w utrzymaniu homeostazy ukladu sercowo-naczyniowego. Oprocz
tego bezposredniego dziatania, przewlekle podwyzszona angiotensyna II stymuluje produk-
cje reaktywnych form tlenu, aktywacje uktadu odpornosciowego i zmiany w dynamice nerek,

ktore, jak wykazano, przyczyniaja sie do rozwoju nadcisnienia [13, 25].

2. Rozwo6j nadci$nienia pierwotnego

W ostatnich latach pojawia sie coraz wiecej dowodéw na role odpornoéci i stanu zapalnego
w rozwoju nadcisnienia pierwotnego [50, 244|. Stad w zaproponowanym modelu nadci$nienie

pierwotne moze rozwinaé sie przez kilka wspolistniejacych drog:

a) dysregulacja uktadu RAA (ktory w szczegolach opisano powyzej);
b) zaburzenia r6wnowagi sodowej wedtug nowego modelu Tietze [132];

¢) wplyw zjawisk immunologicznych na regulacje rownowagi sodowej i utrzymanie nadci-

$nienia indukowanego angiotensyna II [121];

d) wplyw procesow zapalnych, w tym rola neoantygenéw swoistych dla nadcisnienia oraz
nowo powstatych antygenow, ktore nie zostaly wczesniej rozpoznane przez uktad od-

pornosciowy [50, 167];
e) rola stresu oksydacyjnego — rola reaktywnych form tlenu oraz tlenku azotu [292];
f) rola stresu oksydacyjnego w PChN [220];

g) dysfunkcja srodblonka bedaca czescia odpowiedzi zapalnej w rozwoju choréb sercowo-

naczyniowych, w tym nadci$nienia [284].

Szczegotowy opis wszystkich wyzej wymienionych mechanizméw znajduje sie w pracy [65].

3. Infekcja wirusem SARS-CoV-2 oraz rola ACE2

Wirus SARS-CoV-2 replikuje sie i namnaza w organizmie gospodarza, zanim jednak do tego
dojdzie musi wniknaé¢ do komorek gospodarza. SARS-CoV-2 wiaze sie z receptorem blono-
wym ACE2 (enzymem konwertujacym angiotensyne 2) dzieki domenie wiazacej receptor,
kodowanej w biatku fuzyjnym (glikoproteinie S) [214]. SARS-CoV-2 uzywa ACE2 do wej-
Scia oraz transblonowej proteazy serynowej 2 (TMPRSS2) do pobudzania biatka S [123].
Jak udowodniono, ACE2 odgrywa istotna role w progresji zakazenia SARS-CoV-2 [22, 277].
Ponadto ACE2 odgrywa takze inng zasadnicza role w organizmie cztowieka [108], katalizuje
rozktad angiotensyny I do angiotensyny 1-9 (ANG-(1-9)) oraz rozktad angiotensyny II na an-
giotensyne 1-7 (ANG-(1-7)) — przeciwdzialajac w ten sposob dziataniu angiotensyny II [301].
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Angiotensyna II wiaze sie z AT1R, powodujac zwezenie naczyn, podczas gdy ANG-(1-7) wy-
woluje rozszerzenie naczyn za posrednictwem AT2R. Mozna zatem powiedzieé, ze rownowaga
miedzy angiotensyna IT a ANG-(1-7) jest krytyczna w chorobach serca [58, 127]. Poza tym
ANG-(1-7) jest obecnie uwazana za biologicznie aktywny element ukladu RAA, ktory dzia-
tajac poprzez receptor Mas, wywiera hamujacy wplyw na stany zapalne oraz mechanizmy
wzrostu naczyn i komorek [268]. Liczne badania wykazaly role osi ANG-(1-7)/ACE2/Mas w
rozwoju nadcidnienia, regulacji czynnosci nerek i progresji choroby nerek. Dodatkowo zasu-
gerowano, ze zmniejszenie aktywnosci tej osi moze byé krytycznym czynnikiem w zaawanso-
waniu choroby sercowo-naczyniowej [57]. Zatem, ACE2 odgrywa wazna role kontrregulacyjna
w ukladzie RAA, promujac ogblnoustrojowe dzialanie rozszerzajace naczynia krwionosne i

dzialanie przeciwzapalne [1, 325].

4. Leczenie nadci$nienia a infekcja SARS-CoV-2

7 uwagi na wymienione powyzej zaangazowanie ACE-2 w regulacji ci$nienia tetniczego poja-
wily sie doniesienia o mozliwych negatywnych skutkach przyjmowania lekéw hipotensyjnych
w sytuacji wystapienia infekcji SARS-CoV-2. Badania na zwierzetach sugeruja, ze ACEI lub
ARB/sartany moga zwiekszaé ekspresje ACE2 [58, 273], zwiekszajac w ten sposob dostep-
nos¢ czasteczek docelowych dla SARS-CoV-2 [131]. Badania te doprowadzily do pojawienia
sie hipotezy, wedle ktorej ACEI i ARB moga by¢ szkodliwe dla pacjentéow z COVID-19
[37, 54, 56, 279].

7Z tego powodu pojawilo sie wiele badan, ktorych wyniki dostarczyly odpowiedzi na pytanie,
czy ACEI i ARB sa rzeczywiscie szkodliwe w kontekscie epidemii COVID-19 [308]. Przestanie
tych badari jest spéjne, nie ujawniono zadnych dowodéw na szkodliwy wplyw wynikajacy ze
stalego przyjmowania ACEI i ARB u pacjentow z COVID-19 [38, 158, 177, 188, 241, 313]. Co
wiecej, pojawily sie takze doniesienia, iz zwiekszenie poziomu ACE2 moze nawet prowadzi¢
do poprawy wynikow klinicznych u pacjentéw z infekcja SARS-CoV-2 poprzez ochrone przed

uszkodzeniami ptuc [97].

Nalezy mieé¢ jednak na uwadze, ze wiele z tych badan ma charakter obserwacyjny i wiaze sie
z prowadzeniem obserwacji w stosunkowo krotkim okresie. Jednakze, istnieja wazne badania,
ktore poparty specjalistyczne wytyczne, aby nie przerywac leczenia ACEI/ARB u pacjentow
z COVID-19, gdy jest to klinicznie wskazane [18, 208, 267|.

4.5.2 Model

Celem lepszego zrozumienia, w jaki sposob SARS-CoV-2 wplywa na pacjentéw z samoistnym
nadci$nieniem tetniczym i PChN, a wiec grupa pacjentow o wyzszym ryzyku niekorzystnych wyni-
kow klinicznych i ztym rokowaniu, wykorzystano i zmodyfikowano istniejacy juz model oparty na
sieci Petriego [70, 69]. Wspominany model koncentruje sie przede wszystkim na wplywie wrodzo-
nej i adaptacyjnej odpornosci oraz proceséow zapalnych niskiego stopnia na samoistne nadci$nienie
tetnicze 1 przewlekla chorobe nerek (patrz [70]). Do tego istniejacego modelu dodano infekeje
SARS-CoV-2, ktora, potraktowano jako dodatkowy “sygnal” w stosunkowo niestabilnym systemie.

7 uwagi na zastosowane metody poréwnawcze w tych badaniach wyr6zni¢ nalezy dwa modele
oparte o formalizm klasycznych sieci Petriego. Model petny, zwany takze modelem z infekcja SARS-
CoV-2, ktory zawiera 87 tranzycji, 55 miejsc i jest pokryty przez 139451 t-niezmiennikéw oraz
model zredukowany, zwany takze modelem bez infekcji SARS-CoV-2, ktory zawiera 76 tranzycji,
49 miejsc i jest pokryty przez 22997 t-niezmiennikdéw. Model zredukowany jest to model petny, ktory

nie zawiera konkretnego modutu, a wiec miejsc i tranzycji powiazanych z infekcja wirusem SARS-
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CoV-2, z zachowaniem pokrycia sieci przez t-niezmienniki. Model z infekcja wirusem SARS-CoV-2
przedstawiono na Rysunku 4.10, na ktérym réznymi kolorami wyrézniono zawarte podprocesy.
Wszystkie nazwy pasywnych i aktywnych komponentéw zawarto w Tabeli 4.17 i 4.18. W obu
Tabelach wyr6zniono dwie kolumny: ID — kolumna zawierajaca identyfikator miejsca/tranzycji i
kolumna Znaczenie biologiczne — zawierajaca nazwe miejsca/tranzycji okreslajaca jej przeznaczenie
w systemie.

TABELA 4.17: Lista nazw pasywnych komponentéw sieci — miejsc dla modelu z infekcja SARS-CoV-2. Nazwy miejsc,

ktoére oznaczono pogrubiona czcionka oznaczaja komponenty, ktére sa pominiete w modelu zredukowanym — modelu

niezawierajacym modutu infekeji SARS-CoV-2 (patrz [65]).

ID | Znaczenie biologiczne ID | Znaczenie biologiczne

Po neoantygeny p2s | wysokie ci$nienie krwi

p1 komérki APC z neoantygenami p2g | wysoki poziom sprzezonego eNOS
p2 limfocyty Thl p3o | rozprzezony eNOS

p3 | RANTES i CCR5 p31 | ADMA

P4 aktywowana oksydaza NADPH p32 | angiotensynogen

ps5 limfocyty T w przydance i okoto-naczyniowej | p33 | angiotensyna I

tkance tluszczowej

D6 wzrost w IFN-v P34 | 0$ prorenina-renina

p7 IL-17 p35 | ACE na $rodbtonku naczyniowym ptuc i nerek

P8 APC (makrofagi, limfocyty B, komorki den- | p3g | ET1

drytyczne)

P9 CRP p37 | kompleks TNF-a i TNFR1

p1o | limfocyty T CD4t p3g | funkcjonalny receptor biatka ACE2 dla SARS-
CoV-2 w réznych narzadach ludzkich

p11 | ROS (anion rodnik nadtlenkowy (O37)) p3g | ANG-(1-7)

p12 | Nat powigzany z GAG w tkance §rédmiazszo- | pso | bialko S wirusa SARS-CoV-2

wej

p13 | przyciagniete MPS pa1 | kompleks biatka S i ACE2

p14a | VEGFC P42 zainfekowana komorka

p15 | TonEBP pag | ANG-(1-9)

p1e | VEGFR3 p4asa | wirusowe RNA

pi7 | kompleks VEGFC-VEGFR3 pas | zainfekowana komoérka po odczytaniu
RNA

p1gs | VEGFR2 pag | receptor Mas

p19 | kompleks VEGFC-VEGFR2 pa7 | angiotensyna II

p2o | TNFR1 pag | aldosteron

p21 | wysoki poziom NO p4a9 | aktywowane TACE

p22 | wysoki poziom PGI2 pso | TMPRSS2

p23 | niski poziom NO ps1 | IL-6

p24 | ATIR pse | IL-18

p2s | AT2R ps3 | 1L-23

pa26 | nadtlenoazotyn (ONOO™) ps4 | TNF-a

p27 | obnizone ci$nienie krwi

TABELA 4.18: Lista nazw aktywnych komponentéw sieci — tranzycji. Nazwy tranzycji, ktére oznaczono pogrubiona
czcionka oznaczaja komponenty, ktére sa pominiete w modelu zredukowanym — modelu niezawierajacym modulu
infekcji SARS-CoV-2 (patrz [65]).

ID | Znaczenie biologiczne ID | Znaczenie biologiczne

to formowanie neoantygenow t44 | wiagzanie angiotensynogenu i reniny

t1 przewlekly proces zapalny t4s | wiazanie angiotensyny I 1 ACE

to aktywacja ukladu immunologicznego poprzez | t46 | synteza ACE przez srodblonek naczyniowy w
zapalenie bakteryjne plucach i nerkach
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ID | Znaczenie biologiczne ID | Znaczenie biologiczne
t3 migracja limfocytéw Th do naczyn krwiono- | ts7 | obnizona perfuzja nerkowa i obnizone obciaze-
$nych nie sodem w dystalnym kanaliku kretym
ta zrodto cytokin tag | aktywacja baroreceptorow
ts reakcja ostrej fazy w watrobie tgo | stymulacja wytwarzania VEGFC przez kom-
pleks bradykinina-B2R
te zwigkszenie ilosci AT1R w komoérkach miesni | tso | stymulacja syntezy i wydzielania
gladkich naczyn
tr zrodto AT1R ts1 | ,regulacja w dét” ACE
ts aktywacja i proliferacja limfocytéw T poprzez | tse2 | stymulacja wspolczulna pod wplywem stresu
AT1R
tg redukcja aktywnosci eNOS przez CRP tss | ekspresja AT2R
t10 | niezalezne od osmotycznoéci wigzanie Na T w | t54 | wplyw osi TNF-TNFR na RANTES
obrebie tkanki §rodmiazszowej
t11 | aktywacja ukladu immunologicznego w tkance | ts5 | naprezenia $cinajace wywotane wysokim ci-
§rodmiazszowej pod wplywem lokalnej hiper- $nieniem krwi
tonii
ti2 | aktywacja VEGFC tse | konwersja angiotensyny II
t13 | modyfikacja sieci kapilarnych naczyn limfa- | ts7 | wiazanie ACE2 i biatka S
tycznych poprzez VEGFR3
tia | wzrost stezenia NO tsg | wejScie do podatnej komorki
tis5 | indukcja Thl7 tso | polaczenie blony wirusa z blong komor-
kowa
ti6 | synteza TonEBP pod wplywem lokalnej hiper- | tgo | konwersja angiotensyny I
tonii
ti7 | wiazanie VEGFR3 i VEGFC te1 infekcja SARS-CoV-2
t1g | wiazanie VEGFR2 VEGFC (szlak kanoniczny) | te2 | wiazanie Ang-(1-7) do receptora Mas indukuje
wazodylatacje, dzialanie przeciwzakrzepowe i
antyarytmogenne
t19 | rozluznienie mies$ni tes | synteza ACE2
too | wydzielanie przez srédblonek limfatyczny tea | uwalnianie wirusowego RNA i przejecie
komorki
to1 | ekspresja receptora 2 dla czynnika wzrostu | tes | konwersja
srodblonka naczyniowego (VEGFR2)
too wigzanie TNF-a i TNFR1 tee zmniejszenie ilosci AT1R
tos | ekspresja TNFR1 ter | dziatanie ANG-(1-9)
toqa | Srédblonkowa stymulacja ICAM-1, VCAM-11i | tgs | wytwarzanie bialek wirusowych, sklada-
PECAM-1 nie nowych kopii i rozprzestrzenianie in-
fekcji
tos | wazokonstrykcja teg | ekspresja Mas
tag | obmnizanie ci$nienia krwi przez PGI2 tro | zwickszone stezenie PGI2 przez ANG-(1-7) i
AT2R
to7 | znaczaco oslabiona ekspresja eNOS poprzez | t7; | stymulacja wydzielania aldosteronu
TNF-«
tog | wiazanie neoantygenéw z APC t72 | zwiekszone stezenie aldosteronu we krwi i
zwiekszona objeto$¢ pltynu pozakomoérkowego
tag | zwiekszenie ci$nienia krwi t73 | progresja przewleklej choroby nerek
t3o | indukcja syntezy eNOS zalezna od wapnia i | t74 | fosforylacja TACE zalezna od MAPK
fosforylacji
t31 | wytwarzanie nadtlenoazotynu (ONOO™) t7rs | proteolityczny rozpad ACE2
t32 oksydacja aktywnego kofaktora eNOS - BHy t7e zré6dlo TMPRSS2
t3s synteza anionorodnika ponadtlenkowego | t77 | dzialanie IL-18 action
(O37) przez rozprzezony eNOS
tza | niska synteza NO tzs | aktywacja ukladu immunologicznego po-
przez infekcje wirusowg
tss | wytwarzanie rozprzezonego eNOS trg | migracja limfocytow
tse | aktywacja oksydazy NADPH przez AT1R tgo | wzmocnienie dzialania TNF-a
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ID | Znaczenie biologiczne ID | Znaczenie biologiczne
ts7 | aktywacja oksydazy NADPH przez VEGFR2 tg1 | ,regulacja w gore” AT1R
tag | szlak niekanoniczny tg2 | wzmozona produkcja angiotensynogenu

tsg | wytwarzanie anionorodnika ponadtlenkowego | tg3 zrédlo limfocytow

poprzez niski poziom NO

tap | wytwarzanie anionorodnika ponadtlenkowego | tsa | wzmozona stymulacja IFN-v przez pro-
poprzez oksydaze NADPH dukty transkrypcji wirusowego RNA

ts1 | wytwarzanie anionorodnika ponadtlenkowego | tss | wzmozona stymulacja IL-13 przez pro-

poprzez wysokie ci$nienie krwi dukty transkrypcji wirusowego RNA

ts2 | indukcja syntezy ADMA przez stres oksyda- | tgg | wzmozona stymulacja IL-6 przez pro-
cyjny dukty transkrypcji wirusowego RINA

ta3 synteza angiotensynogenu przez watrobe

4.5.3 Analiza i wyniki

Analiza modelu relacji miedzy infekcja wirusa SARS-CoV-2 a nadci$nieniem samoistnym
zostala przeprowadzona na kilku réznych poziomach. 7Z uwagi na niezwykle duza liczbe t-
niezmiennikéw jaka charakteryzuje ten model — 139451 t-niezmiennikéw, analizy byly utrudnione.
7Z klasycznych analiz przeprowadzono analize zbiorow MCT. Natomiast z rozszerzonych metod

analiz przeprowadzono analize waznosci, porownawcza analize waznoéci oraz symulacje knockout.

Analiza zbiorow MCT

Zaproponowany model z modutem wirusa SARS-CoV-2 zawiera 10 nietrywialnych zbioréw
MCT zebranych w Tabeli 4.19. Tabela ta zostala podzielona na trzy kolumny: ID — kolumna zawie-
rajaca identyfikatory kolejnych zbioréw MCT, Zawarte tranzycje — kolumna sktada sie z tranzycji
nalezacych do poszczegdlnych zbiorow MCT, Znaczenie biologiczne — kolumna zawierajaca opis

znaczenia biologicznego przypisany do kazdego zbioru MCT.

TABELA 4.19: Lista nietrywialnych zbiér MCT — zbioréw sktadajacych sie z co najmniej dwoch tranzycji nalezacych

do wsparé¢ dokladnie tych samych t-niezmiennikéw (patrz [65]).

ID Zawarte tranzycje Znaczenie biologiczne

m1 ta, ts, tis, too, tas, tag, tag, trg | Odpowiedz uktadu odpornos$ciowego na stan zapalny

mo ts7, ts8, ts9, te1, t76 Proces wnikania wirusa SARS-CoV-2 do komérek gospodarza

ms tia, t18, t19, t30 Obnizenie ci$nienia krwi spowodowane wysokim poziomem tlenku
azotu

my ti1, t12, tie Pozanerkowa retencja sodu

ms tis, ti7, t2o Modyfikacja sieci naczyn limfatycznych przez VEGFR3

me t3, ts4 Migracja limfocytéw Th do naczyn krwionosnych

mr ta6, t70 Obnizenie ci$nienia krwi spowodowane podwyzszony poziom PGI2
przez ANG-(1-7) i AT2R

ms ts1, tao Rozprzeganie eNOS przez nadtlenoazotynu (ONOO™)

mg te2, teg Rozszerzenie naczyn krwionosnych spowodowane przez wiazanie
ANG-(1-7) z receptorem Mas (dziatanie przeciwzakrzepowe i anty-
arytmogenne)

mi0 tr1, tra Wozrostu ci$nienia krwi spowodowany stymulowaniem uwalniania al-
dosteronu

Analiza zbioréw MCT pozwolita okresli¢ kontekst biologiczny dla nietrywialnych blokéw funk-
cjonalnych. Taka sama analize przeprowadzono takze dla wybranego zbioru t-niezmiennikéw, ktory
dotyczy t-niezmiennikéw tylko powiazanych z modutem wirusa SARS-CoV-2. Okazuje sie, ze wick-
sz0$¢ zbiorow MCT sie nie zmienia, niezaleznie czy analizowane sg wszystkie t-niezmienniki modelu
czy tylko te powiazane z modulem wirusowym. Réznica pojawia sie jednak w jednym ze zbioréw

MCT, w zbiorze mo, ktory w przypadku zbioru t-niezmiennikow wirusowych zawiera dodatkows
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RysuNEk 4.10: Model pelny dotyczacy zwigzku miedzy SARS-CoV-2 a nadci$nieniem pierwotnym, w ktéorym wy-
rézniono nastepujace moduly: a) infekcja wirusem SARS-CoV-2 i zwigzane z nim podprocesy, b) RAA: uklad
renina-angiotensyna-aldosteron, c) stan zapalny i aktywacja limfocytow, d) dysfunkcja srodblonka, e) stres oksy-
dacyjny, f) rola tlenku azotu, g) pozanerkowa retencja sodu, h) przewlekta choroba nerek. Rysunek jest adaptacja
ilustracji pochodzacej z pracy [65].

tranzycje tgs. Tranzycja ta nie zmienia ogdlnego biologicznego znaczenia tego zbioru MCT. Ko-
lejna zmiana, ktorej mozna sie spodziewaé, dotyczy zbiorow MCT, ktore tylko i wytacznie zawieraja
tranzycje niezalezne od obecnosci wirusa SARS-CoV-2, a wiec takie zbiory nie istnieja w przypadku
analizy tylko t-niezmiennikéw wirusowych. W zwiazku z ta zaleznoscia, zbioér ms nie wystepuje w
zbiorach MCT zidentyfikowanych dla t-niezmiennikéw wybranych, wirusowych. Zbiory MCT dla
t-niezmiennikéw wylacznie powiazanych z wirusem SARS-CoV-2 znajduja sie na Rysunku 4.11.
Zbiory MCT dla t-niezmiennikoéw wirusowych zostaty przeanalizowane pod katem waznosci po-
szczegblnych tranzycji w nich zawartych. Analiza ta wykazata, ze sposrod wszystkich zbioréow MCT,
zbiér my zawiera najwazniejsze tranzycje (procesy elementarne). Waznosé tranzycji nalezacych do
zbioru m; wynosi okoto 95% (Tabela 4.20, kolumna dotyczaca t-niezmiennikow wyltacznie powiaza-
nych z infekcja wirusa SARS-CoV-2). Oprocz nietrywialnych zbiorow MCT, istnieja rowniez zbiory
trywialne, czyli pojedyncze tranzycje. W zwiazku z tym w kolejnym etapie przeprowadzono pelng

analize waznosci.

Analiza waznosci

Analiza waznosci zostata przeprowadzona dla modelu z modutem SARS-CoV-2, uwzglednia-
jac wszystkie t-niezmienniki oraz wybrany zbior t-niezmiennikéw wytacznie powiazanych z mo-
dutem SARS-CoV-2. Przeprowadzono analize na dwodch poziomach, gdyz analiza waznosci kon-
centrujaca sie na wszystkich t-niezmiennikach modelu petnego daje poglad na to, ktére tranzy-
cje sa istotne/nieistotne dla funkcjonowania calego modelu relacji miedzy infekcja wirusa SARS-
CoV-2 a nadcis$nieniem pierwotnym, podczas gdy analiza waznosci skupiajaca sie¢ wyltacznie na
t-niezmiennikach powiazanych z modutem wirusowym pozwoli okresli¢, ktére procesy elementarne
sg najbardziej kluczowe z punktu widzenia tego konkretnego modutu, a do tego pozwoli zidentyfi-

kowaé procesy niezalezne, w zaden sposéb niepowigzane z modulem wirusowym.
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RysuNEk 4.11: Graficzna reprezentacja zbioréw MCT dla t-niezmiennikéw wylacznie powigzanych z wirusem SARS-
CoV-2. Rysunek jest adaptacja ilustracji pochodzacej z pracy [65].

Celem zrozumienia co kryje sie za wybranym zbiorem t-niezmiennikow powiagzanych z modutem
wirusowym, nalezy przypomnieé, iz model petny pokryty jest przez 139451 t-niezmiennikéw, w tym
113454 (okoto 81%) stanowia t-niezmienniki wytacznie powiazane z modutem SARS-CoV-2. Przez
t-niezmienniki wirusowe rozumiane sa tylko te, ktére w swoich wsparciach zawieraja co najmniej
jedna tranzycje z modutu SARS-CoV-2 (t57, tss, ts9, te1, ted, tes, t76, t7s, tsa, tss, tse)-

Identyfikacja t-niezmiennikéw wirusowych byta mozliwa poprzez odjecie zbioru t-niezmiennikdw
otrzymanych dla modelu pefnego z wylaczeniem modutu SARS-CoV-2 (taki model odpowiada
modelowi zredukowanemu, czyli modelowi niezawierajacego modulu wirusowego) od zbioru t-
niezmiennikéw modelu petnego z modutem wirusowym. W efekcie tego dzialania, od zbioru t-
niezmiennikéw o mocy 139451 odjeto zbidr t-niezmiennikéw o mocy 25997 i otrzymano zbior t-
niezmiennikéw wylacznie powigzanych z modutem wirusowym o mocy 113454. Wyniki analizy waz-
nosci dla wybranych proceséw elementarnych dla wszystkich t-niezmiennikéw jak i t-niezmiennikéw
wytlacznie zwiazanych z modutem wirusowym przedstawiono w Tabeli 4.20. Tabela ta zawiera tylko
te procesy elementarne, ktorych waznosé wyniosta powyzej 50%.

Tabela 4.20 zawiera pie¢ kolumn: Modut — kolumna zawierajaca moduly odpowiadajace modu-
tom przedstawionym na Rysunku 4.10, Nazwa tranzycji — kolumna zawierajaca nazwy proceséow
elementarnych, ktore odpowiadaja zamodelowanym tranzycjom, ID — kolumna zawierajaca po-
szczegolne identyfikatory tranzycji oraz kolumny Waznosé tranzycji we wszystkich t-niezmiennikach
modelu petnego zawierajgcego infekcje SARS-CoV-2 (139451 t-inw.) i Waznosé tranzycji w wybra-
nych t-niezmiennikach modelu petnego — dotyczy wytgcznie t-niezmiennikéw wirusowych (113454
t-inw. ). Ostatnie dwie wymienione kolumny zawieraja waznos¢ tranzycji wyrazona w dwojaki spo-
sob: tranz. /t-inw. oraz [%]. Ponadto, dodatkiem do formy tabelarycznej jest graficzna reprezen-
tacja waznosci tranzycji dla t-niezmiennikéw powiazanych z modutem wirusowym, znajdujaca sie
na Rysunku 4.12. Kazda tranzycja na Rysunku 4.12 oznaczona jest gradientem koloru od bialego
do zielonego o réznym nasyceniu (im wieksze nasycenie tym dany proces elementarny ma wieksze

znaczenie) lub kolorem szarym (jezeli tranzycje nie sg zwiazane z t-niezmiennikami wirusowymi).
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TABELA 4.20: Wyniki analizy waznosci dla wybranych proceséw elementarnych dla modelu z modulem SARS-CoV-

2, gdzie wyrézniono dwa zbiory t-niezmiennikéw: wszystkie t-niezmienniki i t-niezmienniki wytacznie powiazane z

modutem infekcji wirusem SARS-CoV-2. Tabela zawiera tylko te tranzycje, dla ktorych wazno$é wyniosta powyzej

50%, zaréwno w analizie wszystkich t-niezmiennikéw, jak i t-niezmiennikéw zwiazanych tylko z modulem SARS-
CoV-2 (patrz [65]).

‘Waznosé tranzycji ‘Waznosé tranzycji
we wszystkich w wybranych
t-niezmiennikach t-niezmiennikach
modelu petnego modelu petnego
Modul | Nazwa tranzycji ID zawierajacego — dotyczy wylacznie
infekcje t-niezmiennikow
SARS-CoV-2 wirusowych
(139451 t-inw.) (113454 t-inw.)
tranz./t-inw. [%] tranz./t-inw. [%]
b) wigzanie angiotensynogenu i reniny taa 139409 99,97% 113431 99,98%
b) synteza ACE przez $rodblonek naczy- | ts6 139401 99,96% 113431 99,98%
niowy w plucach i nerkach
b) wiazanie angiotensyny [ i ACE tas 13923 99,84% 113328 99,89%
) reakcja ostrej fazy w watrobie ts 139048 99,71% 113314 99,88%
) zrodlo cytokin ta 137544 98,63% 111810 98,55%
e) fosforylacja TACE zalezna od MAPK t7a 134681 96,58% 110394 97,30%
g) niezalezne od osmotycznosci wiazanie | tig 133447 95,69% 109584 96,59%
Na T w obrebie tkanki §rédmiazszowej
b) ekspresja AT2R ts53 131074 93,99% 108040 95,23%
c) aktywacja ukladu immunologicznego | to 131032 93,96% 108026 95,22%
poprzez zapalenie bakteryjne
9) aktywacja i proliferacja limfocytow T | tg 131032 93,96% 108026 95,22%
poprzez AT1R
c) indukcja Th17 t1s 131032 93,96% 108026 95,22%
c) wiazanie TNF-a i TNFR1 too 131032 93,96% 108026 95,22%
c) ekspresja TNFR1 o3 131032 93,96% 108026 95,22%
c) wiazanie neoantygenéw z APC tog 131032 93,96% 108026 95,22%
9) zwiekszenie cisnienia krwi t2g 131032 93,96% 108026 95,22%
) migracja limfocytow t7o 131032 93,96% 108026 95,22%
b) synteza ACE2 te3 125129 89,73% 113454 100,00%
a) wiazanie ACE2 i biatka S ts7 113454 81,36% 113454 100,00%
a) wejscie do podatnej komorki t58 113454 81,36% 113454 100,00%
a) polaczenie blony wirusa z blong ko- | ts9 113454 81,36% 113454 100,00%
moérkowa
a) infekcja SARS-CoV-2 te1 113454 81,36% 113454 100,00%
a) zrodlo TMPRSS2 t7e 113454 81,36% 113454 100,00%
d) ekspresja receptora 2 dla czynnika | t21 106674 76,50% 86430 76,18%
wzrostu  §roédblonka  naczyniowego
(VEGFR2)
f) wytwarzanie rozprzezonego eNOS t3s 94871 68,03% 77641 68,43%
) wzmocnienie dzialania TNF-« tso 91981 65,96% 77761 68,54%
c) przewlekly proces zapalny t1 86157 61,78% 60287 53,14%
c) formowanie neoantygenow to 84808 60,82% 70158 61,84%
) stymulacja syntezy i wydzielania t50 84624 60,68% 69774 61,50%
f) wzrost stezenia NO ti14 81628 58,54% 66484 58,60%
d) wigzanie VEGFR2 VEGFC (szlak ka- | t1s 81628 58,54% 66484 58,60%
noniczny)
f) rozluznienie miesni t19 81628 58,54% 66484 58,60%
f) indukcja syntezy eNOS zalezna od | t3p 81628 58,54% 66484 58,60%
wapnia i fosforylacji
9) dzialanie IL-138 trr 76537 54,88% 61301 54,03%
b) regulacja w gore” AT1R ts1 7306 52,39% 59858 52,76%
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Wazno$é tranzycji ‘Wazno$é tranzycji
we wszystkich w wybranych
t-niezmiennikach t-niezmiennikach
modelu petnego modelu petnego
Modutl | Nazwa tranzycji ID zawierajacego — dotyczy wylacznie
infekcje t-niezmiennikow
SARS-CoV-2 wirusowych
(139451 t-inw.) (113454 t-inw.)
tranz./t-inw. [%] tranz./t-inw. [%]
b) wzmozona produkcja angiotensyno- | tsso 69764 50,03% 56775 50,04%
genu
b) synteza angiotensynogenu przez wa- | t43 69645 49,94% 56656 49,94%
trobe
f) wazokonstrykcja tos 66781 47,89% 54445 47,99%
e) aktywacja oksydazy NADPH przez | t3¢ 65728 47,13% 54710 48,22%
AT1R
a) uwalnianie wirusowego RNA i przejecie | tga 65517 46,98% 65517 57,75%
komorki
a) aktywacja ukladu immunologicznego | trg 65516 46,98% 65516 57,75%
poprzez infekcje wirusowa
c) zrodlo limfocytéw ts3 65516 46,98% 42510 37,47%
a) wzmozona stymulacja IFN-y przez | tg4 65426 46,92% 65426 57,67%
produkty transkrypcji wirusowego
RNA

a) infekcja SARS-CoV-2 i powigzane podprocesy

e)stres oksydacyjny
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RysunNEk 4.12: Analiza waznosci tranzycji przeprowadzona dla t-niezmiennikéw wylacznie powiazanych z wirusem
SARS-CoV-2. Tranzycje oznaczone sa gradientem koloru od biatego, przez jasno zielony do ciemno zielonego — im
ciemniejszy odcien zielonego tym dany proces elementarny ma wicksze znaczenie. Jezeli tranzycje oznaczone sa
kolorem szarym, to sa to procesy elementarne niezalezne od modulu wirusowego. Rysunek jest adaptacja ilustracji
pochodzacej z pracy [65].

Analiza waznosci przeprowadzona dla modelu opisujacego zwiazek miedzy infekcja SARS-CoV-
2 a nadci$nieniem pierwotnym (dla wszystkich 139451 t-niezmiennikow) wykazala, ze najwazniejsze
procesy elementarne obejmuja glownie uklad RAA, zapalenie i aktywacje limfocytéw oraz infekcje
wirusem SARS-CoV-2. Niemniej jednak istniejg réwniez istotne procesy elementarne znajdujace

sie w innych modutach. Analiza waznosci przeprowadzona tylko dla t-niezmiennikow powigzanych
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z modutem SARS-CoV-2 pozwolita okresli¢, jak istotne sa tranzycje odpowiadajace procesom
elementarnym w tych tylko t-niezmiennikach. Pozwala to okresli¢, ktére procesy elementarne sg
kluczowe dla infekcji wirusowej, a ktore sa niezalezne od obecnosci wirusa SARS-CoV-2. Jako ze
Tabela 4.20 zawiera tylko te tranzycje, ktorych wazno$é wynosi wiecej niz 50%, to nie mozna w
niej zidentyfikowaé tranzycji niezaleznych od modutu wirusowego, mozna je natomiast zobaczy¢ na
Rysunku 4.12, gdyz sa oznaczone na szaro. Jak wida¢ wyr6zni¢ mozna trzy procesy elementarne
niezalezne od modulu wirusowego: modyfikacja sieci kapilarnych naczyn limfatycznych poprzez
VEGFR3 (t13), wiazanie VEGFR3 1 VEGFC (t17) oraz wydzielanie przez srodblonek limfatyczny
(t20) nalezacy do modutu uszkodzenia srodblonka.

Na podstawie powyzszych analiz waznosci, zar6wno dla wszystkich t-niezmiennikéw, jak i wy-
tacznie powiazanych z modulem wirusowym, mozna zauwazy¢, ze waznosci proceséw elementarnych
sa podobne. Dzieje sie tak, poniewaz t-niezmienniki zwiazane z modutem SARS-CoV-2 stanowig

wiekszos¢ wszystkich modelowanych podproceséw/t-niezmiennikéw (okoto 81%).

Poréwnawcza analiza waznosci

Poza wyzej opisana analiza waznosci dla modelu petnego zawierajacego modul infekcji wirusa
SARS-CoV-2, wykonano te samg, analize dla modelu zredukowanego, czyli modelu petnego z po-
minietym modutem wirusowym, a wiec dla modelu niezawierajacego infekcji wirusa SARS-CoV-2
i wszystkich proceséw powigzanych. Wyniki poréwnania tych dwoch analiz przedstawiono w Ta-
beli 4.21 i w Tabeli 4.22. Tabela 4.21 zawiera poréwnawcza analize waznosci dla wszystkich tranzy-
¢ji, natomiast Tabela 4.22 zawiera tylko wybrane tranzycje, dla ktorych zidentyfikowano znaczace
roznice — w ogoélnosci jest podsumowaniem wynikéw zebranych w Tabeli 4.21. Obie wspomniane
Tabele zawieraja pie¢ kolumn: Modul — kolumna zawierajaca informacje o przynaleznos$ci danego
procesu elementarnego do konkretnego modutu biologicznego zgodnego z Rysunkiem 4.10, Procesy
elementarne — kolumna zawierajaca znaczenie biologiczne przypisane poszczegélnym tranzycjom,
Waznosé tranzycji dla modelu petnego — z infekcjg SARS-CoV-2 (139451 t-inw.) — kolumna zawie-
rajaca waznos¢ tranzycji wyrazona w dwoch postaciach: tranz. /t-inw. oraz [%] dla modelu petnego,
Waznosé tranzycji dla modelu zredukowanego — bez infekcji SARS-CoV-2 (25997 t-inw.) — kolumna
zawierajaca waznos$é tranzycji wyrazona w dwoch postaciach tranz. /t-inw. oraz [%] dla modelu
zredukowanego, Rdznica w p.p. — kolumna zawierajaca informacje o réznicy w waznosci pomiedzy
tranzycjami w modelu peltnym i w modelu zredukowanym wyrazonag w punktach procentowych.

Roéznice waznosci mozna podzieli¢ na nastepujace kategorie: nieznaczaca réznica, znaczaca do-
datnia roznica i znaczaca ujemna roznica. W przypadku modelu relacji miedzy infekcja SARS-

CoV-2 a nadci$nieniem samoistnym okreslono jako znaczaca roéznice £ 5 punktow procentowych

(p-p.):

1) nieznaczaca réznica: —5 p.p. < réznica < 5 p.p.,
2) znaczaca dodatnia réznica: roznica > 5 p.p.,

3) znaczaca ujemna roznica: roznica < —5 p.p.

Tranzycja charakteryzujaca sie znaczaca dodatnia réznica oznacza, ze waznosé¢ odpowiadaja-
cego tej tranzycji procesu elementarnego jest wieksza w modelu z infekcja, SARS-CoV-2 w poréwna-
niu do modelem bez modutu wirusowego. Odwrotna zalezno$é¢ dotyczy tranzycji charakteryzujacej
sie znaczacymi ujemnymi roznicami, co oznacza ze wazno$¢ odpowiadajacego tej tranzycji procesu
elementarnego jest mniejsza w modelu z infekcja SARS-CoV-2 w poréwnaniu z modelem bez infek-

cji tym wirusem. Jesli waznos$é pewnego procesu elementarnego zmniejsza sie w modelu z wirusem,
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moze sie to wigza¢ z faktem, ze w przypadku obecnosci wirusa ten proces zostaje przystoniety
przez inne, bardziej znaczace podprocesy — przez co maleje jego waznosé. W przypadku duzych
roznic dodatnich, mozna stwierdzi¢, ze im wieksza znaczgca dodatnia roéznica tym dany proces ele-
mentarny jest bardziej zwiazany z modutem wirusa. Oznacza to, ze taki proces elementarny moze
by¢ bezposrednio stymulowany przez infekcje SARS-CoV-2 lub on moze stymulowaé¢ wiele podpro-
cesOéw zwigzanych z infekcja wirusowa. Z drugiej strony, im wieksza znaczaca réznica ujemna, tym
dany proces elementarny jest bardziej niezalezny od modutu wirusowego.

Nalezy mie¢ na uwadze fakt, ze analiza waznosci jest analizg na poziomie proceséow elemen-
tarnych (tranzycji), ktore sa elementami sktadowymi wiekszych podprocesow czy nawet modulow
biologicznych. Wobec tego, moze sie zdarzyé¢ sytuacja, ze pewne procesy elementarne moga by¢
mniej wazne w danym module, jednak sam modul moze by¢ uznany za niezbedny do funkcjono-

wania calego systemu, gdyz liczy sie szerszy kontekst i wieksza sie¢ oddziatywan.
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TABELA 4.21: Poréwnanie analizy waznosci pomiedzy modelem petnym z modutem SARS-CoV-2 (139451 t-inw.) i

modelem zredukowanym bez wirusa (25997 t-inw.) (patrz [65])*.

. . Waznosé tranzycji
‘Waznosé tranzycji
dla modelu
dla modelu pelnego
. R zredukowanego L.
— z infekcja . . Ro6znica
Modutl | Procesy elementarne — bez infekcji
SARS-CoV-2 W p.p.
SARS-CoV-2
(139451 t-inw.) X
(25997 t-inw.)
tranz./t-inw. [%] tranz./t-inw. ‘ [%]
a) wigzanie ACE2 i biatka S 113454 81,36%
a) wejsécie do podatnej komorki 113454 81,36%
a) polaczenie blony wirusa z 113454 81,36%
blong komoérkowa
a) infekcja SARS-CoV-2 113454 81,36%
a) uwalnianie wirusowego RNA i 65517 46,98%
przejecie komorki
a) wytwarzanie bialek wiruso- 1 0,00%
wych, sktadanie nowych kopii
i rozprzestrzenianie infekcji
a) zrodlo TMPRSS2 113454 81,36%
a) aktywacja ukladu immunolo- 65516 46,98% Procesy
gicznego poprzez infekcje wiru- elementarne
sowa niezawarte
a) wzmozona stymulacja IFN-vy 65426 46,92% w modelu
przez produkty transkrypcji zredukowanym
wirusowego RNA
a) wzmozona stymulacja IL-18 9503 6,81%
przez produkty transkrypcji
wirusowego RNA
a) wzmozona stymulacja IL-6 33572 24,07%
przez produkty transkrypcji
wirusowego RNA
h) progresja przewleklej choroby 62887 45,10% 11258 43,30% 1,79
nerek
e) wytwarzanie nadtlenoazotynu 7696 5,52% 1386 5,33% 0,19
(ONOO™)
e) oksydacja aktywnego kofak- 7696 5,52% 1386 5,33% 0,19
tora eNOS - BHy
e) synteza anionorodnika ponad- 52323 37,52% 9547 36,72% 0,80
tlenkowego (O37) przez roz-
przezony eNOS
e) aktywacja oksydazy NADPH 65728 47,13% 11018 42.38% 4,75
przez AT1R
e) aktywacja oksydazy NADPH 53530 38,39% 10542 40,55% -2,16
przez VEGFR2
e) wytwarzanie anionorodnika 49735 35,66% 8942 34,40% 1,27
ponadtlenkowego poprzez niski
poziom NO
e) wytwarzanie anionorodnika 42986 30,83% 7936 30,53% 0,30
ponadtlenkowego poprzez
oksydaze NADPH
e) wytwarzanie anionorodnika 52626 37,74% 10370 39,89% -2,15
ponadtlenkowego poprzez
wysokie ci$nienie krwi
e) fosforylacja TACE zalezna od 134681 96,58% 24287 93,42% 3,16
MAPK
c) formowanie neoantygenéow 84808 60,82% 14650 56,35% 4,46
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. . Waznosé tranzycji
‘Waznosé tranzycji
dla modelu pelnego dla modelu
. . zredukowanego ..
Modutl | Procesy elementarne — 2 infekejg — bez infekcji Réznica
SARS-CoV-2 W p.p.
(139451 t-inw.) SARS'C?V'Z
(25997 t-inw.)
tranz. /t-inw. [%] tranz./t-inw. [%]
c) przewlekly proces zapalny 86157 61,78% 25870 99,51% -37,73
c) aktywacja ukladu immuno- 131032 93,96% 23006 88,49% 5,47
logicznego poprzez zapalenie
bakteryjne
o) migracja limfocytéw Th do na- 19180 13,75% 5070 19,50% |  -5,75
czyn krwiono$nych
5) #rodto cytokin 137544 98,63% 25734 98,99% | -0,36
c) reakcja ostrej fazy w watrobie 139048 99,71% 25734 98,99% 0,72
c) aktywacja i proliferacja limfo- 131032 93,96% 23006 88,49% 5,47
cytow T poprzez AT1R
c) redukcja aktywnosci eNOS 34440 24,70% 6536 25,14% -0,44
przez CRP
c) indukcja Th17 131032 93,96% 23006 88,49% 5,47
c) wigzanie TNF-a i TNFR1 131032 93,96% 23006 88,49% 5,47
c) ekspresja TNFR1 131032 93,96% 23006 88,49% 5,47
c) érodblonkowa stymulacja 18972 13,60% 4966 19,10% -5,50
ICAM-1, VCAM-1 i PECAM-
1
c) wigzanie neoantygenow z APC 131032 93,96% 23006 88,49% 5,47
c) zwiekszenie ci$nienia krwi 131032 93,96% 23006 88,49% 5,47
c) stymulacja syntezy i wydziela- 84624 60,68% 14850 57,12% 3,56
nia
o) wplyw osi TNF-TNFR na 19180 13,75% 5070 19,50% |  -5,75
RANTES
o) dziatanie 1L-143 76537 54,88% 15236 58,61% | -3,72
c) migracja limfocytéw 131032 93,96% 23006 88,49% 5,47
c) wzmocnienie dzialania TNF-a 91981 65,96% 14220 54,70% 11,26
c) zroédto limfocytow 65516 46,98% 23006 88,49% -41,51
f) wzrost stezenia NO 81628 58,54% 15144 58,25% 0,28
f) rozluznienie miesni 81628 58,54% 15144 58,25% 0,28
f) wazokonstrykcja 66781 47,89% 12336 47,45% 0,44
f) znaczaco ostabiona ekspresja 9938 7,13% 1763 6,78% 0,34
eNOS poprzez TNF-a
f) indukcja syntezy eNOS zalezna 81628 58,54% 15144 58,25% 0,28
od wapnia i fosforylacji
f) niska synteza NO 49796 35,71% 8929 34,35% 1,36
f) wytwarzanie roOZprzezonego 94871 68,03% 17230 66,28% 1,75
eNOS
f) indukcja syntezy ADMA przez 47978 34,40% 8660 33,31% 1,09
stres oksydacyjny
d) aktywacja VEGFC 40815 29,27% 7573 29,13% 0,14
d) modyfikacja sieci kapilarnych 2 0,00% 2 0,01% -0,01
naczyn limfatycznych poprzez
VEGFR3
d) wigzanie VEGFR3 i VEGFC 2 0,00% 2 0,01% -0,01
d) wigzanie VEGFR2 VEGFC 81628 58,54% 15144 58,25% 0,28
(szlak kanoniczny)
d) wydzielanie przez $rodblonek 2 0,00% 2 0,01% -0,01
limfatyczny
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. . Waznosé tranzycji
‘Waznosé tranzycji
dla modelu pelnego dla modelu
. . zredukowanego ..
Modutl | Procesy elementarne — 2 infekejg — bez infekcji Réznica
SARS-CoV-2 W p.p.
(139451 t-inw.) SARS'C?V'Z
(25997 t-inw.)
tranz. /t-inw. [%] tranz./t-inw. [%]
d) ekspresja receptora 2 dla czyn- 106674 76,50% 20244 77,87% -1,37
nika wzrostu $rodblonka na-
czyniowego (VEGFR2)
d) obnizanie ci$nienia krwi przez 42 0,03% 28 0,11% -0,08
PGI2
d) szlak niekanoniczny 12021 8,62% 2723 10,47% -1,85
d) stymulacja wytwarzania 40815 29,27% 7573 29,13% 0,14
VEGFC przez kompleks
bradykinina-B2R
d) naprezenia $cinajace wywolane 58160 41,71% 10520 40,47% 1,24
wysokim ci$nieniem krwi
g) niezalezne od osmotycznosci 133447 95,69% 23863 91,79% 3,90
wigzanie Na T w obrebie
tkanki §rodmiazszowej
g) aktywacja ukladu immunolo- 40815 29,27% 7573 29,13% 0,14
gicznego w tkance $rodmigz-
szowej pod wplywem lokalnej
hipertonii
g) synteza TonEBP pod wply- 40815 29,27% 7573 29,13% 0,14
wem lokalnej hipertonii
b) zwiekszenie ilosci AT1R w ko- 53444 38,32% 11962 46,01% -7,69
morkach miesni gladkich na-
czyn
b) zrodlo AT1R 31067 22,28% 7136 27,45% -5,17
b) synteza angiotensynogenu 69645 49,94% 12989 49,96% -0,02
przez watrobe
b) wigzanie angiotensynogenu i 139409 99,97% 25978 99,93% 0,04
reniny
b) wigzanie angiotensyny I 1 ACE 139230 99,84% 25902 99,63% 0,21
b) synteza ACE przez srédblonek 139401 99,96% 25970 99,90% 0,07
naczyniowy w plucach i ner-
kach
b) obnizona perfuzja nerkowa i 59507 42,67% 11100 42,70% -0,02
obnizone obciazenie sodem w
dystalnym kanaliku kretym
b) aktywacja baroreceptorow 59507 42,67% 11100 42,70% -0,02
b) regulacja w dot” ACE 55806 40,02% 15432 59,36% -19,34
b) stymulacja wspolczulna pod 20419 14,64% 3794 14,59% 0,05
wplywem stresu
b) ekspresja AT2R 131074 93,99% 23034 88,60% 5,39
b) konwersja angiotensyny IT 45995 32,98% 8372 32,20% 0,78
b) konwersja angiotensyny I 8681 6,23% 1364 5,25% 0,98
b) wigzanie Ang-(1-7) do recep- 37380 26,81% 7052 27,13% -0,32
tora Mas indukuje wazodyla-
tacje dzialanie przeciwzakrze-
powe i antyarytmogenne
b) synteza ACE2 125129 89,73% 11675 44,91% 44,82
b) konwersja 8657 6,21% 1348 5,19% 1,02
b) zmniejszenie ilosci AT1R 20676 14,83% 3168 12,19% 2,64
b) dzialanie ANG-(1-9) 24 0,02% 16 0,06% -0,04
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L. . Waznosé tranzycji
Wazno$é tranzycji
dla modelu
dla modelu pelnego
. . zredukowanego L.
— z infekcja . o Roéznica
Modutl | Procesy elementarne — bez infekcji
SARS-CoV-2 W p.p.
. SARS-CoV-2
(139451 t-inw.) .
(25997 t-inw.)
tranz. /t-inw. [%] tranz./t-inw. [%]
b) ekspresja Mas 37380 26,81% 7052 27,13% -0,32
b) zwigkszone  stezenie PGI2 42 0,03% 28 0,11% -0,08
przez ANG-(1-7) i AT2R
b) stymulacja wydzielania aldo- 28968 20,77% 5568 21,42% -0,64
steronu
b) zwigkszone stezenie aldoste- 28968 20,77% 5568 21,42% -0,64
ronu we krwi i zwiekszona ob-
jetos¢ ptynu pozakomoérkowego
b) proteolityczny rozpad ACE2 12021 8,62% 2723 10,47% -1,85
b) regulacja w gore” ATIR 73060 52,39% 13202 50,78% 1,61
b) wzmozona produkcja angioten- 69764 50,03% 12989 49,96% 0,06
synogenu

* Jako znaczace roznice przyjeto: dodatnie réznice > 5 p.p., natomiast ujemne réznice < —5 p.p.

TABELA 4.22: Zestawienie najwazniejszych réznic uzyskanych z poréwnawczej analizy waznosci pomiedzy modelem
petnym z modulem SARS-CoV-2 (139451 t-inw.) i modelem zredukowanym bez wirusa (25997 t-inw.) (patrz [65])*.

. . Waznosé tranzycji
‘Wazno$é tranzycji
dla modelu
dla modelu pelnego
. Rk zredukowanego L.
— z infekcja i . Roéznica
Modu! | Procesy elementarne SARS-CoV.2 — bez infekcji W p.p.
SARS-CoV-2
(139451 t-inw.) )
(25997 t-inw.)
tranz./t-inw. [%] tranz./t-inw. [%]

b) synteza ACE2 125129 89,73% 11675 44,91% 44,82
c) wzmocnienie dzialania TNF-« 91981 65,96% 14220 54,70% 11,26
c) aktywacja ukladu immuno- 131032 93,96% 23006 88,49% 5,47

logicznego poprzez zapalenie

bakteryjne
c) aktywacja i proliferacja limfo- 131032 93,96% 23006 88,49% 5,47

cytéw T poprzez AT1R
c) indukcja Th17 131032 93,96% 23006 88,49% 5,47
c) wigzanie TNF-a i TNFR1 131032 93,96% 23006 88,49% 5,47
c) ekspresja TNFR1 131032 93,96% 23006 88,49% 5,47
c) wigzanie neoantygenéw z APC 131032 93,96% 23006 88,49% 5,47
c) zwiekszenie ci$nienia krwi 131032 93,96% 23006 88,49% 5,47
c) migracja limfocytow 131032 93,96% 23006 88,49% 5,47
b) ekspresja AT2R 131074 93,99% 23034 88,60% 5,39
b) srodlo AT1R 31067 22,28% 7136 27,45% 5,17
c) srédbtonkowa stymulacja 18972 13,60% 4966 19,10% -5,50

ICAM-1, VCAM-1 i PECAM-

1
c) migracja limfocytéw Th do na- 19180 13,75% 5070 19,50% -5,75

czyn krwiono$nych
c) wplyw osi TNF-TNFR na 19180 13,75% 5070 19,50% -5,75

RANTES
b) zwigkszenie iloéci AT1R w ko- 53444 38,32% 11962 46,01% -7,69

moérkach miesni gtadkich na-

czyn
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L. . Waznosé tranzycji
‘Waznosé tranzycji
dla modelu
dla modelu pelnego
i . zredukowanego L.
— z infekcja . o Roéznica
Modutl | Procesy elementarne — bez infekcji
SARS-CoV-2 W p.p.
i SARS-CoV-2
(139451 t-inw.) .
(25997 t-inw.)
tranz. /t-inw. [%] tranz./t-inw. [%]
b) regulacja w do” ACE 55806 40,02% 15432 59,36% -19,34
c) przewlekly proces zapalny 86157 61,78% 25870 99,51% -37,73
c) zrédlo limfocytow 65516 46,98% 23006 88,49% -41,51

* Jako znaczace roznice przyjeto: dodatnie réznice > 5 p.p., natomiast ujemne réznice < —5 p.p.

Wyniki powyzszych analiz pozwalaja na identyfikacje proceséw elementarnych, ktore sa waz-
niejsze dla modelu z SARS-CoV-2, a ktére z nich sa wazniejsze w modelu bez wirusa. Innymi
stowy, znaczenie pewnych proceséw elementarnych moze wzrosnaé¢ lub zmale¢ w obecnosci wirusa.
Przypomnieé nalezy, ze modut wirusowy zawarty jest tylko w modelu petnym i nie wystepuje w
modelu zredukowanym, dlatego dla tranzycji nalezacych do modultu wirusowego nie mozna wykonaé
poréwnania waznosci. Poréwnawcza analiza waznosci ma wiec zastosowanie w sytuacji, gdy dany
modul wystepuje w obu modelach (petnym i zredukowanym). Jak sie okazuje, znaczace réznice
wazno$ci zidentyfikowano tylko w przypadku dwoch modutéw, tj. modulu zapalenia i aktywacji
limfocytow oraz modutu RAA.

Doktadna analize waznosci oraz roéznic w waznosciach przeanalizowano dla modutu infekcji

SARS-CoV-2, modutu zapalenia i aktywacji limfocytow oraz modutu RAA.

1. Modut infekcji SARS-CoV-2 i powigzanych podprocesow

Analiza waznosci dla modulu wirusowego (Tabela 4.21) wykazala, ze tranzycje z tego mo-
dutu maja najwieksze znaczenie w modelu petnym. Mozna powiedzie¢, ze modul wirusowy
ma dla badanego systemu duze znaczenie. Jesli jednak rozwazy sie kazda pojedyncza, tranzy-
cje (poszczegolny proces elementarny), a nie caly modul, to zauwazy sie, ze niektore procesy
elementarne sa mniej lub bardziej wazne. W tym miejscu nalezy przypomnieé, ze analiza waz-
nosci jest analizg na poziomie tranzycji, ktore sg sktadowymi modutéw biologicznych, a wiec

istotnos¢ modutu jest cisle zwiazana z waznoscia wszystkich tranzycji do niego nalezacych.

Najwazniejsze procesy elementarne z modutu wirusowego dotycza wnikania wirusa i infek-
cji wirusowej. Oprocz tych procesdéw istnieja nieco mniej istotne, ale nadal wazne procesy
elementarne, ktore dodatkowo pobudzane sg obecnoscig SARS-CoV-2, mowa o: wzmozonej
stymulacji IFN-v (centralnego mediatora przeciwwirusowego), wzmozonej stymulacji IL-15
i IL-6. Wsréd wymienionych proceséw interesujace jest to, ze stymulacja IFN-v jest najbar-
dziej znaczaca (waznosé = 46,92%), w nastepnej kolejnosci jest waznosé procesu zwiazanego
ze stymulacja IL-6 (24,07%), a na samym koricu waznos$é procesu zwiazanego ze stymulacja
IL-158 (6,81%).

Ponadto, przeanalizowano takze elementarny proces zwiazany z inng kluczows cytokina,
jaka jest TNF-a. TNF-a wystepuje w modelu jako sktadnik modulu zapalnego i aktywacji
limfocytow (patrz modut ¢) w Tabeli 4.21). Waznos¢ TNF-« jest wyzsza w modelu z wirusem
SARS-CoV-2 w poréwnaniu z modelem bez wirusa i jest wyzsza o 11,26 p.p. Dodatkowa
stymulacja cytokin w modelu z wirusem SARS-CoV-2 jest bezposrednio zwiazana z burza
cytokin. Burza cytokinowa jest natomiast efektem nadprodukcji cytokin zapalnych o szerokim

zakresie aktywnosci biologicznej z roznych tkanek i komorek. Cytokiny te aktywuja zwrotnie
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roéwniez inne komorki uktadu odpornosciowego prowadzac do ich dalszej rekrutacji do miejsc

zapalenia [276].

2. Modul zapalenia i aktywacji limfocytow

Wiekszo$¢ procesow elementarnych z modulu zapalenia i aktywacji limfocytow charakte-

ryzuje sie znaczacymi réznicami, zaréwno dodatnimi, jak i ujemnymi. W zwiazku z tym

doktadng analize réznic przeprowadzono zgodnie z tym podzialem.

a. Znaczace réznice dodatnie (waznosé tranzycji jest wieksza w modelu z wirusem SARS-

CoV-2), znaleziono dla nastepujacych proceséow elementarnych:

i.

ii.

iii.

1v.

Wzmocnienie dziatania TNF-« (11,26 p.p. — patrz Tabela 4.21), wigzanie TNF-« i
TNFR1 (5,47 p.p.) oraz ekspresja TNFR1 (5,47 p.p.) — TNF-« jest jedna z cytokin
bioracych udzial w burzy cytokin, zatem wzrost waznosci tych tranzycji w modelu z
wirusem jest oczekiwany.

Aktywacja uktadu immunologicznego poprzez zapalenie bakteryjne (5,47 p.p.) 1 wia-
zanie neoantygenow z APC (5,47 p.p.) — wzrost waznosci tych procesow elementarnych
w modelu z wirusem nie jest catkowicie intuicyjny. Jednakze, gdy wirus dostanie sie do
komorek gospodarza, stymulowany jest uktad odpornosciowy, prowadzac do nasilenia
wywotanego przez bakterie przewlektego zapalenia, ktore jest obecne jeszcze przed in-
fekcja SARS-CoV-2. Aktywacja odpowiedzi immunologicznej jest $cisle regulowanym,
skoordynowanym mechanizmem, ktérego celem jest kontrola i eliminacja patogenow.
Ustalenie wtasciwej rownowagi stanu zapalnego jest kluczowe, poniewaz przewlekte
procesy zapalne prowadza do réznych patologii. Patogeny bakteryjne moga wywoty-
waé przewlekle stany zapalne poprzez roznorodne wyewoluowane strategie unikania,
ktore zaklocaja regulacje odpornosei [14]. Pojawienie sie SARS-CoV-2 dodatkowo za-
burza ten uktad i jest najprawdopodobniej przyczyna nasilenia proceséw zapalnych
pochodzenia bakteryjnego.

Aktywacja i proliferacja limfocytow T poprzez AT1R (5,47 p.p.), indukcja Th17 (5,47
p.p.) oraz migracja limfocytow (5,47 p.p.) — odpowiedz uktadu odpornosciowego jest
pierwsza, linig obrony wystepujaca podczas infekcji wirusowej. Wzrost waznosci tych
tranzycji w modelu z wirusem jest oczekiwany.

Zwigkszenie ci$nienia krwi (5,47 p.p.) — ten proces elementarny ma wieksze znaczenie
(ro$nie jego wazno$¢) w modelu z wirusem. Wydaje sie, ze moze by¢ to uzasadnione,
gdyz infekcja SARS-CoV-2 moze obnizaé ilos¢ ACE2, prowadzac do zmniejszenia ak-
tywnosci ACE2 w zainfekowanych narzadach. Obnizenie ilosci ACE2 w odpowiedzi na
wiazanie SARS-CoV2 moze stuzy¢ jako mechanizm przeciwdziatania infekeji wiruso-
wej kosztem zwiekszenia ilosci angiotensyny II. Obecnosé wirusa indukuje ,regulacje
w dot” ACE2, a tym samym przyczynia sie do wzrostu ci$nienia krwi. Nalezy zauwa-
zy¢, ze model odpowiada pacjentowi, ktory oprocz infekcji wirusa SARS-CoV-2 cierpi

dodatkowo na zaburzenia towarzyszace, takie jak nadci$nienie pierwotne i PChN.

Niewatpliwie uwage zwraca fakt, ze niemal wszystkie wymienione powyzej procesy elemen-

tarne charakteryzuja sie taka sama dodatnia réznica waznosci w wysokosci 5,47 punktow

procentowych. Wszystkie te procesy wystepuja w dokladnie takiej samej liczbie wsparé

t-niezmiennikéw — 131032 (patrz Tabela 4.21). Co wiecej, tranzycje odpowiadajace tym

procesom elementarnym naleza do tego samego zbioru MCT — m;. Wyjatkiem jest ele-

mentarny proces dotyczacy wzmocnienia dzialania TNF-«, ktory wystepuje w mniejsze]
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liczbie wsparé t-niezmiennikow — 91981, a pomimo tego wykazuje wicksza dodatnia réz-
nice niz inne procesy elementarne z tego samego modutu. Mozna to wyttumaczy¢ faktem,
ze proces ten jest bezposrednio zwigzany z cytokina IFN~, ktora jest dodatkowo stymu-
lowana przez modut SARS-CoV-2, natomiast pozostale wymienione procesy elementarne

nie sa bezposrednio stymulowane przez ten modut.

b. Znaczace roznice ujemne (waznosé tranzycji jest mniejsza w modelu z wirusem SARS-

CoV-2), znaleziono dla nastepujacych procesow elementarnych:

i. Zrodlo limfocytow (—41,51 p.p.) — zrodlo limfocytow w ogolnosci aktywuje odpowiedz
immunologiczng, ktéra nie jest wylacznie zalezna od obecnosci wirusa SARS-CoV-2.
To tranzycja odpowiada dodatkowemu napltywowi limfocytéw i moze by¢ traktowana
jako dodatkowe zrodto limfocytéow, ktore moga byé aktywowane niezaleznie od obec-
nosci SARS-CoV-2. Stad zgodnie z oczekiwaniami waznosé¢ tej tranzycji jest zdecy-
dowanie mniejsza w modelu z wirusem.

ii. Przewlekly proces zapalny (—37,73 p.p.) — ujemna roznica charakteryzujaca ten pro-
ces elementarny wydaje sie by¢ sprzeczna z intuicja, gdyz oznacza to, ze ten proces
jest mniej istotny w modelu z wirusem SARS-CoV-2. Co wiecej, wydaje sie to nieuza-
sadnione, gdyz wykazano dodatnia réznice (oznaczajaca wieksze znaczenie w modelu
z wirusem) dla elementarnego procesu odpowiadajacego wzmocnieniu TNF-q, a jak
wiadomo, przewlekly proces zapalny stymuluje ta cytokine. Nalezy jednak zauwazy¢,
ze modelowany system znajduje sie w stanie przewleklego stanu zapalnego jeszcze
przed pojawieniem sie wirusa. W modelu bez wirusa proces zapalny lezacy u podtoza
nadci$nienia jest jednym z kluczowych czynnikéw w utrzymaniu nadci$nienia pierwot-
nego, dlatego jego wazno$¢ jest bardzo wysoka (99,51%). Z drugiej strony, wnikanie
wirusa do komérek pacjenta z uporczywym nadcinieniem pierwotnym, ktore jest
podtrzymywane przez przewlekly proces zapalny, moze spowodowaé, ze ten proces
zapalny, choé¢ jest wazny, straci na znaczeniu.

ili. Migracja limfocytow Th do naczyn krwionosnych (—5,75 p.p.), wpltyw osi TNF-TNFR
na RANTES (RANTES naleza do cytokin aktywujacych limfocyty T) (—5,75 p.p.),
srodblonkowa stymulacja ICAM-1, VCAM-1, PECAM-1 (elementarny proces odpo-
wiedzialny za stymulacje limfocytow T) (—5,50 p.p.) — te procesy elementarne sa
waznymi skladnikami odpowiedzi ukladu odpornosciowego i dlatego wydaje sie, ze
powinno zaobserwowaé sie dodatnie réznice, a nie ujemne, ktore oznaczaja, ze ich
wazno$é jest mniejsza w modelu z SARS-CoV-2. Moze to byé¢ zwigzane z faktem,
ze u pacjentow z ciezkim przypadkiem COVID-19 obserwuje sie zmniejszenie liczby
limfocytow [47].

Mozna zauwazyé, ze im wieksza réznica ujemna, tym bardziej dany proces elementarny

jest niezalezny od modulu wirusowego. Procesy elementarne, jakimi sg ,zrodto limfocy-

tow” oraz ,przewlekly proces zapalny”, moga zachodzi¢ oraz moga by¢ wazne w modelu
bez obecnosci SARS-CoV-2. Co wiecej, nalezy mie¢ na uwadze, ze w proponowanym mo-
delu wspolwystepuja roézne jednostki chorobowe, przy ktérych proces zapalny jest stale

utrzymywany.

3. Modul RAA

Wiekszo$¢ proceséw elementarnych z modulu RAA w odroznieniu od modutu zapalenia i

aktywacji limfocytéw nie wyroznia sie znaczacymi réznicami waznosci. Mozna zatem przy-
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puszczaé, ze reakcje te zachodza z taka sama intensywnoscia niezaleznie od obecno$ci wirusa.

Niemniej jednak nalezy zauwazy¢ kilka waznych roznic.

a. Znaczace réznice dodatnie (waznosé tranzycji jest wieksza w modelu z wirusem SARS-

CoV-2), znaleziono dla nastepujacych procesow elementarnych:

i.

ii.

Synteza ACE2 (44,82 p.p. — patrz Tabela 4.21) — ACE2 odgrywa role funkcjonalnego
receptora gospodarza dla SARS-CoV-2. Zatem, zwiekszona ekspresja ACE2 moze pro-
wadzi¢ do zwiekszonej podatnosci na wnikanie SARS-CoV-2 do komorek gospodarza.
Wozrost waznosci tej tranzycji w modelu z wirusem jest oczekiwany.

Ekspresja AT2R (5,39 p.p.) — AT2R jest receptorem przeciwzapalnym i pojawia sie w
odpowiedzi na obecnos¢ infekcji wirusowej. Wzrost waznosci tej tranzycji w modelu z

wirusem jest oczekiwany.

b. Znaczace réznice ujemne (wazno$é tranzycji jest mniejsza w modelu z wirusem SARS-

CoV-2), znaleziono dla nastepujacych proceséow elementarnych:

i.

ii.

sRegulacja w dot” ACE (—19,34 p.p.) — obnizenie ilosci ACE2 (regulacji w do?) jest
spowodowana obecno$cig wirusa SARS-CoV-2. W zwigzku z tym zaburzona jest row-
nowaga miedzy ACE i ACE2, prowadzac tym samym do wzrostu ilosci ACE. Spadek
waznosci tej tranzycji w modelu z wirusem (wzrost waznosei tej tranzycji w modelu
bez wirusa) jest oczekiwany.

Zwigkszenie ilosci AT1R w komorkach miesni gladkich naczyn (—7,69 p.p.) i Zro-
dlo AT1R (—5,17 p.p.) — wydaje sie, ze AT1R, jako receptor prozapalny, powinien
wykazywa¢ wieksze znaczenie (wazno$¢) w modelu z SARS-CoV-2, ale wynik jest
odwrotny. Symulacja knockout AT1R (patrz ostatnia analiza opisana w niniejszym
paragrafie 4.5.3) wykazala, ze przyjmowanie ARB (leku hipotensyjnego) nie prowa-
dzi do obnizenia ci$nienia krwi, co prowadzi do zalozenia, ze ten lek hipotensyjny
nie dziala prawidlowo u pacjentow z COVID-19. Dotyczy to jednak tylko ARB, a
nie ACEIL Dzialanie przeciwnadcisnieniowe antagonisty AT1 moze czeSciowo wyni-
ka¢ ze zwiekszonego metabolizmu Ang II przez ACE2. Jesli wiec dochodzi do infekcji
SARS-CoV-2, dostepnosé¢ ACE2 spada. Stad nie dochodzi do wzmozonego metaboli-
zmu Ang II, co z kolei powoduje wzrost stezenia Ang II, a nawet moze spowodowaé

wzrost ci$nienia krwi.

Symulacja knockout

Poza analizami strukturalnymi przeprowadzono takze symulacyjng analize knockout chcac roz-

wazy¢ wpltyw lekow hipotensyjnych na rozwdéj infekeji wirusowej. W zwiazku z tym przeprowadzono

trzy rozne symulacje knockout skupiajace sie na module RAA. Dokladniej, wykorzystujac model

przede wszystkim opisujacy hipotetycznego pacjenta cierpiacego na nadci$nienie samoistne i infek-

cje wirusa SARS-CoV-2, zasymulowano trzy warianty leczenia wybranymi lekami hipotensyjnymi:

1. Symulacja leczenia poprzez przyjmowanie inhibitoréw konwertazy angiotensyny
(ACEI).

Symulacja, w ktorej hipotetyczny pacjent z nadci$nieniem pierwotnym i PChN byt leczony

ACEI Knockout symulacyjny dotyczyl proceséw elementarnych zwiazanych z ACE, kto6-

rymi sa: synteza ACE przez $rédblonek naczyniowy w ptucach i nerkach (¢46 — Tabela 4.18)

oraz ,regulacja w dot” ACE (¢51). W wyniku symulacji knockout tych tranzycji wykluczono

wszystkie podprocesy bezposrednio zwigzane z ACE i angiotensyna II.
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Nastepnie oceniono czy blokowanie ACE obniza ci$nienie krwi. W zwiazku z tym przeana-
lizowano $rednig liczbe uruchomien tranzycji (AvgFr), ktorych odpowiadajace procesy ele-
mentarne zwigzane sg ze wzrostem ciSnienia tetniczego. Przy symulacji knockout mozna
porownaé¢ AvgFr dla zbioru po wykonaniu symulacji knockout i dla zbioru przed wykona-
niem symulacji knockout (zwanego takze zbiorem referencyjnym), a wiec sytuacja, w ktorej
pacjent z nadci$nieniem pierwotnym nie otrzymuje lekow na nadci$nienie). Analiza $redniej
liczby uruchomieni tranzycji zwiazanych ze wzrostem ciénienia tetniczego wykazala oczeki-
wany spadek czesto$ci uruchomienia tranzycji, co odpowiada obnizeniu ci$nienia krwi przy

zastosowaniu leczenia przez ACEI.

Na zasadzie jak powyzej, rozwazano czy ACEI stosowane w leczeniu nadci$nienia mogg zwiek-
szaé ekspresje ACE2, a tym samym przyczynié sie do nasilenia rozwoju infekcji wirusowej
poprzez umozliwienie SARS-CoV-2 bardziej intensywnego wnikania do wrazliwych komorek.
Jednakze, w tym przypadku nie zaobserwowano zmian w $redniej liczbie uruchomien tran-
zycji zwigzanych z synteza ACE2 i wigzaniem biatka S z ACE2. Mozna zatem stwierdzi¢,
iz symulacja ta wykazala, ze stosowanie ACEI nie zwieksza rozwoju infekcji SARS-CoV-2
u pacjentow z nadci$nieniem tetniczym i wspolistniejaca PChN. Zatem, ACEI moga by¢
stosowane w COVID-19 bez znaczacego ryzyka.

2. Symulacja leczenia poprzez przyjmowanie blokeré6w receptora angiotensyny
(ARB/sartanow).

Symulacja, w ktorej hipotetyczny pacjent z nadci$nieniem pierwotnym i PChN byt leczony
ARB/sartanami. Knockout symulacyjny dotyczyl proceséw elementarnych zwigzanych z
ATI1R, ktoérymi sa: zwiekszenie ilosci AT1R w komorkach miesni gladkich naczyn (tg — Ta-
bela 4.18), zrodto AT1R (t7), zmniejszenie ilosci AT1R (tg6) i, regulacja w gore” ATIR (ts1).
W wyniku symulacji knockout tych tranzycji wykluczono wszystkie podprocesy bezposrednio

zwigzane z At1R.

Podobnie jak w przypadku pierwszej symulacji knockout, oceniono czy blokowanie ATIR
obniza ciénienie krwi. W zwiazku z tym przeanalizowano §rednia liczbe uruchomien tranzy-
¢ji (AvgFr) po symulacji knockout oraz przed symulacja knockout, czyli sytuacja, w ktorej
pacjent z nadci$nieniem pierwotnym nie otrzymuje lekéw na nadci$nienie. Analiza tranzycji
zwigzanych ze wzrostem ci$nienia tetniczego nie wykazala oczekiwanego spadku, co wiecej,
wykazalta wzrost AvgFp, co oznacza wzrost ci$nienia tetniczego pomimo przyjmowania le-
kow hipotensyjnych. Wydaje sie zatem, ze w przypadku infekcji SARS-CoV-2 u pacjentow
ze wspolistniejacymi chorobami, takimi jak samoistne nadci$nienie tetnicze i PChN, nalezy
rozwazy¢, o ile to mozliwe, nie przepisywanie antagonistow AT1R do leczenia nadcisnienia
tetniczego. Na podstawie przeprowadzonych analiz wydaje sie, ze leki te moga nie byé wy-

starczajaco skuteczne.

Obok analizy skuteczno$ci leczenia nadci$nienia przez ARB rozwazano czy ARB moga zwiek-
szaé ekspresje ACE2, a tym samym przyczyni¢ sie do nasilenia rozwoju infekeji SARS-CoV-2.
Wyniki sa podobne jak w przypadku symulacji pierwszej — nie zaobserwowano zmian w $red-
niej liczbie uruchomien tranzycji zwiazanych z synteza ACE2 i wigzaniem biatka S z ACE2.
Mozna zatem stwierdzi¢, ze stosowanie ARB nie zwieksza rozwoju infekcji SARS-CoV-2 u
pacjentéw z nadcisnieniem tetniczym i wspolistniejaca PChN. Nalezy mie¢ jednak na uwadze,
ze skutecznosé dziatania tych lek6w moze nie byé wystarczajaca do prawidtowego obnizenia

ci$nienia krwi.

3. Symulacja leczenia poprzez jednoczesne przyjmowanie ACEI i ARB.
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Symulacja, w ktorej hipotetyczny pacjent z nadci$nieniem pierwotnym i PChN byl jedno-
czesnie leczony ACEI i ARB. Knockout symulacyjny dotyczyt proceséw elementarnych zwia-
zanych z ACE i AT1R, ktorymi sa: zwigkszenie ilosci AT1R w komorkach miesni gladkich
naczyn (tg — Tabela 4.18), zrodlo AT1R (¢7), synteza ACE przez srodblonek naczyniowy w
plucach i nerkach (t46), ,regulacja w dot” ACE (¢5;), zmniejszenie ilosci AT1R (tg6) 1, regula-
cjaw gore” AT1R (ts1). Tranzycje wylaczone na potrzebe przeprowadzenia trzeciej symulacji
tworza zbiér tranzycji z symulacji pierwszej i drugiej. Oznacza to, ze w wyniku symulacji
knockout, wykluczone zostaja dokladnie te same procesy co w poprzednich symulacjach.
Innymi stowy, wylaczone zostaja procesy bedace suma proceséw elementarnych wykluczo-
nych podczas symulacji pierwszej i drugiej i odpowiadaja one podprocesom bezposrednio
zwigzanym z ACE i AT1R.

Nastepnie oceniono czy jednoczesne blokowanie ACE i AT1R obniza ci$nienie krwi. W wyniku
poréwnania $redniej liczby uruchomieri tranzycji przed i po symulacji knockout zaobserwo-
wano nieznaczny jej spadek, a wiec nieznaczne obnizenie ci$nienia tetniczego krwi. Nalezy
jednak zauwazy¢, ze zaréwno ACE, jak i AT1R zostaly zablokowane jednoczesnie, wiec ob-
serwowane jest pewne usrednienie opisanych wczesniej efektow. Doktadniej, zaobserwowano
nieznaczny spadek cignienia krwi, co jest korzystniejsze dla hipotetycznego pacjenta w po-
rownaniu z wynikami drugiej symulacji (gdzie zastosowanie ARB nie spowodowalto spadku
ci$nienia krwi, a moze nawet spowodowaé niewielki jego wzrost). Nalezy zauwazy¢, ze wspo-
mniane obnizenie ci$nienia tetniczego krwi jest jednak zdecydowanie mniej znaczace lub
wrecz nieznaczne w poroéwnaniu ze stosowaniem ACEI Dlatego wydaje sie, ze jednoczesne
stosowanie inhibitoréw konwertazy angiotensyny i blokeréw receptora angiotensyny moze nie
dziata¢ zgodnie z oczekiwaniami, gdyz nie obnizaja one znaczaco ci$nienia krwi u pacjentoéw

z infekcja wirusa SARS-CoV-2.

Dopelnieniem tej analizy byla ocena czy jednoczesne stosowanie ACEI i ARB moze zwiekszy¢
ekspresje ACE2, a tym samym przyczyni¢ sie do nasilenia rozwoju infekcji wirusa SARS-CoV-
2. Podobnie jak we wczesniejszych symulacjach, tak i w tym przypadku nie zaobserwowano
zmiany S$redniej liczby uruchomieni dla tranzycji zwiazanych z synteza ACE2 oraz wiazaniem
bialka S i ACE2. Wyniki te sugeruja, ze jednoczesne stosowanie ACEI i ARB nie przyczynia
sie do zwiekszenia rozwoju infekcji SARS-CoV-2.

4.5.4 Konkluzje

Nadcis$nienie samoistne jest nieodtacznym elementem rozwoju choréb sercowo-naczyniowych,
a zaawansowana przewlekla choroba nerek wiaze sie ze zwiekszonym ryzykiem ciezkiego przejicia
COVID-19, w zwigzku z tym optymalne leczenie czy tez kontrola nadcisnienia moze przyczynié
sie do lepszego rokowania przy infekcji wirusem SARS-CoV-2. Z tego wzgledu nalezalo dobrze
zrozumieé¢ badany model, ale takze skoncentrowaé sie na zwiazku miedzy przyjmowaniem lekéw
na samoistne nadci$nienie a stymulowaniem rozwoju infekcji SARS-CoV-2.

Badania nad tym systemem pozwolily odkry¢, ze przyjmowanie lekoéw hipotensyjnych, takich
jak inhibitory konwertazy angiotensyny lub blokery receptora angiotensyny, nie nasilaja rozwoju
infekcji wirusem SARS-CoV-2. Jednakze, wykazano spadek skutecznosci dzialania jednego z sy-
mulowanych lekéw hipotensyjnych przy obecnosci wirusa SARS-CoV-2. Doktadniej, potwierdzono
skuteczno$é leczenia nadci$nienia tetniczego u pacjentow przyjmujacych ACEI, natomiast nie po-
twierdzono tej skutecznosci w przypadku pacjentéow przyjmujacych ARB, ponadto zaobserwowano,

ze ta grupa lekéw moze nawet mieé¢ nieco odwrotny skutek. Do tego przeprowadzono ocene jedno-
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czesnego stosowanie ARB oraz ACEI i, jak mozna sie bylo spodziewaé, wynik jest usrednieniem
przyjmowania obu lekoéw, wiec prowadzi do nieznacznego obnizenia cignienia krwi.

Opro6cz wynikéw uzyskanych z badania zwiazku miedzy przyjmowaniem lekéw hipotensyjnych
a wspotwystepowaniem choroby COVID-19 wykonano inne analizy, skupiajace sie na lepszym
zrozumieniu calego systemu, a wiec m.in. znalezieniu elementarnych proceséw o kluczowym zna-
czeniu dla funkcjonowania modelu. Zidentyfikowano, ze najbardziej istotne procesy elementarne sg
sktadowymi trzech modutow: RAA, zapalenia i aktywacji limfocytéw oraz infekcji SARS-CoV-2.
Ponadto zdefiniowano procesy elementarne niezalezne od obecnosci wirusa. Sa to procesy nalezace
do modutu uszkodzenia §ro6dbtonka. Ponadto ustalono, ktére procesy elementarne sg wazniejsze dla
modelu z SARS-CoV-2, a ktére z nich sa wazniejsze w modelu bez wirusa. Ta analiza poréwnaw-
cza wykazala, ze znaczace roznice zaobserwowano tylko w dwoch modutach: w module zapalenia i
aktywacji limfocytow oraz w module RAA.

Obok konkluzji biologicznych jawia sie takze konkluzje metodologiczne. Mozna zauwazyé, ze
klasyczne metody analizy, takie jak analiza t-klastrow czy bardziej dokladne, manualna analiza
t-niezmiennikéw, przestaja by¢ aplikowalne w sytuacji, gdy liczba t-niezmiennikéw pokrywajaca
zaproponowany model jest niezwykle duza. W takiej sytuacji zaproponowana analiza wazno$ci
i poréwnawcza analiza waznosci z identyfikacja znaczacych réznic pozwolita na przeprowadze-
nie szczegdtowej strukturalnej analizy, ktora umozliwita identyfikacje procesow elementarnych o
kluczowym znaczeniu dla wszystkich t-niezmiennikéw oraz dla t-niezmiennikéw wylacznie powia-
zanych z modultem wirusowym, umozliwila identyfikacje proceséw elementarnych niezaleznych od
modulu wirusowego, a przy tym pozwolita okresli¢, ktére procesy elementarne sa wazniejsze dla
modelu z SARS-CoV-2, a ktére z nich sa wazniejsze w modelu bez wirusa, co daje poglad na
wplyw infekcji wirusowej na zamodelowany system. Ponadto obok analizy strukturalnej, istotne
znaczenie mialo zastosowanie rozszerzonej metody analizy, jaka jest symulacja knockout, ktéra

pozwolita oceni¢ wpltyw lekéw hipotensyjnych na rozwdéj infekeji wirusowe;j.

4.6 Podsumowanie i dalsze motywacje

W rozdziale 4 przedstawiono cztery modele oparte o klasyczne sieci Petriego i przeprowadzono

ich analize, tj.:

1) model wplywu IL-18 na procesy zapalne lezace u podstaw rozwoju miazdzycy (wlasciwosci: 84
miejsca, 98 tranzycji, 78 t-niezmiennikow, 22 zbiory MCT, 15 t-klastrow) [64],

2) model relacji miedzy homeostaza zelaza a niedoborem witaminy A (wlasciwosci: 69 miejsc, 90
tranzycje, 402 t-niezmienniki, 20 zbiorow MCT, 20 t-klastrow) [100],

3) modele powiazan miedzy oxLDL a tetniakami aorty brzusznej [105]:

a) model petny — zawierajacy podprocesy zwigzane z oxLDL (wlasciwosci: 40 miejsc, 64 tran-
zycje, 736 t-niezmiennikow);
b) model zredukowany — niezawierajacy podprocesow powiagzanych z oxLDL (wlasciwosci: 38

miejse, 57 tranzycji, 325 t-niezmiennikow).

4) modele relacji miedzy infekcja wirusa SARS-CoV-2 a ukladem RAA w nadci$nieniu pierwotnym
[65]:

a) model petny — zawierajacy podprocesy zwiazane z infekcja SARS-CoV-2 (wlasciwosci: 55
miejsc, 87 tranzycji, 139451 t-niezmiennikow, 10 zbiorow MCT);
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b) model zredukowany — niezawierajacy podproceséw powiazanych z infekcja SARS-CoV-2
(wlasciwosci: 49 miejsc, 76 tranzycji, 22997 t-niezmiennikow).

Nalezy zaznaczyé, ze istota tego rozdziatu byto zaprezentowanie mozliwosci analiz rozszerzo-
nych, w tym takze propozycji wlasnych. Analiza zlozonych systemoéw biologicznych moze opieraé
sie wylacznie na podstawie rozszerzonych metod analizy, jednak czesto, poprzedzaja je takze kla-
syczne analizy, takie jak analiza zbiorow MCT czy analiza t-klastrow. Jednakze, zdarza sie, ze
te analizy nie prowadza do odkrycia ciekawych wtasnosci. Analiza t-klastrow bywa zbyt ogdlna i
nierzadko zawiera skupienia ztozone z niemal wszystkich t-niezmiennikéw, dlatego w tym rozdziale
poréwnano analize t-klastrow z bardziej doktadna, manualng analiza t-niezmiennikéw. Niemniej
jednak w wielu przypadkach to wladnie analiza klastréw wyznacza dalszy kierunek badan.

Robiac przeglad zastosowanych w tym rozdziale metod mozna wyréznié istniejace metody roz-
szerzone, propozycje wlasne dla zastosowania istniejacych metod oraz zaproponowane alternatywne
metody analizy. Do tej pierwszej kategorii zalicza si¢ strukturalna analiza knockout i knockout
symulacyjny (analiza $redniej liczby uruchomien tranzycji). W drugiej kategorii wyrézniamy po-
réwnawcza analize knockout i poréwnawcza symulacje knockout. Natomiast do trzeciej kategorii
zalicza sie¢ bardziej doktadna, manualna analiza t-niezmiennikéw, analiza waznosci, poréwnaw-
cza analiza waznosci (w tym takze z interpretacja znaczacych roznic dodatnich i ujemnych) oraz
poréwnawcza analiza knockout.

Bardziej dokladna analiza t-niezmiennikéw wraz z analiza knockout pozwolity odkryé ciekawe
wlasnosci wéréd wybranych t-niezmiennikéw, ktore nie byly mozliwe do znalezienie przez analize
t-klastrow. Jednakze analiza ta jest ograniczona przez liczbe t-niezmiennikéw pokrywajaca siec.
Stwarza to jednak motywacje do zautomatyzowania tego podejscia i daje tym samym podstawe do
rozwazenia analizy podzbioréw tranzycji. Ta z kolei zawiera wiele ciekawych aspektéw kombinato-
rycznych i stwarza mozliwoéci do zaproponowania wlasnych metod analizy, co opisano w kolejnym
rozdziale niniejszej rozprawy.

Zaproponowana analiza wazno$ci pozwala na detekcje zaré6wno istotnych jak i nieistotnych
tranzycji, co umozliwia skupienie sie na kluczowych elementach w dalszej analizie. Wydaje sie
jednak, ze zdecydowana silta tej analizy lezy w duzej mierze w poréwnawczej analizie waznosci,
ktora to pozwala oszacowaé, jak zmienia sie wazno$é¢ poszczegdlnych elementéw pod wplywem
danego podprocesu. Inaczej méwiac, pozwala okresli¢ wplyw badanego podprocesu na zachowanie
sie wszystkich pozostalych procesé6w elementarnych w analizowanym systemie. Opisane porow-
nanie jest jednym z podejsé, ktore nie bylo wczesniej stosowane, a do zastosowania w praktyce
wymaga przygotowania dwoch modeli petnego i zredukowanego, oba z zachowaniem pokrycia sieci
przez t-niezmienniki. W oparciu o to podejécie zaproponowano takze rozszerzone zastosowanie
znanej strukturalnej analizy knockout, ktéra nazwano poréwnawcza analiza knockout. Poréwnaw-
cza analiza knockout jest rozszerzeniem pordéwnawczej analizy waznosci, ktéra pozwala okresli¢
wplyw badanego podprocesu na zachowanie sie wszystkich wiekszych podprocesow/modutow (a
nie pojedynczych proceséw elementarnych) w analizowanym systemie.

Wszelkie uzyskane konkluzje biologiczne wynikajace z opisanych wyzej analiz zostaly opisane w
podrozdziatach dotyczacych poszczegbdlnych modeli. Podsumowujac jednak, mozna stwierdzié, ze
zastosowane metody analizy pozwalaja wyciagaé ciekawe wnioski, a zdecydowanie pozwalaja lepiej
zrozumieé¢ podloze badanych zjawisk. Niewatpliwie jednak w kontekscie analiz jest jeszcze wiele
ciekawych aspektow do rozwazenia, w tym chociazby problemy podzbioréw tranzycji rozwazane w

kolejnym rozdziale.



Rozdzial 5

Kombinatoryczne aspekty analizy
t-niezmiennikéw — rozwigzania wybranych

problemoéw

5.1 Wprowadzenie

Wielokrotnie wspomniano w tej pracy, iz modele oparte o formalizm klasycznych sieci Petriego
moga by¢ analizowane na poziomie strukturalnym oraz symulacyjnym. Te pierwsze, analizy struk-
turalne, opieraja sie w istocie o t-niezmienniki, ktére odpowiadaja pewnym podprocesom biolo-
gicznym wchodzacym w sktad badanego systemu. Nadmienié¢ trzeba, ze podprocesy odpowiadajace
t-niezmiennikom nie zmieniaja stanu modelowanego systemu, a wiec sg dla jego funkcjonowania
niezwykle wazne (patrz formalna definicja 2.2.10). Istniejace metody analizy t-niezmiennikow wy-
daja sie by¢ jednak niewystarczajace do przeprowadzenia glebokich analiz i wyekstrahowania tego,
co kryja w sobie podzbiory t-niezmiennikéw lub caty ich zbiér. Poprzednie rozdziaty uwypuklity,
ze odkrywanie zaleznosci miedzy t-niezmiennikami wiaze sie z potrzeba poszukiwania i wyznacze-
nia pewnych podzbioréw tranzycji, ktére odpowiadaja pewnym zbiorom proceséw elementarnych
bioracych udzial w interakcjach pomiedzy podprocesami wyzszego rzedu.

Podrozdzial 5.2 zawiera rozwazania wybranych probleméw poszukiwania pewnych podzbio-
réw tranzycji nalezacych do kategorii probleméw wystepowania oraz zaproponowane rozwiazania,
ktore staly sie podstawa metodologiczna dla analizy wystepowania dla klasycznych sieci Petriego.
Pierwsze efekty tych badan pojawily sie w artykule konferencyjnym [101], w ramach ktoérego autor
zaproponowal algorytm przyblizony. Dalsze badania dotycza zaprojektowania analizy wystepowa-
nia opartej na dokladnym algorytmie z réznymi ograniczeniami, ktéry nadaje sie do analizowania
modeli zlozonych systeméw biologicznych opartych o sieci Petriego. W ramach tych badan au-
tor zaproponowat algorytm dokladny, umozliwiajacy przeprowadzenie analizy wystepowania oraz
dokonat wspomnianej analizy wystepowania na wybranym przykltadzie klasycznej sieci Petriego i
zinterpretowal wyniki. Efekty tej pracy zgloszono do publikacji [103].

Podrozdzial 5.3 zawiera rozwazania wybranych probleméw poszukiwania pewnych podzbioréw
tranzycji nalezacych do kategorii probleméw anty-wystepowania. Przedstawiono doktadne sformu-
towania wybranych probleméw, ich ztozonosé oraz propozycje rozwiazania wraz z ocena dziatania
dla jednego wybranego problemu. W rozprawie rozwazane sa modele oparte o klasyczne sieci Pe-
triego, jednakze zaproponowany algorytm moze by¢ z powodzeniem zastosowany do innych typéw
sieci Petriego — dla tych, dla ktorych mozliwe jest obliczanie t-niezmiennikéw. Rezultaty opisane w

tym podrozdziale zostaly opublikowane w pracy [102]. W ramach tych badaii autor zajmowal sie
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opracowaniem ztozonoéci jednego problemu, opracowaniem jego rozwiazania dokladnego, a takze
oceng dziatania zaproponowanego algorytmu.

W podrozdziale 5.4 zawarto podsumowanie ze szczegdlnym wyroznieniem mozliwosci przedsta-
wionych rozwiazain, a takze nakreslono kierunek dalszych badan.

Celem lepszego zrozumienia kontekstu prowadzonych rozwazan kombinatorycznych i zapropo-
nowanych metod analizy, ponizej wyjasniono, jak nalezy interpretowaé pojecia bezposrednio doty-
czace problemoéw wystepowania i anty-wystepowania. Ten rozdzial nie powiela jednak istniejacej
wiedzy teoretycznej opisanej w podrozdziale teoretycznym 2.4.

Wystepujacy zbiér tranzycji Poszukiwany jest pewien zbior tranzycji T”, bedacy podzbio-
rem zbioru tranzycji T, ktory zawarty jest w we wsparciach t-niezmiennikéw. Najczesciej poszu-
kiwane sa zbiory wystepujace (zwane takze kombinacjami), ktore wystepuja w odpowiednio duzej
liczbie wsparé t-niezmiennikéw. Im wiecej wsparé t-niezmiennikéw zawiera danag kombinacje, tym
moze by¢ ona wazniejsza dla funkcjonowania analizowanego systemu, z punktu widzenia struktury
tego modelu.

Anty-wystepujacy zbidér tranzycji Poszukiwany jest pewien zbior tranzycji T, bedacy
podzbiorem zbioru tranzycji T', ktéry nie jest zawarty we wsparciach t-niezmiennikéw. Mozna
wyrdznié¢ zbiory niewystepujace w zadnym wsparciu t-niezmiennika lub zbiory niewystepujace w

odpowiednio matej liczbie wsparé t-niezmiennikow.

5.2 Algorytm poszukiwania wystepujacych we wsparciach

t-niezmiennikéw podzbioréw tranzycji

5.2.1 Kontekst badan

W niniejszej rozprawie przedstawiono rézne metody analizy modeli opartych na formalizmie
klasycznych sieci Petriego, jednak dla analiz biologicznych szczegolnie uzyteczne s metody oparte
o t-niezmienniki. Wspominane wielokrotnie t-niezmienniki odpowiadaja podprocesom biologicz-
nym, ktére nie zmieniaja stanu modelowanego sytemu, sa wiec dla funkcjonowania systemu bio-
logicznego bardzo wazne. Jednakze jak wykazano w poprzednich rozdziatach, analiza oparta o
t-niezmienniki nie jest wystarczajaco gleboka i moze wymagaé wyznaczenia szczegblnych podzbio-
row tranzycji (zbioréw proceséw elementarnych). Potrzeba ta wynika z wlasnosci analiz opartych
o t-niezmienniki, gdyz w ogoélnosci opieraja sie one na poszukiwaniu podobienistw pomiedzy t-
niezmiennikami. Podobienstwa te dotycza zatem tranzycji powtarzajacych sie we wsparciach t-
niezmiennikéw — im wiecej t-niezmiennikéw w zawiera taki sam zbiér tranzycji, tym bardziej ten
zbior moze by¢ istotny dla funkcjonowania analizowanego systemu. Mozna zatem stwierdzié, ze
analizowane sa czesci wspolne wsparé t-niezmiennikéw. Opisane zbiory tranzycji pojawiajace sie
w wielu wsparciach t-niezmiennikow sg niczym innym jak zbiorem proceséow elementarnych, ktore
zaangazowane sa w wiele zamodelowanych podproceséw, a ich analiza moze dostarczyé¢ waznych
informacji o zachowaniu caltego zlozonego systemu biologicznego.

W niniejszym podrozdziale rozwazane sa pewne problemy wystepowania tranzycji we wspar-
ciach t-niezmiennikéw. To za ich posrednictwem moga na siebie oddzialywaé¢ podprocesy badanego
systemu. Dla wybranych probleméw przyblizone zostana dokladne sformutowania i propozycje roz-
wigzania. Ponadto podrozdzial ten jasno podkresla, ze przedstawione rozwigzania moga stanowic
dodatkowa analize oparta o t-niezmienniki, zwang analiza wystepowania, ktéra z powodzeniem
mozna zastosowaé do analizy modeli ztozonych systeméw biologicznych opartych o sieci Petriego.

Analiza wystepowania jest dopelieniem analizy waznosci opisanej w rozdziale poprzednim.
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5.2.2 Formalny opis rozwazanych probleméw wystepowania

Interesujacym problemem jest poszukiwanie pewnych podzbioréw tranzycji, innymi stowy, pod-
zbioréw procesow elementarnych o pewnej minimalnej licznosci, ktore sa zawarte w odpowiednio
duzej liczbie wsparé t-niezmiennikéw, a wiec sa zawarte w odpowiednio duzej liczbie podproceséw
badanego systemu. Podprocesy te moga oddzialywaé ze soba za posrednictwem tych konkretnych
proceséw elementarnych. Ponadto, takie podzbiory moga mieé¢ kluczowe znaczenie dla dzialania
calego, ztozonego uktadu biologicznego. Opisywany problem w formie graficznej wizualizacji znaj-
duje sie na Rysunku 5.1, gdzie istnieje pewien zbior tranzycji W (bedacy podzbiorem tranzycji),
ktory jest zawarty w dostatecznie duzej liczbie wsparé t-niezmiennikéw s;, ktére z kolei sa zawarte
w dostatecznie duzej liczbie t-klastréw, a wlasciwie w dostatecznie duzej liczbie wsparé t-klastrow
d;. Wsparcie t-klastra jest wiec zbiorem tranzycji zawartych we wsparciach t-niezmiennikéw nale-

zacych do tego t-klastra.

D d; - wsparcie t-klastra O s; - wsparcie t-niezmiennika . W - zbidr tranzycji

dy d;

d3 d;
51 s s, s s
4 6 sg 10 11
Sa : S3 : S5 So S
L )

Rysunek 5.1: Problem wystepowania podzbioru tranzycji w odpowiednio duzej liczbie wsparé t-niezmiennikéw
bedacych elementami odpowiednio duzej liczby wsparé t-klastréow. Rysunek opracowany na podstawie ilustracji
pochodzacej z pracy [101].

3
~

Formalna definicja tego problemu zostata przytoczona w rozdziale teoretycznym w podroz-
dziale 2.4 (wersja przeszukiwania patrz definicja 2.4.1, wersja decyzyjna patrz definicja 2.4.2),

jednak dla spojnosci tekstu, przytoczono je takze ponizej:
Definicja 5.2.1 (Wystepowanie tranzycji w t-klastrach - wersja przeszukiwania 1 [73, 74]).

o Instancja: zbior T = {ti,to,...,t,m} tranzycji, zbior S = {s1,s2,....,5,} wsparé t-
niezmiennikow, gdzie V=12 . ps; C T, zbior C' = {c1,co, ..., ¢q} klastrow, gdzie Ve, ece =
{3i173i27 0 Sijoy) }, Vizl,gw,)q;jzl)gwn)q;i?ﬁjci Nc; = @, liCZby K eNTiReNt.

N

e Odpowiedz: zbior W = {wr,ws,..,w,} C T taki, ze Elcil,ciw_”,cik
dig, ... W C dy, gdzie Ve,cod; = U s; oraz k> K ir > R.

GCW g d’h;W

Rozwigzaniem powyzszego problemu jest zbiér W zawierajacy nie mniej niz R tranzycji, ktory
bytby zawarty w odpowiednio duzej, czyli nie mniejszej niz K liczbie wsparé t-klastrow. Ponizej

wersja decyzyjna tego problemu.
Definicja 5.2.2 (Wystepowanie tranzycji w t-klastrach - wersja decyzyjna 1 [73]).

o Instancja: zbior T = {ti,to,...,t,} tranzycji, zbior S = {s1,s2,....,8p} wsparé t-
niezmiennikow, gdzie V=12 ps; C T, zbior C' = {c1,ca, ..., ¢q} klastrow, gdzie Ve, ece; =
{3i175i27 e Sijo }, Vl‘:l’gw',q;jzlﬁg’m’qn%jci Ncy = (Z), liczby K € Nt iR eNt.
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e Odpowiedz: TAK, jezeli IW = {wy,wa, ..., w,} C T taki, ze 3, | ccW Cd; ,W C
diy, ..., W C d;, , gdzie V,ccd; = U‘jc:i‘lsij oraz k > K ir > R; NIE w przeciwnym przypadku.

CigyeesCiy,

PROBLEM WYSTEPOWANIA TRANZYCJI W t-KLASTRACH jest silnie NP-trudny. Do
przeprowadzenia silnej NP-trudnosci wykorzystano PROBLEM ZROWNOWAZONEGO PEEL-
NEGO PODGRAFU DWUDZIELNEGO, jak opisano w pracy [74]. Z uwagi na zlozonosé tego
problemu rozwazono jego przyblizone rozwigzanie i zaproponowano algorytm heurystyczny, ktory
opisano w podrozdziale 5.2.3 niniejszego rozdzialu. Rozwiazanie tego problemu jest istotne, gdyz
umozliwia znalezienie kluczowych elementéw modelu. Jednakze obok tego istotna wydaje sie pelna
ocena modeli opartych o sieci Petriego, a wiec dokladne rozwiazanie, ktore dostarcza informacji
o tym, ile istnieje podzbioréow tranzycji wystepujacych (patrz opis w podrozdziale 5.1) oraz w ilu
wsparciach t-niezmiennikéw sa one zawarte. W nawiazaniu do tego powstal algorytm doktadny

umozliwiajacy przeprowadzenie analizy wystepowania, ktéry opisano w podrozdziale 5.2.4.

5.2.3 Zaproponowane przyblizone rozwigzanie wybranego problemu

wystepowania

Problem poszukiwania pewnego podzbioru tranzycji zawartego w odpowiednio duzej liczbie
wsparé t-klastrow zostal rozwiazany za pomoca algorytmu przeszukiwania tabu [87], gdyz nalezy
do klasy probleméw NP-trudnych.

Schemat blokowy zaproponowanego rozwiazania umieszczono na Rysunku 5.2. Kluczowe etapy
ktore sie pojawiaja na Rysunku 5.2 dotycza generowania rozwigzania poczatkowego, przegladu
sgsiedztwa, aktualizacji najlepszego rozwiazania, warunku stopu i dywersyfikacji. Szczegétowy opis

tych etapéw zawarto ponizej.

e Generowanie rozwiazania poczatkowego:

Danymi wejéciowymi dla algorytmu jest kolekcja wsparé t-niezmiennikéw, a wiec zbiorow
tranzycji. Generowanie rozwiazania poczatkowego opiera sie na zidentyfikowaniu najczesciej
wystepujacych tranzycji, a wiec tranzycji wystepujacych w najwiekszej liczbie wsparé t-
niezmiennikéw. W efekcie otrzymuje sie informacje ile tranzycji charakteryzuje sie maksy-
malna liczba wystapien i wyznacza sie warto$é zmiennej r, czyli liczbe tranzycji znajduja-
cych sie w rozwigzaniu poczatkowym, po czym nastepuje sprawdzenie zgodnosci wsparé t-
niezmiennikow dla zidentyfikowanych wczesniej tranzycji i wyznaczenie wartosci dla zmiennej
k, oznaczajacej liczbe wsparé¢ t-niezmiennikéw, ktore zawieraja wszystkie znalezione tranzycje
o maksymalnej liczbie wystapieri. Dla lepszego zrozumienia ponizej zamieszczono przykta-

dowe dane wejsciowe i sposdéb wygenerowania rozwigzania poczatkowego.
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Dane wejsciowe wymiaru 5 x 11 :
so = {t3,t9}
s1={t1,t2,ts, 5,110}
sy = {to,t1,l2,13,t4,t5,ts,t10}
s3 = {t1,t2,13,ta,t5,t6,t7, 18, t10}

sq = {to,t1,12,13,t6, 17,18}

Powyzsze dane zawieraja 5 wsparé t-niezmiennikéw i 11 tranzycji, mozna zauwazyé, ze
tranzycje o maksymalnej liczbie wystapien, a wiec te wystepujace w najwickszej liczbie
wsparé t-niezmiennikéw to tranzycje: t1, to, t3. Kazda z nich zawarta jest w 4 wsparciach
t-niezmiennikow. Zgodnosé wsparé t-niezmiennikéw polega na wyznaczeniu ich czesci wspol-
nej, a wiec tranzycji, ktére sa wspolne dla wszystkich analizowanych wsparé. Wsparcia t-

niezmiennikéw nalezace do czesci wspolnej oznaczono na czerwono.

t1 Cs1 At CTso Nty Cs3Aty

N

Sa

to C 51 Aty C 59Nty C 53Nt C sy

t3 Csg Aty C so ANty C s3At3 C sy

Tym sposobem zidentyfikowano rozwiazanie poczatkowe, ktore zawiera 3 tranzycje (t1, to,
t3), nalezace jednoczesnie do 3 wsparé t-niezmiennikow (sq, s3, S4), zgodnie z tym aktualne

wartosci zmiennych przedstawiaja si¢ nastepujaco: r =31 k = 3.

e Przeglad sasiedztwa, mozliwe ruchy do wykonania i aktualizacja najlepszego rozwigzania:

Rozwiazanie poczatkowe jest poprawianie na podstawie sekwencji ruchéw, takich jak doda-

wanie nowej tranzycji lub wymiany tranzycji.

Dodawanie tranzycji odbywa sie zgodnie z zasadami algorytmu przeszukiwania tabu, co
oznacza, ze do biezacego rozwiazania dodawana jest najlepsza tranzycja. Aby taka tran-
zycje znalezé, sprawdzane sa wszystkie mozliwe tranzycje, ktoére nie wystepuja na liscie tabu.
Optymalna wielko$é listy tabu jest wyznaczana na podstawie wzoru n/2; gdzie n to liczba
iteracji mozliwych do wykonania ruchéw, podczas ktorych algorytm nie znalazt rozwiazania
spelniajacego okreslone kryteria, a wartos¢ zmiennej n jest réwna potowie liczby tranzycji
analizowanego modelu. Po dodaniu wybranej tranzycji do biezacego rozwiazania, oceniana
jest wartosé r (wielko$¢ znalezionego zbioru), oceniana jest zgodno$¢ wspar¢ t-niezmiennikow,
a na jej podstawie wartos¢ k (liczba wsparé¢ t-niezmiennikéw zawierajacych dany zbiér o
wielkosci r). Najlepsza tranzycja, jak sama nazwa wskazuje, to tranzycja, ktora najbardziej
poprawia biezace rozwiazanie. Jesli taka tranzycja zostanie zidentyfikowana i zostanie dodana

do biezacego rozwiazania, to aktualizowane sa takze wartosci r i k.

Wymiana tranzycji rozumiana jest jako proces dwuetapowy, czyli usuniecie tranzycji z bie-
zacego rozwiazania i dodanie nowej tranzycji. W zwiazku z takim podziatem, poszukiwana
jest tranzycja bedaca najlepsza tranzycja do usuniecia. Okreslenie najlepsza tranzycja do
usuniecia wiaze sie ze zmienna k (z liczbg wsparé t-niezmiennikow zawierajacych poszuki-
wany zbior), ktéra moze sie poprawi¢ po usunieciu jakie$ tranzycji. Przykladowo, jesli z

rozwigzania poczatkowego, ktore zawiera 3 tranzycje: t1, ta, t3, nalezace jednoczesnie do 3



5.2. Algorytm poszukiwania wystepujgcych we wsparciach t-niezmiennikéw podzbioréw tranzycji 137

wsparé t-niezmiennikdéw: sa, s3, s4, usuniemy tranzycje ts, to zauwazymy, ze liczba wsparé
t-niezmiennikow zawierajacych zaktualizowany zbior tranzycji ({¢1, t2}) zmieni sie z 3 na 4

wsparcia t-niezmiennikow:

t1 Cs1 At CSsa Aty Ss3At C sy

1o © 51 ANt C 8o ANt C© s3 AT C sy

Po wyeliminowaniu najlepszej mozliwej tranzycji do usuniecia, do rozwiazania dodawana jest
najlepsza mozliwa tranzycja do dodania. Odbywa sie to zgodnie z zasadami opisanymi po-
wyzej 1 podobnie jak wczedniej, po takiej procedurze, aktualizowane jest biezace rozwiazanie

1 wartosci r oraz k.

e Warunek stopu:

Zaproponowany algorytm nie nalezy do rodzaju algorytméw maksymalizujacych dany para-
metr, lecz jest algorytmem poszukujacym rozwiazanie spelniajace okreslone kryteria stopu.
Warunki stopu sa nastepujace: jesli warto§¢ r najlepszego rozwiazania (wielko$é poszuki-
wanego zbioru tranzycji) jest co najmniej taka sama jak oczekiwana wartos¢ R oraz jesli
wartos¢ k najlepszego rozwiazania (liczba wsparé¢ t-niezmiennikéw zawierajacych dany zbior
tranzycji) jest co najmniej taka sama jak oczekiwana warto$¢ K, to algorytm koriczy swoje
dzialanie zwracajac najlepsze rozwiazanie. Jesli algorytm nie spelnia zadanych warunkéw
stopu przez okreslong liczbe iteracji, wtedy koriczy on swoje dzialanie zwracajac najlepsze

do tej pory rozwigzanie, ktore nie jest rozwiagzaniem oczekiwanym.

e Dywersyfikacja:

Opracowany algorytm zawiera trzy poziomy dywersyfikacji. Pierwsza z nich wykonywana jest
wtedy, gdy algorytm po okreslonej liczbie iteracji mozliwych do wykonania ruchéw, nie zna-
lazt rozwigzania spetniajacego okreslone kryteria i polega ona na usunieciu losowej tranzycji
(liczba mozliwych do wykonania iteracji oznaczana jest jako n, gdzie n = liczba Tranzy-
cji/2). Podejicie to zawsze prowadzi do pogorszenia rozwiazania wzgledem wielkosci poszu-
kiwanego zbioru (zmniejszenie wartosci ), ale moze jednoczesnie prowadzi¢ do zwigkszenia
liczby wspar¢ t-niezmiennikéw zawierajacych dany zbior (zwiekszenie wartodci k). Przyklad
takiej sytuacji przedstawiono w punkcie przegladu sasiedztwa przy opisie ruchu, jakim jest

usuwanie tranzycji.

Druga dywersyfikacja wykonywana jest w sytuacji, gdy algorytm po 2n iteracjach mozliwych
do wykonania ruchéw nie znalazl rozwiazania spelniajacego okreslone kryteria i polega na
wykonaniu losowych ruchéw: losowe dodanie, losowa wymiana, losowe usuniecie tranzycji.
Te losowe ruchy sa zgodne z lista tabu, a wiec jesli wylosowana tranzycja znajduje sie na
licie tabu to nie moze zosta¢ dodana, wymieniona lub usunieta z rozwigzania, algorytm musi

wylosowaé tranzycje, ktéra nie znajduje sie na lidcie tabu.

Ostatnia, trzecia dywersyfikacja, wykonywana jest w sytuacji, gdy algorytm po 3n iteracjach
mozliwych do wykonania ruchéw nie znalazl rozwigzania spelniajacego okreslone kryteria i

polega na utworzeniu catkowicie losowego rozwiazania (utworzonego z losowych tranzycji).

Zaproponowany algorytm stanowi wstep do dalszych rozwazan nad problemami wystepowa-
nia. Wstepne testy algorytmu opisano w pracy [101], niemniej jednak w tej materii jest jeszcze
wiele dalszych motywacji, w tym zaproponowanie algorytméw maksymalizujacych dany parametr

lub rozwazenie innych probleméw wystepowania. Algorytm w obecnej formie mozna zastosowaé do
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generowanie rozwigzania poczatkowego:
-sprawdzenie liczby wystapien kazdej tranzycji
we wsparciach t-niezmiennikéw i wybranie
tranzycji z maksymalng liczbg wystapien
-sprawdzenie zgodnosci
t-niezmiennikéw dla wybranych tranzyciji
(obliczanie wartosci r i k)

generowanie losowego rozwigzania:
generuje rozwigzanie z losowej tranzycji

|

przeglad sasiedztwa aktualnego rozwigzania,
mozliwe ruchy:

138
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RysunNEk 5.2: Schemat blokowy dzialania algorytmu przyblizonego. Rysunek jest adaptacja ilustracji pochodzacej
z pracy [101].

dopelnienia analizy ztozonych systemoéw biologicznych, poniewaz umozliwia znalezienie kluczowych
zbioréw reakeji. Jedno z zastosowan do analizy zlozonych systeméw biologicznych zawarto w pracy
[101], gdzie znaleziono istotny podzbior reakcji dla modelu dotyczacego wpltywu IL-18 na procesy
zapalne lezace u podloza miazdzycy (model opisano w podrozdziale 4.2). Innym przyktadem za-
stosowania jest model mechanizmu odpowiedzi na uszkodzenia DNA (opisany w podrozdziale 6.3),
gdzie réwniez zidentyfikowano zbiér elementarnych proceséw, kluczowych dla dzialania analizowa-
nego systemu. W kontekscie tych badan pojawita sie potrzeba zrozumienia, jak wiele podzbioréw
wystepujacych moze sie pojawia¢ w modelach zlozonych systeméw biologicznych i to ten kierunek

dalszych badan obrano.

5.2.4 Zaproponowane doktadne rozwigzanie problemu — koncepcja

algorytmu dla analizy wystepowania

Analiza wystepowania jest rozszerzeniem analizy waznos$ci na wszystkie mozliwe podzbiory
tranzycji. Analiza waznosci, formalnie i wraz zastosowaniem, zostala opisana w poprzednim roz-
dziale (formalna definicja patrz podrozdzial 4.1). Analiza wystepowania opiera sie na tej samej
zasadzie co analiza waznosci, jednak w jej wyniku otrzymuje sie waznoéci dla wszystkich moz-
liwych podproceséw (zbioréw proceséw elementarnych/tranzycji). Dokladnie rzecz ujmujac dla
zbioru tranzycji T, liczba wszystkich mozliwych podzbioréw (kombinacji) jest rowna 2171 — 1

(zbior pusty jest w tej analizie pomijany). W tym paragrafie opisano algorytm umozliwiajacy
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wykonanie analizy wystepowania. Rozwazono doktadne rozwiazanie, ktére zawiera kilka mozli-
wosci ograniczenia przestrzeni przeszukiwania. Danymi wejsciowymi dla algorytmu jest kolekcja
wsparé t-niezmiennikéw. Uzytkownik moze zdecydowaé czy algorytm ma ocenié wystepowanie
dla wszystkich mozliwych kombinacji (podzbioréow tranzycji) otrzymanych na podstawie calego
zbioru tranzycji T', czy wszystkich mozliwych kombinacji otrzymanych dla pewnego wybranego
podzbioru zbioru T, oznaczonego dalej jako T’ (T' C T). W obu przypadkach generowane sa
wszystkie mozliwe kombinacje z pominieciem zbioru pustego, gdyz nie jest on rozwazany w anali-
zach biologicznych. Dla przykladu przytoczone zostana dane wej$ciowe o rozmiarze 3 x 3, zapis ten
nalezy rozumieé jako kolekcje zawierajaca 3 wsparcia t-niezmiennikéw oraz 3 tranzycje w zbiorze T'.

Jak mozna zauwazy¢, przykltad ten jest niewielkiego rozmiaru, ale nalezy go traktowac¢ pogladowo:

Dane wejsciowe wymiaru 3 x 3 :
so={t1}
s1 = {to}
sy = {t1,t2}

Powyzszy zapis mozna czyta¢ nastepujaco: wsparcie t-niezmiennika so sktada sie z tranzycji
t1, wsparcie t-niezmiennika s; sklada sie z tranzycji tg, itd. Modele zaproponowane w niniejszej
rozprawie sa modelami opartymi o klasyczne sieci Petriego i charakteryzuja sie pokryciem sieci
przez t-niezmienniki. Oznacza to, ze kazda tranzycja ze zbioru T' wystepuje w co najmniej jednym
ze wsparé t-niezmiennikow. W zwiazku z tym, w przypadku analizowanych modeli nie pojawia sie
przypadek, w ktéorym to pojedyncza tranzycja ze zbioru T nie jest zawarta w zadnym ze wsparé
t-niezmiennikéw. Ponadto, nadmienié nalezy, ze nie istnieje korelacja miedzy liczba pasywnych i
aktywnych komponentéow a liczbg t-niezmiennikéw pokrywajacych modele oparte o sieci Petriego.
Liczba t-niezmiennikéw jest Scisle zwigzana z natura modelowanego systemu biologicznego i naj-
czesciej miesci sie w zakresie od kilkuset do kilku tysiecy. Natomiast liczba tranzycji/reakeji czesto
oscyluje wokoét 100, liczba ta stanowi relatywnie duzy zestaw proceséw elementarnych.

Dane wejsciowe algorytmu, a zatem kolekcja wsparé t-niezmiennikow moze zosta¢ posor-
towana lub tez nie. Wyjasni¢ nalezy, ze poprzez sortowanie, rozumie sie ulozenie wsparé¢ t-
niezmiennikow, porzadkujac je w kolejnosci od najmniejszego (zawierajacego najmniej tranzy-
¢ji) do najwiekszego (zawierajacego najwiecej tranzycji). Motywacja tego dzialania zostata wy-
jasniona w dalszej czesci. Na podstawie danych wejSciowych generowane sa wszystkie mozliwe
podzbiory tranzycji (kombinacje) albo dla calego zbioru tranzycji T, albo dla jego wybranego
podzbioru 7. Kombinacje generowane sa w kolejnosci leksykograficznej, a wigc dla przyktado-
wych danych o wymiarze 3 x 3, wszystkie mozliwosci dla zbioru tranzycji 1" sa nastepujace:
{to} {ta}, {t2}, {to, ta}, {to, t2}, {ta, 12}, {to, ta, t2}.

Po wygenerowaniu kombinacji kazda z nich jest oceniana pod wzgledem wystepowania. Ozna-
cza to, ze algorytm sprawdza, w ilu wsparciach t-niezmiennikéw wystepuje dany podzbiér tranzycji
i oblicza wazno$é zgodnie ze wzorem obliczania wazno$ci dla poszczegdlnych tranzycji: %, gdzie f
jest liczba wsparé¢ t-niezmiennikow zawierajacych dana tranzycje, Wt jest liczba wsparé wszystkich
t-niezmiennikow. Waznosé jest oznaczana jako tranz./t-inw. lub moze by¢ oznaczona jako [%] czyli

odsetek wsparé t-niezmiennikow, ktore zawieraja dana tranzycje, a wiec jest obliczana ze wzoru:

£-100
Wt

scenariusz sprawdzania waznosci dla wszystkich kombinacji nie zawiera zadnych ograniczen, a wiec

[%)] (analiza waznosci zostala opisana w podrozdziale 4.1, patrz definicja 4.1.1). Opisany wyzej

kazda kombinacja jest sprawdzana po kolei w kazdym wsparciu z kolekcji wsparé t-niezmiennikéw.
Oczywiscie analiza wystepowania moze zosta¢ przeprowadzona w roéznych wariantach ograniczaja-

cych, wyrdzniono 3 ograniczenia:
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e Pierwsze ograniczenie: zmniejszenie liczby generowanych kombinacji poprzez okreslenie pod-
zbioru zbioru 7', a wiec wyznaczenie elementéw nalezacych do wybranego zbioru tranzycji
T’. W tym przypadku, zamiast przeprowadzenia analizy wystepowania dla calego zbioru
tranzycji T, wykonuje sie ja dla dowolnego podzbioru zbioru T (okreslanego jako T'), co
w oczywisty sposob ogranicza liczbe generowanych i nastepnie ocenianych pod wzgledem

wystepowania kombinacji.

e Drugie ograniczenie: zmniejszenie liczby generowanych kombinacji poprzez okreslenie roz-
miaru poszukiwanych kombinacji, a wiec okreslenie jak duze podprocesy sa obiektem zain-
teresowania (pamietajac, ze podprocesy odpowiadaja zbiorom reakcji elementarnych). Kom-
binacje sa podzbiorami tranzycji, wiec rozmiar oznacza w rzeczywistosci liczbe tranzycji w
podzbiorze. Gdy zostanie okreslona wielko$é¢é kombinacji, generowane sg tylko kombinacje o

tej wtagnie okreslonej liczno$ci, zamiast wszystkich mozliwych kombinacji dla zbioru T lub
T.

e Trzecie ograniczenie: zmniejszenie liczby sprawdzanych wsparé t-niezmiennikéw podczas
oceny wystepowania poprzez zalozenie wartosci dla oczekiwanej waznosci (I.) wyrazonej
w procentach. Przez oczekiwang waznos¢ rozumie sie odsetek wsparé t-niezmiennikéw, ktore
zawieraja dana kombinacje ([%]), co odpowiada wystepowaniu tej kombinacji w odpowied-
nio duzej liczbie wsparé t-niezmiennikéw. Przyktadowo, jesli uzytkownik ustawi oczekiwana
wazno$é na 80%, bedzie to oznaczalo, ze odpowiednio duza liczbg wsparé t-niezmiennikow
dla tego przykladu jest co najmniej 80% wszystkich wsparé. W przypadku zmniejszenia
liczby sprawdzanych wsparé t-niezmiennikéw wyréznia sie dwie sytuacje. Pierwsza z nich,
gdy zalozona oczekiwana waznos$¢ jest wzglednie niska (przyktadowo okoto 30%), w mo-
mencie osiagniecia oczekiwanej waznosci nie sprawdza sie kolejnych wsparé¢ t-niezmiennikow.
Druga sytuacja, gdy zatozona oczekiwana waznos¢ jest relatywnie wysoka (przyktadowo okoto
70%), szacuje sie, czy jest mozliwe spelnienie oczekiwanej waznosei. Jedli nie jest, to przerywa
sie dalsze sprawdzanie. Obie sytuacje zostaly przedstawione na konkretnych przyktadach w

dalszej czesci paragrafu.

Jak opisano powyzej, analiza wystepowania moze zosta¢ wykonana w kilku wariantach, albo
dla wszystkich mozliwych kombinacji wygenerowanych na podstawie zbioru 7', albo dla wszystkich
mozliwych kombinacji wygenerowanych na podstawie zbioru T”. Niezaleznie od tego wyboru, przed
przystapieniem do analizy mozliwe jest okreslenie oczekiwanej waznosci i wielkosci poszukiwanych
kombinacji. Oznacza to, ze opisane wyzej ograniczenia mozna zastosowaé oddzielnie lub tacznie.
Reprezentacja graficzna zaproponowanego algorytmu z ré6znymi ograniczeniami zostala zawarta na
Rysunku 5.3.

Celem uzupelnienia Rysunku 5.3 przygotowano opis dzialania algorytmu na konkretnych przy-
ktadach.

Pierwszy przyklad dotyczy wariantu algorytmu z wykorzystaniem ograniczenia pierwszego i
trzeciego (zgodnie z Rysunkiem 5.3). Na jego potrzeby wykorzystano dane opisane na tym samym
rysunku w sekcji ,,Dane wejSciowe”. Pierwsze ograniczenie dotyczace zmniejszenia liczby genero-
wanych kombinacji wymusza okreslenie podzbioru tranzycji bedacego podstawa do wygenerowa-
nia kombinacji; na potrzeby przyktadu przyjeto, ze T' = {to,t1}. Trzecie ograniczenie dotyczace
zmniejszenia liczby sprawdzanych wsparé t-niezmiennikéw wymusza podanie oczekiwanej waz-
nosci, przyjeto I. > 30%. Ponizej wypunktowano wszystkie kombinacje wygenerowane dla tego

przykltadu i opisano dzialanie analizy wystepowania:
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RysunNEk 5.3: Schemat zaproponowanych ograniczen algorytmu: zmniejszenie liczby generowanych kombinacji po-
przez okreslenie podzbioru wybranych tranzycji na podstawie zbioru T i/lub okreslenie wielkosci badanych kom-
binacji i/lub zmniejszenie liczby sprawdzanych wsparé t-niezmiennikoéw poprzez przyjecie oczekiwanej waznosci Ie.
Rysunek jest adaptacja ilustracji pochodzacej z pracy [103].

e {tp} C s; — kombinacja {to} wystepuje tylko w jednym wsparciu t-niezmiennika, a wiec jej
wazno$¢ wynosi ~33,33% (gdyz w doktadnie tylu wsparciach t-niezmiennikow wystepuje). Jej

wazno$¢ jest wieksza niz wazno$é oczekiwana, zatem kombinacja spelnia kryterium waznosci.

o {t1} Cspi{t1} C s3 — kombinacja {t;} wystepuje w dwoch wsparciach t-niezmiennikow, a

wiec jej waznosé wynosi ~66,67% czym spelnia kryterium oczekiwanej waznosci.

o {to,t1} € so, {to,t1} Z s1 i {to,t1} € s2 — kombinacja {to,t1} jest kombinacja anty-
wystepujaca, gdyz nie wystepuje w zadnym wsparciu t-niezmiennikéw, a wiec nie spelnia

kryterium oczekiwanej waznosci.

W powyzszym przypadku wygenerowano tylko 3 kombinacje, a liczba sprawdzanych wspar¢ t-
niezmiennikéw jest ograniczona na podstawie okreslonej oczekiwanej waznosci wiekszej lub rownej
30%. Kazda kombinacja jest oceniana pod wzgledem wystepowania, ale nie w kazdym przypadku
konieczne bedzie sprawdzenie kazdego wsparcia t-niezmiennikéw. Dla tych 3 kombinacji catkowita
liczba sprawdzen jest rowna 6, 3 sprawdzenia zostaly pominiete. Jak to rozumieé¢ wyjasniono na
przyktadzie wybranej kombinacji: t; wystepuje we wsparciu sg, ktoére jest pierwszym sprawdzonym
wsparciem t-niezmiennikéw, oznacza to, ze aktualna wazno$é tej kombinacji jest rowna ~33,33%.
Aktualna waznos¢ w tym przypadku jest wieksza od oczekiwanej waznosci, a wiec dalsze spraw-
dzanie wystepowania dla tej kombinacji nie jest konieczne.

Drugi przyklad dotyczy wariantu algorytmu z wykorzystaniem tylko trzeciego ograniczenia i
jest to przykltad zawarty na Rysunku 5.3, a wiec podobnie jak wczedniej, rowniez w tym przypadku
wykorzystano dane opisane w sekcji ,,Dane wejsciowe”. Dla tego przykladu generowane sa wszystkie
mozliwe kombinacje na podstawie zbioru 7', a wiec siedem kombinacji. Natomiast liczba spraw-

dzanych wsparé t-niezmiennikéw jest ograniczona na podstawie okreslenia oczekiwanej waznosci,
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przyjeto I. > 60%. Dla tego przykladu kazda wygenerowana kombinacja jest oceniana pod wzgle-
dem wystepowania, ale nie w kazdym przypadku konieczne bedzie sprawdzenie kazdego wsparcia
t-niezmiennikéw. Chcac przedstawi¢ konkretny przypadek, rozwazono przykladowsa kombinacje,
sktadajaca sie z pojedynczej tranzycji, {t2} (patrz Rysunek 5.3, sekcja ,,3 ograniczenie”). Dla kom-
binacji {t2} analiza wystepowania rozpoczyna sie od sprawdzenia wsparcia sg. Jak mozna zauwa-
zy¢ na Rysunku 5.3, kombinacja ta nie wystepuje we wsparciu sg, zatem jej aktualna waznosé jest
rowna 0%. Ponadto po tym sprawdzeniu wiadomo, ze maksymalna wazno$¢ jaka moze osiagnaé ta
kombinacja wynosi ~66,67% (gdyby kombinacja wystepowala w pierwszym wsparciu i jej waznosé
wynositaby na wstepie ~33,33%, to jej maksymalna waznos¢ dalej moglaby wynies¢ 100%). Po
pierwszym sprawdzeniu nie mozna bylo przerwaé¢ dziatania algorytmu, wiec sprawdzanie wystepo-
wania przechodzi do nastepnego wsparcia. Kombinacja {t3} nie wystepuje w wsparciu s;, zatem
jej aktualna waznosé nadal wynosi 0%. Ponadto, po tym sprawdzeniu wiadomo, iz maksymalna
wazno$é jaka ta kombinacja moze osiagnaé wynosi ~33,33%, a jest to mniej niz zalozona oczeki-
wana waznosé¢ 60%. Wobec tego, dalsze sprawdzanie wspar¢ t-niezmiennikow dla tej kombinacji
nie jest kontynuowane.

Dla dwdéch opisanych powyzej przyktadéw wykorzystania oczekiwanej waznosci do zmniejszenia
liczby sprawdzanych wsparé¢ t-niezmiennikoéw istotne okazuje si¢ utozenie wsparé t-niezmiennikow
w danych wejsciowych. Jesli oczekiwana waznosé jest stosunkowo niska (okoto 30%), to pozadane
byltoby ulozenie wsparé t-niezmiennikéw w kolejnosci od najwiekszego do najmniejszego wsparcia.
Przy takim ulozeniu istnieje wicksze prawdopodobienistwo, ze oczekiwana wazno$¢ zostanie osia-
gnieta szybciej, gdyz w wiekszych wsparciach jest wicksza szansa na znalezienie kombinacji wyste-
pujacej niz w mniejszych, dzieki temu mozna szybciej pominaé¢ sprawdzanie wystepowania danej
kombinacji w kolejnych wsparciach t-niezmiennikéw. W odwrotnym przypadku, gdy oczekiwana
waznosé jest stosunkowo wysoka (okoto 70%), to pozadane byloby ulozenie wsparé t-niezmiennikow
w kolejnosci odwrotnej jak wezesniej, czyli od najmniejszego do najwiekszego wsparcia. Przy ta-
kim utozeniu algorytm moze szybciej ocenié¢, ze dana kombinacja nie spetni oczekiwanej waznosci.
Przykladowo, jesli zatozona oczekiwana waznosé jest wieksza lub rowna 80%, to wystarczy ocenié,
ze kombinacja nie wystepuje w wiecej niz 20% wsparé t-niezmiennikéw. Ten wariant dokladnie
opisano powyzej na przykladzie drugiego wykorzystania oczekiwanej waznosci.

W przypadku analizy modeli biologicznych czesciej obiektem zainteresowania jest wysoka war-
tosé oczekiwanej waznosci. W takiej sytuacji kluczowe jest jak najszybsze wykluczenie kombinacji,

ktore nie spelniaja zalozenia o oczekiwanej waznosci i takie podejscie zastosowano w algorytmie.

5.2.5 Ewaluacja dziatania algorytmu dla analizy wystepowania

W ogolnosci paragraf ten zawiera zastosowanie analizy wystepowania (zaproponowanego al-
gorytmu) w oparciu o konkretny model ztozonego systemu biologicznego. Ponadto wykorzystano
nie tylko analize wystepowania, ale takze analize waznosci, aby uwypukli¢ potrzebe zastosowania
analiz tego typu. Oznacza to, ze w rezultacie rozwazan dotyczacych istotnych reakcji i podproce-
sow wykonano analize waznosci oraz analize wystepowania dla przykladowego modelu opartego o
sieci Petriego. Wybrany model mozna znalezé w pracy [104] oraz w kolejnym rozdziale niniejszej
rozprawy, dokladniej w podrozdziale 6.3, analizowany model dotyczy $ciezek sygnatowych ATM-
pH53-NF-kB. Model zawiera 170 tranzycji, 89 miejsc oraz jest pokryty przez 451 t-niezmiennikéw.
Rozwazany model zawiera bardzo duzo tranzycji, ktére odpowiadaja procesom elementarnym, red-
nio ztozone systemy biologiczne sg reprezentowane przez okoto 80-100 tranzycji. Wydaje sie zatem,
ze wybrany do analizy model stanowi odpowiedni przyktad do oceny jakosci dzialania zapropo-

nowanej analizy pod wzgledem liczby tranzycji. Natomiast liczba t-niezmiennikéw jest wartoscia
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zalezna od natury badanego zjawiska, czesto modele zawieraja kilkaset t-niezmiennikéw, a czasami
kilka lub kilkanascie tysiecy. Liczbie t-niezmiennikéw nie koreluje z liczba tranzycji.

Poczatkowo dla wspomnianego modelu wykonano analize waznosci, ktéra to objeta wszystkie
zamodelowane tranzycje, a wiec 170 proceséw elementarnych. W Tabeli 5.1 zamieszczono tylko
te tranzycje, ktérych wazno$é zostala oceniona na wieksza od 70%. W Tabeli 5.1 wyrdzniono
nastepujace kolumny: ID — kolumna zawierajaca identyfikatory odpowiednich tranzycji, Nazwa
tranzycji — kolumna zawierajaca znaczenie biologiczne przypisane do kazdej tranzycji, Waznosé
tranzycji — kolumna zawierajaca waznosé tranzycji wyrazona w dwojaki sposob: tranz. /t-inw. oraz
[%].

TABELA 5.1: Wybrane wyniki analiza waznos$ci dla pojedynczych tranzycji dla modelu ATM—-p53-NF-xB. Tabela
pochodzi z pracy [103], podczas gdy model mozna znalezé w pracach [104, 134].

" Waznos$é tranzycji

ID Nazwa tranzycji franz. /t-inw. }E?‘,(])]
t creation of DSB stimulated by IR 418/541 77,26

to source of IR 418/541 77,26

tao transcription to ATM mRNA transcript 418/541 77,26
t13 source of DNA 416/541 76,89
t14 | transcription from DNA to p53 mRNA transcript 416/541 76,89
t50 phosphorylation of ATMn by DSB 415/541 76,71
t1g translation from p53 mRNA to p53n 414/541 76,52
ta3 translation from ATM mRNA to ATMn 414/541 76,52
tsq transition of ATMpn to ATMan by MRNpn 407/541 75,23
t162 creation of pool of MRNpn 407/541 75,23

Analiza waznosci wskazuje, ktore elementarne reakcje sg najbardziej kluczowe dla funkcjonowa-
nia badanego systemu, ale takze ktoére reakcje sa najmniej istotne. W tym przypadku najwazniejsze
procesy elementarne zwiazane sg z tworzeniem peknie¢ podwodjnej nici DNA (DSB) przez promie-
niowanie jonizujace (IR), a takze sa zwigzane z modutami ATM i p53. Pojawiaja sie takze istotne
reakcje elementarne nalezace do modulu NF-kB, jednak charakteryzuja sie one waznosciag na po-
ziomie okolo 47%. Zatem najwazniejsze reakcje wchodza w sktad podprocesow prowadzacych do
uszkodzenia i naprawy DNA. Analiza waznoSci poza okresleniem waznosci strukturalnej kazdej
tranzycji, pozwala ukierunkowaé kolejne analizy poprzez mozliwos¢ zawezenia analizy wystepowa-
nia do konkretnych proceséw elementarnych. W ten sposéb mozna zawezié liczbe generowanych
kombinacji tylko do tych opartych na istotnych tranzycjach.

Wykorzystujac najwazniejsze reakcje (najwazniejsze z punktu widzenia struktury modelu)
w kolejnych kroku przeprowadzono analize wystepowania dla wybranego zbioru tranzycji T =
{t1,t2,t13,t14, t16, ta2, ta3, t52, t54, t162 } (Wybrano tranzycje o waznosci wiekszej niz 70%, ktore znaj-
duja sie w Tabeli 5.1). Analiza ta zostala przeprowadzana dla wszystkich mozliwych kombinacji
tranzycji otrzymanych na podstawie zbioru T” bez ograniczenia co do konkretnego rozmiaru kombi-
nacji, z tym ze wykonano ja przy roznych oczekiwanych waznosciach (rézne wartosci I..). Najpierw
analize wykonano bez ograniczen co do waznosci kombinacji (I, > 0), a p6Zniej z ograniczeniem
co do oczekiwanej waznosci (I, > 70%). Ponizej przedstawiono Tabele 5.2 zawierajaca poréwnanie
otrzymanych wynikéw dla wspomnianych analiz. W Tabeli 5.2 wyr6zniono dwie gtéwne kolumny:
Analiza wystepowania dla T' bez okreslenia oczekiwanej waznosci oraz kolumna Analiza wystepo-
wania dla T' z okresleniem oczekiwanej waznosci. Dla tych dwoch kolumn wyrézniono wlasciwosci
i wyniki, tak aby okresli¢ jak wlasciwosci dla wybranych analiz przektadaja sie na konkretne wy-
niki, w tym ile jest kombinacji spelniajacych okreslone kryteria oraz jaki jest czas sprawdzania

niewystepowania (szacowania waznosci kombinacji).
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TaBELA 5.2: Wlasciwosci analizy wystepowania dla wybranego podzbioru tranzycji T7” z i bez okreslenia oczekiwanej
waznosci dla modelu ATM-p53-NF-xB. Tabela pochodzi z pracy [103], podczas gdy model mozna znalezé w pracach
[104, 134].

Analiza wystepowania | Analiza wystepowania

dla 7" bez okreslenia dla 7" z okresleniem

oczekiwanej waznosci | oczekiwanej wazno$ci
wlasciwosci

rozmiar danych
wejsciowych
liczba wszystkich
kombinacji dla T'
liczba wszystkich

541 (t-niezmienniki) x 170 (tranzycje)

1,496578 - 10°!

kombinacji dla T” 1023
oczekiwana waznosé I. > 0% I, > 710%
wybrany rozmiar
kombinacji ) )
liczba wszystkich 1023

badanych kombinacji

wyniki

liczba kombinacji

wystepujacych spelniajacych 1023 258

okreslone kryteria

czas trwania oceny
wystepowania

0,14 s 0,074 s

* Czasy analizowano przy uzyciu komputera z nastepujacymi parametrami: procesor i5-10210U 2.11GHz oraz 12 GB
pamieci RAM.

W Tabeli 5.2 mozna zauwazy¢ znaczne zmniejszenie liczby badanych kombinacji poprzez wy-
generowanie wszystkich mozliwych kombinacji przejs¢ dla wybranego podzbioru zbioru T' (ozna-
czonego jako T") zamiast samego zbioru T'. Z Tabeli 5.2 wynika przede wszystkim, ze mozliwe jest
skrocenie czasu trwania oceny wystepowania oraz ograniczenie liczby rozwiazan do tych spekia-
jacych okreslone kryteria, jesli zalozona zostanie oczekiwana wazno$é. Podejscie to prowadzi do
odfiltrowania olbrzymiej liczby rozwiazan, ktore sa matematycznie poprawnie, a niekoniecznie sa
pozadane dla dalszej analizy biologicznej. Poza okre$leniem oczekiwanej waznosci, wyniki moga by¢
zawezone poprzez okreslenie wielkosci kombinacji stanowiacych przedmiot zainteresowania. W Ta-
beli 5.3 umieszczono tylko najwicksze kombinacje, ktore wygenerowano dla wybranego zbioru 7" i
ktorych oczekiwana waznoscé jest wyzsza niz 70%. Przez najwigksze kombinacje, w tym przypadku,
rozumie sie kombinacje zawierajace 7 i 8 tranzycji. Tabela 5.3 jest podzielona na nastepujace ko-
lumny: Kombinacje — kolumna zawierajaca kombinacje o wielkosci 7 1 8 tranzycji, kolumna Liczba
wsparé t-niezmiennikow zawierajgcych wybrane kombinacje i Liczba wsparé t-niezmiennikow nie-
zawnerajgcych wybranych kombinacji — jak nazwy wskazuja kolumny te zawieraja liczbe wsparé
t-niezmiennikéw, w ktérych, odpowiednio, wystepuja lub nie wystepuja dane kombinacje, kolumny
Waznosé kombinacji wystepujgcych [%] i Waznosé kombinacji niewystepujacych [%] — zawieraja
wazno$ci, gdzie wazno$é¢ kombinacji wystepujacych oznacza odsetek wsparé t-niezmiennikow, ktore
zawieraja badang kombinacje, a wazno$¢ niewystepujacych kombinacji oznacza odsetek wsparé t-
niezmiennikéw, ktére nie zawieraja badanej kombinacji. Zatem jesli kombinacja nie wystapita w
zadnym wsparciu t-niezmiennikow, to waznosé¢ kombinacji wystepujacych jest rowna 0%, a waz-
nos¢ kombinacji niewystepujacych jest réowna 100%. Kombinacja ktora nie wystapila w zadnym
wsparciu t-niezmiennika nazywa sie kombinacja anty-wystepujaca.

Analiza wystepowania nie musi by¢ ograniczona przy generowaniu kombinacji do wybranego

zbioru tranzycji, moze zosta¢ przeprowadzona dla catego zbioru tranzycji T'. Nalezy jednak zauwa-



145

5.2. Algorytm poszukiwania wystepujgcych we wsparciach t-niezmiennikéw podzbioréw tranzycji

TABELA 5.3: Wyselekcjonowane kombinacje tranzycji otrzymane w wyniku analizy wystepowania dla wybranego
zbioru tranzycji 7" z i bez okreslenia oczekiwanej waznosci na podstawie modelu ATM-p53-NF-xB. Rozpatrywano
wszystkie wielko$ci kombinacji, jednak wyniki obejmuja tylko kombinacje o wielkosci 7 i 8 tranzycji. Tabela pochodzi

z pracy [103], podczas gdy model mozna znalez¢ w pracach [104, 134].

Liczba wsparé . Liczba wsparé i
. . K ‘Waznosé . . . Waznosé
t-niezmiennikow t-niezmiennikow
A . i X kombinacji . . A kombinacji
Kombinacje zawierajacych i niezawierajacych . )
wystepujacych niewystepujacych
wybrane %I wybranych [%]
kombinacje [7% kombinacji o
analiza wystepowania dla 77 z I. > 70%

{1,2, 13, 42,

4352, 54) 402 74,31 139 95,69
{1, 2, 13, 42,

43, 52, 162) 402 74,31 139 25,69
{1, 2, 13, 42,

43, 54, 162) 402 74,31 139 25,69
{1,2, 13, 42,

53, 54, 162} 402 74,31 139 95,69
{1, 2, 13, 43,

52, 54, 162} 402 74,31 139 25,69
{1, 2, 42, 43,

K2, 54, 162) 402 74,31 139 25,69
{1, 13, 42, 43,

52, 54, 162} 402 74,31 139 25,69
{2, 13, 42, 43,

52, 54, 162} 402 74,31 139 95,69
{1, 2, 13, 42,
43, 52, 54, 163) 402 74,31 139 25,69

zy¢, ze im wiekszy zbidr tranzycji, tym wieksza bedzie liczba wszystkich mozliwych kombinacji do
wygenerowania i sprawdzenia pod wzgledem wystepowania. Z drugiej strony, w takim przypadku,
podobnie jak powyzej, liczba sprawdzanych kombinacji moze by¢é ograniczona na podstawie okre-
slenia oczekiwanej waznosci i/lub okreslenia wybranej wielkosci poszukiwanych kombinacji. Wyniki
poréwnania analizy wystepowania dla catego zbioru T z I. > 70%, ale z réznymi rozmiarami po-
szukiwanych kombinacji, ktore ustalono na 4 i 5 tranzycji zamieszczono w Tabeli 5.4. W Tabeli 5.4
wyrozniono jednag gtowng kolumne: Analiza wystepowania dla T z okresleniem oczekiwanej wazno-
Sci 1 wybranymi rozmiarami kombinacyi, ktéra jest podzielona na dwie pod-kolumny powiazane z
dwoma réznymi wybranymi rozmiarami kombinacji. Dla tych dwoéch wybranych rozmiaréw kombi-
nacji wyrézniono wlasciwosci i wyniki, tak aby okresli¢, jak wymiar kombinacji wraz z okreslona
oczekiwana waznoscia przektada sie na konkretne wyniki, w tym ile jest kombinacji spetniajacych
okreslone kryteria oraz jaki jest czas sprawdzania niewystepowania (szacowania waznosci kombi-
nacji).

W Tabeli 5.4 zaprezentowano wyniki analizy wystepowania z ograniczeniem co do oczekiwanej
waznosci (I > 70%) oraz ograniczeniem co do rozmiaréw przeszukiwanych kombinacji (wybrane
wielkosci kombinacji réowne 4 i 5). Nie moze ujs¢ uwadze fakt, ze zmiana rozmiaru poszukiwanych
kombinacji z 4 na 5 tranzycji, dla analizowanego modelu zawierajacego 170 tranzycji, znacznie
zwieksza liczbe badanych kombinacji, a tym samym czas analizy wystepowania. W obu przypad-
kach, tzn. dla obu wybranych rozmiaréw kombinacji, liczba kombinacji spetniajacych kryteria jest
odpowiednia do dalszej analizy biologicznej (odpowiednio 70 i 56 zestawow tranzycji). Tabela 5.5
zawiera tylko kombinacje o wielkosci 4 i 5 tranzycji, dla ktorych waznosé przekracza 75%, jed-
nakze wyniki wskazuja na znaczne podobienistwo znalezionych kombinacji dla obu analizowanych

rozmiaréw. Tranzycje wchodzace w sklad tych kombinacji charakteryzuja sie wysoka waznoscia,
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TABELA 5.4: Wlasciwo$ci analizy wystepowania dla zbioru tranzycji T' z okresleniem oczekiwanej waznosci oraz z
okresleniem réznych rozmiaréw badanych kombinacji dla modelu ATM-p53-NF-xB. Tabela pochodzi z pracy [103],
podczas gdy model mozna znalezé w pracach [104, 134].

Analiza wystepowania dla T
z okresleniem oczekiwanej waznosci
i wybranymi rozmiarami kombinacji
wlasciwosci

rozmiar danych
wejsciowych

liczba wszystkich

kombinacji dla T’

541 (t-niezmienniki) x 170 (tranzycje)

1,496578 - 10°!

oczekiwana waznosé I. > 70%
wybrany rozmiar 4 5
kombinacji
liczba wszystkich badanych | g9 a5 a7 1115 034 284
kombinacji
wyniki

liczba kombinacji

wystepujacych spetniajacych 70 56

okreslone kryteria

czas trwania oceny
wystepowania

8,8 min. 5,2 godz.

* Czasy analizowano przy uzyciu komputera z nast¢pujacymi parametrami: procesor i5-10210U 2.11GHz oraz 12 GB
pamieci RAM.

co mozna zauwazy¢ w wynikach analizy waznosci dla pojedynczych proceséw elementarnych za-
wartych w Tabeli 5.1. Dodatkowo, kombinacje zawarte w Tabeli 5.5 zostaly przeanalizowane pod
wzgledem zawartych w nich tranzycji i liczby wsparé t-niezmiennikéow, w jakich te tranzycje wy-
stepuja. Okazuje sie, ze tranzycje te wystepuja razem w 408 wsparciach t-niezmiennikéw, podczas
gdy w 426 wsparciach t-niezmiennikéw pojawia sie co najmniej jedna tranzycja. Mozna zauwa-
zy¢, ze w wiekszosci podprocesow pojawiaja si¢ analizowane reakcje elementarne, nie dziwi wiec
fakt, ze analizy wystepowania daly podobne wyniki dla réznych rozmiaréw poszukiwanych kom-
binacji. Tabela 5.5 jest podzielona na nastepujace kolumny: Kombinacje — kolumna zawierajaca
kombinacje o wielkosci 7 i 8 tranzycji, kolumna Liczba wsparé t-niezmiennikéw zawierajgcych wy-
brane kombinacje 1 Liczba wsparé t-niezmiennikow niezawierajgcych wybranych kombinacji — jak
nazwy wskazuja, kolumny te zawieraja liczbe wsparé t-niezmiennikéw, w ktorych, odpowiednio,
wystepuja lub nie wystepuja dane kombinacje, kolumny Waznosé kombinacji wystepujgcych [%] i
Waznosé kombinacji niewystepujacych [%] — zawieraja waznosci, gdzie wazno$¢ kombinacji wyste-
pujacych oznacza odsetek wsparé t-niezmiennikow, ktore zawieraja badana kombinacje, a waznoscé
niewystepujacych kombinacji oznacza odsetek wsparé t-niezmiennikéow, ktére nie zawieraja bada-
nej kombinacji. Zatem jesli kombinacja nie wystapita w zadnym wsparciu t-niezmiennikéw to waz-
no$¢ kombinacji wystepujacych jest rowna 0%, a waznosé kombinacji niewystepujacych jest rowna
100%. Kombinacja ktora nie wystapita, w zadnym wsparciu t-niezmiennika nazywa si¢ kombinacja
anty-wystepujaca.

Analizowany model dotyczy ciezek ATM, p53 i NF-xB. Sciezki te determinuja losy komoérki, a
wiec ich zrozumienie jest bardzo wazne z perspektywy klinicznej. Analizy zawarte w tym paragrafie
pozwalaja zidentyfikowaé, zarowno istotne reakcje, jak i podprocesy, czym przyczyniaja sie do
lepszego zrozumienia badanego systemu.

Analizujac wyniki otrzymane z powyzszych analiz, nalezy zwroci¢ uwage, ze sa one podobne

pomimo zastosowania réznych wariantéw ograniczajacych generowanie wszystkich mozliwych pod-
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TABELA 5.5: Wyselekcjonowane kombinacje tranzycji otrzymane w wyniku analizy wystepowania dla zbioru tran-
zycji T z okresleniem oczekiwanej waznosci oraz réznymi rozmiarami badanych kombinacji na podstawie modelu
ATM-p53-NF-xB. Rozpatrywano kombinacje zawierajace 4 i 5 tranzycji. Tabela pochodzi z pracy [103], podczas
gdy model mozna znalezé w pracach [104, 134].

Liczba wsparé .. Liczba wsparé L.
t-niezmiennikow WaZTIOSC“ t-niezmiennikow Wazflosc“
i X kombinacji A i A kombinacji
Kombinacje zawierajacych . niezawierajacych . .
wystepujacych niewystepujacych
wybrane [%] wybranych %]
kombinacje kombinacji

analiza wystepowania dla T z I. > 75% i wybranym rozmiarem kombinacji = 5
{1,2, 13, 42, 43} 410 75,79 131 24,21
{1,2, 13, 42, 52} 410 75,79 131 24,21
(1,2, 13, 43, 52} 410 75,79 131 24,21
{1, 2, 42, 43, 52} 410 75,79 131 24,21
{1, 13, 42, 43, 52} 410 75,79 131 24,21
{2, 13, 42, 43, 52} 410 75,79 131 24,21

analiza wystepowania dla T z I > 75% i wybranym rozmiarem kombinacji = 4
{1, 2, 13, 52} 415 76,71 126 23,29
{1, 2, 13, 42} 410 75,79 131 24,21
{1, 2, 13, 43} 410 75,79 131 24,21
{1, 2, 42, 43} 410 75,79 131 24,21
{1, 2, 42, 52} 410 75,79 131 24,21
{1, 2, 43, 52} 410 75,79 131 24,21
{1, 13, 42, 43} 410 75,79 131 24,21
{1, 13, 42, 52} 410 75,79 131 24,21
{1, 13, 43, 52} 410 75,79 131 24,21
{1, 42, 43, 52} 410 75,79 131 24,21
{2, 13, 42, 43} 410 75,79 131 24,21
{2, 13, 42, 52} 410 75,79 131 24,21
{2, 13, 43, 52} 410 75,79 131 24,21
{2, 42, 43, 52} 410 75,79 131 24,21
{13, 42, 43, 52} 410 75,79 131 24,21

zbiorow reakeji (kombinacji) oraz wariantow ograniczajacych sprawdzanie tych kombinacji. Analiza
waznosci dla tranzycji, czyli dla pojedynczych reakcji, wskazala 10 reakcji o waznosci powyzej 70%.
Reakcje te dotycza uszkodzenia DNA oraz odpowiedzi systemu, czyli reakcje z dwoch kluczowych
modutéw. Jeden z nich to modul regulacyjny p53 decydujacy o przezyciu komoérki oraz jej odpo-
wiedzi na czynniki stresowe [202, 291], podczas gdy drugi modul jest modutem aktywatorowym
ATM wykrywajacym pekniecia podwojnej nici DNA [134].

Jako gltowng analize przeprowadzono analize wystepowania w dwoch wariantach. Pierwszym
wariantem byta analiza wystepowania dla pelnego zbioru tranzycji (T), gdzie poszukiwane sa kom-
binacje o oczekiwanej waznosci powyzej 75%, zawierajace 4 i 5 reakcji. Drugim wariantem byla
analiza wystepowania przeprowadzona dla wybranego podzbioru tranzycji 7", ktory zawieral 10
tranzycji zidentyfikowanych jako najbardziej istotne przez analize waznosci. Ponadto dodatkowym
kryterium byla okreslona oczekiwana waznosé powyzej 70% oraz rozmiar kombinacji (poszukiwano
kombinacji zawierajacych 7 i 8 reakcji). Wyniki obu tych analiz sa zblizone i w obu przypadkach
znalezione podzbiory tranzycji zawieraja reakcje, ktore zostaly zidentyfikowane jako najwazniej-
sze przez analize waznosci dla pojedynczych tranzycji, choé nie sa to wszystkie najistotniejsze
tranzycje zidentyfikowane przez te analize (patrz Tabela 5.1). Dla pierwszego wariantu analizy
wystepowania (dla catego zbioru T, oczekiwanej waznosci I, > 75% oraz rozmiaréw kombinacji
rownych 4 i 5 tranzycji) znalezione podzbiory reakcji nie obejmuja modutu regulacyjnego pb3,

natomiast obejmuja uszkodzenie DNA (tranzycje: ¢, ta, t13) 1 reakcje nalezace do modutu akty-
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watorowego ATM wykrywajacego pekniecia DNA (tranzycje: t4a, t4s, t52). Dla drugiego wariantu
(dla wybranego zbioru T”, oczekiwanej waznosci I, > 70% oraz rozmiaréw kombinacji réwnych
7 1 8 tranzycji) znalezione podzbiory reakcji obejmuja te same moduly, jednakze z uwagi na to,
ze poszukiwane podzbiory sa wieksze, to obejmuja takze dodatkowe tranzycje dla modutu ATM
(tranzycje: t49, tas, ts2, tsa, t162). Wyniki te sa bardzo istotne biologicznie, gdyz szlak ATM jest
odpowiedzialny za wykrywanie uszkodzenn DNA, ale takze wzmocnienie sygnalu i przekazanie go
do innych modutéw regulatorowych, takich jak pb3 czy NF-xB. Nieprawidlowe dziatanie tego mo-
dutu jest bardzo grozne, gdyz umozliwia przekazanie uszkodzonego DNA do komérek potomnych,
prowadzac tym m.in. do choréb nowotworowych [243].

Jak wida¢ analiza wystepowania pozwala znalezé reakcje nalezace do kluczowych modulow,
nawet jesli poszukiwane sg kombinacje sktadajace sie z réznej liczby tranzycji i nawet wtedy gdy
analiza opiera sie nie o caty zbiér tranzycji, ale takze gdy opiera sie o podzbiér tranzycji najwaz-

niejszych.

5.2.6 Konkluzje

Analiza waznosci dla pojedynczych reakcji (pojedynczych tranzycji) pozwala na okreslenie naj-
bardziej istotnych elementarnych reakcji. Jest to istotnosé strukturalna, a wiec im wyzsza waznosé
tym dana reakcja jest bardziej niezbedna do prawidlowego funkcjonowania catego systemu. Ana-
liza waznosci poza znalezieniem najbardziej kluczowych reakcji, pozwala takze znalezé te najmniej
wazne, ktérych wytaczenie podczas analizy knockout prowadzi do wylaczenia tylko niewielkich
obszaréw badanego modelu, a czasami wylacza tylko pojedyncze podprocesy. Takie elementarne
procesy nie sg istotne dla funkcjonowania analizowanego uktadu biologicznego (z punktu widzenia
struktury), poniewaz sa zaangazowane w mniej wazne lub wrecz nieistotne podprocesy. Informacja
o istotnych i nieistotnych elementach badanego systemu moze wyznaczy¢ dalszy kierunek badan
lub moze byé wykorzystana do zawezenia kolejnych analiz. Niewatpliwie istotnym dopelnieniem
tej analizy jest mozliwosé oceny waznosci dla wickszych podproceséw, co umozliwia analiza wy-
stepowania. Analiza wystepowania umozliwia przeprowadzenie analizy waznosci dla wszystkich
mozliwych podzbioréw reakcji odpowiadajacych mniejszym i wiekszym podprocesom. I podobnie
jak dla pojedynczych reakcji i w tym przypadku oceni¢ mozemy, ktore podprocesy sa wazniejsze
od innych. Ponadto, analiza ta pozwala znalezé wszystkie mozliwe podprocesy o zatozonej (po-
danej przez uzytkownika) oczekiwanej waznosci. Z uwagi na fakt, ze im wiekszy model, tym wie-
cej mozliwych podproceséw do sprawdzenia, zaproponowany algorytm moze zostaé¢ uruchomiony
z réznymi ograniczeniami. Ograniczenia te dotycza zmniejszenia liczby generowanych kombina-
cji poprzez okreslenie podzbioru reakcji (tranzycji), zmniejszenia liczby generowanych kombinacji
poprzez okreslenie rozmiaru badanych podproceséw (okreslenie rozmiaru kombinacji) i/lub zmniej-
szenia liczby sprawdzanych wsparé t-niezmiennikéw poprzez przyjecie oczekiwanej waznosci, czyli
okreslenie minimalnej waznosci dla podproceséow. Algorytm wykorzystujacy jedno lub wiecej z
wymienionych ograniczeri nadaje sie do analizy zlozonych systeméw biologicznych, co zostato po-
kazane na przyktadowym systemie ATM /p53/NF-xB [104, 134]. Wyznaczenie waznosci wydaje sie
by¢ istotne dla pelnego rozumienia analizowanych modeli zlozonych systeméw biologicznych. W
przypadku analizowanego modelu tego typu analiza moze prowadzi¢ do opracowania bardziej efek-
tywnych terapii w medycynie poprzez wyszukiwanie potencjalnych celi molekularnych dla lekéw.
Oczywiscie nie jest to jedyne zastosowanie opisanych analiz, przykladowo analiza waznosci ma
duzy potencjal i moze by stosowana takze jako wazny element poréwnawczej analizy modeli opar-
tych o sieci Petriego przed i po wylaczeniu wybranego podprocesu (w ramach analizy knockout)

[65], co opisano w podrozdziale 4.5 poprzedniego rozdziatu, ale takze analiza waznosci okazala
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sie metoda komplementarna do analizy wrazliwosci dla modeli opartych o réwnania rézniczkowe
zwyczajne [104], co opisano w podrozdziale 6.3 rozdziatu kolejnego. Opisana analiza wystepowania
jest oparta na algorytmie doktadnym i jak wykazano jest odpowiednia dla badanych ztozonych
systeméw biologicznych, jednak moze sie zdarzyé, ze analizowane uktady beda scharakteryzowane
przez tak duza liczbe tranzycji i wsparé t-niezmiennikéw, ze konieczne i lepsze bedzie zastosowanie
heurystycznego algorytmu poszukiwania zbioréw kluczowych elementow. Wtedy kluczowe moze sie

okazaé rozwiniecie zaproponowanego algorytmu przeszukiwania tabu.

5.3 Algorytm poszukiwania anty-wystepujacych we wsparciach

t-niezmiennikéw podzbioréw tranzycji

5.3.1 Kontekst badan

Niejednokrotnie zaznaczano, ze analiza t-niezmiennikow opiera sie na poszukiwaniu podo-
bieristw miedzy nimi, co w przetozeniu na kontekst biologiczny odpowiada poszukiwaniu podo-
bienstw miedzy podprocesami. Nalezy pamietaé, ze podprocesy skladaja sie z proceséw elementar-
nych, ktérym odpowiadaja pojedyncze reakcje, w nomenklaturze sieci Petriego zwane tranzycjami.
W zwiazku z poszukiwaniem podobieristw miedzy podprocesami w rzeczywistosci poszukiwane sg
czesci wspolne pomiedzy wsparciami t-niezmiennikoéw. Tranzycje bedace elementami nalezacymi
do czesci wspolnej odpowiadaja pewnym procesom elementarnym, ktére moga mieé¢ kluczowe zna-
czenie dla modelowanego procesu. Moga by¢ one zrodlem interesujacych, nieznanych wczesdniej
wlasciwosci analizowanego ukladu biologicznego, poniewaz podprocesy zawierajace takie tranzy-
cje moga ze soba oddzialywaé za pomoca tych tranzycji. Zatem poszukiwanie zbioréw proceséw
elementarnych, ktore sa wspolne dla niektérych podprocesdéw, moze prowadzié do odkrycia pew-
nych wtlasciwosci systemu. Istotno$é tych zagadnienn zostata opisana w poprzednim podrozdziale,
jednakze do rozwazenia zostaja takze podzbiory tranzycji, ktore nie sa sktadowymi pewnych lub
zadnych podproceséow. Takie podprocesy nie moga na siebie oddzialywaé za posrednictwem tych
tranzycji. Mozna zatem powiedzie¢, ze przedmiotem niniejszego podrozdziatu jest poszukiwanie
tranzycji, ktore anty-wystepuja, czyli nie wystepuja we wsparciach t-niezmiennikéw. Podzbiory
tranzycji anty-wystepujacych wydaja sie byé rownie istotne jak podzbiory tranzycji wystepuja-
cych. Niezaleznie od kategorii wystepowania/anty-wystepowania, poszukiwanie podzbioréw tran-
zycji prowadzi do sformutowania ciekawych probleméw kombinatorycznych, ktére wzieto pod roz-

wage w dalszej czesci podrozdziatu.

5.3.2 Formalny opis rozwazanych probleméw anty-wystepowania wraz z

dowodami dotyczacymi zlozonosci obliczeniowej

Interesujacym problemem jest poszukiwanie pewnych podzbioréw tranzycji (odpowiadajacych
pewnym procesom elementarnym), ktoére nie wystepuja w zadnym z analizowanych podprocesow
(wspar¢ t-niezmiennikow) lub wystepuja w pojedynczych podprocesach albo w bardzo niewielkiej
liczbie podprocesow. Wystepowanie takich podzbioréow tranzycji oznacza, ze badane podprocesy nie
moga oddzialywaé ze soba za ich posrednictwem. W niniejszym paragrafie rozwazany jest problem
znalezienia podzbioru tranzycji (o pewnej minimalnej licznosci), ktory nie wystepuje w zadnym
ze wsparé t-niezmiennikéw. Graficzna wizualizacja tego problemu znajduje si¢ na Rysunku 5.4.
Rysunek 5.4 przedstawia sytuacje, zgodnie z ktorg zbior A, bedacy podzbiorem zbioru tranzycji

(A C T), nie jest zawarty w zadnym ze wspar¢ t-niezmiennikow s; € S (oznaczonych blekitnymi
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elipsami). Zbior A nie wyklucza jednak mozliwosci wystepowania innych zbioréow tranzycji, jak na

przyktad zbior B, taki ze B C T (zbiory wystepujace oznaczone sa jako niebieskie koto).

/

Owsparcie t-niezmiennika @ wystepujacy zbiér tranzycji

S1 S2 Si

A.¢_51 AgSZ Agsl
B¢ s, BcCs, B<&s;

RysuNEK 5.4: Problem anty-wystepowania podzbioru tranzycji we wszystkich wsparciach t-niezmiennikéow. Roz-
wiazanie problemu dotyczy poszukiwania podzbioru tranzycji, ktéry nie wystepuje w zadnym ze wsparé t-
niezmiennikéw. Rysunek jest adaptacja ilustracji pochodzacej z pracy [102].

PROBLEM ANTY-WYSTEPOWANIA wersja decyzyjna 1 — P1 [73, 102]:

o Instancja: zbiér tranzycji T = {t1,t2,....,tm}, zbidor S = {s1,s2,....,8p} wsparé t-

niezmiennikow, gdzie V=1 2, ,s; C T oraz liczba calkowita dodatnia U < |T'|.

e Odpowieds: TAK, jezeli A = {a1, az, ...,a,} C T taki, ze Ps,esA C 54, oraz u < U; NIE w

przeciwnym przypadku.

Udowodniona zostala NP-zupelno$é problemu P1 zostala udowodniona przez transformacje
z problemu HITTING SET, ktory jest znanym problemem nalezacym do klasy probleméw NP-
zupeinych [83].

PROBLEM HITTING SET:

e Instancja: Kolekcja Y = {y1,2, ..., y)y|} podzbioréow zbioru skoriczonego X oraz liczba cal-
kowita dodatnia L < |X]|.

e Odpowiedz: TAK, jezeli istnieje podzbior X' C X taki, ze [X'| < LiVi—yo v X' Ny #0
(czyli X’ zawiera co najmniej jeden element z kazdego podzbioru z kolekcji Y); NIE w

przeciwnym przypadku.
W niniejszym paragrafie udowodniono nastepujace twierdzenie:

Twierdzenie 5.3.1 (Twierdzenie 1). PROBLEM ANTY-WYSTEPOWANIA P1 jest NP-

zupelny.

Dowéd NP-zupetnosci PROBLEMU ANTY-WYSTEPOWANIA P1. Dowod przeprowadzono po-
przez transformacje PROBLEMU HITTING SET do PROBLEMU ANTY-WYSTEPOWANIA
P1. Jego zwiezla forma zostala opublikowana w pracy [102], natomiast ponizej zawarto szczego-
towy opis wraz z konkretnymi przyktadami.

Kazda Instancje PROBLEMU HITTING SET mozna przeksztalcié¢ tak aby odpowiadata PRO-
BLEMOWI ANTY-WYSTEPOWANIA P1, nalezy zauwazy¢, ze T = X, stala U = L, natomiast
S =Y~ gdzie S = {s1,....,8p}, Y™ = {71, ..Uy} i p = |Y| = |[Y*|. Jesli utworzymy kolekcje
Y* zawierajaca dopelnienia zbioréw y; wzgledem zbioru X (Vy,ev¥ = X \ 4:), to taka kolekcja
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bedzie odpowiadata zbiorowi S z PROBLEMU ANTY-WYSTEPOWANIA| a licznosé¢ zbioru S
oznaczona jako p jest zatem réwna zaréwno mocy zbioru Y jak i Y*. Poniewaz w PROBLEMIE
HITTING SET poszukujemy pewnego zbioru X', ktorego co najmniej jeden element wystepuje w
kazdym zbiorze y; z kolekcji Y, to jesli rozwazymy kolekcje Y* zawierajaca dopelnienia zbioréw
yi (77) to bedziemy mieli pewnos¢, ze co najmniej jeden element nie bedzie zawarty w kazdym
7; € Y*, co pasuje do rozwigzania PROBLEMU ANTY-WYSTEPOWANIA, gdzie poszukujemy
pewnego zbioru A, ktory nie wystepuje w zadnym zbiorze s; z kolekcji S (wystarczy, ze tylko jeden
element ze znalezionego zbioru nie bedzie zawarty w kazdym zbiorze z kolekcji S, aby powiedzieé¢
ze taki zbior nie wystepuje w zadnym zbiorze z kolekcji S), a wiec kolekcja S = Y*. Przykladowa
konwersja Instancji znajduje si¢ w Tabeli 5.6, natomiast w opisie znajdujacym si¢ bezposrednio
pod wspomniang Tabela znajduje sie doktadne wyjasnienie jak rozumiemy kolekcje Y*. Nalezy
takze doda¢, ze skoro istnieje kolekcja Y* (utworzona na podstawie kolekcji V) z PROBLEMU
HITTING SET, ktora odpowiada kolekcji S z PROBLEMU ANTY-WYSTEPOWANIA, to istnieje
takze kolekcja S* (utworzona na podstawie kolekcji S) z PROBLEMU ANTY-WYSTEPOWANIA,
ktora bedzie odpowiadala kolekcji Y z PROBLEMU HITTING SET. Kolekcja S* uzyskana jest
na podstawie kolekcji S w sposob analogiczny do uzyskania kolekcji Y* na podstawie kolekcji Y.

= Jezeli odpowiedzig dla PROBLEMU HITTING SET jest TAK, to istnieje pewien zbior X’
(|IX'] < Li X' C X), ktory zawiera co najmniej jeden element z kazdego podzbioru z kolekeji Y. Co
innymi stowy oznacza, ze kazdy zbioér y; z kolekcji Y zawiera co najmniej jeden element ze zbioru
X' (X'Nyi #0,VYi—1,2,....|v|)- Jesli zamiast kolekcji Y, rozwazymy kolekcje Y, ktora zawiera zbiory
Ui, bedace dopelnieniem zbioréw y; wzgledem zbioru X (Vy,ey¥i = X \ ;) to mozemy zauwazy¢,
ze Y* odpowiada zbiorowi X (kazdy zbior 7; = s;) z PROBLEMU ANTY-WYSTEPOWANIA P1;
wlasno§é ta wprost wynika z konstrukcji instancji. W tej sytuacji mozemy powiedzieé, ze kazdy
zbior s; zawarty w kolekcji S, nie zawiera co najmniej jednego elementu ze zbioru X', a wiec
X'Ns; # X'. Oznacza to, ze X' nie wystepuje w zadnym zbiorze s; € S, mozna zatem powiedziec,
ze zbior X' bedacy odpowiedzig dla PROBLEMU HITTING SET jest jednoczesnie odpowiedzig
dla PROBLEMU ANTY-WYSTEPOWANIA P1.

Jesli odpowiedz jest TAK dla PROBLEMU HITTING SET to istnieje zbior X’ C X, taki
ze | X'| < LiVy,eyX Ny, # 0, co oznacza takze, ze Vyey-X' N7y # X', a to implikuje ze
Varev+X' € 7;. Jak mozna zauwazy¢ zbior X' jest takze odpowiedzia TAK DLA PROBLEMU
ANTY-WYSTEPOWANTIA P1 poniewaz kolekcja S z PROBLEMU ANTY-WYSTEPOWANIA
P1 odpowiada kolekcji Y*, czyli Vs, es 1 Vgrey» si = ;. W takiej sytuacji Vs,es X' Ns; # X' =
Vees X' € s;, mozna wiec zauwazyé, ze X' jest takze odpowiedzig dla PROBLEMU ANTY-
WYSTEPOWANIA, czyli X' = A. Jesli X' = A, to Vs,esA € s;, co oznacza, ze odpowiedz TAK
dla PROBLEMU HITTING SET jest jednocze$nie odpowiedzig TAK dla PROBLEMU ANTY-
WYSTEPOWANIA P1.

Powyzsze rozumowanie mozna wyjaéni¢ wykorzystujac przyktadows instancje z Tabeli 5.7. Dla
tej instancji, odpowiedzig dla PROBLEMU HITTING SET moze by¢ zbior X' = {x1,z2}. Zbior
X' jest podzbiorem zbioru X o licznosci < L, gdzie L < |X|. Zbiér X’ zawiera co najmniej jeden
element z kazdego zbioru z kolekcji Y: X' Ny = {x1}, X' Ny = {2}, X' Nys = {z2}. To
rozwiazanie moze by¢ takze rozwigzaniem problemu ANTY-WYSTEPOWANIA P1. Zaktadajac,
ze A = X' otrzymujemy zbior zawierajacy co najmniej jeden element, ktory nie nalezy do zad-
nego ze zbioréw s;, wynika to z tego, ze zbiér ten zawiera co najmniej jeden element z kazdego
zbioru y;, a elementy tych zbioréw nie naleza do zbioréow s;, zatem dla kazdego s; € S, gdzie
i =1,...,p istnieje co najmniej jeden element w X' (a takze w A), ktory nie jest elementem s;.
Dla dodatkowego zobrazowania mozna rozwazy¢ kolekcje dopemiern Y* PROBLEMU HITTING
SET (Y* = {91,72,73}), to mozna zauwazy¢, ze zbior X' = {x1, x5} nie wystepuje w zadnym zbio-
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rze z kolekcji Y*. Zatem jesli zbior X’ odpowiada zbiorowi A i kolekcja Y* odpowiada kolekcji S z
PROBLEMU ANTY-WYSTEPOWANIA P1 to mozna powiedzieé, ze odpowiedz dla PROBLEMU
HITTING SET jest jednoczesnie odpowiedzig, dla PROBLEMU ANTY-WYSTEPOWANIA P1.
Dla analizowanego przyktadu zbior A = {t1,t2}, nie wystepuje w zadnym zbiorze z kolekcji S:
{t1,t2} € s1, {t1,t2} € s2 1 {t1,t2} € s3, przy czym kazdy zbior s; € S zawiera co najmniej jeden
element ze zbioru A: AN sy = {t1}, ANsg = {ta}, ANsz = {ta}.

Rozwazmy jeszcze jedng odpowiedz dla PROBLEMU HITTING SET, gdzie X' Ny, = X' dla
dowolnego zbioru y; z kolekcji Y. Zbiorem spelniajacym te zalozenia dla przykladowej instancji z
Tabeli 5.7 moze by¢ X' = {x5}. W tej sytuacji, podobnie jak wyzej, co najmniej jeden element
ze zbioru X’ (a doktadniej kazdy element ze zbioru X') nie wystepuje w kazdym ze zbiorow
7; z kolekcji Y*, a wiec X’ nie jest zawarty w zadnym ze zbioréw z kolekcji Y*; odpowiedz dla
PROBLEMU HITTING SET jest takze odpowiedzig dla PROBLEMU ANTY-WYSTEPOWANIA
P1.

< Jezeli odpowiedziag dla PROBLEMU ANTY-WYSTEPOWANIA P1 jest TAK, to oznacza, ze
istnieje zbior A o odpowiednio malej licznosci (|A| < U). Zbior A jest podzbiorem zbioru tranzycji
T, ktory nie jest zawarty w zadnym ze wspar¢ t-niezmiennikoéw z kolekeji S. Mozna to zapisaé¢ jako
A€ s;, Vs; € S, co oznacza takze, ze ANs; # A, Vs; € S. Jesli zamiast kolekeji S, rozwazmy
kolekcje S*, ktora zawiera zbiory 3;, bedace dopelnieniem zbiorow s; wzgledem zbioru T' (Vs,ecs3; =
T\ s;) to mozemy zauwazy¢, ze S* odpowiada zbiorowi Y (5; = y;) 2 PROBLEMU HITTING
SET. W tej sytuacji mozemy powiedzieé¢, ze Vy,cy A Ny; # 0. Sformulowanie V,,cy ANy, # 0
oznacza, ze kazdy zbior y; z kolekcji Y zawiera co najmniej jeden element ze zbioru A. Mozna
zatem powiedzie¢, ze zbidér A bedacy odpowiedzia dla PROBLEMU ANTY-WYSTEPOWANIA
P1 jest jednoczesnie odpowiedzia dla PROBLEMU HITTING SET (a wiec zbiér A odpowiada
zbiorowi X').

Jesli odpowiedz jest TAK dla PROBLEMU ANTY-WYSTEPOWANIA P1 to istnieje zbior A
taki, ze Vs, esA ,(Z si, co oznacza, ze ANs; # A, zatem Vgcg-A NS # 0. Jak mozna zauwazy¢
zbior A jest takze odpowiedzia TAK DLA PROBLEMU HITTING SET poniewaz kolekcja YV
z PROBLEMU HITTING SET odpowiada kolekcji S*, czyli Vy,ev 1 Vs;es- ¥ = 5;. W takiej
sytuacji Vy,ey A Ny; # 0, mozna wiec zauwazyé, ze A jest takze odpowiedzig dla PROBLEMU
HITTING SET, czyli A = X'. Jesli A = X', to Vy,ey X' Ny; # 0, co oznacza, ze odpowiedz
TAK dla PROBLEMU ANTY-WYSTEPOWANIA P1 jest jednoczesnie odpowiedzia TAK dla
PROBLEMU HITTING SET.

Powyzsze rozumowanie mozna wyjasni¢ wykorzystujac przyktadows instancje z Tabeli 5.7. Dla
tej instancji, odpowiedziag dla PROBLEMU ANTY-WYSTEPOWANIA P1 tranzycji we wspar-
ciach t-niezmiennikow moze by¢ zbior A = {t3,t4} o licznosci < U, gdzie U < |T'|. Zbior A nie
wystepuje w zadnym ze wspar¢ z kolekcji S (A € s1, A € s2, A € s3). To rozwiazanie moze
by¢ takze rozwiazaniem PROBLEMU HITTING SET. Jesli A jest rozwigzaniem PROBLEMU
ANTY-WYSTEPOWANTIA P1, to znaczy, ze kazdy s;inS, gzie i = 1,..., p, zawiera przynajmniej
jeden element, ktory nie nalezy do s; (w przeciwnym razie zbior A zawieralby sie w s; dla tego ).
Zatem, ze wzgledu na zbiory s;, A zawiera co najmniej jeden element, ktory nalezy do y; dla kaz-
dego i =1,...,p. Stad, zakltadajac, ze X' = A, otrzymujemy rozwigzanie PROBLEMU HITTING
SET na podstawie rozwiazania PROBLEMU ANTY-WYSTEPOWANIA P1. Dla dodatkowego
zobrazowania mozna rozwazy¢ kolekcje dopelnien S* (S* = {57,353,53}). W takiej sytuacji zbior
A = {t3,t4} zawiera co najmniej jeden element z kazdego podzbioru z kolekcji S*: ANsT = {t4},
AN3sg = {ts, t4}, ANS3 = {t3}. Zatem jesli zbior A odpowiada zbiorowi X’ i kolekcja S* odpo-
wiada kolekcji Y to odpowiedz dla PROBLEMU ANTY-WYSTEPOWANIA P1 jest jednoczesnie
odpowiedzig dla PROBLEMU HITTING SET.
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TaBELA 5.6: Utworzenie instancji PROBLEMU ANTY-WYSTEPOWANIA P1 na
podstawie instancji PROBLEMU HITTING SET

Problem
Problem HITTING SET ANTY-WYSTEPOWANIA
TRANZYCJI
Y = {yl,...,y|y‘} <~ S* :{871,,5}
Y* ={y1, ... uy 1™ — S ={s1,...,8p}
X = T={t1, ., tm}
Y] — P
stata L < |X| = stata U < |T|
X' C X, takize | X'| <L JA C T taki, ze

i X' Ny; #0,Vy; €Y = Ps,csA Cs;oraz |A| < U

Wy evys € X, na tej podstawie mozemy stworzy¢ dopelnienie dla kaz-
dego zbioru y; wzgledem zbioru X i oznaczyé¢ je jako ;. Doktadniej,
Vy,eyWi = X \ yi. Tak utworzone dopelnienia zbioréw y; tworza kolek-
cje zbioréw oznaczong jako Y™, a wiec Y* = {71, ..., 7y |}. Analogicznie do
podanego przyktadu mozemy uzyskac kolekcje S* dla PROBLEMU ANTY-
WYSTEPOWANIA, z tym ze tworzymy dopelnienia zbioréw s; wzgledem
zbioru T, gdzie Vs,es5; = T \ s;, a wiec S* = {51, ...,55}. Mozna zatem
stwierdzi¢, ze Vi—1,2,...p8i =7, = X \ .

TABELA 5.7: Przykladowa instancja PROBLEMU HITTING SET i ANTY-WYSTEPOWANIA P1*

HITTING SET ANTY-WYSTEPOWANIE

v X 1 Tz T3 Ty Tz Tg g+ T t1 t2 tz3 ta ts s
Y1 + +  + — 51 + + +
Y2 i s 52 + + + +
Y3 + + + S3 +  + +

) )

y X 1 Xz T3 Xy Ty g g T ty ta tz3 ty ts5 e
I +  + + = $1 +  + +
2 + + S + +
Y3 + + + S3 + + +

*Na podstawie zbioréw y; nalezacych do kolekcji Y z PROBLEMU HITTING SET utwo-
rzono ich dopelnienia oznaczane jako y; (gdzie 7; = X \ y;), te zbiory tworza kolekcje

oznaczona jako Y*; tak utworzona kolekcja odpowiada kolekcji S z PROBLEMU ANTY-
WYSTEPOWANTIA. Podobnie jest w przypadku PROBLEMU HITTING SET, gdzie na
podstawie zbioréw s; nalezacych do kolekcji S utworzono ich dopelnienia oznaczane jako
5; (gdzie 57 =T\ s;), te zbiory tworza kolekcje oznaczong jako S™; tak utworzona kolekcja
odpowiada kolekcji Y z PROBLEMU HITTING SET.
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Inny problem, nazwany P2, bedacy niejako rozszerzeniem problemu ANTY-WYSTEPOWANIA
P1, dotyczy poszukiwania zbioru tranzycji, ktéry nie jest podzbiorem pewnej kolekcji wsparé t-
niezmiennikow. Zatem poszukiwany jest podzbior tranzycji niewystepujacy w pewnej podkolekcji
wspar¢ t-niezmiennikow, a nie we wszystkich t-niezmiennikach z kolekcji. Ponizej formalna definicja
tego problemu [73, 102].

PROBLEM ANTY-WYSTEPOWANIA wersja decyzyjna 2 — P2:

e Instancja: zbior tranzycji T = {ti,to,...,tm}, zbior S = {s1,s2,...,5p} wsparé¢ t-

niezmiennikow, gdzie V;—1 ... ps; C T oraz liczby calkowite dodatnie U < |T|istata K < |T|.

e Odpowieds: TAK, jezeli 3A = {a1, as, ...,a,} C T taki, ze Pg—
Sjys--, A C 55, oraz u < U; NIE w przeciwnym przypadku.

.,SJ‘K}QSA g Sj17A g

{55183 -

Dla wyzej zdefiniowanego problemu, udowodniono nastepujace twierdzenie:

Twierdzenie 5.3.2 (Twierdzenie 2). PROBLEM ANTY-WYSTEPOWANIA P2 jest NP-

zupelny.

Dowéd NP-zupetnosci PROBLEMU ANTY-WYSTEPOWANIA P2. Mozna zauwazy¢, ze PRO-
BLEM ANTY-WYSTEPOWANIA P1 jest szczegdlnym przypadkiem PROBLEMU ANTY-
WYSTEPOWANIA P2, gdzie K = 1. Stad, jesli P1 jest NP-zupelny, to P2 réwniez jest NP-
zupelny. O

Ponadto, stosunkowo latwo wykazaé, ze PROBLEMY ANTY-WYSTEPOWANIA w wersji P1

i P2 sa problemami silnie NP-zupelnymi.

Twierdzenie 5.3.3 (Twierdzenie 3). PROBLEMY ANTY-WYSTEPOWANIA P1 i P2 sa silnie
NP-zupelne.

Dowdd silnej NP-zupetnosci PROBLEMU ANTY-WYSTEPOWANIA P1 i P2. Mozna zauwa-
zy¢, ze PROBLEMY ANTY-WYSTEPOWANIA P1 i P2 nie sa problemami liczbowymi i sa

problemami NP-zupelnymi, a zatem sa tez problemami silnie NP-zupelnymi. O

Zarowno dowéd NP-zupelnosci jak 1 silnej NP-zupelnosci PROBLEMU ANTY-
WYSTEPOWANTIA dla wersji P1 jak i wersji P2 zalazly sie w opublikowanej pracy [102].

5.3.3 Zaproponowane rozwiazanie problemu — koncepcja algorytmu

Zdefiniowany w poprzednim paragrafie problem P1 dotyczacy niewystepowania zbioru tranzy-
cji we wszystkich wsparciach t-niezmiennikéw nalezy do probleméw NP-zupelnych. W zwiazku z
tym nalezatoby zaproponowaé algorytm heurystyczny. Jednakze w pierwszej kolejnosci zapropo-
nowano algorytm doktadny, ktéry jak sie okazuje, moze by¢ z powodzeniem stosowany do badania
modeli ztozonych systeméw biologicznych, wyrazonych za pomoca sieci Petriego. Wynika to przede
wszystkim z wielkoéci poszukiwanego zbioru niewystepujacego.

Danymi wej$ciowymi dla algorytmu jest kolekcja wsparé t-niezmiennikéw. Uzytkownik moze
zdecydowaé czy algorytm ma oceni¢ anty-wystepowanie dla wszystkich mozliwych kombinacji
otrzymanych na podstawie zbioru tranzycji T, czy dla jego pewnego, wybranego podzbioru T".
Niezaleznie od tego, czy rozwazany jest caly zbior tranzycji T, czy jego pewien podzbior (T”) to
zawsze generowane sg wszystkie mozliwe podzbiory tranzycji (z pominieciem zbioru pustego). Zbior

pusty jest pomijany, gdyz nie jest obiektem zainteresowania w kontekscie probleméw biologicznych,
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ktore sa rozwiazywane. Dla przykltadu, przytoczone zostana przyktadowe dane wejsciowe o rozmia-
rze 4 x 3. Jak mozna zauwazy¢, przyktad ten jest niewielkiego rozmiaru, ale nalezy traktowaé¢ go

pogladowo:

Dane wejsciowe wymiaru 4 x 3 :
so = {t1,t2}
s1={to}
s9 = {t1}
s3 = {ta}

Powyzszy zapis mozna czytaé¢ nastepujaco: wsparcie t-niezmiennika sy sktada sie z tranzycji
t1 i to, wsparcie t-niezmiennika s; sktada sie z tranzycji tg, itd. Rozwazane w niniejszej pracy
modele oparte o sieci Petriego charakteryzuja sie pokryciem sieci przez t-niezmienniki. Oznacza
to, ze kazda tranzycja ze zbioru T wystepuje w co najmniej jednym ze wsparé t-niezmiennikéw.
Zatem, w przypadku analizowanych modeli nie wystepuje sytuacja, w ktoérej dowolna tranzycja ze
zbioru T nie jest zawarta w zadnym ze wspar¢ t-niezmiennikow.

W dalszej czesci tego podrozdzialu poprzez anty-wystepujace podzbiory tranzycji, okreslane
takze niewystepujacymi podzbiorami tranzycji, rozumiany jest tylko jeden przypadek, w ktoérym
to znaleziony podzbiér tranzycji nie wystepuje w zadnym ze wsparé t-niezmiennikéw. Rozwazmy
dla przyktadu model oparty o sie¢ Petriego, ktory zawiera 100 tranzycji. Dla tego przypadku
liczba wszystkich kombinacji, na ktore sktadaja sie wszystkie podzbiory tranzycji (bez zbioru pu-
stego), wynosi (2100) — 1. Wszystkie te kombinacje nalezy oceni¢ pod wzgledem anty-wystepowania
we wsparciach t-niezmiennikéw. Jak wsrod takiej liczby danych upatrywaé tych niewystepujacych
podzbioréw tranzycji, ktore sa istotne z puntu widzenia analizy biologicznej? Starajac sie odpowie-
dzie¢ na to pytanie, rozwazono sytuacje, w ktorej uzytkownik moze zdefiniowaé¢ wlasny, wybrany
podzbiér tranzycji i dla takiego zbioru wygenerowaé wszystkie podzbiory. Moga to byé podzbiory
tranzycji o licznosci okoto 10 tranzycji, gdyz juz wlasnie takie zbiory moga charakteryzowaé¢ pewne
podprocesy, czesto jednak nie wiadomo jaki to miatby by¢ podzbior.

Dane wejsciowe algorytmu bedace kolekcja wsparé t-niezmiennikéw, moga zostaé posortowane
lub tez nie. Oceniajac jako$¢ dziatania algorytmu sprawdzono oba te scenariusze. Przez sortowanie
rozumie si¢ ulozenie wsparé¢ t-niezmiennikoéw od najwickszego (zwierajacego najwiecej tranzycji)
do najmniejszego (zawierajacego najmniej tranzycji). Natomiast umotywowanie tej czynnosci wy-
jasniono przy okazji opisu oceny anty-wystepowania.

Na podstawie danych wejsciowych generowane sa wszystkie mozliwe podzbiory tranzycji (kom-
binacje), niezaleznie od tego, czy rozwazany jest caly zbior tranzycji T', czy wybrany jego podzbior
T'. Przyktadowo dla danych wejsciowych algorytmu o wymiarze 4 x 3, wszystkie kombinacje dla
zbioru tranzycji T, sa nastepujace: {to}, {t1}, {t2}, {to, t1}, {to, t2}, {t1, t2}, {to, t1,t2}.

Nastepnie kazda wygenerowana kombinacja jest oceniana pod wzgledem anty-wystepowania.
Oznacza to, ze algorytm sprawdza czy dany podzbior tranzycji wystepuje w kolekcji wsparé t-
niezmiennikéw, poczawszy od pierwszego do ostatniego wsparcia. Jesli podzbiér wystapi w ja-
kimkolwiek wsparciu t-niezmiennika, to nie ma koniecznosci sprawdzania pozostatych wsparé t-
niezmiennikéw. Wsparcie, w ktorym wystapi dana kombinacja jest traktowane jak kontrprzyktad
niewystepowania podzbioru tranzycji. Sortowanie danych wejsciowych, a zatem sortowanie wsparé
t-niezmiennikow od najwiekszego (zwierajacego najwiecej tranzycji) do najmniejszego (zawieraja-
cego najmniej tranzycji) umozliwia szybsze znalezienie zbioru wystepujacego i tym samym ograni-

czenie si¢ do minimalnej liczby sprawdzeri. Wynika to z faktu, ze prawdopodobieristwo wystapienia
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danej kombinacji bedzie tym wieksze, im wiecej tranzycji bedzie zawarte w sprawdzanym wsparciu
t-niezmiennika.

Analizujac przykladowe dane wejciowe, pierwszy sprawdzany podzbior to {to}, tranzycja to
nie wystepuje w pierwszym wsparciu t-niezmiennika sy (jest to wsparcie zawierajace najwiecej
tranzycji w kolekcji), zatem algorytm przechodzi do nastepnego wsparcia t-niezmiennika. Tranzy-
cja to wystepuje we wsparciu s1, wiec wiadomo, iz podzbior {¢o} nie jest rozwiazaniem badanego
problemu, dlatego algorytm przechodzi do nastepnej kombinacji. Proces ten powtarza si¢ do mo-
mentu sprawdzenia wszystkich mozliwosci, w efekcie czego wiemy, ktore podzbiory sa zbiorami
anty-wystepujacymi. Dla analizowanego przyktadu sa to: {to, t1}, {to, t2}, {to0,t1,t2}. Opisane roz-
wiazanie nie pozwala jednak ograniczy¢ sprawdzenia kombinacji. Celem wprowadzenia takiego
ograniczenia sprawdzania kombinacji zaproponowano, aby kombinacje byly sprawdzane od ostat-
niej do pierwszej, a wiec od najwiekszego podzbioru do najmniejszego. Wyznaczona kolejnosé jest
nastepujaca: {to,t1,ta}, {t1,t2}, {to,t2}, {to, t1}, {t2}, {t1}, {to}. Podejscie to jest istotne, gdyz na
podstawie zbiorow wystepujacych mozna stwierdzié, ze ich podzbiory rowniez beda wystepowac.
Tym sposobem, im wiekszy wystepujacy zbiér zostanie znaleziony wczesniej, tym wiecej kombina-
cji algorytm bedzie moégl pominaé. Na potrzeby dzialania algorytmu okreslono pojecie bazowych
kombinacji. Bazowa kombinacja jest kombinacja nalezaca do zbioru wystepujacego (a wiec jest
zawarta w co najmniej jednym wsparciu t-niezmiennika) i jednoczesnie nie sa podzbiorem zad-
nej innej kombinacji wystepujacej, wygenerowanej dla analizowanego zbioru T lub 7. Rozwazmy
przyktad konkretnej kombinacji, np. {¢1,t2}. Podzbior {¢1,t2} C sg, wiec jest zbiorem wystepuja-
cym, wystepuje w co najmniej jednym z badanych wsparé t-niezmiennikéw i nie jest podzbiorem
zadnej innej kombinacji wygenerowanej dla T', dlatego jest bazowa kombinacja wystepujaca. Na
podstawie tej kombinacji {¢1,t2} mozna zatem stwierdzié, ze wszystkie jej podzbiory takze beda
zbiorami wystepujacymi i nie trzeba sprawdza¢ kombinacji {¢1} 1 {t2}. Zgodnie z podanym przy-
ktadem, {t1} C s oraz {t1} C s2, podczas gdy {t2} C sg oraz {t2} C s3. Ograniczenie sprawdzania
kombinacji tranzycji oparte na zbiorach wystepujacych bedzie tym lepsze, im wieksze beda zbiory
wystepujace. Im wieksza moc danego zbioru wystepujacego, tym wiecej jest jego podzbioréw, ktore
nie wymagaja oceny anty-wystepowania, gdyz wiadomo o nich, ze sa zbiorami wystepujacymi. Po-
dobnej analogii nie mozna zastosowaé do zbioréw niewystepujacych. Dokladny schemat dziatania
procesu sprawdzenia anty-wystepowania znajduje sie na Rysunku 5.5.

Uzupelieniem tego schematu jest Rysunek 5.6, na ktérym zobrazowano dzialanie algorytmu
w oparciu o przykltadowe dane wejsciowe. Wspomniany rysunek jest podzielony na kilka czesci:
Rysunek 5.6a) zawiera przykladowa kolekcje wsparé t-niezmiennikow oraz wszystkie wygenero-
wane kombinacje tranzycji dla calego zbioru tranzycji T. Rysunek 5.6b) zawiera zestaw pytan i
powiazanych z nimi scenariuszy dziatania algorytmu (dotyczy bezposrednio Rysunku 5.5). Nato-
miast Rysunek 5.6¢) ilustruje zachowanie algorytmu na przykladzie kilku iteracji dla wybranych
kombinacji tranzycji (uwzglednione kombinacje: pierwsza — {to,t1,t2}, druga — {t1,t2}, piata —
{ta} 1 sibdma — {tg}). Wyselekcjonowano kombinacje w taki sposdb, aby moc zobrazowaé rézne
scenariusze dzialania.

Dokladny opis dziatania algorytmu dla wszystkich wygenerowanych kombinacji (bedacy uzu-

pelnieniem Rysunku 5.6) znajduje sie ponizej:

1. Kombinacja {to, t1,t2} jest pierwsza sprawdzana kombinacja, wiec nie mozna sprawdzi¢ czy
jest podzbiorem jakiejkolwiek wystepujacej kombinacji bazowej (odpowiedz NIE na pierwsze
pytanie). W zwiazku z tym nie jest mozliwe okreslenie, czy dana kombinacja jest wystepu-
jaca, czy anty-wystepujaca bez jej sprawdzenia. Ocena anty-wystepowania wskazuje, ze kom-

binacja {tg,t1,t2} nie jest zawarta w zadnym ze wsparé t-niezmiennikow: {tg,t1,t2} € so,
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RysuNEK 5.5: Fragment schematu blokowego dzialania algorytmu dotyczacy oceny anty-wystepowania z ogranicze-
niem opartym na podstawie zbioréw wystepujacych. Rysunek jest adaptacja ilustracji pochodzacej z pracy [102].

{to,t1,ta} € s1, {to,t1,t2} < sa, {to,t1,t2} £ s3 (odpowiedz NIE na drugie pytanie). Ocena

anty-wystepowania zostala graficznie przedstawiona na Rysunku 5.6¢).

2. Kombinacja {t1, t2}, podobnie jak kombinacja wyzej, nie jest podzbiorem zadnej z wystepuja-
cych kombinacji bazowych (odpowiedz NIE na pierwsze pytanie). W zwigzku z tym przepro-
wadzona zostaje ocena anty-wystepowania, ktora wskazuje, ze {t1,t2} jest kombinacja wy-
stepujaca, gdyz wystepuje we wsparciu sg (odpowiedz TAK na drugie pytanie). Twierdzaca
odpowiedz na pytanie drugie powoduje, iz badana kombinacja zostaje okreslona jako wyste-
pujaca bazowa kombinacja, a tym samym przyczynia sie do ograniczenia liczby sprawdzen

wystepowania, czyli ograniczenia liczby wykonywanych procedur oceny anty-wystepowania.

3. Kombinacje {to, t2} i {to,t1} wymagaja zastosowania takiej samej procedury jak dla pierwszej
kombinacji ({to, t1,t2}). Na dwa kluczowe pytania uzyskana odpowiedz jest negatywna, a wiec

badane kombinacje naleza do zbioru kombinacji anty-wystepujacych.

4. Kombinacja {to} jest podzbiorem jednej z wystepujacych bazowych kombinacji ({t2} C
{t1,t2}) (odpowiedZz TAK na pierwsze pytanie). W zwiazku z tym, nie ma koniecznosci wy-
konywania oceny anty-wystepowania, gdyz o danej kombinacji wiadomo, iz jest kombinacja

wystepujaca. Taka sama sytuacja dotyczy kombinacji {¢1}.

5. Kombinacja {to} nie jest podzbiorem zadnej z wystepujacych kombinacji bazowych (od-
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RysunEK 5.6: Schemat dzialania algorytmu w oparciu o przykladowe dane wejsciowe. Czesé a) zawiera charakte-
rystyke danych wejsciowych algorytmu i wygenerowane kombinacje, cze$¢ b) zawiera zestaw warunkow (pytan) i
zwiazanych z nimi scenariuszy dzialania dla oceny anty-wystepowania, a cze$¢ c¢) przedstawia kilka iteracji algo-
rytmu dla okreslonych kombinacji obrazujac dzialanie algorytmu. Rysunek jest adaptacja ilustracji pochodzacej z
pracy [102].

powiedz NIE na pierwsze pytanie). W zwiazku z tym kolejnym krokiem jest ocena anty-
wystepowania, ktora dostarcza informacji, ze {to} jest kombinacja wystepujaca, gdyz wyste-

puje we wsparciu s; (odpowiedz TAK na drugie pytanie).

5.3.4 Ewaluacja dzialania algorytmu

Ewaluacji dzialania algorytmu dokonano na podstawie dwoch zestawach danych. Pierwszy sku-
pial rzeczywiste dane wejsciowe otrzymane dla modeli ztozonych systeméw biologicznych opartych
o sieci Petriego. Drugi skupiat losowo wygenerowane dane wejsciowe. W obu przypadkach dane
wejéciowe sa kolekcjami wsparé t-niezmiennikéw, a wiec sa zasadniczo zbiorami sktadajacymi sie
z pewnych tranzycji. Dane rzeczywiste, oparte o istniejace modele biologiczne, charakteryzuja
sie spelnieniem wlasnosci pokrycia sieci przez t-niezmienniki, ale wlasnosé ta nie jest warunkiem
koniecznym. Zestaw danych rzeczywistych oparto a podstawie 10 modeli dotyczacych réznych pro-

cesOw biologicznych, ktére wymieniono ponize;j.
1. HIP — model oparty o sieci Petriego dotyczacy odpowiedzi na hipoksje [115].

2. NFkB — model oparty o sieci Petriego dotyczacy kanonicznej i niekanonicznej $ciezki NF-xB
[293].
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3. TNFR1 — model oparty o sieci Petriego dotyczacy transdukcji sygnalu TNFR1 [6].

4. AAA — model oparty o sieci Petriego dotyczacy zalezno$ci pomiedzy oxLDL a tetniakami
aorty brzusznej (pelen model AAA) [105].

5. AAA-red — model oparty o sieci Petriego dotyczacy zaleznosci pomiedzy oxLDL a tetniakami
aorty brzusznej (zredukowany model AAA) [105].

6. DMD — model oparty o sieci Petriego dotyczacy regulacji genéw w dystrofii miesniowej Du-

chenne’a [92],

7. AT — model oparty o sieci Petriego dotyczacy wybranego fragmentu metabolizmu Arabidopsis
thaliana; do badani wykorzystano tylko jeden modut (podsie¢ cytrynianow) z catego modelu

opublikowanego w [147].

8. PS — model oparty o sieci Petriego dotyczacy wybranych aspektéw stanéw protrombotycz-

nych, zapalenia i stresu oksydacyjnego [98].

9. CVD — model oparty o sieci Petriego dotyczacy wplywu uszkodzenia srédblonka na rozwoj

miazdzycy (podstawowy model CVD) [30].

10. CVD-ext — model oparty o sieci Petriego dotyczacy wplywu palenia papieroséw na uszko-

dzenia srodbtonka i rozwoj miazdzycy (rozszerzony model CVD) [31].

Dodatkowe informacje o wlasnosciach powyzszych modeli zawarto na Rysunku 5.7, gdzie wy-
rézniono liczbe tranzycji i liczbe t-niezmiennikéw. Skroty nazw pojawiajace sie na Rysunku 5.7 sg
spojne z nazwami zawartymi w powyzej i wskazuja na znaczenie biologiczne modeli. Na wykre-
sie zawartym na Rysunku 5.7 kolejnosé wystepowania kolejnych stupkéw zwigzana jest z rosngca
liczba t-niezmiennikéw.
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RysunEk 5.7: Wlasciwosci analizowanych modeli biologicznych (rzeczywiste dane wejsciowe). Rysunek jest adap-
tacja ilustracji pochodzacej z pracy [102].

Oprocz istniejacych biologicznych danych wejSciowych, do oceny dzialania algorytmu wyko-
rzystano takze losowo wygenerowane dane wejsciowe. Wygenerowano 10 losowych kolekcji wsparé
t-niezmiennikow, ktore nazywane sa modelami losowymi o numerach od 1 do 10. Dla wspomnianych
modeli liczba t-niezmiennikéw zostalta ustalona arbitralnie celem zbadania odpowiedniego zakresu
t-niezmiennikéw. Natomiast liczba tranzycji, licznosé wsparé poszczegolnych t-niezmiennikéw jak

i ich zawarto$¢ okreslono losowo. Liczba tranzycji zostata wylosowana w zakresie od 70 do 120,
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gdyz sa to zakresy odpowiadajace w duzej mierze liczbie tranzycji zawartych w modelach biolo-
gicznych. Wlasnosci modeli losowych zawarto na Rysunku 5.8, gdzie wyrdzniono liczbe tranzycji i

t-niezmiennikow.

Wtasnosci modeli losowych
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RysuNEK 5.8: Wtasciwosci analizowanych modeli losowych (wygenerowane dane wejsciowe). Rysunek jest adaptacja
ilustracji pochodzacej z pracy [102].

Dla kazdego modelu (zaréwno biologicznego, jak i losowego) wygenerowano takze pewne zbiory
tranzycji T, okreslane wybranymi zbiorami tranzycji, ktore sa podzbiorami zbioru tranzycji T
(T C T). Uscislajac, dla kazdego modelu wygenerowano losowo 10 réznych wybranych podzbiorow
tranzycji o mocy réwnej 10 oraz 10 réznych wybranych podzbioréw tranzycji o mocy réownej 15
(wyniki w tym podrozdziale sa usrednione dla tych 10 obserwacji). Zatem, dla kazdego modelu
wykonano 20 powtérzen z innym zestawem wybranych tranzycji (10 powtorzen dla zbioru tranzycji
T’, gdzie |T'| = 10, oraz 10 powtorzen dla zbioru tranzycji T, gdzie |T'| = 15).

Dla opisanych powyzej zestawoéw danych wejsciowych uruchomiono algorytm pozwalajacy na
ocene niewystepowania dla wszystkich podzbioréw tranzycji wygenerowanych dla wybranych zbio-
row tranzycji T” o wielkosci 10 1 15 tranzycji. Wyniki te znajduja sie na Rysunku 5.9, ktory zostal
podzielony na czes¢ dotyczaca wynikow niewystepowania dla modeli biologicznych (Rysunek 5.9a)
oraz czes¢ dotyczaca wynikow niewystepowania dla modeli losowych (Rysunek 5.9b). Liczbe zbio-
réw niewystepujacych przedstawiono w procentach, gdyz pozwala to na poréwnanie wynikow dla
zbioréw T’ o réznej mocy. Dla zbioru 77, gdzie |T’| = 10 liczba wszystkich mozliwych kombinacji
wynosi 1023 (dla przypomnienia, nie uwzglednia sie §)), a dla |T’| = 15 liczba wszystkich mozliwych
kombinacji wynosi 32767. Jak mozna zauwazy¢ na Rysunku 5.9a, dla modeli biologicznych zbioréw
niewystepujacych jest wiecej dla wybranych zbioréw tranzycji o licznosci réwnej 15, ale nie jest
to wynik zaskakujacy. Wazniejszy jest wniosek, iz nie ma tu tendencji, zgodnie z ktéra mozna by
wysnu¢ wniosek, ze im wiecej t-niezmiennikow (im wieksza kolekcja wsparé t-niezmiennikow), tym
wiecej jest zbioréw niewystepujacych. Wydaje sie, ze liczba zbiorow niewystepujacych jest zalezna
od natury badanego zjawiska, podobnie jak liczba t-niezmiennikéw. Natomiast wyniki niewystepo-
wania dla modeli losowych, przedstawione na Rysunku 5.9b, sa zdecydowanie bardziej specyficzne,
gdyz na 10 modeli losowych tylko 1 z nich zawiera zbiory niewystepujace. Wydaje si¢ zatem, ze
nalezatoby lepiej zrozumieé¢ nature t-niezmiennikéw, ktoére pokrywaja modele ztozonych systeméow
biologicznych.

Aby lepiej zrozumieé, z czego wynikaja uzyskane wyniki, przeanalizowano wtasciwosci wsparé
t-niezmiennikéw, przez co rozumie sie $rednia, minimalna i maksymalna liczbe tranzycji zawartych
we wsparciach dla danego modelu. Wyniki opisanych charakterystyk zawarto w Tabeli 5.8.

Jak mozna zauwazy¢ na podstawie Tabeli 5.8, maksymalna liczba tranzycji zawarta we wspar-

ciach t-niezmiennikéw w modelach biologicznych stanowi okoto 30-60% wszystkich tranzycji. Na
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Liczba zbioréw niewystepujacych dla modeli biologicznych
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(A) Wyniki sprawdzania niewystepowania dla modeli biologicznych — liczba zbioréw niewystepujacych [%].
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Liczba zbioréw niewystepujacych dla modeli losowych

M zbidr 10 tranzycji M zbior 15 tranzycji
5,97

zbiory niewystepujace [%)
liczba badanych kombinac
1023 dla zbioru 10 tranzyc
32767 dla zbioru 15 tranzycji
N

o 0 0 o0 0o o 0o o 0o o o o 0o o 0o o0 0o o

model losowy 1 modellosowy 2 model losowy 3 model losowy4 model losowy5 model losowy6 model losowy 7 model losowy 8 model losowy 9 model losowy 10
modele losowe
(B) Wyniki sprawdzania niewystepowania dla modeli losowych — liczba zbioréw niewystepujacych [%].

RysuNEk 5.9: Liczba zbioréw niewystepujacych dla wszystkich mozliwych kombinacji wygenerowanych na podsta-
wie podzbioréw tranzycji T, gdzie |T’| = 10 i |[T’| = 15. Rysunek jest adaptacja ilustracji pochodzacej z pracy
[102].

przyklad dla modelu biologicznego A AA-red maksymalna liczba tranzycji zawarta we wsparciach
t-niezmiennikéw wynosi 32 tranzycje, podczas gdy liczba wszystkich tranzycji tego modelu wynosi
57. Oznacza to, ze tranzycje nalezace do wsparcia t-niezmiennika o najwiekszej licznosci dla modelu
AAA-red stanowia 56,14% wszystkich tranzycji tego modelu. Wlasciwosci wsparé t-niezmiennikow
dla modeli losowych charakteryzuja sie wieksza maksymalng liczbg tranzycji. Co wiecej, maksy-
malna liczba tranzycji zawartych we wsparciach t-niezmiennikéw w modelach losowych obejmuje
ponad 95% wszystkich tranzycji. Wlasnosci te potwierdzaja, ze uzyskana liczba zbioréw niewyste-
pujacych zalezy od natury t-niezmiennikow.

Jako ze wsréd losowych zestawow danych zbiory niewystepujace pojawily sie tylko w jednym
przypadku na dziesieé, przeprowadzono jeszcze jedno badanie dla danych losowych. Nadmieni¢
trzeba, ze wyniki otrzymano dla kazdego modelu, dla ktérego wykonano 20 powtoérzen z roz-
nym zestawem tranzycji (10 powtorzen dla zbioru tranzycji 77 o mocy 10 oraz 10 powtorzen dla
zbioru tranzycji T” o mocy 15). Badane zbiory wybranych tranzycji 7", niezaleznie od wielkosci,
sg podzbiorem oryginalnego zbioru tranzycji T'. Obok analiz na wybranych zbiorach tranzycji 7",
wykonano takze analizy dla catego zbioru T' o mocy |T'| = 6, |T| = 10 i |T| = 20, a wiec liczba
wszystkich mozliwych kombinacji wynosi odpowiednio 1023, 1 048 575 i 1 073 741 823. Takie
zbiory tranzycji testowano dla kolekcji wsparé t-niezmiennikéw zawierajacych 3, 10, 20, 50, 100,
200, 500, 1000, 1500 oraz 2000 t-niezmiennikow i wyniki usredniono dla 5 powtorzen. Efekty tego

badania znajduja sie na Rysunku 5.10, gdzie widag, ze liczba zbior6w niewystepujacych spada wraz
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TABELA 5.8: Wlasciwosci wspar¢ t-niezmiennikéw dla modeli biologicznych i losowych. Tabela pochodzi z pracy

[102].

Liczba Liczba Wtlasno$ci wsparé t-niezmiennikow

t-niezmiennikéw | tranzycji | minimalna | maksymalna Srednia

liczba liczba liczba

zawartych zawartych zawartych
tranzycji tranzycji tranzycji
Modele biologiczne
HIP 10 19 2 7 2,80
NFkB 19 61 2 20 6,21
TNFR1 48 130 2 67 37,71
DMD 107 88 3 32 20,54
AAA-red 325 57 4 32 22,66
AT 439 69 2 32 22,45
AAA 736 64 4 32 23,78
PS 2090 145 3 71 48,96
CVD-ext 5344 116 3 61 42,77
CVD 8481 95 3 52 41,44
Modele losowe

model losowy 1 20 74 7 71 40,25
model losowy 2 50 79 7 77 39,72
model losowy 3 100 78 1 77 36,37
model losowy 4 200 89 1 88 44,42
model losowy 5 500 105 1 104 52,59
model losowy 6 1000 93 1 92 47,64
model losowy 7 2000 118 1 117 59,60
model losowy 8 5000 98 1 97 48,83
model losowy 9 10000 119 1 118 59,68
model losowy 10 20000 84 1 83 41,83

z wieksza liczba t-niezmiennikow. Zatem tendencja uzyskana dla zbiorow wybranych tranzycji T’

oraz dla zbioréw tranzycji T jest podobna.

Liczba zbioréw niewystepujacych dla modeli losowych

RysuNEK 5.10: Liczba zbioréw niewystepujacych dla wszystkich mozliwych kombinacji wygenerowanych na podsta-
wie oryginalnego zbioru tranzycji T, gdzie |T'| = 6, |T'| = 101 |T'| = 20. Rysunek jest adaptacja ilustracji pochodzacej

z pracy [102].
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Poza zidentyfikowaniem zbioréw niewystepujacych dla modeli biologicznych i losowych, bada-
nia skupialy sie na czasie dzialania zaproponowanego algorytmu. Rozwazano kilka wariantéw algo-
rytmu, ktoére roznilty sie zastosowanymi ograniczeniami. W wariantach tych uwzgledniono ograni-
czenie sprawdzenia kombinacji i sortowanie kolekcji wsparé t-niezmiennikow. Ograniczenia te maja
na celu przyspieszenie otrzymania wynikéw. Uzyskane rezultaty przedstawiono na dwoéch grupach
wykreséw: wykresy dotyczace modeli biologicznych znajduja sie na Rysunku 5.11, a wykresy doty-
czace modeli losowych znajduja sie na Rysunku 5.12. W obu tych przypadkach wyrdznia sie cztery
réozne wykresy dotyczace sprawdzenia réznych wariantéow gléwnej metody, w tym: metoda bez
ograniczenia sprawdzania kombinacji tranzycji i bez sortowania kolekcji wsparé¢ t-niezmiennikdw
(Rysunek 5.11a i 5.12a), metoda bez ograniczenia sprawdzania kombinacji tranzycji, ale z sorto-
waniem kolekcji wsparé t-niezmiennikow (Rysunek 5.11b i 5.12b), metoda z ograniczeniem spraw-
dzania kombinacji tranzycji, ale bez sortowania kolekcji wsparé¢ t-niezmiennikéow (Rysunek 5.11c i
5.12c), metoda z ograniczeniem sprawdzania kombinacji tranzycji i z sortowaniem kolekcji wsparé
t-niezmiennikow (Rysunek 5.11d i 5.12d). Dla wspomnianych wyzej metod obliczono czasy spraw-
dzania zbioréw niewystepujacych dla wszystkich mozliwych kombinacji wygenerowanych na pod-
stawie podzbioréw tranzycji T”, gdzie rozwazano wariant, dla ktorego [T’| = 101 |T'| = 15. Kazdy
wykres zawiera punkty oznaczajace czasy, ktore wyrdzniono czterema kolorami: punkty niebieskie
— czas trwania metody sprawdzania niewystepowania dla |T’| = 10, pomaranczowe — czas trwania
calego algorytmu dla |T’| = 10, szare — czas trwania metody sprawdzania niewystepowania dla
|T'| = 15, a zolte — czas trwania calego algorytmu dla |T”| = 15. Czas trwania metody uwzglednia
jedynie zasadnicza czes¢ algorytmu (metoda sprawdzania zbioréw niewystepujacych) oraz zapisa-
nie wynikow (zaréwno pliku ze zbiorami niewystepujacymi jak i wystepujacymi). Natomiast czas
trwania calego algorytmu uwzglednia réwniez czas odczytu danych wejéciowych i wybranych zbio-
row tranzycji z plikow, czas sortowania kolekcji wsparé t-niezmiennikow (jesli dotyczy) oraz zapis
pliku podsumowujacego wyniki. Ze wzgledu na znaczne roéznice w czasach i trudnosci w dopaso-
waniu skali, kazdy punkt na wykresie jest rowniez zawarty w formie tabelarycznej bezposrednio
pod wykresem. Wyniki znajdujace sie w tabelach umieszczonych na wykresach sa wynikami usred-
nionymi dla 10 powtorzen dla kazdego modelu (dla kazdego modelu o okreslonej liczbie tranzycji
i t-niezmiennikdéw generowano 10 losowych podzbioréw tranzycji 7" o mocy 10 i 10 losowych pod-
zbioréw tranzycji T/ o mocy 15). Kazda kolumna w takiej tabeli odpowiada konkretnemu modelowi,
a wiersze odpowiadaja czasom dzialania dla danej metody lub calego algorytmu z uwzglednieniem
roznych wybranych podzbioréw tranzycji T”. Jako ze nie wszystkie punkty sa dobrze widoczne
przy zastosowanych skalach, w niektorych przypadkach dotaczono rowniez powiekszenia wybranych
czedci wykresu, co oznaczono za pomoca granatowej ramki z dostosowana skala i nazwa modeli,
ktorych dotycza. Czasy obliczen algorytmu analizowano przy uzyciu komputera z nastepujacymi
parametrami: procesor i5-10210U 2.11GHz oraz 12 GB pamieci RAM.

1. Ocena czasu dzialania algorytmu i metody oceniajgcej niewystepowanie dla mo-

deli biologicznych

a. Metoda bez ograniczenia sprawdzania kombinacji i bez sortowania kolekcji
wsparé t-niezmiennikéw kontra metoda bez ograniczenia sprawdzania kombi-
nacji, ale z sortowaniem kolekcji wsparé t-niezmiennikéw (Rysunek 5.11a kontra
5.11b):

W przypadku 4 na 10 modeli biologicznych dla wybranego zbioru tranzycji o licznosci
rownej 10 (|[T7| = 10), czasy dzialania metody oceniajacej niewystepowanie z sortowaniem

sa nizsze. W pozostatych modelach obserwuje sie nieznaczny wzrost w przedziale od 1 do
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22 milisekund. Istotne jest, ze nizsze czasy zaobserwowano dla wiekszych kolekcji wsparé
t-niezmiennikéw od okoto 700 t-niezmiennikéw. Mozna zatem stwierdzi¢, ze sortowanie
kolekcji wsparé t-niezmiennikéw przyspiesza metode dla odpowiednio duzych kolekcji.

Dla wybranego zbioru tranzycji o licznosci rownej 15 (77| = 15) wyniki wygladaja troche
inaczej. W przypadku 3 na 10 modeli czasy dziatania metody oceniajacej niewystepowa-
nie z sortowaniem sa nizsze, ale dla kolekcji wsparé t-niezmiennikéw o malym wymia-
rze, w tym przypadku sortowanie nie poprawia znaczaco czasu dziatania metody. Jed-
nakze, analizujac czasy dzialania calego algorytmu mozna zauwazyé, ze czas sortowania
nie wplywa znaczaco na wydluzenie czasu dzialania catego algorytmu dla sredniej wielko-
$ci kolekcji wsparé t-niezmiennikoéw, dopiero dla wiekszych kolekcji powyzej kilku tysiecy
t-niezmiennikéw (tylko dla |7”] = 15) czasy rosna od okolo 18 do 28 sekund (dokladniej
dla danych wejsciowych zawierajacych odpowiednio 2090, 5344 i 8481 t-niezmiennikow),

co jest spodziewane.

b. Metoda z ograniczeniem sprawdzania kombinacji, ale bez sortowania kolekcji
wsparé¢ t-niezmiennikéw kontra metoda z ograniczeniem sprawdzania kombi-
nacji i z sortowaniem kolekcji wsparé t-niezmiennikéw (Rysunek 5.11c kontra
5.11d):

W wiekszosei modeli biologicznych, tj. w 7 przypadkach na 10 modeli dla |T’| = 10, oraz
w 10 przypadkach na 10 modeli dla |T”| = 15, czasy dzialania metody oceniajacej niewy-
stepowanie z sortowaniem sa nizsze. W odro6znieniu od pierwszego przypadku opisanego
powyzej (patrz podpunkt a.), tutaj poréwnywane sa metody z ograniczeniem sprawdza-
nia kombinacji tranzycji, a wiec poréwnanie dotyczy metody z jednym ograniczeniem i
z dwoma ograniczeniami, w efekcie czego mozna powiedzieé, ze oba stosowane ograni-
czenia poprawiajg czasy dzialania samej metody oceniajacej niewystepowanie. Ponadto,
analizujac czasy dzialania calego algorytmu, w 5 przypadkach na 10 dla |T/| = 10i w
10 przypadkach na 10 dla |T'| = 15 uzyskano nizsze czasy, a zatem koszt sortowania

t-niezmiennikéw jest stosunkowo niski i wart zastosowania.

c. Metoda bez ograniczenia sprawdzania kombinacji i bez sortowania kolekcji
wsparé t-niezmiennikéw kontra metoda z ograniczeniem sprawdzania kombi-
nacji i bez sortowania kolekcji wsparé t-niezmiennikéw (Rysunek 5.11a kontra
5.11c):

W pordéwnaniu metody niezawierajacej zadnych ograniczenn i metody zawierajacej tylko
ograniczenie dotyczace sprawdzania kombinacji tranzycji mozna zauwazy¢ pewne rozbiez-
nodci dla réznych wielkosci zbioréw wybranych tranzycji. W 4 przypadkach na 10 modeli
dla |T"| = 10 czasy dzialania metody z ograniczeniem sprawdzania kombinacji tranzycji
s nizsze (dla pozostalych modeli te czasy sa nieznacznie wyzsze, od kilku do kilkunastu
milisekund). Natomiast w 10 przypadkach na 10 modeli dla |T’| = 15 te czasy sa wyzsze.
Roznice te wynikaja z liczby zbioréw wystepujacych charakteryzujacych poszczegbdlne mo-
dele. Jak wczesniej wspomniano ograniczenie metody sprawdzania kombinacji tranzycji
opiera sie o zbiory wystepujace — im wiecej zbioréw wystepujacych, tym szybciej zadziata
metoda sprawdzania, gdyz bedzie zmuszona oceni¢ zdecydowanie mniejsza liczbe kombina-
cji. Liczby zbioréw niewystepujacych sa zawarte na Rysunku 5.9a, ktéry potwierdza, ze w
przypadku uruchomienia algorytmu dla |7”| = 15 w 10 przypadkach na 10, liczba zbioréw
niewystepujacych jest wieksza niz w przypadku |T”| = 10. Co wiecej, mozna zauwazy¢, ze
w 5 przypadkach na 10, liczba zbioréw niewystepujacych stanowi ponad 95% wszystkich
kombinacji, w 4 przypadkach 10 stanowi ponad 89%, a w 1 przypadku na 10 stanowi
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ponad 75%. Na wspomnianym Rysunku 5.9a liczba zbioréw niewystepujacych wyrazona
jest w procentach, aby moéc poréwnaé wyniki dla réznych licznosci wybranych zbioréw
T’. Ponadto, na podstawie liczby zbioréw niewystepujacych mozna okresli¢ liczbe zbiorow
wystepujacych, a wiec dzieki informacjom zawartym na Rysunku 5.9a mozna oszacowac,
ze liczba zbiorow wystepujacych dla |T7| = 15 jest mniejsza niz w przypadku |T”| = 10.
Dokladniej, liczba zbioréw wystepujacych w poréwnaniu do liczby zbioréw niewystepu-
jacych dla |T”| = 15 jest mniejsza niz w przypadku |T’| = 10. Oznacza to, ze metoda z
ograniczeniem sprawdzania kombinacji tranzycji moze by¢ mniej efektywna dla |T'| = 15
niz dla |T”] = 10.

d. Metoda bez ograniczenia sprawdzania kombinacji, ale z sortowaniem kolekcji
wsparé t-niezmiennikéw kontra metoda z ograniczeniem sprawdzania kombi-
nacji i z sortowaniem kolekcji wsparé t-niezmiennikéow (Rysunek 5.11b kontra
5.11d):

Poréwnanie wynikow dla metody zawierajacej jedno ograniczenie (sortowanie kolekcji
wsparé t-niezmiennikow) i metody zawierajacej dwa ograniczenia (ograniczenie spraw-
dzania kombinacji i sortowanie) pozwala uzyska¢ podobne wyniki. W 6 przypadkach na
10 modeli dla |T”| = 10, oraz w 5 przypadkach na 10 modeli dla |7”| = 15 uzyskano czasy
nizsze dla dziatania metody z dwoma ograniczeniami.

Roznice w czasach, tak jak wspomniano w podpunkcie c. wynikaja z liczby zbioréw wyste-
pujacych dla poszczegdlnych modeli. Jednak nalezy zauwazy¢ zdecydowanie wiekszy niz w
innych przypadkach zysk czasowy (od okoto 11 do ponad 15 sekund) dla duzych rozmiarow
danych wejsciowych przy |T’| = 15 (patrz modele: PS - 2090 t-niezmiennikéw, CVD-ext
- 5344 t-niezmiennikow i CVD - 8481 t-niezmiennikéw), co stanowi istotna przewage w

kontekscie uzycia metod z dwoma ograniczeniami w poréwnaniu z jednym ograniczeniem.

2. Ocena czasu dzialania algorytmu i metody oceniajgcej niewystepowanie dla mo-

deli losowych

a. Metoda bez ograniczenia sprawdzania kombinacji i bez sortowania kolekcji
wspar¢ t-niezmiennikéw kontra metoda bez ograniczenia sprawdzania kombi-
nacji, ale z sortowaniem kolekcji wsparé t-niezmiennikéw (Rysunek 5.12a kontra
5.12b):

We wszystkich przypadkach, zar6wno w 10 na 10 modeli losowych dla |T'| = 10, jak i
w 10 na 10 modeli losowych dla |T’| = 15 zaobserwowano nizsze czasy dzialania metody
oceniajacej niewystepowanie z sortowaniem, co jest zgodne z zalozeniem, iz sortowanie
kolekcji wspar¢ t-niezmiennikéw przyspiesza metode.

Ponadto, czasy dzialania calego algorytmu w 5 przypadkach na 10 modeli dla |T7| = 10
oraz we wszystkich przypadkach dla |T”| = 15 sa nizsze dla metody z sortowaniem. Dzieje
sie tak z uwagi na przyspieszenie oceny niewystepowania przez sortowanie; sama me-
toda dziala na tyle szybko, ze sortowanie w wiekszosci przypadkéw nie spowalnia czasu
dziatania calego algorytmu. Przeanalizowano, ze sortowanie spowalnia caly algorytm mak-
symalnie o okolo 3 sekundy dla najwiekszej kolekeji wsparé t-niezmiennikow (CVD - 8481
t-niezmiennikow, dla |T’| = 15).

b. Metoda z ograniczeniem sprawdzania kombinacji, ale bez sortowania kolekcji
wsparé t-niezmiennikéw kontra metoda z ograniczeniem sprawdzania kombi-

nacji i z sortowaniem kolekcji wsparé t-niezmiennikéw (Rysunek 5.12¢ kontra
5.12d):
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W 7 przypadkach na 10 modeli losowych dla |T"| = 10 oraz w 5 przypadkach na 10 modeli
losowych dla |T'| = 15 czasy dzialania metody oceniajacej niewystepowanie z sortowa-
niem sg nizsze, a wiec podobnie jak w podpunkcie a. jest to zgodne z zalozeniem, iz sor-
towanie kolekcji wsparé t-niezmiennikéw przyspiesza metode. W odréznieniu powyzszego
przypadku (podpunkt a.), tutaj poréwnywane sa metody z ograniczeniem sprawdzania
kombinacji, a wiec poréwnanie dotyczy metody z jednym ograniczeniem i z dwoma ogra-
niczeniami, w efekcie czego mozna powiedzie¢, ze oba stosowane ograniczenia poprawiaja

czasy dzialania samej metody oceniajacej niewystepowanie.

Natomiast analizujac czasy dziatania catego algorytmu mozna zauwazy¢, ze w przypadku
3 na 10 modeli dla |T’| = 10 i w przypadku 4 na 10 modeli dla |T’| = 15 uzyskano nizsze
czasy. Wyniki te sg gorsze niz wyniki uzyskane dla modeli biologicznych, jednak wielkosci
badanych losowych danych wejsciowych sa wieksze. Wzrost czasu dzialania algorytmu
przekracza 1 sekunde dopiero dla danych zawierjacych 10 tysiecy t-niezmiennikow, a w
pozostatych nie przekracza nawet 1 sekundy. Wyniki te potwierdzaja, ze metoda z dwoma

ograniczeniami jest korzystniejsza niz z jednym ograniczeniem.

c. Metoda bez ograniczenia sprawdzania kombinacji i bez sortowania kolekcji
wspar¢ t-niezmiennikéw kontra metoda z ograniczeniem sprawdzania kombi-
nacji i bez sortowania kolekcji wsparé t-niezmiennikéw (Rysunek 5.12a kontra
5.12¢):

Poréwnanie metody niezawierajacej zadnych ograniczeri i metody zawierajacej tylko ogra-
niczenie sprawdzania kombinacji wykazalo, ze we wszystkich przypadkach (10 na 10 modeli
losowych dla |T'| = 10 oraz 10 na 10 modeli losowych dla |T7| = 15) zaobserwowano nizsze
czasy dziatania dla metody oceniajacej niewystepowanie z ograniczaniem. Wyniki te sa
zgodne z charakterystyka modeli losowych, gdyz jak wskazuje Rysunek 5.9b, w wiekszosci
przypadkéw nie istnieja zadne zbiory niewystepujace. Oznacza to, ze metoda ogranicza-
jaca dzialajaca na bazie zbioréw wystepujacych dziata dla swojego najlepszego przypadku

(sprawdza tylko jedng kombinacje).

d. Metoda bez ograniczenia sprawdzania kombinacji tranzycji, ale z sortowaniem
kolekcji wsparé t-niezmiennikéw kontra metoda z ograniczeniem sprawdzania
kombinacji tranzycji i z sortowaniem kolekcji wsparé t-niezmiennikéw (Rysu-
nek 5.12b kontra 5.12d):

Poréwnanie metody zawierajacej jedno ograniczenie (sortowanie kolekcji wsparé t-
niezmiennikow) i metody zawierajacej dwa ograniczenia (ograniczenie sprawdzania kom-
binacji tranzycji i sortowanie) wykazalo, ze we wszystkich przypadkach (10 na 10 modeli
losowych dla |T'| = 10 oraz 10 na 10 modeli losowych dla |T’| = 15) zaobserwowano
nizsze czasy dzialania dla metody oceniajacej niewystepowanie z ograniczaniem. Wyniki
sa dokladnie takie jak wyzej (patrz podpunkt c.) i w wiekszosci przedstawiaja dziatanie

metody dla najlepszego przypadku.
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Czas dziatania funkcji sprawdzajace] niewysts oraz czas dziak Igorytmu
dla modeli biologicznych
(algorytm bez ograniczenia sprawdzania kombinacji i bez sortowania kolekcji wsparé t-niezmiennikow)
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(czas sprawdzania niewystepowania)
b 10tranvei 0,025 0,015 0,059 0,086 0,076 0178 0,190 1,020 2,130 2,196
(czas dziatania algorytmu)
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(s sprawsizana niewysicpowania
“pior 15 tanoyel 0,148 0,121 0,946 1,160 3190 4,760 6,920 33,400 74,000 103,300

(ceas dziatania algorytmu)

modele biologiczne

(A) Metoda sprawdzania niewystepowania bez ograniczenia spraw-
dzania kombinacji i bez sortowania kolekcji wsparé t-niezmiennikow.

Czasdziatania funkeji spr 1zajacej niewystep nie oraz czasdzialaniaalgorytmu
dla modeli biologicznych
(algorytm bez ograniczenia sprawdzania kombinacji i z sortowaniem kolekcji wsparé t-niezmiennikéw)
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(czas dziatania algorytmu)

modele biologiczne

(B) Metoda sprawdzania niewystepowania bez ograniczenia spraw-
dzania kombinacji i z sortowaniem kolekcji wsparé t-niezmiennikow.

Czas dziatania funkeji spr ystep e oraz dziatania algorytmu
dla modeli biologicznych

(algorytm z ograniczeniem sprawdzania kombinacji i bez sortowania kolekcji wspar¢ t-niezmiennikéw
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(czas dzialania algorytmu)

modele biologictne

(¢) Metoda sprawdzania niewystepowania z ograniczeniem sprawdza-
nia kombinacji i bez sortowania kolekcji wsparé t-niezmiennikdw.

Czas dziatania funkcji sprawdzajacej niewystepowanie oraz czas dziatania algorytmu
dla modeli biologicznych

(algorytm z ograniczeniem sp 1a kombinacji i z sortowaniem kolekcji wsparé t-niezmiennikéw)
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(czas dzialania algorytmu)
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(czas sprawdzania niewystepowania)
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(czas dzialania algorytmu)

modele biologiczne

(D) Metoda sprawdzania niewystepowania z ograniczeniem sprawdza-
nia kombinacji i z sortowaniem kolekcji wsparé t-niezmiennikéw.

Rysunek 5.11: Czasy dzialania algorytmu i czasy dziatania metody sprawdzajacej niewystepowanie dla wszystkich
mozliwych kombinacji wygenerowanych na podstawie podzbioréw tranzycji 7", gdzie |T'| = 10 i |T'| = 15. Czasy
wygenerowano dla réznych wariantéow algorytmu dla modeli biologicznych. Rysunek jest adaptacja ilustracji pocho-
dzacej z pracy [102].
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RysunNEk 5.12: Czasy dzialania algorytmu i czasy dziatania metody sprawdzajacej niewystepowanie dla wszystkich
mozliwych kombinacji wygenerowanych na podstawie podzbioréw tranzycji T”, gdzie |T7| = 10 i |T’| = 15. Czasy
wygenerowano dla réznych wariantéw algorytmu dla modeli losowych. Rysunek jest adaptacja ilustracji pochodzacej

z pracy [102].
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5.3.5 Konkluzje

Kompleksowa analiza ztozonych zjawisk biologicznych jest niezwykle trudna. Wydaje sie, ze
znalezienie procesoéw elementarnych, ktore nie wpltywaja na podprocesy nalezace do calego bada-
nego systemu, moze mie¢ istotne znaczenie. Znajdowanie takich niewystepujacych zbioréw tranzycji
wydaje sie byé réwnie wazne jak poszukiwanie zbioréw wystepujacych. Umozliwienie przeprowa-
dzenia glebokiej analizy t-niezmiennikéw moze by¢ szczegdlnie przydatne w poszukiwaniu celdéw
terapeutycznych i moze utatwié¢ opracowanie nowych, skuteczniejszych terapii. Wydaje sie zatem, ze
rozwazania kombinatorycznych probleméw wystepowania i niewystepowania pewnych podzbioréw
tranzycji we wsparciach t-niezmiennikow sa niezwykle istotne. Opisane badania dotycza rozwia-
zania tylko jednego z wybranych probleméw — problemu poszukiwania podzbioréw tranzycji nie-
wystepujacych w zadnym ze wspar¢ t-niezmiennikéw. W niniejszym podrozdziale przedstawiono
dowod NP-zupetosci i silnej NP-zupetnosci dla wspomnianego problemu i jednego z jego wa-
riantéw. Nastepnie przedstawiono rozwiazanie problemu za pomoca dokladnego algorytmu, ktory
efektywnie nadaje sie do rozwiazywania rzeczywistych danych biologicznych, gdyz przedmiotem
poszukiwan sg zbiory anty-wystepujace o relatywnie matej wielkosci. W tych badaniach rozwazano
zbiory tranzycji o licznosci od 6 do 20 tranzycji, ktére przetestowano metoda poszukiwania zbioréw
niewystepujacych w kilku wariantach: metoda bez ograniczenia sprawdzania kombinacji tranzycji i
bez sortowania kolekcji wsparé¢ t-niezmiennikéw, metoda bez ograniczenia sprawdzania kombinacji
tranzycji, ale z sortowaniem kolekcji wsparé t-niezmiennikéw, metoda z ograniczeniem sprawdzania
kombinacji tranzycji, ale bez sortowania kolekcji wsparé t-niezmiennikéw, metoda z ograniczeniem
sprawdzania kombinacji tranzycji i z sortowaniem kolekcji wsparé t-niezmiennikéw. Przez sorto-
wanie rozumie si¢ ulozenie wsparé t-niezmiennikéw w kolejnosci od najwickszego (zawierajacego
najwiecej tranzycji) do najmniejszego (zawierajacego najmniej tranzycji).

Wyniki badania réznych wariantéw metody pozwolily potwierdzié¢, iz metoda ograniczenia
sprawdzania kombinacji tranzycji jest tym bardziej skuteczna, im wiecej dany model zawiera zbio-
row wystepujacych. Poréwnanie modeli biologicznych i losowych w tym aspekcie pokazalo, iz te
pierwsze zawieraja wiecej zbioréw niewystepujacych. Ponadto, w modelach losowych liczba zbioréw
niewystepujacych maleje wraz ze wzrostem liczby wspar¢ t-niezmiennikéw. Co wiecej, kolejne ogra-
niczenie, jakim jest sortowanie wspar¢ t-niezmiennikéw, ma na celu zwiekszenie prawdopodobien-
stwa jak najszybszego znalezienia zbiorow wystepujacych i tym samym wcze$niejszego ograniczenia
liczby sprawdzanych kombinacji tranzycji. Uzasadnienie zastosowania sortowania zalezy jednak od
natury wspar¢ t-niezmiennikéw. W procesach biologicznych czesto wsparcia t-niezmiennikéw zawie-
raja podobna liczbe tranzycji i tym samym nie dochodzi do znacznego zwigkszenia wspomnianego
prawdopodobieristwa.

Jednakze wykazano, iz sortowanie moze poprawia¢ wyniki. Co wiecej, sortowanie wsparé¢ t-
niezmiennikéw w badanych danych nie wplywa znaczaco na wydluzenie czasu dzialania algorytmu.
Wydaje sie, ze uzyskane czasy dziala sa akceptowalne dla testowanych wielkosci danych wejscio-
wych, zwlaszcza dla modeli dotyczacych rzeczywistych zjawisk biologicznych.

Ewentualne, przyszte badania mogltyby dotyczyé zaproponowania algorytmu heurystycznego,
gdyz moga pojawi¢ sie modele zlozonych systemoéw biologicznych o wyjatkowo duzych rozmiarach
danych wejsciowych. Wowczas zaproponowany algorytm doktadny moze nie bedzie odpowiedni
z uwagi na czas dziatania. Tudziez, do rozwazenia i rozwiazania pozostaja inne problemy anty-

wystepowania podzbioréw tranzycji.
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5.4 Podsumowanie i dalsze motywacje

W rozdziale 5 opisano problemy wystepowania i anty-wystepowania zbiorow tranzycji, dla wy-
branych z nich przeanalizowano zlozonosci i zaproponowano rozwiazania algorytmiczne. Rozwia-
zania te moga zosta¢ wykorzystane jako metody analizy modeli ztozonych systemoéw biologicznych
opartych o sieci Petriego.

Pierwszy z algorytmoéw, dotyczacy poszukiwania pewnych, odpowiednio duzych podzbiorow
tranzycji, zawartych w odpowiednio duzej liczbie wsparé t-niezmiennikéw jest algorytmem heury-
stycznym opartym na przeszukiwaniu tabu i ma na celu znalezienie istotnego, z punktu widzenia
funkcjonowania modelu, zbioru tranzycji. Oczywiscie ze wzgledu na specyfike, otrzymane rozwia-
zanie jest rozwigzaniem przyblizonym. Moze jednak stanowi¢ dopelnienie analiz strukturalnych.
Rozszerzeniem rozwiazan dla probleméw wystepowania jest analiza wystepowania, oparta na algo-
rytmie doktadnym. Oprécz analizy dla wszystkich mozliwych podzbioréw proceséw elementarnych,
analiza ta moze zostaé¢ ograniczona do konkretnych kryteriow. Niewatpliwie analiza ta dostarcza
dodatkowych informacji o kluczowych procesach, umozliwiajac takze ograniczenie sie do proce-
sow o konkretnej waznosci. Powyzsze rozwiazania pozwalaja na szukanie elementéw majacych
wplyw i tworzacych zaleznosci pomiedzy wiekszymi procesami nalezacymi do analizowanego sys-
temu. Dopelnieniem tej analizy wydaje si¢ poszukiwanie zbioréow tranzycji anty-wystepujacych,
takich za posrednictwem ktoérych pewne podprocesy nie moga oddziatywaé. Problem znalezienia
anty-wystepujacych zbioréw tranzycji, a wiec zbioréw tranzycji, ktére nie wystepuja w zadnym ze
wsparé t-niezmiennikéw, zostal rozwiazany za pomoca algorytmu doktadnego. Wszystkie doktadne
rozwiazania przeanalizowano na rzeczywistych danych biologicznych i oceniono ich skutecznosé.
Jednakze moze sie okazaé, ze w przyszlosci pojawia sie bardziej ztozone ukitady biologiczne, za-
wierajace nie tylko wiecej komponentéw aktywnych, ale takze wiecej t-niezmiennikéw i wtedy
doktadne rozwigzania nie beda wystarczajace. Swiadczy o tym takze ztozonosé analizowanych pro-
blemoéw. Zatem dalsza motywacjg mogltoby byé rozwiniecie istniejacego algorytmu heurystycznego
dla problemu wystepowania, w tym zaproponowanie algorytméw maksymalizujacych konkretne
parametry, oraz zaproponowanie algorytmu heurystycznego dla problemu anty-wystepowania. W
dalszym ciagu pozostaja do rozwazenia takze inne problemy wystepowania i anty-wystepowania,

ktore mogg dopelniaé¢ strukturalng analize modeli opisanych formalizmem sieci Petriego.



Rozdzial 6

Inne podejscia systemowe — modelowanie
oparte o macierzowy model dynamiki
populacji oraz poré6wnanie metod
modelowania opartego o sieci Petriego i

rownania rozniczkowe zwyczajne

6.1 Wprowadzenie

Do modelowania ztozonych systeméw biologicznych stosuje sie rézne narzedzia i metody. W tym
rozdziale obok opisanych wczesniej sieci Petriego przedstawione zostana metody matematyczne
oparte o réwnania rozniczkowe zwyczajne (ang. Ordinary Differential Equations (ODE)).

W podrozdziale 6.2 opisano wykorzystanie dwoch wspomnianych metod modelowania. Precy-
zujac, utworzono model sieci Petriego na podstawie istniejacego modelu wyrazonego za pomoca
ODE. Celem takiego podejscia bylo wykonanie analizy modelu opartego o sieci Petriego i zna-
lezienie kluczowych reakcji, aby w konsekwencji skupi¢ sie tylko na wybranych zagadnieniach w
symulacjach modelu opartego na réwnaniach rézniczkowych. Zatem, zidentyfikowane istotne dla
modelu opartego o sieci Petriego reakcje zweryfikowano w symulacjach modelu opartego na ODE.
Wykorzystano relatywnie niewielki model wyrazony za pomoca ODE, aby stwierdzi¢ czy tego typu
podejscie moze by¢ stosowane z powodzeniem dla bardziej ztozonych systeméw biologicznych.
Efekty tej pracy opublikowano w artykule konferencyjnym [150]. W ramach tej pracy autor zapro-
ponowal model oparty o sieci Petriego, ktéry powstal na podstawie istniejacego modelu opartego na
ODE, wykonal jego analize, a nastepnie razem ze wspotautorami poréwnal i zinterpretowal wyniki.
Opisana w tym podrozdziale praca stala sie punktem wyjscia dla dalszych badan nad poréwny-
waniem metod modelowania opartych o sieci Petriego i metod opartych o réwnania rézniczkowe
ZWyczajne.

W podrozdziale 6.3 zawarto rozwazania dotyczace konkretnych metod analizy dla wybranych
metod modelowania, tj., analize waznosci dla modeli opisanych jezykiem sieci Petriego i analize
wrazliwosci (ang. Sensitivity Analysis (SA)) dla modeli opartych o rownania rézniczkowe. Do
tej pory wspomniane metody analiz stosowano oddzielnie, podczas gdy moga sie one wzajemnie
uzupelniaé, dajac w efekcie znacznie szerszy wglad w badany system. Rezultaty opisane w tym
podrozdziale zostaly opublikowane w pracy [104]. W ramach tej pracy autor zajmowal sie opra-

cowaniem modelu opartego o sieci Petriego, czescia formalnej analizy, w ramach ktorej wykonat

171



6.2. Przetozenie modelu opartego o rownania rézniczkowe na model model wyrazony za pomocq sieci
Petriego — klasyczny model opaty o sieci Petriego dotyczqcy rownowagi miedzy prooksydantami i
antyoksydantami (GSH-GSSG) 172

analize waznosci, a nastepnie we wspolpracy poréwnal i zinterpretowal wyniki uzyskane, zaré6wno
dla analizy waznosci, jak i analizy wrazliwosci.

W podrozdziale 6.4 wykorzystano macierzowe podejscie do modelowania do dynamiki populacji
makrofagow. Celem tych badan bylo zaproponowanie modelu i przeprowadzenie symulacji wptywu
hipercholesterolemii na dynamike populacji makrofagéw w blaszce miazdzycowej. Przeanalizowano
rozwoj tworzenia sie rdzenia nekrotycznego i tym samym przejécie z bezobjawowej do objawowej,
niestabilnej blaszki miazdzycowej. Efekty tej pracy opisano do publikacji [295]. W ramach tej
pracy autor dokonal analizy literatury pod wzgledem uzyskania odpowiednich danych ilosciowych
i przygotowal wstepny model koncepcyjny. We wspoélpracy z pozostalymi wspétautorami dokonat

symulacji i analizy wynikéw modelu.

6.2 Przelozenie modelu opartego o r6wnania rézniczkowe na model
model wyrazony za pomoc3q sieci Petriego — klasyczny model opaty
o sieci Petriego dotyczacy ré6wnowagi miedzy prooksydantami i
antyoksydantami (GSH-GSSG)

Celem badan opisanych w tym podrozdziale bylo wykorzystanie dwdch roéznych podejsé do
modelowania i analizy zjawiska biologicznego dotyczacego rownowagi miedzy prooksydantami i
antyoksydantami. Wykorzystano modelowanie matematyczne oparte o sieci Petriego i réwnania
rézniczkowe zwyczajne. Zastosowane metody pozwalaja na przeprowadzenie analiz dotyczacych
innych aspektéow modelu tj. analizy strukturalnej lub analizy symulacyjnej. Utworzony model sieci
Petriego powstal na podstawie istniejacego modelu ODE, a jego analiza pozwolita na okreslenie
kluczowych reakcji. Podczas gdy analiza symulacyjna modelu opartego na ODE nie pozwala na
uzyskanie tego typu wynikow. Ponadto to podejscie, poprzez identyfikacje istotnych proceséw ele-
mentarnych, pozwala w efekcie skupic¢ sie tylko na wybranych zagadnieniach w symulacjach modelu
opartego na réwnaniach rézniczkowych. Wydaje sie, ze jest to pozadana wlasciwosé, zwtaszcza dla
relatywnie duzych modeli. Jednakze ocena opisanego podejécia zostala wykonana na stosunkowo
niewielkim, ale biologicznie istotnym, procesie dotyczacym rownowagi miedzy prooksydantami i

antyoksydantami (GSH-GSSG) [150] i stanowi punkt wyjscia do dalszych rozwazan.

6.2.1 Ttlo biologiczne

Regulacja ekspresji genéw jest czestym przedmiotem zainteresowania w biologii systemowe;j.
Mechanizm regulacji opiera si¢ miedzy innymi na oddziatywaniu mRNA z miRNA, ktorego gléwnag
funkcja jest posttranskrypcyjna regulacja ekspresji genow prowadzaca do ich wyciszenia. Odbywaé
sie to moze poprzez hamowanie translacji lub przez degradacje mRNA. W jeden z mechanizmow
regulacji ekspresji genow zaangazowane sg reaktywne formy tlenu (ROS), ktorych poziom jest
regulowany przez istniejace w komorce systemy antyoksydacyjne [235].

W opisanych w tym podrozdziale badaniach skupiono sie na $ciezce sygnatowej dotyczacej
regulacji ekspresji genéw opartej na reaktywnych formach tlenu, a wiec na réwnowadze miedzy
prooksydantami i antyoksydantami. Réwnowaga pomiedzy produkcja i eliminacja reaktywnych
form tlenu, zwana takze homeostaza redoks, wplywa na prawidtowe funkcjonowanie komorek. Po-
zadany jest umiarkowany poziom reaktywnych form tlenu, gdyz jest on wymagany do regulacji
biatek wrazliwych na redoks zaangazowanych w proliferacje i transdukcje sygnatow [235]. W in-
nym przypadku dochodzi do zaburzenia réwnowagi i pojawienia sie szkodliwych efektéw. Obnizony
poziom ROS prowadzi do uposledzenia proliferacji i funkcji immunologicznych, podczas gdy pod-

wyzszony poziom ROS prowadzi do uszkodzenia DNA| biatek i lipidow w obrebie komorki, a w kon-
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sekwencji do mutacji i apoptozy [258]. Zaburzenia homeostazy redoks, okreslane rowniez stresem
oksydacyjnym, zwiazane sg z patogeneza réznych chorob, w tym nowotworow, choroby Alzheimera,
Parkinsona, cukrzycy [161, 178] czy miazdzycy [303]. Niezwykle istotne sa zatem mechanizmy an-
tyoksydacyjne utrzymujace opisywana réwnowage redoks. Wérod takich mechanizméw wyréznié
mozna mechanizm oparty na glutationie, ktory jest jednym z najbardziej rozpowszechnionych ni-
skoczasteczkowych zwiazkow tiolowych, uwazany za najcenniejszy antyoksydant syntetyzowany w
komorkach [63].

Glutation istnieje w dwoch formach, utlenionej (GSSG) i zredukowanej (GSH), gromadzony
jest gltownie w cytoplazmie, a reszta znajduje sie w mitochondriach, retikulum endoplazmatycz-
nym i jadrze [12, 169]. Zredukowana forma glutationu, GSH, jest gléwna forma, ktora moze by¢
wykorzystana do redukeji reaktywnych form tlenu, np. nadtlenku wodoru (H2O3) do H2O i utle-
nionej formy glutationu (GSSG). Reakcja ta jest katalizowana przez biatka z rodziny peroksydazy
glutationowej (GP), ale GSH moze takze spontanicznie reagowaé¢ z innymi rodnikami neutralizu-
jac je. Utleniony glutation (GSSG) moze by¢ zredukowany z powrotem do postaci zredukowanej
(GSH) przez reduktaze glutationows (GR) lub tioredoksyne (TRX) i ponownie uzyty do eliminacji
reaktywnych form tlenu. Stosunek formy zredukowanej i utlenionej glutationu (GSH-GSSG) jest
waznym wskaznikiem warunkéw oksydoredukcyjnych, a podwyzszony poziom GSSG stuzy jako
marker stresu oksydacyjnego [12].

Obok glutationu w mechanizmy regulacji homeostazy redoks zaangazowane jest takze biatko
p53, znane przede wszystkich ze swojej roli w regulacji §mierci komorki, jednakze biatko to zostato
takze zidentyfikowane jako czynnik dwukierunkowo regulujacy srodowisko redoks, zaréwno pro-
oksydacyjnie jak i antyoksydacyjnie [250]. Literatura dowodzi, ze wiele elementow zwigzanych ze
szlakiem antyoksydacyjnym opartym na glutationie jest jednoczesnie zaleznych od pb3, w tym gen
GCLC regulowany na poziomie transkrypcji przez pb3 oraz biatka regulowane posrednio poprzez
czynnik transkrypcyjny NRF2 i miRNA [201].

Schemat biologiczny dotyczacy systemu kontroli poziomu reaktywnych form tlenu poprzez glu-
tation zawarto na Rysunku 6.1, gdzie strzalki o klasycznym grocie (ostro zakonczone) oznaczaja
stymulacje procesu, na ktory skierowany jest grot, a tepe konce oznaczajg zahamowanie procesu.
Ponadto réznymi ksztaltami wyrézniono dwie grupy zwiazkdéw: owal reprezentuje biatka, a prosto-

katy reprezentuja pozostate grupy zwiazkow.

6.2.2 Modele

W oparciu o zamieszczony na Rysunku 6.1 schemat uktadu biologicznego zaproponowano dwa
modele, jeden z nich oparty o réwnania rézniczkowe zwyczajne oraz model mu odpowiadajacy
oparty o klasyczne sieci Petriego.

Zaproponowany model ODE jest modelem deterministycznym opartym na prawie oddzialywa-
nia masy i wszystkie jego rownania zostaly oparte na schemacie znajdujacym sie na Rysunku 6.1.
Doktadniej, model zawiera dwanascie rownan (6.1) — (6.12) (patrz [150]), ktore reprezentuja ste-
zenie kazdej molekuty w ukladzie oraz ich oddzialywania z innymi molekutami. Wspoélczynniki
znajdujace sie¢ w réwnaniach oznaczane t; opisuja szybko$é¢ reakcji, ktoéra zalezy od innych cza-
steczek (ich znaczenie biologiczne znajduje sie w Tabeli 6.2 w kolumnie Znaczenie biologiczne
(ODE)).

‘“Z?S — t — (L1 ROS(8) + G P(£)) GSH(t) (6.1)
dGSH = tGGCL(t) + tloGR(t>GSSG(t) - (tllROS(t) + tlgGP(t))GSH(t) (62)

dt



6.2. Przetozenie modelu opartego o rownania rézniczkowe na model model wyrazony za pomocq sieci

Petriego — klasyczny model opaty o sieci Petriego dotyczqcy rownowagi miedzy prooksydantami i
antyoksydantami (GSH-GSSG)

miR34-a
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RysuNEk 6.1: Schemat regulacji ROS poprzez glutation zawarty w modelu opartym na ODE i modelu opartym o

sieci Petriego. Rysunek pochodzi z pracy [150].

ngtSG = (t11ROS(t) + t12GP(t))GSH(t) — t10GR(t)GSSG(1)

dGCL

WL 1N REP2(1) + tapsa(t)

ANRF2

T t20p53(t) + tag ROS(¥)
d
Zii)g = tlgmiR34a(t) -+ t24NRF2(t) -+ thROS(t)
R34
% = t18pb3(t) — toomiR34al(t)
dTRXred t2
— —t OTRX ea(t) + i TRX op ()T RX (1
di by T miRada()  POSSCUTRX ealt) + hTRX o () TRX (1)
dTRXR - tO
dt  to+miR34a(t)
% = toTRX,eqGSSG(t) — t, TRX ,, TRX (1)
dGR
S 4, NRF2(t
dt sNR ( )
P
ﬁ = t8p53<t)

dt

(6.10)

(6.11)

(6.12)
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Model oparty o klasyczne sieci Petriego, odpowiadajacy modelowi ODE, zostal przedstawiony
na Rysunku 6.2, gdzie wyrozniono kilka blokéw funkcjonalnych: 1.1) odpowiada relacjom mie-
dzy p53 a NRF2, 1.2) odpowiada relacjom miedzy p53 a miR34a, 2.1) odpowiada reakcjom
oksydacyjno-redukeyjnym GSH i GSSG oraz 2.2) odpowiada reakcjom oksydacyjno-redukeyjnym
TRX,eq 1 TRX,,. Model zawiera 24 tranzycje, 14 miejsc, jest scharakteryzowany przez 4 nietry-
wialne zbiory MCT, 12 t-klastrow oraz jest pokryty przez 22 t-niezmienniki. Wszystkie nazwy
pasywnych i aktywnych komponentéw zawarto w Tabeli 6.1 1 6.2. W obu Tabelach wyré6zniono ko-
lumny: ID — kolumna zawierajaca identyfikator miejsca/tranzycjii Znaczenie biologiczne —kolumna
zawierajaca nazwe miejsca/tranzycji, okreslajaca jej przeznaczenie w systemie. Nalezy zwrocié jed-
nak uwage, ze w Tabeli 6.2 wyrdézniono dwie kolumny zawierajace znaczenie biologiczne, jedna z
nich dotyczy znaczenia tranzycji w modelu opartym o sieci Petriego (kolumna Znaczenie biologiczne
(PN)), druga natomiast dotyczy znaczenia wspolczynnikow w modelu opartym na réwnaniach roz-
niczkowych (kolumna Znaczenie biologiczne (ODE)). Wiersze Tabeli 6.2 mozna interpretowaé jako

odpowiadajace sobie relacje tranzycja — wspolczynnik dla modelu PN — ODE.

rola p53 w
homeostazie glutationu

I homeostaza glutationu ]

2.1))

t23 pi3 tEL’/\ po to

r . -
Legenda zbioréw MCT: .ml={tl, to} .m3={t6, t14}
Elm2={t2,t23} [m4={t7, t17}

N

AN

RysuNEKk 6.2: Model oparty o klasyczne sieci Petriego zaproponowany na podstawie modelu wyrazonego za pomoca
réwnan rézniczkowych zwyczajnych. Model dotyczy réwnowagi miedzy prooksydantami a antyoksydantami. Rysunek
jest adaptacja ilustracji pochodzacej z pracy [150].

TABELA 6.1: Lista nazw pasywnych komponentéw sieci — miejsc (patrz [150]).

ID | Znaczenie biologiczne ID | Znaczenie biologiczne
po | TRXR pr | ROS

b1 TRX oz ps GP

p2 | TRX,cq po | GSSG

p3 | GR pio | GSH

P4 p53 p11 | wysoki poziom ROS

ps | NRF2 p12 | pula ROS

D6 syntetaza glutationowa p13 | miR34a
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TABELA 6.2: Lista nazw aktywnych komponentoéw sieci — tranzycji (patrz [150]).

ID | Znaczenie biologiczne (PN) Znaczenie biologiczne (ODE)

to zrodlo TRX g produkowanie TRX g

t1 redukowanie TRX,; do TRX,.cg4 redukowanie TRX,; do TRX,.¢gq

to zrodlto TRX,qq produkowanie TRX,.q

ts zrodlo GR produkowanie GR

ta stymulowanie ekspresji kompleksu GCL stymulowanie ekspresji kompleksu GCL przez p53

ts regulowanie aktywnosci kompleksu GCL poprzez | stymulowanie aktywnosci kompleksu GCL po-
NRF2 przez NRF2

te synteza GSH synteza GSH

tr zrodto ROS produkowanie ROS

ts zrodlo GP produkowanie GP

tg redukcja GSSG do GSH katalizowana z jednocze- | redukcja GSSG do GSH katalizowana z jednocze-
snym utlenianiem TRX,..q do TRX,z snym utlenianiem TRX,..q do TRX,z

ti0 | redukcja GSSG do GSH katalizowana przez GR redukcja GSSG do GSH katalizowana przez GR
t11 | oksydacja GSH do GSSG katalizowana przez ROS | oksydacja GSH do GSSG katalizowana przez

t12 | oksydacja GSH do GSSG katalizowana przez GP | oksydacja GSH do GSSG katalizowana przez GP
t13 | aktywacja GP produkcja GP stymulowana biatkiem p53

t14 | obnizenie poziomu ROS -

ti5 | hamowanie NRF2 hamowanie NRF2 przez p53

ti6 | wysoki poziom ROS i aktywacja pb3 w warunkach | regulacja produkcji p53 za pomoca ROS
cytotoksycznego poziomu ROS

t17 | niski poziom ROS i aktywacja p53 w warunkach | regulacja produkcji p53 za pomoca ROS
fizjologicznego poziomu ROS

tig | transkrypcja miR34a transkrypcja miR34a

t19 | wzmocnienie aktywnosci p53 wzmocnienie aktywnosci p53 pzez miR34a

tao | zwiekszanie poziomu biatka NRF2 przez p53 zwiekszanie poziomu biatka NRF2 przez p53

t21 | modulacja stanu redoks GSH poprzez regulacje | stymulowanie produkcji GR przez NRF2
GR

to2 | hamowanie ekspresji TRX g hamowanie ekspresji TRX g

toz | hamowanie TRX,.¢g4 hamowanie TRX,.cq

Opisane powyzej modele zawierajg pewne uproszczenia wynikajace z ograniczen stosowanych
metod. W modelu opartym o sieci Petriego zameldowano dwa rézne mechanizmy dzialania za-
lezne od warunkow srodowiskowych, a precyzujac zalezne od poziomu ROS (poziom cytotoksyczny
i poziom fizjologiczny). W obu sytuacjach aktywowane jest biatko p53, jednakze w zaleznosci od wa-
runkéw srodowiskowych moze ono hamowaé lub aktywowaé NRF2. W warunkach cytotoksycznych
p53 hamuje NRF2, podczas gdy w warunkach fizjologicznych p53 aktywuje NRF2. Dodatkowym
uproszczeniem zastosowanym w modelach jest obecnosé petli dodatniego sprzezenia zwrotnego po-
miedzy bialkiem pb3 a miR34a. Jej zastosowanie wskazuje na bezposrednia aktywacje p53 przez

miR34, co w rzeczywistosci jest procesem bardziej ztozonym i nie w pelni poznanym.

6.2.3 Analiza i wyniki

Analiza zostala przeprowadzona poczawszy od analizy modelu opartego na sieci Petriego i za-
wiera ona klasyczne metody analizy (analize zbiorow MCT, analize klastrowania oraz manualng
analize t-niezmiennikow) oraz analize knockout nalezaca do rozszerzonych metod analizy. Formalne
definicje metod opisano w podrozdziale 2.2 rozdzialu teoretycznego. Zaproponowany model home-
ostazy redoks zawiera 4 nietrywialne zbiory MCT zebrane w Tabeli 6.3. Tabela ta zawiera trzy
kolumny, pierwsza z nich — ID zawiera identyfikatory kolejnych zbiorow MCT, druga — Zawarte
tranzycje sktada sie z tranzycji nalezacych do poszczegélnych zbioréw MCT, natomiast trzecia —

Znaczenie biologiczne, to kolumna, w ktorej kazdemu zbiorowi MCT nadano znaczenie biologiczne.
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TABELA 6.3: Lista nietrywialnych zbiér MCT — zbioréw sktadajacych sie z co najmniej dwoch tranzycji nalezacych

do wspar¢ dokladnie tych t-samych niezmiennikéw (patrz [150]).

ID | Zawarte tranzycje | Znaczenie biologiczne

mi t1, to Reakcje redoks tioredoksyny.

ma ta, to3 Hamowanie TRX,..q przez miR34a.

ms3 te, t14 Synteza GSH

my tr, t17 Pula ROS (zamodelowano 2 sytuacje: cytotoksyczny poziom ROS i fizjologiczny po-

ziom ROS, ktére sg zwigzane z poszczegdlnymi miejscami modelu, odpowiednio p11
— wysoki poziom ROS, i pr — ROS).

Obok zidentyfikowania blokéw funkcjonalnych przeprowadzono analize t-klastrow, ktora ziden-
tyfikowala 12 skupien zawierajacych podobne t-niezmienniki (dla przypomnienia sie¢ jest pokryta
przez 22 t-niezmienniki). Przy opisie analizy t-klastrow postuzono sie nastepujaca notacja opi-
sana na przykladzie klastra cia: ¢19 = {@o1,xe2}, gdzie ¢ jest symbolem klastra, a zo1 1 xos
sa symbolami t-niezmiennikéw nalezacych do tego klastra. Opis analizy t-klastréw znajduje sie

ponizej:

e ¢y = {x1}: Aktywacja p53 pod wplywem srodowiska, w ktorym poziom ROS jest cyto-
toksyczny i prowadzi do zahamowania NRF2, natomiast aktywacja p53 pod wplywem $ro-
dowiska, w ktorym poziom ROS utrzymuje sie na poziomie fizjologicznym i prowadzi do

zwiekszenia poziomu biatka NRF2.

e o = {z2}: Dodatnie sprzezenie zwrotne pomiedzy p53 a miR34a (model zawiera uproszcze-
nie, gdyz miR34a nie wplywa bezposrednio na zwiekszenie aktywnosci p53, jest to bardziej

zlozony i nie w pelni poznany mechanizm).

e c3 = {x3}: GSH jest utleniane do GSSG przez GP, natomiast redukcja GSSG do GSH

zachodzi z jednoczesnym utlenieniem TRX,..q do TRX,,.

e ¢4 = {x4}: GSH jest utleniane do GSSG przez GP oraz przez ROS, natomiast redukcja GSSG
do GSH zachodzi przy jednoczesnym utlenianiu TRX,.q do TRX,,.

o ¢; = {w5,29,213,217}: Aktywacja pb3 pod wplywem srodowiska, w ktorym poziom ROS
utrzymuje sie na poziomie fizjologicznym, prowadzi do zwiekszenia poziomu biatka NRF2,
ktore jest zaangazowane w synteze GSH poprzez regulacje aktywnosci GCL. GSH jest utle-
niane do GSSG przez ROS, natomiast do redukcji GSSG do GSH dochodzi przez GR. Po-
nadto redukcja do GSH zachodzi réwniez przy jednoczesnym utlenianiu TRX,..4 do TRX,,.
Dodatkowo p53 ma wplyw na transkrypcje miR34a, ktore hamuje TRX,..q4.

e ¢ = {xg, 210,14, 18 }: Ten klaster zawiera wszystkie podprocesy opisane w klastrze cs, z

jedna roznica, w ktérej to miR34a hamuje ekspresje TRXg.
e ¢; = {z7}: Utlenianie GSH do GSSG przez GP i redukcja do GSH przez GR.

e ¢s = {xsg}: GSH jest utleniane do GSSG przez GP (aktywacja przez p53) i przez ROS,
natomiast redukcja GSSG do GSH jest katalizowana przez GR.

e ¢g = {11, 212}: Utlenianie GSH do GSSG przez GP (ktore moze by¢ dodatkowo aktywowane
przez pb3), a redukcja GSSG do GSH przez GR. Aktywacja p53 pod wplywem srodowiska,
w ktorym poziom ROS utrzymuje sie na poziomie fizjologicznym prowadzi do zwiekszenia

poziomu biatka NRF2, ktore moduluje stan redoks GSH poprzez regulacje GR.
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e c19 = {z15, 216 }: Aktywacja p53 pod wplywem srodowiska, w ktorym poziom ROS utrzymuje
sie na poziomie fizjologicznym, prowadzi do zwiekszenia poziomu biatka NRF2, ktore moze
wplywaé na synteze GSH poprzez regulacje aktywnosci GCLC. GSH jest utleniane do GSSG
przez ROS, a takze przez GP (ktory moze byé dodatkowo aktywowany przez p53).

e ¢11 = {x19, 290} Wplyw p53 na synteze GSH poprzez regulacje ekspresji GCLC. GSH jest
utleniany do GSSG przez ROS, a takze przez GP (ktory moze by¢ dodatkowo aktywowany
przez pb3).

o 19 = {x21, 222} Wplyw p53 na synteze GSH poprzez regulacje ekspresji GCLC. GSH jest
utleniane do GSSG przez ROS. Ponadto p53 bierze udzial w transkrypcji miR34a, co hamuje
ekspresje TRX,¢q i TRXR.

Obok analizy t-klastrow wykonano takze manualng analize wybranych t-niezmiennikéw. Ana-
liza ta skupita sie na analizie t-niezmiennikéw, ktorych znaczenie biologiczne jest zwigzane z reak-
cjami utleniania i redukcji glutationu. Ponizej przedstawiono analize dla t-niezmiennikéw o kon-

kretnym znaczeniu biologicznym:

e Reakcja utleniania GSH do GSSG przez ROS stanowi okoto 73% wszystkich zamodelowanych

podproceséw (16 z 22 t-niezmiennikow).

e Reakcja utleniania GSH do GSSG przez GP stanowi okoto 46% wszystkich zamodelowanych

podprocesow (10 z 22 t-niezmiennikow).

e Reakcja redukcji GSSG do GSH przez GR stanowi okoto 36% wszystkich zamodelowanych

podprocesow (8 z 22 t-niezmiennikow).

e Reakcja redukeji GSSG do GSH zachodzaca z jednoczesnym utlenianiem TRX,..q do TRX,,

stanowi okoto 18% wszystkich zamodelowanych podproceséw (4 z 22 t-niezmiennikow).

Ponadto, zdolnos$é do wymiatania reaktywnych form tlenu w modelowanym ukladzie jest na
tyle znaczaca, ze podproces hamowania NRF2 (bedacy konsekwencja aktywacji p53 w warunkach
charakteryzujacych sie wysokim poziomem ROS) wystepuje z bardzo niska czestotliwoscia okoto
4% (1 z 22 t-niezmiennikow).

Dopetnieniem powyzszych analiz jest analiza knockout pozwalajaca na dezaktywacje wybranych
procesow elementarnych. W tym przypadku analiza knockout dotyczyta wytaczenia tranzycji odpo-
wiadajacych za synteze GSH. W jej efekcie wylaczone zostaly wszystkie procesy wymiatania ROS,
a stanowia one 20 z 22 wszystkich t-niezmiennikéw. Znaczenie biologiczne dwoéch t-niezmiennikéw,
ktore nie zostaly wylaczone w konsekwencji tego analizy knockout dotycza aktywacji pb3 w $rodo-
wisku charakteryzujacym sie¢ cytotoksycznym poziomem ROS prowadzac do zahamowania NRF2
oraz mechanizmu dodatniego sprzezenia zwrotnego pomiedzy p53 i miR34a. Analiza knockout po-
twierdza, ze dezaktywacja tranzycji odpowiadajacej za synteze GSH moze prowadzi¢ do szkodliwej
akumulacji ROS.

Analiza sieci Petriego pozwala okresli¢, ktory z modelowanych podproceséw jest najwazniejszy
dla calego systemu biologicznego, a to z kolei zostalo wykorzystane przy przeprowadzaniu sy-
mulacji dla modelu opartego na réwnaniach roézniczkowych. Symulacje modelu opartego na ODE
skupiaja sie na reakcji utleniania GSH do GSSG przez ROS. Aby sprawdzi¢, czy reakcja ta od-
grywa kluczowsa role takze w modelu wyrazonym na podstawie ODE, przeprowadzono symulacje
w dwoch scenariuszach: w warunkach fizjologicznych oraz z wytaczeniem GSH (do modelu wpro-
wadzono silny czynnik degradacji GSH). Jako dane wyj$ciowe przyjeto poziom ROS ze wzgledu na

najsilniejsze zaleznosci pomiedzy tymi zmiennymi. Wyniki symulacji zawarto na Rysunku 6.3
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RysuneEk 6.3: Wyniki symulacji modelu ODE, gdzie rysunek A przedstawia roéznice miedzy poziomem GSH przed
i po wylaczeniu GSH, a rysunek B przedstawia poziom ROS przed i po wylaczeniu GSH. Rysunek jest adaptacja
ilustracji pochodzacej z pracy [150].

Rysunek 6.3 przedstawia zdecydowanie rézne wyniki symulacji dla poszczegdlnych warunkow.
W warunkach fizjologicznych poziom ROS jest bardzo niski, poniewaz wysoki poziom GSH wplywa
na wymiatanie reaktywnych form tlenu przez procesy utleniania. W sytuacji wylaczenia GSH po-
ziom ROS gwaltownie wzrasta, poniewaz utlenianie jest jedynym sposobem pozbywania sie reak-
tywnych form tlenu z systemu. Mozna zatem stwierdzi¢, ze wylaczenie glutationu moze rozregulo-

waé badany system, prowadzac do powaznych zaburzen.

6.2.4 Konkluzje

Przedstawiono podejscie, w ktorym poprzez analize modelu opartego o sieci Petriego zidentyfi-
kowano istotne procesy elementarne, co w nastepstwie umozliwito ukierunkowaé¢ symulacje modelu
opartego na ODE na wybrane zagadnienia. Tego rodzaju ukierunkowanie wydaje sie by¢ tym
bardziej pozadane, im bardziej ztozony /rozbudowany bedzie badany model matematyczny. Reasu-
mujac, obie metody prowadza do uzyskania podobnych wnioskéw, a zatem moga by¢ traktowane
jako alternatywne podejscia. Jednak ten wstepny wniosek zostal wyciagniety po analizie stosun-
kowo prostego modelu biologicznego. Tym samym stal sie¢ motywacja dla dalszego rozwoju tych
badan, gdzie przeprowadzono analize dla znacznie bardziej ztozonego uktadu biologicznego wyka-
zujac, ze podejscia oparte o sieci Petriego jak i ODE wzajemnie sie uzupelniaja, a zastosowanie
ich obu jednoczesnie pozwala wydoby¢ z analizy wiecej informacji niz przy uzyciu jednego z nich

- wyniki te opisano w kolejnym podrozdziale 6.3.

6.3 Dualne modelowanie jako narzedzie do kompleksowej analizy
systemoéw biologicznych — Model oparty o klasyczne sieci Petriego

dotyczacy mechanizmu odpowiedzi na uszkodzenia DNA

Badania opisane w niniejszym podrozdziale sg kontynuacja badan opisanych w podrozdziale 6.2.
Podobnie jak wczesniej, wykorzystane zostaly dwa podejscia do modelowania, z tym ze w tym przy-
padku stosowane sa specyficzne metody analizy. W przypadku modelu opartego o réwnania réz-
niczkowe zwyczajne rozwazana jest analiza wrazliwosci, podczas gdy w przypadku modelu opartego
o klasyczne sieci Petriego rozpatrywana jest analiza wazno$ci. Same podejscia do modelowania, za-
réwno réwnania roézniczkowe zwyczajne, jak i sieci Petriego sa szeroko stosowane do modelowania

systemow biologicznych, poczawszy od prostych reakcji biochemicznych, przez Sciezki sygnatowe i
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sieci regulatorowe do ztozonych systemoéw biologicznych [51, 125, 94, 111, 116, 146]. Zazwyczaj w
literaturze spotyka si¢ wykorzystanie jednego z tych podejsé niezaleznie, ale zdarzaja sie tez bada-
nia, w ktorych podejscia te sa taczone [86, 119, 274]. Jednakze we wspomnianych pracach stosuje
sie w wiekszosci ciagle sieci Petriego, ktére miedzy innymi moga byé¢ podstawa do automatycznego
generowania modeli opartych na ODE [112]. W zaproponowanym dualnym modelowaniu skupiono
sie na wykorzystaniu konkretnych metod analizy, a te dotychczas byly stosowane oddzielnie w
réznych celach. Przeprowadzone badania pokazuja, ze zastosowane metody moga sie wzajemnie
uzupelniaé. Analiza wrazliwo$ci wykorzystywana jest do znalezienia parametréw, ktorych zmiana
powoduje najwieksze zmiany ilogciowe i jakosciowe w odpowiedzi modelu. Analiza waznosci, bedaca
analiza strukturalng, pozwala zidentyfikowa¢ najwazniejsze podprocesy pod wzgledem przeptywu
informacji w sieci Petriego. Ostatecznie obie te metody ulatwiaja znalezienie istotnych proceséw w
badanym zjawisku biologicznym i wydaja sie mieé¢ potencjal we wspomaganiu rozwoju terapii me-
dycznych. Podejscie, w ktérym wykorzystane zostaty dwa modele opisane réznymi formalizmami,
zostato okreslone mianem dualnego modelowania i zostalo przeprowadzone na przyktadzie szlaku
ATM-p53-NF-kB. Podejscie to pozwolito postawi¢ wniosek o komplementarnosci badanych me-
tod i tym samym umozliwia przeprowadzenie kompleksowej analizy strukturalnej i parametrycznej
dajac wyniki, ktérych otrzymanie nie bytoby mozliwe w oddzielnym zastosowaniu wspomnianych
metod. Zatem, zaproponowane lgczone podejécie utatwia znalezienie nie tylko kluczowych pro-
cesow, z ktorymi zwiazane sa istotne parametry, ale takze istotnych modutéw, odpowiadajacych
podsystemom sieci regulacyjnych. Uzyskane wyniki moga dawaé szerszy wglad w cele terapeutyczne

i prowadzi¢ do opracowania bardziej efektywnych terapii w medycynie.

6.3.1 Ttlo biologiczne

Badane zjawisko biologiczne dotyczy mechanizméw odpowiedzi systemu na uszkodzenia DNA,
opiera sie na $ciezkach sygnatowych ATM-p53-NF-xB opisanych w pracy [134]. Modul ATM jest
modutem aktywatorowym odpowiedzialnym za detekcje peknie¢ podwojnej nici DNA (DSB, ang.
double strand-breaks), podczas gdy moduly p53 i NF-xB sa modutami regulatorowymi, decydu-
jacymi o odpowiedzi na czynniki stresowe. Doglebne zrozumienie tego zlozonego systemu biolo-
gicznego jest wazne z perspektywy klinicznej dla terapii antynowotworowych, gdyz system ten
determinuje losy komoérek. Ponizej opisano tto biologiczne badanego zjawiska.

Modul ATM, zwany takze modulem detekcji, jest odpowiedzialny za wykrywanie uszkodzen
DNA (w szczegdlnosci peknie¢ podwojnej nici DNA), ale takze jest odpowiedzialny za wzmac-
nianie sygnalu i przekazywanie go do modutéw regulacyjnych p53 i NF-xB [134]. Z uwagi na to
nieprawidtowe dzialanie modutu ATM jest najgrozniejsze z perspektywy komorki, poniewaz umoz-
liwia przekazanie uszkodzonego DNA do komérek potomnych. Konsekwencja tego moze byé¢ m.in.
przedwczesne starzenie sie, ale takze rozw6j nowotworow [243, 310].

Pierwszy ze wspomnianych modutéw regulacyjnych, modul p53, jak nazwa wskazuje, jest Scisle
zwiazany z biatkiem pb3. Wymienione biatko jest czynnikiem transkrypcyjnym zwanym takze
straznikiem genomu. To okreslenie jest odpowiednio zastuzone i wynika z pelnionych przez to biatko
funkeji [291]. Jedna z gléwnych rol tego biatka jest inicjowanie proceséw naprawy DNA, a takze
zatrzymywanie cyklu komoérkowego po uszkodzeniu DNA, zapobiegajac tym samym podzialom
uszkodzonych komérek. Inng peliona przez p53 funkcja jest inicjowanie apoptozy, programowane;j
$mierci komorki, ktora ma miejsce, gdy naprawa uszkodzenn DNA nie jest juz mozliwa lub gdy
zajmuje zbyt duzo czasu [202, 226]. Jak mozna sie zatem spodziewaé, dysfunkcje biatka p53 sa
bardzo szkodliwe i prowadza do wielu choréb, w tym pojawiaja sie w wielu typach nowotwordw

oraz sprzyjaja ich progresji. Doniesienia literaturowe wskazuja, ze mutacje w genie p53 wystepuja w
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okoto potowie typow nowotwordw, a w wielu innych zaobserwowaé¢ mozna nieprawidtowe dziatanie
innych bialek uczestniczacych w szlaku sygnalowym p53 [3].

Drugim ze wspomnianych modutéw regulacyjnych jest modul NF-kB. NF-xB jest czynnikiem
transkrypcyjnym odpowiedzialnym przede wszystkim za wezesna odpowiedz immunologicznag [113,
162] i jest aktywowany przez roznego rodzaju bodzce, w tym miedzy inny przez czynnik martwicy
nowotworéw (TNF) [215]. Ponadto, NF-«B reguluje wiele istotnych procesoéw, obejmujac apoptoze,
angiogeneze, metastaze czy progresje cyklu komorkowego, a wiec moze odgrywaé kluczowa role w
progresji nowotworéw [114, 298].

Oba opisane modutly regulacyjne, p53 i NF-xB, wspoélnie kontroluja odpowiedz komoérek na stres
[215, 222]. Istnieje wiele $ciezek taczacych te dwa moduly, przy czym niektore interakcje miedzy
nimi p53 sa kooperatywne, a niektére odwrotnie, antagonistyczne. Najbardziej oczywista interakcja
wystepuje na poziomie transkrypcyjnym, gdzie NF-xB zwieksza transkrypcje p53, podczas gdy p53
thumi transkrypcje inhibitoréw NF-xB (IkB i A20) [225]. Te wlasnie mechanizmy, a wiec system
odpowiedzi na uszkodzenia DNA, oparty na relacjach miedzy §ciezkami sygnatowymi ATM-p53—
NF-kB, staly sie przedmiotem badan przytoczonych w tym podrozdziale.

6.3.2 Modele

Obecny paragraf zawiera opis dwoch modeli wyrazonych za pomoca réznych formalizméw, jed-
nakze opisujacych to samo zjawisko biologiczne. Wykorzystano istniejacy model oparty na ODE
dotyczacy mechanizmu systemu odpowiedzi na uszkodzenia DNA (sciezki ATM-p53-NF-xB) [134].
Model ten zostal wykorzystany jako podstawa do opracowania odpowiadajacego mu modelu opar-
tego na klasycznych sieciach Petriego. Ten rodzaj sieci Petriego umozliwia utworzenie modelu
jakosciowego opartego na interakcjach pomiedzy komponentami, bez zadnych informacji iloscio-

wych.

Sposdb transformacji modelu opartego na ODE do modelu opartego o sieci Petriego

W opisywanym badaniu kluczowy jest sposéb na przelozenie formalizmu jednego modelu na
drugi wraz z petna $wiadomoscia ograniczen, ktore moga przektadaé sie na poézniejsze wniosko-
wanie i interpretacje wynikéw. Modelowane systemy opisywane za pomoca réwnan rézniczkowych
moga by¢ przedstawiane jako diagramy sieci reakcji biochemicznych. Te diagramy w pewnym stop-
niu przypominaja graficzna reprezentacje modelu opartego o sieci Petriego. Jednak transformacja
modeli wyrazonych za pomoca, ODE do modeli opartych o sieci Petriego nie jest wcale tak oczywi-
sta. Aby wyjasnié¢, w jaki sposob dokonaé tej translacji, wykorzystano fragment badanego systemu
biologicznego, ktory przedstawiono w dwoch reprezentacjach na Rysunku 6.4.

Rysunek 6.4 a) ilustruje diagramu sieci reakcji biochemicznych, bedacy wybranym fragmentem
modelu opartym na ODE, gdzie tekstowo opisano czasteczki biorace udzial w danych procesach,
tj. syntetyzowane transkrypty, bialka oraz ich kompleksy. Strzalki ciagle reprezentuja reakcje, w
tym takze przejscie czasteczek w inna forme, np. z nieaktywnej w aktywna. Strzalki przerywane
wskazuja, ze dana czasteczka wplywa na reakcje reprezentowang przez strzatke ciagta. Ponadto,
strzaltka zakonczona ostrym grotem oznacza stymulacje reakcji przez dany komponent, natomiast
tepe zakonczenie strzatki oznacza reakcje hamowania. Rysunek 6.4 b) zawiera odpowiadajacy Ry-
sunkowi 6.4 a) fragment sieci Petriego, gdzie czasteczki opisane tekstowo na schemacie modelu
opartego na ODE, zostaly zastapione miejscami, a reakcje wraz z ich mechanizmami regulacyjnymi
zostaly zastapione tranzycjami. Na uwadze nalezy mieé¢ fakt, ze model oparty na klasycznej sieci
Petriego ma charakter jakosciowy, dlatego tez przetozenie modelu wyrazonego za pomoca ODE

na ten rodzaj sieci Petriego wiaze sie z zachowaniem struktury modelu z jednoczesna utrata in-
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RysuNEK 6.4: Poréwnanie reprezentacji graficznych dla modelu opartego na ODE i modelu opartego o sieci Petriego.
Rysunek pochodzi z pracy [104].

formacji ilosciowych, takich jak wartosci kinetycznych szybkosci reakcji. Ponadto, w klasycznych
sieciach Petriego nie wyréznia si¢ roznych typow tukéw, w przeciwienistwie do tukéw stosowanych
na diagramach opisujacych model oparty na ODE. Innymi stowy, w modelu opartym o klasycznym
sieci Petriego nie wyroéznia sie tukéw hamujacych, w tym przypadku rézne typy reakcji, tj. przej-
$cie danego zwiazku w forme aktywna, wymuszenie reakcji, zahamowanie reakcji czy degradacja
sg oznaczone tym samy klasycznym tukiem skierowanym. Z uwagi na te ograniczenia zapropono-
wany model oparty o sieci Petriego zostal odpowiednio dostosowany. Szczegdlna uwage poswie-
cono mechanizmom hamowania okreslonych reakcji i degradacji, ale takze reakcji enzymatycznych.
Ograniczenie zwigzane z reakcjami hamowania i degradacji zostalo rozwiazane w sposoéb opisany
w rozdziale 3 w paragrafie 3.2.2 (schemat graficzny rozwiazania tego problemu znajduje si¢ na Ry-
sunku 3.2). Sam mechanizm hamowania w klasycznych sieciach Petriego opiera sie na stworzeniu
dodatkowej tranzycji zapobiegajacej aktywowaniu innej reakcji poprzez podbieranie tokenéw z jej
miejsc poprzedzajacych. W ten sposob okreslona reakcja zostaje ostabiona (zahamowana). Poza
ograniczeniem zasobéw i uniemozliwieniem czestego aktywowania danej reakcji, mozna ja takze
calkowicie zahamowaé poprzez analize knockout (patrz rozdzial teoretyczny 2, definicja 2.2.13).
Kolejne ograniczenie, ktére wymagalto rozwiagzania, dotyczy reakcjami enzymatycznych. Zgodnie
z rzeczywistoscia biologicznag enzymy biorace udzial w danej reakcji nie powinny by¢ usuwane,
powinny by¢ dostepne i gotowe do katalizowania kolejnych reakcji. Z tego wzgledu w modelu utwo-
rzono pule poszczegolnych sktadnikéw, tak aby zapewnié powrot enzyméw do obiegu.

Chcac dopetni¢ obraz opisywanej translacji modelu opartego o ODE do modelu wyrazonego za
pomoca sieci Petriego, rozwazono ponizej wybrane réwnanie. R6wnanie to opisuje zmiane poziomu
jadrowego ufosforylowanego biatka p53 (p53,y), a jego graficzna reprezentacja zostala przedsta-

wiona na omoéwionym wyzej Rysunku 6.4 a).

dp53,,
dt

AT M, (t) CHK2,,(t)
a 535 (1) —
AT Mo (8) + pmy 7 CHE 2, (1) + pz JP53:(¢) (6.13)

—pc1 P53, ()W IP1,(t) — (pdy + pds M DM22,, (t))p53,n (t)

= (pa1 + paz

W réwnaniu (6.13) kolejne wyrazenia opisuja odpowiednio: spontaniczna aktywacje p53, ak-
tywacje pb3 zalezng od ATM i Chk2, inaktywacje zalezng od Wipl, degradacje spontaniczng i
degradacje zalezng od Mdm2. Jak mozna zauwazy¢, wyrazenia te bezposrednio odpowiadaja po-
szczegolnym fragmentom sieci Petriego zawartym na Rysunku 6.4 b). Ponizej zawarto szczegolowy

opis sposobu modelowania wspomnianych wyrazeri w postaci sieci Petriego:

e Spontaniczna aktywacja pb3:
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Do zamodelowania tego podprocesu potrzebne sa trzy komponenty sieci Petriego — dwa miej-
sca 1 jedna tranzycja, tzn. miejsce (p53n) poprzedzajace tranzycje (spontaniczna fosforylacja
p53n), wspomniana tranzycja oraz miejsce (p53pn) nastepujace po tej tranzycji, co w gra-
ficznej postaci wyglada nastepujaco: p53n — spontaniczna fosforylacja p53n — p53pn. Ze
wzgledu na fakt, ze jest to reakcja spontaniczna, do jej aktywacji nie jest potrzebny zaden

dodatkowy sktadnik (dodatkowe miejsce poprzedzajace).

e Aktywacja p53 zalezna od ATM:

Do zamodelowania tego podprocesu potrzebne sa cztery komponenty sieci Petriego — trzy
miejsca 1 jedna tranzycja, tzn. dwa miejsca (pd3n i ATM) poprzedzajace tranzycje (fosfo-
rylacja p53n przez ATM), wspomniana tranzycja oraz miejsce (p53pn) nastepujace po tej
tranzycji, co w graficznej postaci wyglada nastepujaco: pd3n i ATM — fosforylacja p53n
przez ATM — p53pn. Oznacza to, ze do uruchomienia tej tranzycji wymagane sg dwa
komponenty: p53n i ATM.

e Aktywacja pb3 zalezna od Chk2:

Do zamodelowania tego podprocesu potrzebne sa cztery komponenty sieci Petriego — trzy
miejsca i jedna tranzycja. Modelowanie odbywa sie w doktadnie w taki sam sposéb, jak

przedstawiono powyzej dla procesu aktywacji p53 zaleznej od ATM.

e Inaktywacja p53 zalezna od Wipl:

Aktywacja/inaktywacja (fosforylacja/defosforylacja) dowolnych elementoéw jest modelowana

w podobny sposob, rézniacy sie jedynie kierunkiem tukéw, przyktadowo:

— aktywacja: p53n — aktywacja — p53pn,

— inaktywacja: p53n <— inaktywacja <— p53pn.

Do zamodelowania podprocesu inaktywacji p53 zaleznej od Wipl potrzebne sa cztery kom-
ponenty sieci Petriego — trzy miejsca i jedna tranzycja, tzn. dwa miejsca (p53pn i WipIn)
poprzedzajace tranzycje (defosforylacja p53pn przez WipIn), wspomniana tranzycja i miej-
sce (p53n) nastepujace po tej tranzycji, co w graficznej postaci wyglada nastepujaco: p53pn
i Wipln — defosforylacja p53pn przez Wipln — pb3n.

e Spontaniczna i zalezna od Mdm?2 degradacja p53:

Tranzycje odpowiadajace degradacjom, w przeciwienstwie do innych reakcji, nie posiadaja
miejsc nastepujacych, a wiec sa to tranzycje wyjsciowe. Do zamodelowania spontanicznej
degradacji wymagane sa dwa komponenty sieci Petriego: miejsce (p53pn) poprzedzajace
tranzycje (degradacja p53pn) oraz wspomniana tranzycja, co w graficznej postaci wyglada
nastepujaco: pb3pn — degradacja p53pn.

W przypadku degradacji zaleznej od Mdm2 potrzebne sa dwa miejsca (p53pn i Mdm2pn)

poprzedzajace tranzycje (degradacja p53pn przez Mdm2pn) oraz wspominana tranzycja, co

w graficznej postaci wyglada nastepujaco: p53pn i Mdm2 — degradacja p53pn.

e Produkcja p53:

Podobnie jak w przypadku diagramu dla modelu opartego ma ODE (Rysunek 6.4 a)) pro-
ces elementarny, jakim jest produkcja p53, jest tylko symbolicznie reprezentowany przez tuk
skierowany (Rysunek 6.4 b)), gdyz opisywany jest tylko fragment badanego systemu biolo-

gicznego.
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Model oparty o réwnania ré6zniczkowe zwyczajne

W opisywanych badaniach wykorzystano istniejacy model oparty na ODE [134], w ktorym to
rownania rézniczkowe zwyczajne zostaly wykorzystane do opisu dynamiki 61 sktadnikow (biakek i
transkryptow). Model zawiera 135 parametrow, w tym 123 parametry opisujace szybkosé reakcji
biochemicznych i 12 parametréw opisujacych wlasciwosci fizyczne symulowanej komorki.

Symulacje przeprowadzono przy uzyciu funkcji ode25tb w Matlabie z wykorzystaniem para-
metrow opisanych w pracy zrodlowej [134]. Przeprowadzono symulacje z roznymi kombinacjami
sygnatow wejsciowych. Pierwszy sygnal wejéciowy reprezentuje czynnik martwicy nowotworéow o
(TNF), ktory stymuluje kanoniczna $ciezke sygnalowa NF-xB. Drugi za$ reprezentuje promienio-
wanie jonizujace (IR), ktore prowadzi do uszkodzenia DNA i w nastepstwie do aktywacji $ciezki
sygnalowej p53, jak réwniez NF-xB.

Do dalszej analizy zdefiniowano dwa protokoly symulacyjne, rozniace sie calkowita dawka na-

promieniowania. W kazdym protokole symulacje podzielone zostaly na trzy nastepujace fazy:

e Faza 0 — 24-godzinna faza, podczas ktorej model osiaga stan ustalony (bez sygnalow wej-
$ciowych: brak IR i brak TNF).

e Faza 1 — faza stymulacji, podczas ktorej szlaki sygnatowe sa stymulowane przez jednoczesna
aktywacje TNF (10 ng/ml) i IR (1 h napromieniania dawka catkowita 4 lub 10 Gy).

e Faza 2 — faza po napromieniowaniu trwajaca 240 godzin, podczas ktorej naprawiane sg

uszkodzenia DNA spowodowane w fazie 2 (brak IR, TNF nadal obecny w stezeniu 10 ng/ml).

Model oparty o klasyczne sieci Petriego

Proponowany model koncentruje sie na szlakach ATM, p53, NF-xB oraz wzbudzeniach zwig-
zanych z obecno$cia TNF i IR. Model ten zawiera 170 tranzycji, 89 miejsc i jest pokryty przez 541
t-niezmiennikéw. Wszystkie nazwy pasywnych i aktywnych komponentéw zawarto w Tabeli 6.4
i 6.5. W obu tych tabelach wyr6zniono kolumny: ID — kolumna zawierajaca identyfikator miej-
sca/tranzycji i Znaczenie biologiczne — kolumna zawierajaca nazwe miejsca/tranzycji okreslajaca
jej przeznaczenie w systemie. Model oparty o sieci Petriego zostal przedstawiony na Rysunku 6.5,
gdzie kolorystycznie oznaczono pojawiajace sie modulty: ATM (zielony), p53 (szary), NF-xB (czer-
wony ), WIP1 (niebieski), CREB (fioletowy) oraz wymuszenia systemu (zotty). Model zostal utwo-

rzony przy uzyciu narzedzia Holmes [230].

TABELA 6.4: Lista nazw pasywnych komponentéw sieci — miejsc (patrz [104]).

ID | Znaczenie biologiczne ID | Znaczenie biologiczne

Ppo DNA D45 IkBan

p1 DSB pas | IKKa

D2 IR pa7 | IKKi

P3 mRNA p21 pag | IKKii

P4 mRNA Bax pag | IKK

5 p21 pso | NF-xBn

6 Bax ps1 | IkBa

p7 p53pn ps2 | kompleks IkBa i NF-xkB w jadrze

P8 p53n ps3 | kompleks IkBa i NF-kB w cytoplazmie
P9 mRNA p53 psa | NF-xB

pio | mRNA Mdm2 ps5 | IkBa przeznaczony do degradacji

p11 | mRNA PTEN ps6 | shRNA

P12 PTEN D57 IkBap

p13 | PIP3 pss | kompleks IkBap i NF-kB w cytoplazmie
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ID | Znaczenie biologiczne ID | Znaczenie biologiczne

p14 | PIP2 ps9 | IkBap przeznaczony do degradacji

p1s | AKT peo | GATM

pie | AKTp D61 GCHK2

p17 | Mdm2 pe2 | GPTEN

p1s | Mdm2p pe3 | GMdm?2

p19 | mRNA Wipl pesa | Gp21

p20 | Wipln pes | GBax

p21 | mRNA Chk2 pee | GA20

p22 | Chk2n pe7 | GIkBa

p23 | Chk2pn pes | GWipl

p24 | mRNA ATM peg | Gpb3

p2s | ATMn pro | nieaktywne GA20

p26 | pre-miR-16 p71 | nieaktywne GATM

p27 | miR-16 p72 | nieaktywne GBax

p2g | ATMpn p73 | nieaktywne GCHK2

p29 | ATMan pra | nieaktywne GIkBa

p30 | CREBn prs | nieaktywne GMdm2

p31 | MRNn pre | nieaktywne Gp21

p32 | MRNpn p77 | nieaktywne Gp53

p33 | KSRP prs | nieaktywne GPTEN

p34 | KSRPpn p79 | nieaktywne GWipl

p35 | Mdm2pn pgo | CREBpn

p36 | Mdm2ppn ps1 | KSRPp

p37 | TNFa pg2 | PIP3 po fosforylacji AKT

p3s | TNFR1 ps3 | AKTp po fosforylacji Mdm?2

p39 | Ra ps4 | KSRPpn po transkrypcji do pre-miR-16

pao | IKKKa pss | CREBpn po aktywacji GATM

pa1 | IKKK pse | CREBpn po aktywacji GWipl

pa2 | A20 pg7 | MRNpn po przejsciu ATMpn

p43 | mRNA A20 pgs | IKKKa po przejsciu IKK

paa | mRNA IkBa

TABELA 6.5: Lista nazw aktywnych komponentow sieci — tranzycji (patrz [104]).

ID | Znaczenie biologiczne ID Znaczenie biologiczne

to naprawa uszkodzen indukowana przez p53pn tss przejscie z IKKi do IKKii

t1 tworzenie DSB stymulowane przez IR ts6 przejscie z IKKii do IKK

to zrodlo IR tsr przejscie z IKK do IKKa przez IKKKa

t3 transkrypcja z DNA do mRNA Bax 188 hamowanie Ra przez A20

ta transkrypcja z DNA do mRNA p21 tsg przejscie z IKK do IKKa przez ATMan

ts translacja z mRNA p21 do p21 t9o hamowanie transkrypcji mRNA IxkBa przez
p53pn

te translacja z mRNA Bax do Bax to1 hamowanie transkrypcji mRNA A20 przez
p53pn

tr degradacja p21 too degradacja mRNA p21

ts degradacja Bax tos degradacja mRNA Bax

tg defosforylacja p53pn przez Wipln toa degradacja p53pn

t10 | fosforylacja p53n przez Chk2pn tos degradacja p53n

t11 | degradacja p53pn przez Mdm2pn toe degradacja Mdm2ppn

t12 | degradacja p53n przez Mdm2pn tor degradacja Mdm2pn

ti3 | zrodlo DNA tos degradacja Mdm?2

t14 | transkrypcja z DNA do mRNA p53 tgg degradacja Mdm2p

t15 | degradacja mRNA p53 tioo | przejscie IkBa z jadra do cytoplazmy

t16 | translacja z mRNA p53 do p53n ti01 | przejscie IkBa z cytoplazmy do jadra

t17 | transkrypcja z DNA do mRNA Mdm2 tio2 | tworzenie kompleksu IkBan i NF-xBn
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ID | Znaczenie biologiczne ID Znaczenie biologiczne

tig | transkrypcja z DNA do mRNA PTEN t103 | przejscie kompleksu IkBa i NF-kB z jadra do
cytoplazmy

ti9 | degradacja mRNA Mdm2 ti104 | degradacja IkBa

too | degradacja mRNA PTEN tio5 | tworzenie kompleksu IkBa i NF-xB

to1 | translacja z mRNA PTEN do PTEN tio6 | degradacja kompleksu IkBa i NF-«B

tag | degradacja PTEN tio7 | przejscie NF-kB z cytoplazmy do jadra

tos | defosforylacja PIP3 przez PTEN tios | zrodlo IKK

tog | fosforylacja PIP2 tio9 | degradacja IkBa po degradacji kompleksu

tos | defosforylacja AKTp ti10 | transkrypcja do mRNA Wipl

toe | fosforylacja AKT przez PIP3 i ATMan t111 | degradacja mRNA Wipl przez shRNA

tor | fosforylacja Mdm2 przez AKTp ti12 | synteza shRNA

tog | defosforylacja Mdm2p t113 | przejscie KSRPpn z jadra do cytoplazmy

tag | degradacja Mdm2p przez Chk2p t114 | spontaniczna fosforylacja p53n

tao | degradacja Mdm2 przez Chk2pn t115 | rozlaczenie kompleksu IkBa i NF-xkB

t31 translacja z mRNA Mdm2 do Mdm?2 ti16 | fosforylacja IkBa przez IKKa

tza | translacja z mRNA Wipl do Wipln t117 | degradacja IkBap

t33 degradacja Wipln t118 | fosforylacja IkBa w kompleksie z NF-«xB przez
IKKa

tza | degradacja mRNA Wipl t119 | degradacja kompleksu IkBap i NF-xB

tss | transkrypcja z DNA do mRNA Chk2 ti20 | degradacja IkBap po degradacji kompleksu

t36 degradacja mRNA Chk2 t121 spontaniczna inaktywacja TNFR1

ts7 | translacja z mRNA Chk2 do Chk2n ti122 | niezalezna aktywacja GATM

tag | defosforylacja Chk2pn przez Wipln t123 | aktywacja GATM zalezna od p53pn

tsg | fosforylacja Chk2n przez ATMan t124 | aktywacja GATM zalezna od CREBpn

tao degradacja Chk2n ti2s | aktywacja GCHK2

ts1 | degradacja Chk2pn ti26 | aktywacja GPTEN przez p53pn

ts2 | transkrypcja do mRNA ATM ti27 | aktywacja GMdm2 zalezna od p53pn

tsy3 | translacja z mRNA ATM do ATMn ti12s | aktywacja Gp2l zalezna od p53pn

taa degradacja ATMn ti29 | aktywacja GBax zalezna od p53pn

tss | degradacja mRNA ATM ti30 | aktywacja GA20 zalezna od NF-kBn

tag | degradacja mRNA Wipl przez miR-16 t131 | inaktywacja GATM

tg7 | dojrzewanie pre-miR-16 tiz2 | inaktywacja GCHK2

tqg | transkrypcja do pre-miR-16 przez KSRPpn tis3 | inaktywacja GPTEN

tgg | degradacja miR-16 ti34 | inaktywacja GMdm?2

tso | degradacja pre-miR-16 tis5 | inaktywacja Gp21

ts1 | defosforylacja ATMpn przez Wipln tiss | inaktywacja GBax

tso | fosforylacja ATMn przez DSB tis7 | inaktywacja GA20

tss | degradacja ATMpn t1ss | inaktywacja GIkBa

tsa | przejscie ATMpn do ATMan przez MRNpn tizg9 | aktywacja GIkBa zalezna od NF-xBn

tss | przejscie ATMan do ATMpn przez Wipln ti40 | niezalezna aktywacja GWipl

tse | degradacja ATMan t141 | inaktywacja GWipl

ts7 | defosforylacja CREBpn t1a2 | aktywacja GWipl zalezna od p53pn

tsg | fosforylacja CREBn przez ATMan t143 | aktywacja GWipl zalezna od NF-xBn

tsg | fosforylacja MRNn przez DSB t144 | aktywacja GWipl zalezna od CREBpn

t60 defosforylacja MRNpn t145 | zrodlo NF-xB

te1l fosforylacja MRNn przez ATMpn tia6 | inaktywacja Gpb53

te2 fosforylacja KSRP przez ATMan tia7 | aktywacja Gp53 zalezna od NF-xBn

tes | defosforylacja KSRPp ti148 | reaktywacja GA20

tea | przejscie KSRPp z cytoplazmy do jadra t149 | reaktywacja GATM

tes | przejscie Mdm2p z cytoplazmy do jadra t150 | reaktywacja GBax

tes | degradacja Mdm2pn przez Chk2pn t151 | reaktywacja GCHK2

te7 | fosforylacja Mdm2pn przez ATMan tis2 | reaktywacja GIkBa

tes | defosforylacja Mdm2ppn przez Wipln ti153 | reaktywacja GMdm2

teo | degradacja Mdm2ppn przez Chk2pn tis4 | reaktywacja Gp2l

t7o | fosforylacja p53n przez ATMan tis5 | reaktywacja Gpb53

t71 | hamowanie mRNA Chk2 przez p53pn tis6 | reaktywacja GPTEN
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ID | Znaczenie biologiczne ID Znaczenie biologiczne

t72 zrodlo TNFa tis7 | reaktywacja GWipl

trs | zrédlo TNFR1 tis8 | tworzenie puli PIP3

tra | aktywacja TNFR1 przez TNFa tis9 | tworzenie puli AKTp

trs | przejscie IKKK do IKKKa przez TNFR1 tieo | tworzenie puli KSRPpn

tze | przejscie IKKKa do IKKK ti61 | tworzenie puli CREBpn po aktywacji GATM
t77 | transkrypcja z DNA do mRNA A20 przez | tig2 | tworzenie puli MRNpn

IxkBan
trg | translacja z mRNA A20 do A20 ti63 | tworzenie puli IKKKa
trg | degradacja mRNA A20 ti64 | tworzenie puli CREBpn po aktywacji GWipl

tgo | transkrypcja z DNA do mRNA IkBa ti65 | spontaniczna aktywacja GBax

ts1 degradacja A20 tie6 | spontaniczna aktywacja Gp2l

tg2 degradacja mRNA IxkBa ti67 | spontaniczna aktywacja GMdm2

tgs | translacja z mRNA IkBa do IkBa ti6s | spontaniczna aktywacja GPTEN

tga | przejscie IKKa do IKKi przez A20 ti69 | spontaniczna aktywacja Gp53
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RysUNEK 6.5: Zaproponowany model Sciezki ATM-p53-NF-xkB z dwoma wymuszeniami (TNF i IR) (541 t-inw).
Rysunek pochodzi z pracy [104].

Weryfikacja poprawnosci konwersji modelu opartego na ODE do modelu opartego o

sieci Petriego

Adekwatnosé modelu wyrazonego w formalizmie sieci Petriego do modelu opartego na ODE zo-
stata potwierdzona poprzez poréwnanie kluczowych punktéw kontrolnych, uzyskanych dla réznych
konfiguracji modelu. Rozumie si¢ przez to analize knockout odpowiednich modutow, tj. wylacze-
nie pojedynczego modutu wejsciowego (TNF lub IR) oraz wylaczenie obu modutéw wejsciowych

jednoczesnie (TNF i IR) — ten ostatni odpowiada stanowi ustalonemu. W ten sposob odpowiedz
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systemu na aktywacje TNF moze by¢ analizowana poprzez analize knockout dla modutu IR, a od-
powiedz systemu na aktywacje IR moze by¢ analizowana poprzez analize knockout modutu TNF.
Tego rodzaju podejscie pozwala okresli¢ czy model oparty o sieci Petriego odpowiada modelowi
opartemu na ODE w réznych stanach modelowanego systemu.

W przypadku aktywacji TNF nalezy spodziewaé si¢ znaczacej aktywacji szlaku NF-xB i mo-
dutéw Scisle z nim zwiazanych. Dla wzbudzenia IR oczekiwana jest znaczna aktywacja szlaku p53.
Natomiast w przypadku homeostazy (stanu bez wzbudzenia zwiazanego z TNF i IR) obserwowane
sg niskie poziomy Chk2, ATM, p53p oraz bardzo niski poziom p21 i BAX. Wymienione charakte-
rystyczne wlasciwosci poszczegélnych standéw sg rowniez charakterystyczne dla modelu opartego o

sieci Petriego. Ponizej przedstawiono szczegdtowa analize potwierdzaja powyzsze wnioskowanie:

1. Stan ustalony — analiza modelu opartego o sieci Petriego z wytaczeniem modutu TNF i IR:

Zaklada sie, ze stan ustalony reprezentowany jest przez niskie poziomy Chk2, ATM, p53p
oraz bardzo niskie poziomy p21 i BAX.

Analiza knockout modutu TNF i IR w modelu opartym o sieci Petriego potwierdza powyzsze
zalozenia. W efekcie tej analizy dochodzi do wytaczenia modutéw Chk2 i ATM. Elementarne
podprocesy zwiazane z fosforylacja p53 sa ostabione, poniewaz wylaczone zostaly reakcje
fosforylacji p53 z udziatem Chk2pn i ATMan. Jedyna niewylaczona w konsekwencji analiz
knockout reakcja jest spontaniczna fosforylacja. Reakcja ta stanowi okoto 49% wszystkich
zamodelowanych podproceséw — tranzycja odpowiadajaca tej reakcji wystepuje w 40 z 82
t-niezmiennikow. Procesy translokacji do Bax i p21 stanowig okoto 4% wszystkich zamode-
lowanych podprocesé6w. Ponadto, analiza knockout wykazata, ze wyltaczone zostaly réwniez
inne podprocesy, tj. moduty CREB, MRN, AKT, KSRP, Mdm, IKK, IKKK, miR-16.

Obok analizy knockout przeprowadzono takze analize waznosci. Analiza waznosci dla modelu
bez wzbudzen zwiazanych z TNF i IR zostala przedstawiona w formie tabelarycznej i zawiera
tylko najbardziej znaczace procesy elementarne, patrz Tabela 6.6. Tabela 6.6 zawiera naste-
pujace kolumny: ID — kolumna zawierajaca identyfikatory odpowiednich tranzycji, Nazwa
procesu elementarnego — kolumna zawierajaca znaczenie biologiczne przypisane do kazdej
tranzycji, Waznosé — kolumna zawierajaca wazno$é¢ tranzycji wyrazona w dwojaki sposéb:
tranz. /t-inw. oraz [%]. Jak pokazuje Tabela 6.6, kluczowe dla funkcjonowania catego systemu
reakcje zwiazane sg z p53 (od aktywacji genu, transkrypcji do translacji p53 i jego fosforylacji)
oraz NF-kB (przejscie NF-£B z cytoplazmy do jadra i dodatkowa aktywacja Gp53).

TABELA 6.6: Analiza waznosci dla modelu ATM—-p53-NF-«B z wytaczeniem TNF i IR (82 t-inw).

‘Wazno$é tranzycji

ID Nazwa procesu elementarnego tranz. /t-inw. %]

tr transkrypcja z DNA do mRNA p53 42/82 51,22
ttg translacja z mRNA p53 do p53n 40/82 48,78
tisT spontaniczna fosforylacja p53n 40/82 48,78
tis2 | przejscie NF-kB z cytoplazmy do jadra 34/82 41,46
t80 zrodlo NF-xB 33/82 40,24
tig2 aktywacja Gpb3 zalezna od NF-xBn 21/82 25,61
tio7 spontaniczna aktywacja Gpb3 21/82 25,61

2. Stan z uwzglednieniem wzbudzenia przez TNF - analiza modelu sieci opartego o Petriego z

wylaczeniem modutu IR:

Zaklada sie, ze stan wzbudzenia przez TNF reprezentowany jest przez znacznie zwigkszona

aktywacje szlaku NF-xB i moduléw Scisle z nim zwiazanych.



6.3. Dualne modelowanie jako narzedzie do kompleksowej analizy systemow biologicznych — Model oparty
o klasyczne sieci Petriego dotyczqcy mechanizmu odpowiedzi na uszkodzenia DNA 189

Wytaczenie IR w modelu opartym o sieci Petriego, odpowiadajace modelowi ze wzbudze-
niem przez TNF, potwierdza powyzsze zalozenia. W konsekwencji analizy knockout modutu
IR wyltaczone zostaly nastepujace moduty: Chk2, ATM, CREB, MRN, AKT, KSRP, Mdm,
miR-16. Elementarne procesy zwiazane z fosforylacja p53 sa ostabione, poniewaz wylaczono
reakcje fosforylacji p53 z udziatem Chk2pn i ATMan. Aktywna reakcja pozostaje jedynie fos-
forylacja spontaniczna. Natomiast w module IKK wylaczono tylko jeden elementarny proces,
jakim jest fosforylacja IKK za posrednictwem ATMan.

Analiza wazno$ci przeprowadzona dla modelu ze wzbudzeniem TNF przedstawiona zostata w
Tabeli 6.7, jednak zawarto tam tylko najistotniejsze procesy elementarne. Tabela 6.7 zawiera
nastepujace kolumny: ID — kolumna zawierajaca identyfikatory odpowiednich tranzycji, Na-
zwa procesu elementarnego — kolumna zawierajaca znaczenie biologiczne przypisane do kazdej
tranzycji, Waznosé — kolumna zawierajaca waznosé¢ tranzycji wyrazona w dwojaki sposob:
tranz. /t-inw. oraz [%]. Wyniki wskazuja, ze najbardziej kluczowe reakcje dla funkcjonowania
uktadu z wymuszeniem TNF zwiazane sa z modulem p53 (od aktywacji genu, transkrypcji
do translacji p53 i jego fosforylacji) oraz NF-xkB (przejscie NF-xB z cytoplazmy do jadra i
dodatkowa aktywacja Gpb3). Wyniki te potwierdzaja znaczne zwiekszenie aktywacji Sciezki
NF-xB przez TNF.

TABELA 6.7: Analiza waznosci dla modelu ATM—-p53-NF-xB z wylaczeniem IR (89 t-inw).

ID Nazwa procesu elementarnego tgﬁzf}:ﬁfngfinzbi%ll
tr transkrypcja z DNA do mRNA p53 42/89 47,19
tg translacja z mRNA p53 do p53n 40/89 44,94
tes spontaniczna fosforylacja p53n 40/89 44,94
te2 przejicie NF-kB z cytoplazmy do jadra 39/89 43,82
tor zrodto NF-xkB 38/89 42,70
tog aktywacja Gpb3 zalezna od NF-xBn 21/89 23,60
t115 spontaniczna aktywacja Gp53 21/89 23,60

3. Stan z uwzglednieniem wzbudzenia przez IR - analiza modelu opartego o sieci Petriego z

wylaczeniem modutu TNF:

Zakltada sie, ze stan wzbudzenia przez IR reprezentowany jest przez znacznie zwiekszona

aktywacje szlaku p53 i moze réwniez zwickszaé¢ aktywacje szlaku NF-xB.

Wytaczenie modutu TNF w modelu opartym o sieci Petriego, odpowiadajace modelowi ze
wzbudzeniem przez IR potwierdza powyzsze zalozenia. W konsekwencji analizy knockout
wylaczone zostaty petle IKK i IKKa, odpowiadajace podprocesom fosforylacji IKK do IKKa
i defosforylacji IKKa do IKK. Mozna zatem zauwazy¢, ze proces fosforylacji IKK do IKKa

zostal znacznie ostabiony, jednak dalej ta reakcja moze byé¢ stymulowana przez ATMan.

Analiza waznosci przeprowadzona dla modelu ze wzbudzeniem przez IR przedstawiona zo-
stala w Tabeli 6.8, jednak zawarto tam tylko najistotniejsze procesy elementarne. Tabela 6.8
zawiera nastepujace kolumny: ID — kolumna zawierajaca identyfikatory odpowiednich tran-
zycji, Nazwa procesu elementarnego — kolumna zawierajaca znaczenie biologiczne przypisane
do kazdej tranzycji, Waznosé — kolumna zawierajaca waznosé tranzycji wyrazona w dwo-
jaki sposob: tranz. /t-inw. oraz [%]. Wyniki wskazuja, ze najbardziej kluczowe reakcje dla
funkcjonowania uktadu z wymuszeniem IR zwiazane sa, podobnie jak w innych stanach, z
tworzeniem uszkodzern DSB, ATM (od transkrypcji, przez translacje, do jego fosforylacji i
zaangazowania w fosforylacje Chk2n), p53 (od transkrypcji, przez translacje, do fosforylacji)
oraz NF-kB (przejscie NF-kB z cytoplazmy do jadra). Takie wyniki potwierdzaja znaczne
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zwiekszenie aktywacji szlakow p53 i NF-kB przez IR, jednak réownie kluczowe sa elementarne

procesy wchodzace w sktad modutu ATM.

TABELA 6.8: Analiza waznosci dla modelu ATM—-p53-NF-xB z wylaczeniem TNF (534 t-inw).

ID Nazwa procesu elementarnego t::ﬁ:fl/:ﬁicng?nzy[%l]
t1 tworzenie DSB stymulowane przez IR 418/534 78,28
to zrodlo IR 418/534 78,28
t42 transkrypcja do mRNA ATM 418/534 78,28
t13 zrodlo DNA 416/534 77,90
t1a transkrypcja z DNA do mRNA p53 416/534 77,90
tso fosforylacja ATMn przez DSB 415/534 77,72
tie translacja z mRNA p53 do p53n 414/534 77,53
tas translacja z mRNA ATM do ATMn 414/534 77,53
tsa przejscie ATMpn do ATMan przez MRNpn 407/534 76,22
t154 tworzenie puli MRNpn 407/534 76,22
t100 przejécie NF-kB z cytoplazmy do jadra 254/534 47,57
t137 zrodlo NF-xB 253/534 47,38
t39 fosforylacja Chk2n przez ATMan 222/534 41,57

Niezaleznie od tego, ktory stan podlegal analizie (stan ustalony, stan z wymuszeniem TNF,
stan z wymuszeniem IR) to kluczowe reakcje dla funkcjonowania modelowanego systemu zawsze
zwiazane sa z obecnoscia NF-xB i pb53. Wyjatkiem jest stan ze wzbudzeniem IR, gdzie réwnie

wazny jest modut ATM.

6.3.3 Analiza i wyniki
Analiza wrazliwosci dla modelu opartego na ODE

Analiza wrazliwosci opisana w tym paragrafie nie zostala wykonana przez autora rozprawy, jest
natomiast wynikiem wspolpracy i badan opublikowanych w [104], doktadny wklad autora zostal
opisany we wprowadzeniu do tego rozdzialu (patrz podrozdzial 6.1).

Analiza wrazliwosci wykorzystana w tych badaniach opiera sie na rozkladzie czestotliwosci
odpowiedzi czasowej systemu do tworzenia rankingéw parametrow [137] i zostata opisana w pod-
rozdziale 2.5 rozdziatu teoretycznego. Niemniej jednak, otrzymywane rankingi mozna wykorzystaé
do znalezienia najwazniejszych parametréw i proceséw, a nastepnie wykorzystaé¢ m.in. do wska-
zania celow molekularnych dla nowych lekoéw. Nalezy jednak zaznaczyé, ze analizie wrazliwo$ci
poddano jedynie parametry kinetyczne modelu, a wiec takie jak szybkosé reakcji biochemicznych,
gdyz tylko one moga stac¢ sie mozliwymi celami molekularnymi dla lekéw. Co wiecej, tylko parame-
try zwiazane z konkretnymi reakcjami biochemicznymi maja swoje odpowiedniki w sieci Petriego
w postaci tranzycji. W rezultacie liczba analizowanych parametréw zostata zredukowana do 123
(z poczatkowych 135). Parametry te zostaly wymienione w Tabeli 8.1 w materiatach dodatkowych
(patrz podrozdzial 8.1 rozdziatu 8).

Ranking parametréw otrzymany w wyniku analizy wrazliwosci reprezentuje skumulowany efekt
zmiany danej wartosci parametru na wszystkie zmienne w modelu. Nalezy zauwazy¢, ze wysoka
pozycja danego parametru w rankingu moze sugerowadé, ze zmiana wartosci tego parametru powo-
duje istotna zmiane kilku zmiennych modelu lub umiarkowana zmiane wielu zmiennych modelu.
Jednakze ranking parametréw nie pozwala na rozréznienie tych dwoch przypadkéw. Wyniki dla
badanego modelu opartego na ODE, pokazuja, ze wiele parametréow istotnie wplywa na odpowiedz
modelu, co mozna zauwazy¢ na schemacie zawierajacym ten ranking, patrz Rysunek 6.6. Na Ry-
sunku 6.6 pojawiaja sie dwa rankingi parametrow dla dwoch roznych symulacji, tzn. z niska (gorny

ranking) i wysoka (dolny ranking) dawka promieniowania. Wartosci w tych rankingach mieszcza
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sie w zakresie od 0 do 1, a im wyzsza warto$¢ danego parametru tym istotniejszy moze on by¢ dla

badanego systemu. Interpretacja obu rankingéw znajduje sie ponize;j.
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RysuneEk 6.6: Rankingi parametréow dla modelu $ciezki sygnalizacyjnej ATM-p53-NF-xkB opisanego w [134].
Symulacja zostala przeprowadzona dla dwoch sygnaléow wejsciowych: (gorny ranking) 10 ng/ml TNF i 4 Gy IR;
(dolny ranking) 10 ng/ml TNF i 10 Gy IR. Nazwy parametréow odpowiadajace numerom na rankingu podano w
Tabeli 8.1 znajdujacej si¢ w rozdziale z materiatami dodatkowymi. Rysunek pochodzi z pracy [104].

1. Analiza wynikow symulacji z uzyciem 10 ng/ml TNF i 4 Gy IR:

e Analiza wrazliwosci dla symulacji z niska dawka promieniowania wykazata, ze para-
metrem majacym najwickszy wplyw na odpowiedZz modelu jest parametr zwiazany z
szybkoscig uszkodzern DSB wywotanych przez IR. Odkrycie to nie jest zaskakujace i nie
prowadzi do zadnych wnioskéw dotyczacych perspektywicznych celow molekularnych

lekow.

e W module p53 analiza wrazliwosci pozwolita ma identyfikacje wielu istotnych para-
metréw, w tym parametréw bezposrednio wplywajacych na poziom biatka p53 i jego
inhibitora Mdm2, tj. synteza mRNA p53, degradacja transkryptu p53, szybkos¢ trans-
lacji p53, synteza mRNA Mdm?2, degradacja transkryptu Mdm2, szybkos¢ translacji
Mdm?2, spontaniczna degradacja biatka Mdm2p i degradacja Mdm?2 przez Chk2.

e W module NF-xB analiza wrazliwosci wykazala zaskakujace wyniki, zgodnie z ktérymi
modut ten jest bardzo odporny na zmiany parametréow i zaden z jego parametrow nie
wplywa istotnie na odpowiedZ modelu. Wtasnosé¢ ta prawdopodobnie wynika z faktu,
ze NF-kB bardzo szybko reaguje na obecno$¢ wzbudzen zwiazanych z TNF lub IR,
przez co jego odpowiedZ moze byé rownie szybko ttumiona. To w konsekwencji mogtoby

skutkowaé niskim poziomem biatek bioracych udziatl w tym procesie.

e W module ATM, zwanym tez modutem detekcji uszkodzeri DNA, analiza wrazliwosci
wykazata wysoka czulosé. Modut ATM jest bardzo wrazliwy na zmiany parametrow i
wiele parametréw nalezacych do tego modutu silnie wplywa na odpowiedz calego modelu
Niezwykle istotne okazaly sie parametry reprezentujace szybkosé powstawania uszko-
dzenn DNA i ich naprawy, ale takze inne parametry, takie jak aktywacja genu ATM,
transkrypcja, synteza ATM, w tym takze parametry zwigzane z szybkoscig degradacji
zaréwno biatka ATM, jak i transkryptu ATM. Ponadto zidentyfikowano jako istotne
takze inne parametry, tj. szybkos$¢ aktywacji ATM przez tworzenie DSB, szybkos¢ ak-
tywacji ATM przez tworzenie kompleksu MRN, szybko$¢ aktywacji i inaktywacji genu
Chk2, oraz szybkosé aktywacji kompleksu MRN przez ATM.

e W module Wipl analiza wrazliwosci wskazala, ze istotne sa tylko parametry zwiazane z
syntezg mRNA WIP1 i spontaniczng degradacja transkryptu, a takze translacjag WIP1
i degradacja bialtka WIP1.
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e Analiza wrazliwosci wykazata bardzo niski wptyw parametrow zwiazanych z dynamika
bialek Bax i p21, co jest zgodne z naszymi przewidywaniami. Biatka Bax i p21 nie

wplywaja na inne procesy opisane w modelu, s uwazane za sygnal wyjsciowy modelu.
2. Analiza wynikow symulacji z uzyciem 10 ng/ml TNF i 10 Gy IR:

e W symulacji z wysoka dawka promieniowania analiza wrazliwo$ci wykazala, ze para-
metrem o najwiekszym wplywie na odpowiedZz modelu jest szybko$é translacji Mdm?2.
Parametr ten pojawil sie jako istotny takze w powyzej opisanej analizie (symulacji z

niska dawka promieniowania), ale nie byl najwazniejszy.

e Analiza wrazliwosci dla symulacji z wysoka dawka promieniowania wykazata w ogolnosci
wyniki zblizone do symulacji z niska dawka promieniowania. Precyzujac, dla modutu p53
wszystkie istotne parametry pojawiajace sie we wczesniejszej analizie sa réwniez istotne
obecnie. Oprocz nich kluczowe znaczenie dla odpowiedzi modelu maja takze dodatkowe
parametry dotyczace proceséow tworzacych petle dodatniego sprzezenia zwrotnego w
systemie kontroli p53, tj. inaktywacja genow Mdm?2 i PTEN, ale takze parametr degra-
dacji p53 przez Mdm2. Podobne wyniki, zaréwno dla symulacji z niska, jak i wysoka

dawka promieniowania obserwujemy takze dla modutéw NF-xB, Wipl, Bax i p21.

e Analiza wrazliwosci w symulacji z wysoka dawka promieniowania wykazuje znaczne
roznice dla modutu ATM w poréwnaniu z wynikami z niska dawka promieniowania.
Jak mozna zauwazy¢, analiza zidentyfikowala tylko dwa parametry jako istotne dla
odpowiedzi modelu i sa to parametry szybkosci tworzenia uszkodzeri DNA i ich naprawy.
Jest to znacznie mniej istotnych parametréw niz w przypadku symulacji z niska dawka

promieniowania.

Analiza waznosci dla modelu sieci Petriego

Analiza dla modelu opartego o sieci Petriego skupita sie gléwnie na analizie waznosci poszcze-
gélnych proceséw elementarnych, ale takze na znalezieniu istotnego podprocesu odpowiadajacego
podzbiorowi tranzycji, ktory jest zawarty w odpowiednio duzej liczbie wsparé t-niezmiennikow.

Analiza waznosci pozwala na znalezienie elementarnych proceséw, ktore sa najbardziej kluczowe
dla funkcjonowania badanego systemu. Dokladniej, teoria stojaca za analiza waznosci zostata do-
kladnie opisana w rozdziale 4, w podrozdziale 4.1 (patrz definicja 4.1.1).

Wyniki analizy waznosci dla modelu relacji $ciezek sygnatowych ATM-p53-NF-xB zostaly
przedstawiono w dwoch Tabelach: Tabeli 8.2 (patrz rozdzial 8 — Materialy dodatkowe) zawiera-
jacej waznosci dla wszystkich tranzycji i Tabeli 6.9 zawierajacej tylko te tranzycje, dla ktorych
wazno$¢ wynosi wiecej niz 40%. W obu tych tabelach zawarto nastepujace kolumny: ID — kolumna
zawierajaca identyfikatory odpowiednich tranzycji, Nazwa procesu elementarnego — kolumna za-
wierajaca znaczenie biologiczne przypisane do kazdej tranzycji, Waznosé — kolumna zawierajaca
waznosé tranzycji wyrazong w dwojaki sposob: tranz. /t-inw. oraz [%].

Wyniki analizy waznosci dla modelu opartego o sieci Petriego pokazuja, ze najwazniejsze pro-
cesy elementarne zwigzane sa z tworzeniem DSB przez IR, procesy zwigzane z modutami ATM,
p53 i NF-kB. Proces elementarny, jakim jest tworzenie DSB przez IR, jest zaangazowany w ponad
T77% wszystkich zamodelowanych podprocesow. Procesy elementarne nalezace do modutow ATM i
p53 sg zaangazowane w ponad 75% wszystkich zamodelowanych podproceséw, podczas gdy modut
NF-«B jest zaangazowany w ponad 47% wszystkich zamodelowanych podprocesow. Wszystkie te

wartosci znajduja sie w Tabeli 6.9.
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TABELA 6.9: Analiza waznosci dla modelu ATM—p53-NF-«B z dwoma wzbudzeniami: TNF i IR (541 t-inw). Tabela
pochodzi z pracy [104].

ID Nazwa procesu elementarnego tgﬁ:?}:ﬁfnt;?nz)’[%ll
t1 tworzenie DSB stymulowane przez IR 418/541 77,26
to zrodlo IR 418/541 77,26
tyo transkrypcja do mRNA ATM 418/541 77,26
t13 zrodto DNA 416/541 76,89
t14 transkrypcja z DNA do mRNA p53 416/541 76,89
ts2 fosforylacja ATMn przez DSB 415/541 76,71
ti6 translacja z mRNA p53 do p53n 414/541 76,52
tas translacja z mRNA ATM do ATMn 414/541 76,52
tsa przejscie ATMpn do ATMan przez MRNpn 407/541 75,23
t162 tworzenie puli MRNpn 407/541 75,23
tio7 przejécie NF-xB z cytoplazmy do jadra 259 /541 47,87
t145 zrodlto NF-xB 258/541 47,69
t3o fosforylacja Chk2n przez ATMan 222/541 41,04

Analiza waznosci obejmuje takze poszukiwanie zbioru tranzycji, ktory jest zawarty w wystar-
czajaco duzej liczbie wsparé t-niezmiennikow, a wiec podprocesu (zbioru tranzycji) bedacego klu-
czowym elementem funkcjonowania calego systemu. Do znalezienia takiego zbioru wykorzystano
algorytm opisany w pracy [101] oraz w paragrafie 5.2.3 podrozdzialu 5.2. W efekcie dzialania algo-
rytmu znaleziono istotny podproces skladajacy sie z nastepujacych tranzycji: t1, to, t13, t14, t16,
ta2, tas, ts2, t70, t107, t147 (patrz Tabela 6.5). Wymienny zbior tranzycji w ujeciu biologicznym
wskazuje na kluczowe elementy mechanizmu systemu odpowiedzi na uszkodzenia DNA opartego
na Sciezkach ATM-p53-NF-xB. Dokladniej, sa to procesy obejmujace utworzenie uszkodzen DNA,
mechanizmy modutu detekcji ATM, ktory w nastepstwie aktywuje procesy z modutéw p53 i NF-
kB, ktore wspolpracuja w celu okreslenia odpowiedzi komérki na bodziec. Wazno$é wymienionego
zbioru tranzycji potwierdza jego analiza knockout, ktora prowadzi do wylaczenia okoto 92% wszyst-

kich zamodelowanych podproceséow, potwierdzajac tym samym bezsprzecznie jego istotnosé.

6.3.4 Poréwnanie wynikéw analiz obu modeli

Niniejszy paragraf zawiera poréwnanie wynikéw dwdch niezaleznych analiz przeprowadzonych
dla dwoéch réznych modeli, ale opisujacych to samo zjawisko. Obie zastosowane metody, analiza
waznosci dla modelu opartego na klasycznej sieci Petriego, jak i analiza wrazliwo$ci dla modelu
opartego na réownaniach roézniczkowych zwyczajnych, identyfikuja istotne komponenty analizowa-
nego systemu. Zaglebiajac sie w szczegdly, analiza waznosci jest analizg strukturalna, ktora pozwala
wskazaé procesy elementarne jak i podprocesy bedace istotne pod wzgledem przeptywu informacji
w takiej sieci. Natomiast analiza wrazliwosci pozwala na wskazanie parametrow, ktoérych zmiana
powoduje najwieksze zmiany ilosciowe i jakosciowe w odpowiedzi modelu. Wyniki tej analizy sa za-
lezne od wartosci parametrow, jak i wejsé, dlatego analize przeprowadza sie dla réznych warunkdw
symulacji. Niemniej jednak obie analizy pozwalaja na uzyskanie informacji o kluczowych kom-
ponentach badanego systemu. Poréwnanie wynikéw tych dwoch analiz zawarto w Tabelach 6.10
i 6.11. Tabela 6.10 zawiera najistotniejsze wyniki analizy wrazliwosci i odpowiadajace im wyniki
analizy wazno$ci, wyrézniono w niej trzy gtéwne kolumny: Proces biologiczny — kolumna zawie-
rajaca znaczenie biologiczne parametru/tranzycji, Analiza wrazliwosci dla modelu ODE — zawie-
rajaca w dwoch podkolumnach informacje o numerze parametru i jego pozycji w rankingu (gdzie
1 oznacza najwazniejszy parametr), Analiza waznosci dla modelu sieci Petriego — zawierajaca w
dwoéch podkolumnach identyfikator tranzycji i jej waznosé podana w procentach. Ponadto tabela

ta zostala podzielona na dwie cze$ci w sposdb horyzontalny, wykorzystujac oznaczenia A i B,
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gdzie A oznacza analize wrazliwosci dla symulacji z niska dawka promieniowania, a B z wysoka
dawka promieniowania. Natomiast Tabela 6.11 zawiera najistotniejsze wyniki analizy waznosci i
odpowiadajace im wyniki analizy wrazliwosci, umieszczono w niej dwie gtéwne kolumny: Analiza
waznosci dla modelu sieci Petriego i Analiza wrazliwosci dla modelu ODE. Analiza waznos$ci dla
modelu sieci Petriego podzielona jest na nastepujace podkolumny: ID — kolumna zawierajaca iden-
tyfikatory odpowiednich tranzycji, Nazwa procesu elementarnego — kolumna zawierajaca znaczenie
biologiczne przypisane do kazdej tranzycji, oraz Waznosé — kolumna zawierajaca waznosé tranzycji
wyrazong w procentach. Kolumna Analiza wrazliwosci dla modelu ODE réwniez zostata podzielona
na kilka podkolumn, wyrézniono: nr parametru — zawierajaca numery odpowiednich parametréw
modelu ODE oraz kolumny 4Gy i 10BGy, odpowiadajace dwom réznym warunkom symulacji: z
niska i wysoka dawka promieniowania. Kolumny te zawieraja oznaczenia ,+” i7", pierwsze z nich
przedstawia parametry istotne, a drugie parametry ,nieistotne”, wyréznione na podstawie rankingu
parametrow.

TABELA 6.10: Poréwnanie najistotniejszych wynikéw analizy wrazliwosci modelu opartego na ODE z wynikami
analizy wazno$ci modelu opartego o sieci Petriego. Analiza wrazliwosci przeprowadzona dla dwoéch symulacji z

réznymi sygnatami wejSciowymi: A — 10uM TNF i 4 Gy IR, B — 10uM TNF i 10 Gy IR. Tabela pochodzi z pracy
[104].

A*
Analiza wrazliwosci dla modelu Analiza waznosci dla modelu
Proces biologiczny opartego na ODE opartego o sieci Petriego
nr parametru | pozycja w rankingu | ID tranzycji waznosé [%]
tworzenie DSB zalezne od IR 73 1 t1 77,26
degradacja ATMn/ATMpn/ATMan 86 2 t44/53/56 0,74
degradacja mRNA Mdm?2 24 3 t19 2,03
translacja Mdm2 42 4 t31 28,65
degradacja mRNA ATM 85 5 t45 0,74
transkrypcja ATM 97 6 t42 77,26
transkrypcja Mdm2 39 7 t17 30,68
translacja ATM 95 8 t43 76,52
degradacja Mdm2p indukowana 27 9 t29 3,32
przez Chk2p
naprawa uszkodzen DNA induko- 80 10 t0 1,84
wana przez p53
B*
translacja Mdm2 42 1 t31 28,65
transkrypcja Mdm2 39 2 t17 30,68
degradacja mRNA Mdm?2 24 3 t19 2,03
naprawa uszkodzen DNA induko- 80 4 t0 1,84
wana przez p53
degradacja  Mdm2p  indukowana 27 5 t29 3,32
przez Chk2p
tworzenie DSB zalezne od IR 73 6 t1 77,26
translacja Wipl 11 7 t32 21,44
degradacja mRNA Wipl 10 8 t34 2,40
transkrypcja Wipl 11 9 t110 28,65
degradacja Mdm2p 26 10 t99 2,03

* W powyzszej Tabeli tranzycje o waznosci > 20% oznaczono pogrubiona czcionka. Co wiecej, mozna zauwazy¢, ze
50% wynikéw jest wspo6lnych dla obu analiz.

Jak mozna zauwazy¢ w Tabelach 6.10 1 6.11, cze$¢ wynikéw analizy waznosci 1 wrazliwosci jest
zgodna, w szczegblnosci wyniki dla symulacji z niska dawka promieniowania 4Gy. Poza czedcig
wspo6lng wynikow dla obu tych metod, mozna zauwazyé, ze kazda z badanych metod dostarcza
takze dodatkowych, indywidualnych wnioskow, ktorych ta druga nie zapewnia. Otrzymane wyniki
wskazuja zatem na komplementarnosé tych metod. Wniosek ten staje sie jeszcze bardziej umocniony
w $wietle nastepujacych dwoch obserwacji.

Po pierwsze, jedne z najwazniejszych procesow elementarnych w modelu opartym o sieci Pe-

triego naleza do modutu ATM i sa to tranzycje: t42, t43, t52, t54. Ich doktadne znaczenie biolo-
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TABELA 6.11: Poréwnanie najistotniejszych wynikéw analizy waznosci modelu opartego o sieci Petriego z wynikami
analizy wrazliwosci modelu opartego na ODE dla dwoch symulacji z réznymi sygnalami wejsciowymi: A — 10uM
TNF i4 Gy IR, B — 10uM TNF i 10 Gy IR.

Analiza waznosci Analiza wrazliwosci
dla modelu opartego o sieci Petriego dla modelu opartego na ODE

ID Nazwa procesu elementarnego Waznosé |%] | nr parametru | 4Gy* | 10Gy*
t1 tworzenie DSB stymulowane przez IR 77,26 73 + +
to zrodlo IR 77,26 brak parametru

tao transkrypcja do mRNA ATM 77,26 97 [ + [ -
ti3 zrodlo DNA 76,89 brak parametru

t14 transkrypcja z DNA do mRNA p53 76,89 38 + +
ts2 fosforylacja ATMn przez DSB 76,71 75 + -
tie translacja z mRNA p53 do p53n 76,52 41 + +
tas translacja z mRNA ATM do ATMn 76,52 95 + -
tsa przejscie z ATMpn do ATMan przez MRNpn 75,23 76 - -
t162 tworzenie puli MRNpn 75,23 brak parametru

* W powyzszej Tabeli za pomoca ,,+” oznaczono te parametry modelu opartego na ODE, ktoére zostaly
zidentyfikowane jako wazne w rankingu parametréow, a ,-” parametry nieistotne.

giczne mozna znalezé w Tabeli 6.5. Jak wiadomo, modul ATM jest kluczowym modutem wykry-
wania uszkodzeri w odpowiedzi na promieniowanie IR, uruchamia on dalszg kaskade mechanizméow
poprzez aktywacje szlaku p53 i NF-xkB. Analiza wrazliwosci rowniez zidentyfikowala istotne pa-
rametry w module ATM, tj. pr5, P76, P95, o7 Dokladne znaczenie biologiczne tych parametréw
mozna znalezé w Tabeli 8.1, w rozdziale Materiaty dodatkowe. Jednakze, wymienione istotne para-
metry z modulu ATM zidentyfikowano tylko dla symulacji z niska dawka promieniowania (4Gy).
W warunkach ekstremalnych, z wysoka dawka promieniowania (10Gy), znaczenie tych parametrow
jest zdecydowanie mniejsze. Wydaje sie, ze moze sie to wiazaé¢ z obecnoscia silnej, dodatniej petli
sprzezenia zwrotnego w tym systemie regulacyjnym.

Po drugie, analiza wrazliwosci wykazala istotny wplyw parametréow zwiagzanych z naprawa
DNA, degradacja biatek i degradacja transkryptow ATM i Mdm2. Jednak odpowiadajace tym
parametrom procesy elementarne nie zostaly wykryte jako istotne w analizie waznosci. Fakt ten
ma jednak swoje uzasadnienie. W przypadku degradacji, mozna sie spodziewaé, ze nie zostang
one wykryte jako kluczowe w modelu sieci Petriego, gdyz analiza ta jest bezposrednio zwigzana ze
struktura modelu. Oznacza to, ze im wieksza liczba podprocesow jest zalezna od danej reakcji, tym
jest ona wazniejsza, a tranzycje odpowiadajace degradacji sa modelowane jako tranzycje wyjsciowe.
Jak wspomniano w podrozdziale 4.1 przy opisie analizy waznosci, tranzycje wyjsciowe nie wpltywaja
na inne reakcje czy podprocesy, gdyz nie ma po nich miejsc nastepujacych, a wiec takie tranzycje
moga jedynie podbieraé¢ tokeny z miejsc poprzedzajacych.

Podoba sytuacja moze si¢ pojawi¢ takze dla innych reakcji, niekoniecznie zwiazanych z de-
gradacjami. Przyktadowo, mozna przytoczyé tutaj parametr pgg w modelu opartym na ODE i
odpowiadajaca mu tranzycje typ w modelu opartym na sieci Petriego. Komponenty te odpowiadaja
naprawie uszkodzeri DNA, jednak nalezy zwroci¢ uwage, ze w systemie dzialajg moduty napraw-
cze, ktore nie sa bezposrednio zwiazane z ta konkretna tranzycja, gdyby tak byto, to jej znaczenie
w istocie byloby wieksze. Jednakze, elementarny proces odpowiadajacy wspomnianej tranzycji
w modelu opartym o sieci Petriego jest zaangazowany w wiele innych podproceséw, a wiec to-
ken pojawiajacy sie w tym miejscu szybko jest wykorzystywany do aktywowania innych reakcji.
W zwiazku z tym, choé¢ wiekszosé tranzycji zwiazanych posrednio z naprawa DNA lub tranzycji
z innych moduléw naprawczych, jest w rzeczywistosci zidentyfikowana jako istotne, to ta jedna
konkretna tranzycja niekoniecznie.

Obok powyzszych wnioskéw pojawia sie jeszcze jeden niezmiernie ciekawy dotyczacy kompo-

nentéw istotnych w jednym modelu a nieistotnych w drugim. Przykladowo, w symulacji modelu
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opartego na ODE dla zmiennego parametru prs, zidentyfikowanego jako istotny w analizie wazno-
$ci (modelu opartego o sieci Petriego), a mniej istotny w analizie wrazliwosci (modelu opartego na
ODE), zauwazono roznice w poziomach réznych form biatka ATM, ale nie zaobserwowano roznic
w czasie ustalania odpowiedzi. Wlasnodé ta zostala zaprezentowana na Rysunku 6.7. Przeciwna
zalezno$¢ zaobserwowano dla zmiany parametru pgg, zidentyfikowanego jako nieistotny w analizie
wazno$ci (modelu opartego o sieci Petriego), a istotny w analizie wrazliwosci (modelu opartego
na ODE). Doktadniej, nie obserwuje sie réznic w poziomach biatka, ale obserwuje sie rézne czasy
ustalania odpowiedzi. Opisana charakterystyka znajduje sie na Rysunku 6.8. Niewatpliwie nalezy
rozwazy¢, czy opisane obserwacje sa przypadkowe, czy jest to moze ogblna zasada. Ponadto, po-

zostaje pytanie, jak wyjasni¢ te zaleznosci.
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RysunEk 6.7: Wplyw zwiekszenia/zmniejszenia wartosci parametru prs na odpowiedZ modelu. Symulacja zostata
przeprowadzona dla dwoch sygnalow wejsciowych: (wykresy w gornym rzedzie) 10 ng/ml TNF i 4 Gy IR; (wykresy w
dolnym rzedzie) 10 ng/ml TNF i 10 Gy IR. Stymulacja TNF jest stata podczas symulacji, natomiast promieniowanie
IR wlaczono po 24-godzinnej symulacji na okres jednej godziny. Rysunek pochodzi z pracy [104].
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RysunEk 6.8: Wplyw zwiekszenia/zmniejszenia wartosci parametru pgp na odpowiedZ modelu. Symulacja zostala
przeprowadzona dla dwoch sygnalow wejsciowych: (wykresy w gornym rzedzie) 10 ng/ml TNF i 4 Gy IR; (wykresy w
dolnym rzedzie) 10 ng/ml TNF i 10 Gy IR. Stymulacja TNF jest stata podczas symulacji, natomiast promieniowanie
IR wlaczono po 24-godzinnej symulacji na okres jednej godziny. Rysunek pochodzi z pracy [104].

6.3.5 Konkluzje

Zaproponowane podejécie dualnego modelowania, polegajace na wykorzystaniu dwéch réznych
metod modelowania, umozliwia przeprowadzenie kompleksowej analizy strukturalnej i symulacyj-
nej. W tym przypadku, w oparciu o istniejagcy model oparty na ODE, utworzono klasyczny model
oparty o sieci Petriego. Nastepnie, w celu przeprowadzenia kompleksowej analizy, zastosowano
analize waznosci, bedaca analizg strukturalng przeprowadzona dla modelu wyrazonego za pomoca

sieci Petriego oraz analize wrazliwosci, skupiong na dynamice odpowiedzi modelu, dla modelu
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wyrazonego za pomocg ODE. Taka analiza doprowadzita do znalezienia proceséow, ktore sa naj-
wazniejsze dla ztozonej odpowiedzi systemu, patrzac z dwoch réznych perspektyw. Wezesniejsze
badania wykazaly, ze obie metody prowadza do podobnych wnioskéw i moga by¢ traktowane jako
alternatywne podejscia, jednak ten wstepny wniosek zostal wyciagniety po analizie stosunkowo
prostego modelu biologicznego [150] (patrz podrozdzial 6.2). Tutaj wnioski, opracowane w efekcie
analizy zdecydowanie bardziej ztozonego uktadu biologicznego, pokazuja, ze podejicia te wzajem-
nie sie uzupelniaja, a ich jednoczesne zastosowanie pozwala wydoby¢ z analizy wiecej informacji.
Obok tak istotnego wyniku, pojawia sie takze inne, nieoczekiwane odkrycie, ktére pokazuje, ze
zmiana parametru wskazanego jako istotny w modelu opartym o sieci Petriego i jednoczesnie jako
mniej istotny w modelu opartym na ODE prowadzi do zmiany poziomu biatka, bez zmiany czasu
ustalenia. Natomiast zmiana parametru uznanego za istotny w modelu opartym na ODE, ktory jest
mniej istotny w modelu oparty o sieci Petriego, prowadzi do przeciwnego wniosku. Ta wlasciwosé
powinna zostaé zweryfikowana w kolejnych badaniach.

Opisane badania pokazuja, ze przeprowadzenie kompleksowej analizy, zaréwno strukturalnej,
jak i parametrycznej, dzieki zastosowaniu dualnego modelowania, moze nie tylko pozwolié¢ na lepsze
zrozumienie badanego zjawiska, ale takze umozliwia znalezienie istotnych parametréw i znaczacych
modutéw. To w konsekwencji moze okaza¢ sie istotne dla opracowania nowych, bardziej skutecz-
nych terapii, gdyz znalezione kluczowe elementy moga sta¢ sie przedmiotem znacznie bardziej

szczegdlowych badan eksperymentalnych.

6.4 Macierzowy model dynamiki populacji — model zaleznosci miedzy

hipercholesterolemia a niestabilno$cig blaszek miazdzycowych

6.4.1 Tto biologiczne

Wedtug Swiatowej Organizacji Zdrowia (WHO) choroby sercowo-naczyniowe sa gléwna przy-
czyna zgondéw na calym swiecie, w zwiazku z tym od wielu lat badania naukowe koncentruja sie
na poznaniu ich przyczyn. Jak wspomniano juz wielokrotnie w rozprawie, jedna z najczestszych
chor6b sercowo-naczyniowych jest miazdzyca, ktora jest przewleklta choroba zapalng Sciany tetnicy
[61, 200]. Jedna z gléwnych przyczyn jej powstawania jest uszkodzenie srodbltonka, a wiec tak zwana
aktywacja prozapalnego fenotypu srodblonka, ktora powodowana jest przez wiele posrednich i bez-
posrednich czynnikow, w tym miedzy innymi poprzez zwiekszenie LDL oraz oxLDL [144, 192, 200].
Mozna zatem stwierdzié¢, ze zapalenie pojawia sie wewnatrz Sciany tetnicy, gdzie gromadzg sie zmo-
dyfikowane lipoproteiny o niskiej gestosci. W ramach odpowiedzi immunologicznej na zapalenie
dochodzi do rekrutacji monocytéow, ktore uczestnicza w diapedezie, a wiec w przejsciu przez Sciane
naczynia i réznicuja sie do makrofagow [194, 195]. W ogolnosci makrofagi maja na celu pozbycie
sie LDL poprzez fagocytoze jak i komorek apoptotycznych przez eferocytoze, a wiec ich dzialaniem
jest ochrona komorki przed nadmiernym gromadzeniem sie wymienionych elementow [61, 62]. Gdy
makrofagi gromadzg zinternalizowane lipidy, to wytwarzaja sygnaly zapalne promujace dalsza re-
krutacje monocytow i w nastepstwie aktywacje makrofagow [16, 287]. Stale utrzymujacy sie naptyw
LDL i monocytow do $ciany tetnicy powoduje powstawanie duzej liczby makrofagéw obcigzonych
lipidami, prowadzac tym samym do powstawania komoérek piankowatych. Wiekszosé makrofagow
znajdujaca sie w blaszce miazdzycowe]j ostatecznie ulega apoptozie. Gdy sytuacja jest stabilna,
makrofagi apoptotyczne sa produkowane niemal tak szybko, jak monocyty dostaja sie¢ do blaszki
miazdzycowej. W zwiagzku z tym szybkie usuwanie komorek apoptotycznych na drodze eferocy-
tozy zapobiega martwicy post-apoptotycznej [61, 151]. Nieefektywna eferocytoza moze jednakze

prowadzi¢ do akumulacji makrofagdéw apoptotycznych obciazonych lipidami i do rozwoju rdzenia



6.4. Macierzowy model dynamiki populacji — model zaleznosci miedzy hipercholesterolemiq a
niestabilnoscig blaszek miazdzycowych 198

nekrotycznego [61, 151]. Gdy komorki piankowate umieraja, pozostawiaja rdzen nekrotyczny zbu-
dowany z utlenionych lipidéw, ktorych depozyty prowadza do zwezenia §wiatta naczynia i tworzenia
blaszki miazdzycowej [195, 200]. Charakterystyka rdzenia nekrotycznego zwiazana jest z zaawan-
sowaniem blaszki, duze rdzenie nekrotyczne sa charakterystyczne dla objawowych, niestabilnych
blaszek miazdzycowych [61, 195]. Blaszki miazdzycowe moga rosnaé przez cale zycie i gromadzié
bogate w lipidy nekrotyczne szczatki, tworzace rdzen nekrotyczny [61, 151, 195]. Proces chorobowy
prowadzi do wielokrotnego odktadania sie lipidow i wzrostu rdzenia nekrotycznego, prowadzac do
niestabilnogci blaszki miazdzycowej, a nawet do jej pekniecia i utworzenia zakrzepu.

Nasilenie stanu zapalnego jest w szczegdlnosci zwiazane z liczba czastek LDL i obecnoscia
makrofagéw wewnatrz Sciany tetnicy. Stan populacji makrofagéw zalezy od réwnowagi miedzy
szybkoscig rekrutacji monocytéw, proliferacja makrofagdéw, apoptoza i emigracja makrofagdéw poza
$ciane tetnic [61]. Dlatego rownowaga miedzy réznymi typami makrofagéw ma kluczowe znaczenie.
Wsrod makrofagéw mozna wyr6znié¢ dwa ogdlne typy: prozapalny typ M1 i przeciwzapalny typ M2.
Makrofagi M1 aktywowane sa przez limfocyty T pomocnicze 1 (Thl), podczas gdy makrofagi M2
aktywowane sg przez cytokiny Th2 [160, 187]. Co istotne, makrofagi moga przelaczac sie z jednego
fenotypu na drugi pod wplywem bodzcow srodowiskowych [160, 187]. Ostatnie badania pokazuja,
ze potencjalne strategie terapeutyczne w leczeniu miazdzycy mozna uzyskaé¢ poprzez ukierunko-
wanie na mikrosrodowisko makrofagéow w blaszkach miazdzycowych [160]. Dlatego tez zrozumienie
zaleznosci i rownowagi pomiedzy réznymi typami makrofagoéw jest kluczowe dla lepszego zrozu-
mienia miazdzycy.

Miazdzyca ma wiele réoznych czynnikéw ryzyka. Jednym z czynnikéw sprawczych rozwoju miaz-
dzycy jest hipercholesterolemia [142]. Hipercholesterolemia moze byé spowodowana réznymi przy-
czynami, w tym czynnikami genetycznymi, dieta i stylem zycia. Niezaleznie od podloza jest to za-
burzenie metaboliczne charakteryzujace sie znacznie podwyzszonym poziomem cholesterolu LDL
(LDL-C) [15]. Ponadto badania wykazuja, ze hipercholesterolemia i miazdzyca tetnic u ludzi sa

zwiazane z prozapalng nieréwnowaga w krazacych populacjach monocytow [55].

6.4.2 Model i wyniki

Zaproponowany macierzowy model populacji ma na celu ocene rozwoju rdzenia nekrotycznego
na podstawie dynamiki populacji makrofagow. Wsrod tej populacji wyroznia sie makrofagi M0, M1,
M2 i komoérki piankowate. Na dynamike badanego systemu wplywaé moze wiele réznych parame-
tréw, cheac jednak oceni¢ role hipercholesterolemii, wykorzystano dwa parametry reprezentujace
diete pacjenta, tj. naptyw lipidéw (L;y, fue) 1 mieszanine lipidéw prozapalnych oraz przeciwzapal-
nych (Lu.). Model zostal zaimplementowany w jezyku programowania Python 3.10. Symulacje
koncentrowaly sie na wspomnianych dwoch parametrach dietetycznych. Parametry sprawdzano
zgodnie z metoda przeszukiwania siatki (ang. grid search), odwzorowujac przestrzenie parame-
tréow od 0 do 1 z krokiem probkowania rownym 0,01. Schemat dynamiki, ktéra zostala zawarta w
modelu umieszczono na Rysunku 6.9, wszystkie interakcje zawarte w modelu opisano za pomoca
odpowiednich wyrazen matematycznych.

W zaproponowanym modelu wyr6znia sie nastepujace sktadowe: dwie glowne macierze (macierz
populacji N i macierz przej$¢ S) oraz parametry i funkcje potrzebne do aktualizacji macierzy.
Macierz populacji N zawiera informacje o liczbie komorek dla poszczegblnych badanych grup, tj.
makrofagow MO0, M1, M2, komérek piankowatych i rdzenia nekrotycznego. Natomiast, macierz
S zawiera parametry, ktére w rezultacie mnozenia przez macierz populacji, pozwalaja uzyskac

macierz populacji dla kolejnego kroku czasowego. Dziatanie to mozna zatem opisa¢ rownaniem 6.14.
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RysuNEk 6.9: Schemat zaproponowanego modelu odzwierciedlajacego dynamike populacji makrofagéw. Czarne
strzalki na schemacie oznaczaja kierunek transformacji konkretnych komponentéw, a zielona strzalka symbolizuje,
potencjalng redukeje rdzenia nekrotycznego (redukcje blaszki) przez makrofagi M2. Rysunek pochodzi z pracy [295].
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N(t+1)=S(t)-Q(t) (6.14)

W réwnaniu (6.14) mozna zauwazy¢, ze zaréwno macierz S, jak i N zmieniaja sie w czasie.
Aby obliczy¢ macierz przej$¢ w kolejnym kroku czasowym (S(t + 1)), konieczna jest aktualizacja
wszystkich parametrow. Kolejne rownanie, rownanie( 6.15), pokazuje w jaki sposob obliczana jest
macierz populacji w kolejnym kroku czasowym N(t 4+ 1) na podstawie macierzy populacji w da-
nym kroku czasowym Q(t) i macierzy przej$¢ w danym kroku czasowym S(t). Wymieniona macierz
Q(t) jest zmodyfikowana macierzg N (t), gdyz liczba rekrutowanych makrofagéow nie zalezy bezpo-
$rednio od jej poprzednich stanéw, ale istotny jest takze rozmiar rdzenia martwiczego, ktory jest
zmniejszany przez obliczony parametr M2(t) (gdyz makrofagi M2 moga redukowa¢ rdzen nekro-
tyczny). Macierz populacji N (t) opisana w rownaniu (6.15) zawiera wielkosci populacji wszystkich
analizowanych typow komorek: Nyso(t) jest to liczba monocytéow /niezréznicowanych makrofagow
w kroku czasowym ¢ (w praktyce jest to liczba réwna catkowitemu naptywowi S (t), poniewaz
w zalozeniu wszystkie komorki MO roznicuja sie do makrofagow), Ny (t) jest to liczba klasycznie
aktywowanych makrofagow M1 w kroku czasowym ¢, Npso(t) jest to liczba alternatywnie akty-
wowanych makrofagéow M2 w kroku czasowym t, Npc(t) jest to liczba komorek piankowatych w
kroku czasowym ¢, natomiast Nyc(t) jest to rozmiar rdzenia martwiczego w kroku czasowym t.
Wszystkie rownania potrzebne do aktualizacji parametréow zawarto ponizej, patrz rownania (6.16)
- (6.27).

Nao(t + 1) 1 0 0 0 0 Baro(t)

Nai(t+1) Onro—nr(t) Onsmi(t)  Onra—san(t) 0 0 N (t)

Napa(t+1) | = | 1= 0mo=nrn(t) Oarisnra(t)  Oara—na(t) 0 0 Naa(t) (6.15)
Npc(t+1) 0 Omisre(t) dmemsre(t) 1—dpcone(t) 0 Nre(t)

Nyc(t+1) 0 0 0 drconc(t)  dnc—ne Nyc(t) — ama(t)

Rownania (6.16) - (6.27) zostaly opracowane aby zamodelowaé istotne procesy miazdzycowe,
ktore koncentruja sie na roli makrofagoéw. Rozwiazania rownan (6.17) - (6.19) oraz (6.26) i (6.27) sa
ograniczone do przedziatow [0, 1]. Rownanie (6.16) modeluje naptyw monocytéow obwodowych MO0
(Bao) do Sciany naczynia. Zawsze istnieje pewna podstawowa liczba monocytow naplywajacych
( gj}gic), jednak liczba ta moze by¢ znacznie zwiekszona przez dodatkowa rekrutacje monocytow
(B]Tjgr“md), ktora jest zalezna od prozapalnych i przeciwzapalnych cytokin C, ale réwniez od

poziomu wolnych lipidow L s, ee(t).

Baro(t +1) = BRfs’ + Bazg ! - [(C(1) = 0,5) - (Lyree(t) - 0,5)] (6.16)
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Rownanie (6.17) jest wykorzystywane do obliczenia procentu makrofagéow MO, ktore w kolejnej
iteracji przeksztalca sie w makrofagi M1. Proces ten zalezny jest od cytokin, wolnych lipidéow i
mieszaniny lipidow (z uwzglednieniem dodatkowych parametrow, ktore skaluja wielkos¢ wplywu

lipidéw).

5M0—>M1(t + 1) = C(t) + Lfree(t) : )‘Q/ICQE + (Lmix -0, 5) ' )‘]LV[CQE (6-17)

Rownania (6.18) i (6.19) sa odpowiednio wykorzystywane do obliczenia procentu M1 i M2,
ktore pozostana w niezmienionym stanie w nastepnej iteracji. Liczba ta jest zalezna od aktualnego
poziomu cytokin oraz odpowiednio od komoérek M1 i M2, ktore moga przetaczy¢ swoj fenotyp na
odwrotny lub moga przeksztalci¢ sie w komoérki piankowate. Ponadto, ostatecznie zaréwno pula

makrofagow M1, jak i M2 jest mnozona przez wspolczynnik przezycia, odpowiednio Spsq_ps1 i

Sno— 2.

vt (t+1) = sarism - (C(t) — sarismz - (C(t) + (Limie — 0,5) - Anmc)) (6.18)
—Liree(t) - ACp)
Sprz—m2(t+1) = spammz - (1= C(t) — spz—m1 - (L= C(t) + (1 = Limiz) — 0,5) - Apare)

_Lfree(t) : /\%/IC%E)
(6.19)

Rownania (6.20) i (6.21) modeluja przetaczanie sie jednego fenotypu w drugi, zapalny na prze-
ciwzapalny (M1 — M2) oraz przeciwzapalny na zapalny (M2 — M1). Przelaczenie fenotypu jest
zalezne od poziomu cytokin i lipidéw. Nalezy zwroci¢ uwage na fakt, ze tylko pewna cze$é¢ komorek

. . , . s P : max 3 smazx
bedzie si¢ przetaczaé fenotypowo, a ta zmiana jest odgoérnie ograniczona przez 6715%, aso 1 00155 as1-

darisare(t+1) = sannsmz - (CF) + (Limiz — 0,5) - Azae) (6.20)

O (t+1) = spesan - (L= C(#) + (1 — Limiz) — 0,5) - Anamc) (6.21)

Rownania (6.22) i (6.23) modeluja akumulacje lipidéw oraz transformacje makrofagow w ko-
morki piankowate. Zwiazek miedzy wolnymi lipidami a ich akumulacja w makrofagach wynika z

zalezno$ci miedzy transformacja M1 1 M2 w komorki piankowate w oparciu o warto$¢ L free(t).

Saimre(t+1) = Lpvee(t) - M2 5 (6.22)

Sarasro(t +1) = Lipee(t) - M35 (6.23)

Rownanie (6.24) modeluje zwiazek miedzy Smiercia komorek piankowatych a ich akumulacja w

postaci nekrotycznego rdzenia. Proces ten jest konsekwencja wysokiej wartosci L e (t).

drcono(t+1) = Lfme(t) . /\ng (6.24)

Rdzenn nekrotyczny moze byé czesciowo zredukowany przez makrofagi M2, dlatego réwna-

nie (6.25) modeluje wptyw M2 na wielko$¢ rdzenia nekrotycznego.

aMg(t + ].) = NMQ(t) - a (625)
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W powyzszych réwnaniach wyrdzniono dwie kluczowe zmienne, ktore zmieniaja sie w czasie: po-
ziom cytokin C(t) i wolnych lipidéw L f,..(t). Cytokiny reprezentuja stan zapalny w obrebie blaszki
miazdzycowej i przyjmuja wartosci z przedziatu [0, 1], gdzie 0 oznacza stan najbardziej przeciw-
zapalny, a 1 oznacza pelny stan zapalny. Zgodnie z natura analizowanego zjawiska, cytokiny sa
wydzielane przez makrofagi M1 i M2, a proces ten opisano za pomoca réwnania 6.26. Natomiast
wolne lipidy obrazuja zdolnos¢ przetwarzania lipidow. W kazdej iteracji modelu do blaszki miaz-
dzycowej naplywa nowa porcja lipidow, ktora musi zostaé przetworzona przez makrofagi w celu
zachowania réwnowagi. Nadmiar wolnych lipidéw dziata prozapalnie na komoérki, dochodzi do ich
gromadzenia i stymulowania powiekszania sie rdzenia nekrotycznego. Sposéb obliczania wartosci

wolnych lipidéw (L frec(t)) opisuje rownanie (6.27).

Cit+1)=C(t)+ (NMI@]\;AT;\;MQ@) —0,5) -~ (6.26)
LfTee(t + 1) = Lf?'@@(t) - Lfree(t) : IOglo(NFC(t)) : /\igc —+ Linfluw (6-27)

Definicje stalych uzytych oraz ich wartosci uzyte w symulacjach zostaly zawarte w Tabeli 6.12.
Tabela ta zawiera nastepujace kolumny: stata — kolumna zawierajaca nazwy statych, opis — ko-
lumna zawierajaca opis znaczenia biologicznego oraz wartosé — kolumna zawierajaca wartosci sta-
tych, ktore zostaly wykorzystane w symulacjach. Wartosci te wybrano na podstawie przegladu
literatury i wstepnych testow.

TaBELA 6.12: Definicje statych oraz ich wartosci uzyte w symulacji zaproponowanego modelu. Tabela pochodzi z
pracy [295].

Stala Opis Wartosé
Minimalna i maksymalna liczba komoérek MO,
Bhasic, grecruited ktére moga by¢ rekrutowane w pojedynczym 20; 120
kroku czasowym
OdNCNC Procent rdzenia nekrotycznego, ktory nie ulega redukcji 0,99
Maksymalny procent komorek,
S a3 0N v ktore moga przetaczy¢ sie z fenotypu M1 do M2 0,2; 0,2
i z fenotypu M2 do M1
A0 Regulator wplywu mieszaniny lipidéw na komérki 0,05
)\]L”C(V)E; /\LMClE; Specyficzne dla komoérek regulatory dzialania 0.1: 0.1: 0.2: 0.05
M2 MG lipidow H 5020,
NS Czynnik akumulacji lipidow 0,1
SM1—+M15 SM2—M2; Wspotcezynnik przezycia/przejscia 0,5; 0,5; 0,1; 0,1
SM1—M2; SM2— M1
a Wydajnos¢ M2 zwiazana z redukcja rdzenia 0.5
nekrotycznego ’
¥ Czynnik wydzielania cytokin 0,005

W ramach analizy zaproponowanego modelu przeprowadzono symulacje majace na celu spraw-
dzenie dynamiki populacji makrofagoéw i komoérek piankowatych oraz ocene rozwoju rdzenia nekro-
tycznego. W zwiazku z tym, przy wykorzystaniu metody przeszukiwania siatki, przeanalizowano
przestrzen parametréow dla naptywu lipidow (Liy, fiys) 1 mieszaniny lipidéw (Ly). Symulowano
wszystkie mozliwe kombinacje tych dwoch parametréw, probkujac 100 wartosci dla kazdego w
przedziale [0,1] z krokiem 0,01. Wyniki zostaly zwizualizowano na Rysunku 6.10 i 6.11. Rysu-
nek 6.10 przedstawia dynamike populacji makrofagéw oraz zmiany cytokin i wolnych lipidow w
czasie dla czterech scenariuszy (1 — niski Ly fiug 1 niski Lyniz, 2 — wysoki Lip frup 1 niski Ly,

3 — niski Ly fryz 1 Wysoki Lz, 4 — wysoki Ly, iug 1 Wysoki Ly, ). Natomiast koncowe stany
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symulacji przedstawiono na Rysunku 6.11, ktére przedstawiaja zachowania systemu w oparciu o
rozne parametry i ujawniaja ich atraktory.

Ostateczne wyniki scharakteryzowano zgodnie z czterema stanami uktadu: stanem przeciwza-
palnym z niskim stezeniem wolnych lipidéw (Rysunek 6.10A), stanem przeciwzapalnym z wysokim
stezeniem lipidéw (Rysunek 6.10C), stanem zapalnym bez rdzenia nekrotycznego (Rysunek 6.10B)
i stanem zapalnym z rdzeniem nekrotycznym (Rysunek 6.10D). W og6lnosci, stany przeciwzapalne
nie promujg wzrostu rdzenia nekrotycznego, co mozna zauwazy¢ na Rysunku 6.11A. Makrofagi
M2 przeksztatcaja sie w komoérki piankowate, ktore wychwytuja wolne lipidy i usuwaja komorki
apoptotyczne, dzieki czemu nawet przy wysokim naptywie lipidéow, rdzeir martwiczy sie nie roz-
wija, patrz Rysunek 6.10E. Jednak stany przeciwzapalne z wysokim stezeniem wolnych lipidow sa
niestabilne i nawet niewielkie przejscia w kierunku prozapalnego sktadu lipidéw spowoduja stan
zapalny i stworza warunku do stymulowania wzrostu rdzenia nekrotycznego. Nalezy zwrdcié¢ uwage,
ze na Rysunku 6.11B, 6.11C i 6.11D widoczna jest rozmyta linia, ktéra obrazuje granice przejscia
M1-M2, gdzie ostatecznie dominuje tylko jeden z tych stanéw. Stan zapalny stymuluje rozwdj rdze-
nia nekrotycznego, a zmniejszajaca sie populacja makrofagow M2 nie jest juz w stanie pozby¢ sie
nagromadzonych lipidéw i resztek komoérkowych. W sytuacji, gdy napltyw lipidéw jest stosunkowo
niski, to komoérki piankowate moga w dalszym ciagu zapobiegaé rozwojowi blaszki miazdzycowe;j.
W niektorych przypadkach rozwoj rdzenia martwiczego jest tak nieznaczny, ze nie wplywa nega-
tywnie na naczynie w ciagu zycia cztowieka, co odwzorowuje Rysunek 6.10C. Oczywiscie zgodnie
z natura badanego systemu, im wyzsze stezenie wolnych lipidéw, tym szybciej przyrasta rdzen ne-
krotyczny (patrz Rysunek 6.11). To niepozadane zachowanie mozna zauwazy¢ na Rysunku 6.10G.
Ogodlnie rzecz biorac, polaczenie czynnikéw prozapalnych i nagromadzonego nadmiaru lipidow wy-
raznie przyczynia sie do rozwoju blaszki miazdzycowej i oba powinny byé brane pod uwage w celu

zahamowania procesé6w patologicznych.

6.4.3 Konkluzje

Hipercholesterolemia bierze udzial w rozwoju miazdzycy tetnic poprzez wzrost aterogennych
biomolekul, miedzy innymi takich jak reaktywne formy tlenu, cytokiny, czasteczki adhezji miedzy-
komoérkowej (ICAM-1), czasteczki adhezji komérkowej naczyin (VCAM-1), biatko chemotaktyczne
monocytéw (MCP-1), czynnik stymulujacy tworzenie kolonii granulocytow (GM-CSF) czy czynniki
wzrostu [223]. Nie ulega wiec watpliwosci, ze hipercholesterolemia ma znaczacy wplyw na tempo
progresji zmian chorobowych. Opublikowane badania wprost pokazuja, ze hipercholesterolemia i
miazdzyca tetnic u ludzi jest zwiazana z prozapalng nieréwnowaga w krazacych populacjach mo-
nocytow [55]. Wobec tego hipercholesterolemia powoduje przyspieszony rozwo6j miazdzycy i moze
prowadzi¢ do wczesniejszych incydentéw sercowo-naczyniowych.

Charakterystyke populacji makrofagéw mozna podzieli¢ ze wzgledu na wczesny i poézny etap
rozwoju blaszki miazdzycowej. We wezesnym rozwoju blaszki miazdzycowej monocyty réznicuja
sie glownie w makrofagi M2, ktore wychwytuja zmodyfikowane lipidy, prowadzac do utworzenia
komorek piankowatych. Przewaga makrofagéw M2 nad komoérkami M1 jest wieksza zdolno$é do
eferocytozy, czyli fagocytozy apoptotycznych makrofagéow, ktora przyczynia sie do ustapienia stanu
zapalnego [160]. Natomiast na pdzniejszym etapie, gdy zapalenie nasila sie monocyty réznicuja
sie w kierunku fenotypu M1. Jednocze$nie moze takze dochodzi¢ do przelaczenia sie fenotypow
[160, 187]. Makrofagi M1 nie maja takiej zdolnosci do eferocytozy jak makrofagi M2. W zwiazku z
tym, w sSrodowisku zapalnym, gdy dominuje fenotyp M1, apoptotyczne komoérki piankowate ulegaja
wtornej martwicy i sprzyjaja rozwojowi rdzenia martwiczego [187]. Wielko$¢ rdzenia nekrotycznego

jest powiazana ze stabilnoscia blaszki miazdzycowej. Stabilne blaszki miazdzycowe charakteryzuja
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RysuneEk 6.10: Populacje makrofagéw i zmienna dynamika w wybranych scenariuszach symulacji. Rysunki A, C,
E przedstawiaja wykresy dynamiki populacji (wartosci po lewej stronie wykresow sa skumulowane) dla Liy, fus
réwnego odpowiednio 0,1; 0,8; 0,05; 0,8 i L,z rownego odpowiednio 0,2; 0,2; 0.8; 0,9. Natomiast Rysunki B, D, F
przedstawiaja wykresy zmian lipidéw i stanu zapalnego w czasie dla Ly, iy, réWnego odpowiednio 0,1; 0,8; 0,05;

0,8 i Lymiz réwnego odpowiednio 0,2; 0,2; 0,8; 0,9. Rysunek jest adaptacja ilustracji pochodzacej z pracy [295].

sie stosunkowo maltym rdzeniem nekrotycznym, ktory otoczony jest gruba wloknista czapeczka,

podczas gdy niestabilne blaszki miazdzycowe charakteryzuja sie duzym rdzeniem nekrotycznym,

ktory pokryty jest cienka wloknista czapeczka podatna na pekanie [160, 223].
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Rysunek 6.11: Wyniki przeszukiwania siatki wizualizujace ostateczne rozmiary populacji, a takze stezenie wol-
nych lipidéw. Rysunek A przedstawia ostateczny rozmiar rdzenia martwiczego, Rysunek B przedstawia ostateczny
rozmiar populacji makrofagdéw MO, Rysunek C przedstawia ostateczny rozmiar populacji makrofagéw M1, Rysunek
D przedstawia ostateczny rozmiar populacji makrofagéw M2, Rysunek E przedstawia ostateczny rozmiar populacji
komorek piankowatych, a Rysunek F przedstawia nadmiar stezenia wolnych lipidéow. Wyniki przedstawione na wy-
kresie zawieraja informacje pobrane z symulacji w 1000 kroku czasowym. Kazdy wykres sktada si¢ z 10000 punktow,
ktore odpowiadaja wszystkim rozwazanym ukladom naplywu lipidéw i mieszaniny lipidéw (kazda para wartosci od
0 do 1, z krokiem 0,01). Rysunek jest adaptacja ilustracji pochodzacej z pracy [295].

Doniesienia literaturowe wskazujg, ze makrofagi w blaszkach bezobjawowych stanowia 57%
wszystkich makrofagow w blaszkach objawowych [44]. W blaszkach objawowych makrofagi M1
stanowia okolo 77%, a makrofagi M2 tylko 23% [44]. Stosunek tych dwoch podtypow rozni sie w
plytkach bezobjawowych, gdzie makrofagi M1 stanowia 58%, a makrofagi M2 42% [44]. Ta infor-
macja nie zapewnia pogladu na liczbe komorek piankowatych. Jednak, jak wspomniano wczesniej,
w poczatkowej fazie rozwoju blaszki miazdzycowej dominuja makrofagi M2, a co za tym idzie

komorki piankowate o fenotypie M2 [187]. Na dalszym etapie rozwoju sytuacja ulega odwrdceniu
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i dominuja zaréwno makrofagi M1, jak i komorki piankowate o fenotypie M1 [187]. W literatu-
rze brakuje dokladnych informacji ilociowych lub w wielu przypadkach sa one niejednoznaczne.
W kontekscie prowadzonych badan nie znaleziono informacji o tym ile z makrofagéow okreslonego
podtypu przelacza sie na inny fenotyp. Wobec tego w proponowanym modelu przyjeto zatozenie,
ze im bardziej zapalne §rodowisko, tym czesciej makrofagi M2 przelaczaja sie na fenotyp M1 i od-
wrotnie w warunkach przeciwzapalnych. Ponadto wiele badain nad makrofagami obejmuje modele
inne niz ludzkie, w tym na przyktad modele mysie [135, 316]. Pomimo tego, ze brakuje doktadnych
wartosci, to wiedza dostepna w literaturze pozwala na oszacowanie danych parametréw. Ponadto,
na uwadze nalezy mie¢ fakt, ze model jest pewnym przyblizeniem rzeczywistosci.

W opisywanych badaniach zaproponowano model wplywu hipercholesterolemii na dynamike
populacji makrofagéw w blaszce miazdzycowej i oceniono rozwoj tworzenia sie rdzenia nekrotycz-
nego w symulacji relacji miazdzycy i hipercholesterolemii. Wéréd przeprowadzonych symulacji
i uzyskanych wynikéw wyrédzniono rézne stany systemu, w tym stan przeciwzapalny z niskimi
i wysokimi stezeniami lipidow oraz stan zapalny bez i z martwiczym tworzeniem rdzenia. Wy-
niki potwierdzaja, ze utrzymujacy sie stan zapalny, wywolany wysokimi stezeniami wolnych li-
pidéw prowadzi do promowania rozwoju martwiczego rdzenia i jego szybszego wzrostu. Oznacza
to, ze hipercholesterolemia moze przyspieszaé¢ rozwdj miazdzycy poprzez stymulowanie tworzenia
sie rdzenia nekrotycznego, promujac w konsekwencji szybsze przejicie ze stabilnej do niestabilnej
blaszki miazdzycowej narazonej na pekniecie.

Uzyskane wyniki sa spéjne z innymi badaniami opartymi na modelu rozwoju blaszki miazdzy-
cowej, skupiajacymi sie na dynamice lipidéw i zapaleniu [61]. Model ten zostal zaprojektowany
w celu pokazania, w jaki sposob stan zapalny wplywa na akumulacje lipidow przez makrofagi,
generowanie komorek apoptotycznych i powstawanie martwiczego rdzenia [61]. Wyniki pokazuja
miedzy innymi, ze wysokie tempo naptywu LDL i nieskuteczna eferocytoza skutkuja powstaniem
duzego rdzenia nekrotycznego i duzych ilosci makrofagéw przetadowanych lipidami [61]. Istnieje
jednak wiele innych modeli matematycznych powstawania blaszek miazdzycowych, skupiajacych
sie na roznych aspektach [67, 76, 110, 165].

6.5 Dalsze motywacje

Opisane w tym rozdziale metody, u podstaw ktorych lezg rownania rézniczkowe zwyczajne oraz
sieci Petriego, sa szeroko stosowane w modelowaniu i analizie systemdw biologicznych. Ich zastoso-
wanie mozna zauwazy¢ juz w prostych reakcjach biochemicznych, przez wewnatrzkomorkowe szlaki
sygnalowe czy sieci regulacyjne, az po zlozone systemy biologiczne [51, 94, 111, 116, 125, 146]|. Zwy-
kle wykorzystuje sie jedno konkretne podejscie, cho¢ doniesienia literaturowe przedstawiaja takze
badania laczace te metody [86, 119, 274]. Jednakze zawarte w tych pracach badania wykorzystuja
inne niz opisane w niniejszej rozprawie sieci Petriego — ciggtle sieci Petriego (ang. continuous Petri
nets). Co wiecej, skupiaja sie na innym problemie niz kompleksowa analiza jako korzy$é¢ wynika-
jaca z dualnego modelowania. Zaproponowane w tym rozdziale alternatywne podejécie — podejscie
dualnego modelowania, umozliwia utworzenie modelu opartego o sieci Petriego na podstawie do-
brze poznanego modelu opartego na ODE i tym samym przeprowadzenie analiz skoncentrowanych
na réznych aspektach. Pierwszym aspektem jest analiza strukturalna opracowana dla modelu wy-
razonego za pomocy sieci Petriego. Drugim aspektem jest analiza dynamiki odpowiedzi modelu
zastosowana dla modelu wyrazonego za pomocag ODE. W efekcie dwoch réznych perspektyw otrzy-
mujemy procesy oraz zwiazane z nimi parametry, ktore sa najistotniejsze dla zachowania systemu.

Wydaje sieg, ze takie wyniki powinny sie sta¢ przedmiotem dalszych badan, w tym badan ekspery-
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mentalnych jako potencjalne cele w opracowywaniu nowych lekéw i opracowywaniu skutecznych
terapii leczenia.

Obok tych wynikéw, pojawila sie ciekawa zalezno$¢ miedzy waznoscia proceséw dla modeli
opartych o sieci Petriego i waznoscia parametrow dla modeli opartych na ODE a réznicami w
poziomie danego biatka i réznicami w czasie ustalania sie odpowiedzi. Czy jest to przypadek, czy
tendencja oraz jak wyjasnic¢ te relacje pozostaje kwestig otwarta, a takze perspektywa dla dalszych
badan.

Inne opisane w tym rozdziale podejscie, oparte o macierzowe modele dynamiki populacji, jest
w odro6znieniu od powyzej przytoczonego dualnego modelowania, podejsciem w pelni niezaleznym
od sieci Petriego. Pozwala ono na przeprowadzenie symulacji, ktérych nie da sie w podobny spo-
sOb przeprowadzi¢ na modelach opartych na formalizmie sieci Petriego. Zatem macierzowy model
populacji traktujacy o dynamice populacji makrofagoéw stanowi ciekawe dopelnienie dla modeli

miazdzycowych zawartych w niniejszej rozprawie.



Rozdziat 7

Podsumowanie

Celem nadrzednym niniejszej rozprawy byto badanie przydatnosci réznych metod informatycz-
nych do modelowania i analizy zlozonych systeméw biologicznych, a w szczegblnos$ci procesdéw
powstawania i rozwoju miazdzycy. Wszelkie rozwazane metody moga by¢ z powodzeniem zasto-
sowane do dowolnym zjawisk biologicznych poczawszy od szlakéw biochemicznych, przez Sciezki
sygnatowe, az po zlozone mechanizmy patogenezy réznych jednostek chorobowych. Zgodnie z opi-
sanym celem mozna wyrézni¢ dwie Sciezki badawcze koncentrujace sie¢ na innych aspektach. Jedna
z nich skupiajaca sie na metodach informatycznych, réznych podej$ciach systemowych i metodo-
logicznych oraz wszelkich problemach z nimi powigzanych, w tym aspektach kombinatorycznych
wybranych probleméw. Druga natomiast skupia sie na tle biologicznym, a wiec przede wszystkim
na mechanizmach lezacych u podstaw powstawania i rozwoju miazdzycy, ale takze na bardziej
szczegoltowych aspektach, jak miedzy innymi wplyw konkretnej cytokiny prozapalnej, wybranych
aspektéw protrombotycznych czy relacji pomiedzy réznymi typami makrofagéw, ktorych relacja
wplywa na tworzenie i niestabilno$é¢ blaszki miazdzycowej. Przeanalizowano réwniez znacznie wiek-
sze sieci interakcji, tj. powiazanie miazdzycy z innymi jednostkami chorobowymi, w tym tetniakiem
aorty brzusznej czy hipercholesterolemia. Ponadto w pracy rozwazano takze inne zjawiska biolo-
giczne, w tym takie ktére moga mieé posredni wplyw na rozwéj miazdzycy, tudziez inne, zupetnie
z nia niezwiazane. Ponizej zawarto szczegdlowy opis zrealizowanych celéw oraz dalsze motywacje.

W ramach pierwszej Sciezki badawczej dotyczacej oceny przydatnosci metod informatycznych

zrealizowano nastepujace cele:

e Ocena istniejacych metod klasycznych do analizy modeli ztozonych systeméw biologicznych
opartych o sieci Petriego, w tym analiza zbiorow MCT, analiza t-klastréw i manualna analiza

wybranych t-niezmiennikdw.

Wykorzystane klasyczne metody analizy pozwalaja uwypukli¢, ktore z analizowanych pod-
proceséw maja najwiekszy udzial w analizowanych uktadach biologicznych. Jednakze w przy-
padku analizowanych w niniejszej rozprawie probleméw biologicznych, metody te nie pozwa-
laja uzyska¢ dodatkowych informacji o wlasciwosciach czy zaleznosciach, ktore nie bylyby
znane i opisane w literaturze. Mozna zatem stwierdzi¢, ze dla rozwazanych systemow biolo-
gicznych, klasyczne metody pozwalaja usystematyzowaé wiedze, wyodrebnié wazne mecha-
nizmy zaangazowane w funkcjonowanie badanego systemu i potwierdzi¢ zaleznosci pomiedzy
podprocesami. Jednakze nie umozliwiaja przeprowadzenia glebszej analizy. Z drugiej jednak
strony, klasyczne metody pozwalaja wyznaczyé¢ dalszy kierunek badan, jak to bylo m.in. w

przypadku analizowanego modelu stanéw protrombotycznych w modelach miazdzycowych.

Przeprowadzajac przeglad kazdej z klasycznych metod oddzielnie, mozna zauwazy¢, ze ana-
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liza zbiorow MCT i analiza t-klastréow sg przydatne na poczatkowym etapie analizy, gdyz
analiza zbioréw MCT pozwala zidentyfikowaé¢ pewne nietrywialne bloki funkcjonalne, a ana-
liza t-klastrow umozliwia wyodrebnienie gtéwnych podproceséw i mechanizméw zaangazo-
wanych w podloze analizowanego uktadu biologicznego. Ponadto, analiza t-klastréw sprzyja
potwierdzaniu pewnych zaleznosci zachodzacych miedzy podprocesami, choé¢ nie pozwala
na zidentyfikowanie interesujacych zaleznosci na glebszym poziomie analizy. Na uwadze na-
lezy mieé¢ fakt, ze analiza t-klastrow moze by¢ zbyt ogdlna, zwlaszcza w sytuacji w ktorej
skupienia zawieraja niemal wszystkie t-niezmienniki. W takim przypadku, kluczowa moze
okazaé sie manualna analiza wybranych t-niezmiennikéw, gdyz wydaje sie, ze pozwala na
wysnucie wnioskow o pewnej czestosci zachodzenia reakcji, czyli o tym, ze niektore reakcje
mogg zachodzi¢ czesciej niz inne. Oczywiscie manualna analiza taz ma swoje ograniczenia i
wiaza sie one z liczba modelowanych komponentéw i liczba t-niezmiennikéw pokrywajacych
dany model. Klasyczne analizy niewatpliwie potwierdzaja potrzebe zaproponowania innych,

rozszerzonych analiz.

e Ocena istniejacych metod rozszerzonych do analizy modeli ztozonych systemoéw biologicz-
nych opartych o sieci Petriego, w tym analiza knockout, zwana takze strukturalna analizg
knockout i knockout symulacyjny, zwany takze analiza $redniej liczby uruchomienl tranzycji

we wszystkich symulacjach.

Analiza knockout, bedaca analiza strukturalna, pozwala oszacowaé znaczenie wybranej tran-
zycji na podstawie liczby wylaczonych podproceséw i jest dopelnieniem zaproponowanej
analizy waznosci. Do rozszerzonych metod analizy nalezy takze knockout symulacyjny (ana-
liza $redniej liczby uruchomieni tranzycji we wszystkich symulacjach), ktory pozwala zebraé
informacje o zachowaniu sie systemu podczas wylaczenia wybranego procesu elementarnego
lub catego podprocesu. Symulacyjna analiza knockout w odréznieniu od strukturalnej analizy
knockout dostarcza informacji o $redniej liczbie uruchomien tranzycji we wszystkich wyko-
nanych symulacjach. Na tej podstawie pozwala symulowaé¢ konkretne sytuacje (np. przyjmo-
wanie konkretnych lekéw u hipotetycznego pacjenta) i oceni¢ zachowanie sie systemu w tych
szczegbdlnych warunkach. Prowadzi to do otrzymania ciekawych zaleznosci, jak w przypadku
modelu dotyczacego infekcji wirusem SARS-CoV-2. Analiza ta stanowi czesto dopelnienie

innych analiz.

e Zaproponowanie wlasnych metod rozszerzonych do analizy modeli ztozonych systemoéw bio-
logicznych opartych o sieci Petriego, w tym takze rozszerzen do istniejacych metod umozli-
wiajacych przeprowadzenie glebszych analiz. Wsréod metod zaproponowanych wyréznia sie
analize wazno$ci, poréwnawcza analize waznosci na podstawie dwoch modeli, poréwnawcza
analize waznodci z identyfikacja istotnych réznic na podstawie dwdch modeli oraz pordéwnaw-

cza analize knockout na podstawie dwoch modeli.

Analiza waznosci pozwala na detekcje, zaréwno istotnych, jak i nieistotnych proceséw elemen-
tarnych (tranzycji) umozliwiajac skupienie si¢ na kluczowych elementach w dalszej analizie.
Okreslana waznosé jest waznoscig strukturalna, a wiec im wyzsza waznosé, tym dana reak-
cja jest bardziej niezbedna do prawidlowego funkcjonowania catego systemu. Wydaje sie, ze
zdecydowang zaleta tej analizy jest jej mozliwos¢é wykorzystania w poréwnawczej analizie
waznosci, ktora pozwala oszacowaé, jak zmienia sie waznosé poszczegolnych elementéw pod
wplywem danego podprocesu, co znaczy, ze mozna okresli¢ wplyw danego podprocesu lub
modutu na zachowanie sie wszystkich pozostalych proceséw elementarnych w analizowanym

systemie. Poréwnawcza analiza waznosci umozliwia przeprowadzenie szczegdlowej struktu-
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ralnej analizy, gdyz identyfikuje procesy elementarne o kluczowym znaczeniu dla wszystkich
t-niezmiennikéw oraz dla t-niezmiennikéw tylko i wylacznie powiazanych z konkretnym mo-
dulem, dajac tym samym znacznie szerszy poglad na analize systemu. Nalezy jednak mie¢ na
uwadze, ze analiza waznoéci i jej wariant poréwnawczy sa analizami dotyczacymi pojedyn-
czych tranzycji, a wiec pojedynczych procesow elementarnych. Analiza na poziomie zbioréow
proceséw elementarnych, czyli na poziomie podproceséw, moze zosta¢ dokonana dzieki po-

réwnawczej analizie knockout.

Opisana poréwnawcza analiza opiera sie na dwoch modelach, pelnym i zredukowanym, oba
z zachowaniem pokrycia sieci. W oparciu o to podejécie zaproponowano takze rozszerzenie
znanej strukturalnej analizy knockout, ktéra nazwano poréwnawcza analiza knockout. Po-
rownawcza analiza knockout moze by¢ traktowana jako rozszerzenie poréwnawczej analizy
waznosci, gdyz skupia sie na wiekszych podprocesach i modutach, a nie tylko na pojedynczych

procesach elementarnych.

e Przeprowadzenie rozwazan dotyczacych kombinatorycznych aspektéow —analizy  t-
niezmiennikéw, w tym przeanalizowanie konkretnych probleméw wystepowania i anty-
wystepowania podzbioréw tranzycji we wsparciach t-niezmiennikéw oraz przeprowadzenie
dowodow przynaleznosci wybranych probleméw do konkretnych klas i zaproponowanie ich

rozwigzan:

— Zaproponowanie algorytmu przeszukiwania tabu dla wybranego problemu wystepowa-
nia.
Algorytm poszukiwania pewnego odpowiednio duzego podzbioru tranzycji, ktory jest
zawarty w odpowiednio duzej liczbie wsparé t-niezmiennikéw ma na celu znalezienie
podprocesu istotnego z punktu widzenia funkcjonowania modelu. Badania te stanowia
dopelnienie analiz strukturalnych i jednoczesnie wstep do dalszych rozwazan nad pro-
blemami wystepowania. Ponadto otwieraja $ciezke do dalszych kierunkéow badan, w tym
zaproponowania algorytmoéow maksymalizujacych dany parametr (wielko$é¢ poszukiwa-
nego zbioru, liczbe wsparé t-niezmiennikow, czy oba te parametry). W obecnej formie
algorytm ten stanowi dopelnienie analiz, ktére umozliwiaja znalezienie kluczowych ele-
mentéw, jednak pojawia sie potrzeba szerszego przeanalizowania charakterystyki pro-
ponowanych modeli, w tym zdeterminowania, jak wiele w zaproponowanych modelach

zawiera sie zbiorow tranzycji wystepujacych i w ilu wsparciach one wystepuja.

— Zaproponowanie algorytmu dokladnego dla wybranego problemu wystepowania stano-
wigcego analize wystepowania i jednoczesnie dopelnienie zaproponowanej wczesniej ana-
lizy waznogci.

Zaproponowany doktadny algorytm umozliwia przeprowadzenie analizy wystepowania,
a wiec wykonanie analizy waznosci dla wszystkich mozliwych podzbioréw reakcji odpo-
wiadajacych mniejszym i wiekszym podprocesom. Analiza wystepowania jest w ogolno-
$ci rozszerzeniem analizy waznos$ci opisanej powyzej, z tym rozréznieniem, ze zamiast
dla pojedynczych reakcji, pozwala ocenié¢, ktore podprocesy sa wazniejsze od innych.
Ponadto wyniki analizy waznoéci pozwalaja na znalezienie elementéw majacych duzy
wplyw na caly system i elementéw tworzacych kluczowe zaleznosci pomiedzy wiek-
szymi procesami. Co wiecej, analiza ta pozwala na znalezienie wszystkich mozliwych
podproceséw o konkretnej zadanej oczekiwanej waznosci. Jak mozna sie spodziewad,
wraz ze wzrostem wielkosci modelu (liczby zamodelowanych reakeji) rosnie takze liczba

mozliwych podproceséw do sprawdzenia, dlatego tez zaproponowany algorytm moze
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zostaé¢ uruchomiony z réznymi ograniczeniami: ograniczenie skupiajace si¢ na zmniej-
szeniu liczby generowanych kombinacji poprzez okreslenie podzbioru reakcji, zmniejsze-
niu liczby generowanych kombinacji poprzez okreslenie rozmiaru badanych podproce-
sow i/lub zmniejszeniu liczby sprawdzanych wsparé t-niezmiennikéw poprzez przyjecie
oczekiwanej waznosci dla podprocesow. Algorytm wykorzystujacy jedno lub wiecej z
wymienionych ograniczen nadaje sie do analizy zlozonych systemoéw biologicznych, a
wyznaczenie waznosci wydaje sie byé¢ istotne dla pelnego rozumienia analizowanych
modeli. Opisana analiza wystepowania jest oparta na algorytmie dokladnym i jak wy-
kazano, jest odpowiednia dla badanych zlozonych systemoéw biologicznych, jednak moze
sie zdarzy¢, ze analizowane uktady beda scharakteryzowane przez tak duzg liczbe tran-
zycji i wsparé t-niezmiennikéw, ze konieczne i lepsze bedzie zastosowanie heurystycznego

algorytmu poszukiwania zbioréw kluczowych elementow.

— Przeprowadzenie dowodu przynaleznosci wybranego problemu anty-wystepowania do
konkretnej klasy i zaproponowanie dla niego algorytmu dokladnego.
Znajdowanie niewystepujacych zbioréw tranzycji wydaje sie by¢ réwnie wazne jak po-
szukiwanie zbioréw wystepujacych. W ramach analizowanego problemu poszukiwano
takich podzbioréw tranzycji, za posrednictwem ktérych pewne podprocesy nie moga
oddziatywaé. Oznacza to, ze poszukiwane sg podzbiory tranzycji niewystepujace w zad-
nym ze wsparé t-niezmiennikéw. Dla wyréznionego problemu przeanalizowano ztozonosé
i opisano dowod NP-zupelnodci i silnej NP-zupelnosci. Badania nad rozwiazaniem tego
problemu skupily sie¢ w pierwszej kolejnosci na rozwiazaniu dokladnym, a uzyskane wy-
niki wskazaly, ze efektywnie nadaje sie do rozwiazywania rzeczywistych danych biolo-
gicznych, gdyz przedmiotem poszukiwari sa zbiory anty-wystepujace o relatywnie matej
wielkodci. Podobnie jak dla algorytmu wystepowania tak i tutaj dla algorytmu anty-
wystepowania pojawiaja sie warianty ograniczajace sprawdzanie kombinacji tranzycji.
Oczywiscie na uwadze nalezy mie¢ fakt, ze moga pojawié sie modele ztozonych systemow
biologicznych o wyjatkowo duzych rozmiarach (majac na uwadze zaréwno liczbe tran-
zycji jak i liczbe t-niezmiennikow) i wtedy zaproponowany algorytm moze nie bedzie
odpowiedni. W dalszej perspektywie z uwagi na ztozono$é problemu nalezy rozwazyé

algorytmy przyblizone.

Kombinatoryczne aspekty opisane w niniejszej rozprawie dotycza wybranych zagadnien, do
dalszego rozwazania pozostaja inne problemy wystepowania i anty-wystepowania, w tym

zlozonosé niektoérych z nich i propozycje rozwiazan.

e Porownanie metod modelowania dla dwoch réznych podejsé: sieci Petriego i réwnan réznicz-
kowych zwyczajnych (ODE). W ramach tego poréwnania zaproponowano podejscie dualnego
modelowania, umozliwiajace przeprowadzenie kompleksowej analizy parametrycznej i struk-

turalnej.

Zaproponowane podejécie dualnego modelowania polega na wykorzystaniu dwoch réznych
metod modelowania (ODE i sieci Petriego) celem przeprowadzenia kompleksowej analizy
strukturalnej i symulacyjnej. Doktadniej, w oparciu o analize waznosci, bedaca analizg struk-
turalng przeprowadzong dla modelu opartego o sieci Petriego, oraz analize wrazliwosci, sku-
piong na dynamice odpowiedzi modelu, dla modelu opartego na ODE. Taka analiza prowadzi
do znalezienia proceséw, ktore sa najwazniejsze dla analizowanego modelu z dwoéch réznych
perspektyw, gdyz stosowane podejscia wzajemnie sie uzupelniaja, a ich jednoczesne zasto-

sowanie pozwala wydoby¢ z analizy wiecej informacji. Obok tego pojawia sie takze ciekawa
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zalezno$¢ dotyczaca elementéow istotnych w jednym modelu, ale mniej istotnych w drugim,
ktora opisano ponizej w czesci dotyczacej modeli (doktadniej dla modelu $ciezek sygnatowych
ATM-p53-NF-£B), gdyz moze by¢ to wlasnosé¢ bezposrednio zwiazana z modelem. Niemniej

jednak, stwarza to motywacje do kolejnych prac nad dualnym modelowaniem.

Praca nad poréwnaniem dwoch réznych metod pokazuje, ze jednoczesne zastosowanie analizy
strukturalnej i parametrycznej (dualnego modelowania) moze nie tylko pozwoli¢ na lepsze
zrozumienie badanego systemu biologicznego, ale przede wszystkim pozwala na zidentyfiko-
wanie istotnych parametréw i znaczacych proceséw elementarnych. Przyktadowo moze sie
przyczyni¢ do opracowania nowych, bardziej skutecznych terapii, gdyz znalezione kluczowe
elementy moga sta¢ sie przedmiotem znacznie bardziej szczegoétowych badan eksperymental-

nych.

e Zastosowanie innej metody modelowania opartej o macierzowe modele dynamiki populacji.

Macierzowe modele dynamiki populacji sa najczesciej wykorzystywane do prognozowania
dynamiki populacji, w tym przypadku wykorzystano je do zbadania dynamiki populacji ma-
krofagbw w rozwoju blaszki miazdzycowej, co nie bytoby mozliwe do przeprowadzenia w
takim stopniu na podstawie klasycznych sieci Petriego. Zastosowana metoda stanowi punkt

wyjécia do dalszych badan.

W zakresie drugiej $ciezki badawczej dotyczacej aspektéw biologicznych zrealizowano naste-
pujace cele i zaproponowano/analizowano ponizsze modele. Przy kazdym z modeli przytoczono
gtéwne wnioski wysnute z analiz, jednak nie sa to jedyne wyniki. Doktadne, szczegbltowe opisy

analiz znajduja sie w poszczegdlnych podrozdzialach niniejszej rozprawy.

e Zrozumienie, usystematyzowanie wiedzy oraz poszukiwanie ciekawych interakcji i nieznanych
dotad wtasciwosci w procesach powstawania i rozwoju miazdzycy na podstawie zapropono-

wanych i przeanalizowanych modeli opartych o klasyczne sieci Petriego:

— Model dotyczacy wplywu uszkodzeri §rodbtonka na rozwéj miazdzycy [30], bedacego
jednym z gtéwnych powoddéw powstawania blaszki miazdzycowej.
W rezultacie analizy tego modelu uporzadkowano wiedze o tym dynamicznym i zlo-
zonym systemie. Otrzymane wyniki sa odzwierciedleniem istniejacej wiedzy, zgodnie z
ktora gltownymi czynnikami lezacy u podstaw tej choroby sa procesy zapalne i stres
oksydacyjny. Wyniki analizy tego modelu sa wprowadzeniem do badan dotyczacych
miazdzycy, a model zostal przeanalizowany przy uzyciu istniejacych klasycznych me-
tod.

— Model wplywu palenia papierosow na uszkodzenia srodblonka i rozwo6j miazdzycy [31].
W oparciu o klasyczne metody analizy potwierdzono, ze kluczowa w progresji miaz-
dzycy jest rola stanu zapalnego i stresu oksydacyjnego oraz ze znaczacy wplyw na jej
rozwoj ma analizowany dodatkowy czynnik ryzyka, jakim jest dym tytoniowy. Badania
te nakierowaly dalsze prace na aspekt promowania stanéw prozakrzepowych u palaczy,

co rozwazono w kolejnym modelu.

— Model wptywu wybranych aspektéw w stanach protrombotycznych, stanéw zapalnych
i stresu oksydacyjnego na rozwdj miazdzycy [98].
Analiza tego modelu pozwolila na lepsze zrozumienie mechanizmu uktadu krzepniecia

i jego roli w rozwoju miazdzycy. Podobnie jak dwa wczesniejsze modele, potwierdzita
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literaturowa wiedze i zidentyfikowala kluczowe mechanizmy. W tym przypadku prze-
prowadzono takze manualna analize t-niezmiennikow (zwana takze bardziej szczegod-
towg analizg poszczegdlnych t-niezmiennikow), ktora pozwolita na uzyskanie informacji
o zaleznosciach na wiekszym poziomie szczegdtowosci. Analiza ta potwierdzilta, ze pro-
ces krzepniecia prowadzacy do tworzenia trombiny, moze przebiega¢ prawidlowo nawet
bez dwoch Sciezek dodatniego sprzezenia zwrotnego. Co wigcej, niektore t-niezmienniki
pokazuja, ze redukcja fibrynogenu do fibryny przez trombine nie jest konieczna do pro-
mowania tworzenia zakrzepéw. Wynika to z faktu, ze zaproponowany model zawiera
takze inny mechanizm, ktéry moze prowadzi¢ do powstania zakrzepu. O ile standar-
dowe metody nie pozwolily na znalezienie ciekawych zaleznosci, to manualna analiza
t-niezmiennikéw pozwolita oszacowaé intensywnosé zaangazowania trombiny w mecha-

nizmy stymulujace progresje miazdzycy.

— Model wpltywu interleukiny-18 na procesy zapalne lezace u podstaw miazdzycy, w tym
takze zaleznosci pomiedzy réznymi typami makrofagow [64].
Klasyczne metody dostarczyly wynikow podobnych jak w przypadku powyzej opisanych
modeli, natomiast zastosowanie rozszerzonych metod istniejacych i manualnej analizy
wybranych t-niezmiennikéw, pozwolito na zidentyfikowanie ciekawych zaleznosci po-
miedzy interleuking-18 a réznym typami makrofagéw. Precyzujac, wykazano, ze typ
prozapalny M1 zaangazowany jest w pozytywna regulacje IL-18, podczas gdy typ anty-
zapalny zaangazowany jest w negatywna regulacje IL-18. Co wazne, te dwa wymienione
mechanizmy w wiekszosci podprocesow wystepuja jednoczesnie. Ponadto, w analizie
skupiono sie takze na Sciezkach wytwarzania IL-18. W tym kontekscie wykazano, ze
omawiana cytokina wytwarzana przez szlak niezalezny od kaspazy 1 jest zaangazowana
w znacznie wiecej podproceséw niz IL-18 wytwarzana przez szlak zalezny od tej ka-
spazy. Wysunieto wiec wniosek, ze szlak niezalezny od kaspazy 1 moze byé¢ zwiazany z
dziataniem kaspazy 8, gdyz w ponad polowie podprocesow (t-niezmiennikow) kaspaza
8 wystepuje razem z IL-18, ktora zostata wytworzona na drodze niezaleznej od kaspazy
1.

e Zrozumienie, usystematyzowanie wiedzy oraz poszukiwanie ciekawych interakcji i nieznanych
dotad wtadciwoéci w réznych jednostkach chorobowych na podstawie zaproponowanych i

przeanalizowanych modeli opartych o klasyczne sieci Petriego:

— Model powiazan miedzy oxLDL a tetniakami aorty brzusznej [105], jest modelem bezpo-
$redniej relacji miedzy miazdzyca a tetniakami aorty brzusznej, gdyz maja one wspoélne
czynniki ryzyka i podobne cechy patologiczne.

W przypadku badan dotyczacych powyzszego zagadnienia pojawialy sie niezgodno$ci
literaturowe co do wpltywu LDL i jego utlenionej formy na powstawanie tetniaka aorty
brzusznej. W ogolnosci pojawia sie przekonanie, ze utlenione formy LDL (oxLDL) sa
zaangazowane zarOwno w patogeneze miazdzycy, jak i w patogeneze tetniaka aorty
brzusznej. Przeprowadzone rozszerzone analizy istniejace i zaproponowane, takie jak
poréwnawcza analiza waznosci, poréwnawcza analiza knockout, a takze knockout symu-
lacyjny wykazaly, ze oxLDL nie wywieraja prawie zadnego bezposredniego wplywu na
powiekszanie i pekanie tetniaka. Co jednak wazne, w zaproponowanym modelu oxLDL
jest powiazany z ponad potowa wszystkich zamodelowanych podproceséw zaangazo-
wanych w patogeneze tetniaka, a pomimo tego jego udziat nie przeklada sie znaczaco

na powiekszanie lub pekanie AAA. Oznacza to, ze uzyskane wyniki sugeruja, iz oxLDL
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rzeczywiscie bierze udzial w powstawaniu tetniaka, ale nie znajduje znaczacego odzwier-
ciedlenia w jego powiekszeniu lub peknieciu, a wiec caly ten proces moze zachodzi¢ bez

jego udziatu.

— Model relacji miedzy homeostaza zelaza a niedoborem witaminy A [100]. Niedobory te
stanowig powszechny problem zywieniowy na $wiecie, a do tego odpowiednia regulacja
zelaza moze mieé¢ dziatanie protekcyjne przed chorobami sercowo-naczyniowymi, a wiec
réwniez przed miazdzyca.

W przypadku powyzszego modelu pojawily sie sprzeczne doniesienia literatury: zgodnie
z jednym nurtem badawczym deficyt witaminy A prowadzi do negatywnej regulacji eks-
presji hepcydyny, drugi nurt natomiast podkresla, ze deficyt witaminy A jest zwiazany z
pozytywna regulacja hepcydyny. Bardziej ogbélna analiza, oparta o t-klastrowanie, wska-
zala, ze oba te mechanizmy sa réwnie wazne, natomiast bardziej szczegétowe analizy, w
tym analiza Sredniej liczby uruchomieri tranzycji we wszystkich symulacjach i analiza
waznosci, przechylity szale na rzecz drugiego mechanizmu, zgodnie z ktorym deficyt wi-
taminy A jest zwigzany z pozytywna regulacja hepcydyny. Wskazuje to na niewatpliwa
zalete wykorzystywania rozszerzonych analiz do rozwiania rozbieznosci literaturowych,

ktore nie sa wceale rzadkim zjawiskiem.

— Modele relacji miedzy infekcjg wirusem SARS-CoV-2 a uktadem RAA w nadci$nie-
niu pierwotnym [65]. Model ten cechuje ciekawa charakterystyka, jest pokryty przez
ogromna liczbe t-niezmiennikéw i chociaz odbiega od mysli przewodniej rozprawy, to
jest skrajnym przypadkiem, ktéry m.in., uwydatnit ograniczenia stosowanych metod
analizy. Niemniej jednak czes$é analizowanych aspektow, takich jak nadcisnienie, jest
bezposrednio zwiazana z rozwojem choréb sercowo-naczyniowych, w tym jednak przy-
padku analizowano zwiekszone ryzyko przejécia choroby COVID-19.

Analizy nacelowane na lepsze zrozumienie calego systemu pozwolily na znalezienie ele-
mentarnych proceséw o kluczowym znaczeniu dla funkcjonowania modelu. Wéréd nich
zidentyfikowano, ze najbardziej istotne procesy elementarne naleza do modutu RAA,
zapalenia i aktywacji limfocytéw oraz infekcji SARS-CoV-2. Ponadto zdefiniowano pro-
cesy elementarne, ktore sa niezalezne od obecnosci wirusa i sa to elementy nalezace
do modutu uszkodzenia srédbltonka. Ustalono takze, ktore procesy elementarne sa waz-
niejsze dla modelu z SARS-CoV-2, a ktore z nich sa wazniejsze w modelu bez infekcji
tym wirusem. Taka analiza poréwnawcza wykazala, ze znaczace réznice zaobserwowano
tylko w dwoch modulach: w module zapalenia i aktywacji limfocytéw oraz w module
RAA.

Obok powyzszych analiz przeprowadzono takze bardziej szczegdélowe analizy, ktore po-
zwolily okreslié zwiazek miedzy przyjmowaniem lekéw hipotensyjnych a wspoétwystepo-
waniem choroby COVID-19. Badania te pozwalaja zaobserwowaé, ze leki hipotensyjne,
tj. inhibitory konwertazy angiotensyny (ACEI) i blokery receptora angiotensyny (ARB)
nie nasilaja rozwoju infekcji wirusem SARS-CoV-2. Co réwnie wazne, symulacje wyka-
zaly ciekawe zaleznosci co do skutecznosci dziatania przyjmowanych lekéw przy obec-
nodci infekcji wirusowej. Oznacza to, ze potwierdzono skutecznosé leczenia nadcisnienia
tetniczego u pacjentéw przyjmujacych ACEI lecz nie potwierdzono tej skutecznosci w
przypadku pacjentéw przyjmujacych ARB. Co wiecej, w przypadku tej drugiej grupy
zaobserwowano nawet nieco odwrotny skutek. Te niezwykle ciekawe wyniki wymagaja

jednak dalszych badan.

e Zaproponowanie modeli opartych o klasyczne sieci Petriego na podstawie istniejacych modeli
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opartych na ODE, co umozliwia poréwnanie innych niz sieci Petriego metod modelowania i
umozliwia zaproponowanie zlozonej analizy strukturalnej i parametrycznej opartej o podej-

$cie dualnego modelowania:

— Modele réwnowagi miedzy prooksydantami i antyoksydantami (GSH-GSSG) [150].
Zaproponowany model oparty o sieci Petriego zostal utworzony na podstawie modelu
opartego na ODE i postuzyl do wytworzenia pewnego schematu modelowania. Mial ne
celu przede wszystkim zrozumienie relacji pomiedzy tymi réznymi metodami modelo-
wania i stworzenie pewnego sposobu komunikacji, tak aby umozliwi¢ przeprowadzenie
analiz, ktore do tej pory nie byly mozliwe. W zwiazku z tym konkluzje biologiczne sta-
nowia sprawe drugorzedna, zwlaszcza, ze model jest stosunkowo niewielki i jego analiza
nie jest w stanie doprowadzi¢ do odkrycia nowych wlasciwosci. Jednakze przeprowa-
dzona analiza, skupiona na t-niezmiennikach, pozwolita odkry¢, ktora reakcja w modelu
rownowagi miedzy prooksydantami i antyoksydantami jest najwazniejsza. Znaleziona
jako najbardziej kluczowa jest reakcja utleniania GSH do GSSG przez ROS. Wiedza
ta zostata wykorzystana, aby nacelowa¢ symulacje modelu opartego na ODE na kon-
kretne aspekty. Tego rodzaju ukierunkowanie wydaje sie by¢ tym bardziej pozadane,
im bardziej ztozony jest analizowany uklad biologiczny. Na tym etapie obie metodologie
prowadza do uzyskania podobnych wnioskéw i moga by¢ traktowane jako alternatywne
podejécia, badania te wykonano jednak na malym procesie biologicznym, a wiec stano-

wia wstep do koncepcji dualnego modelowania i dalszych rozwazail.

— Model odpowiedzi systemu na uszkodzenia DNA na podstawie $ciezek sygnatowych
ATM-p53-NF-xB [104].
Zaproponowany model oparty o sieci Petriego zostal utworzony na podstawie istnieja-
cego modelu opartego o rownania rézniczkowe zwyczajne i postuzyt do zaproponowania
dualnego modelowania i umozliwienia przeprowadzenia kompleksowej analizy struktu-
ralnej i parametrycznej.
Badany proces biologiczny zostal wykorzystany w duzej mierze do oceny metodologicz-
nej, na jego podstawie wykonano dwie niezalezne analizy przeprowadzone dla dwoch
roznych modeli (analiza waznosci dla modelu opartego na klasycznej sieci Petriego i
analiza wrazliwosci dla modelu opartego na ODE). Obie z zastosowanych metod identy-
fikuja istotne komponenty badanego systemu. Cze$é wynikéw analizy waznosci i wrazli-
wosci jest ze sobg zgodna, gtownie wyniki dla symulacji z niska dawka promieniowania
4Gy. Poza czescia wspodlna wynikéw dla obu tych metod obserwuje sie takze odrebne
whnioski, stad zatem wniosek o komplementarno$ci. Wniosek ten wynika z doktadnych
biologicznych obserwacji. Pierwsza z nich pokazuje, ze najwazniejsze procesy elemen-
tarne w modelu opartego o sieci Petriego naleza do modutu ATM, bedacego kluczowym
modulem wykrywania uszkodzern w odpowiedzi na promieniowanie IR. Podobne wyniki
obserwuje sie dla analizy wrazliwosci, ale tylko dla symulacji z niska dawka promie-
niowania (4Gy). W warunkach ekstremalnych z wysoka dawka, promieniowania (10Gy)
znaczenie tych parametréw jest zdecydowanie mniejsze. Druga obserwacja pokazuje, ze
analiza wrazliwo$ci wykazata istotny wplyw parametréw zwiazanych z naprawa DNA,
degradacja biatek i degradacja transkryptow ATM i Mdm2. Wyniki te nie pokrywaja
sie jednak z analiza waznosci dla modelu opartego o sieci Petriego. Uzasadnienie tych
obserwacji mozna znalezé¢ w podrozdziale traktujacym o tych badaniach. Obok wniosku
o komplementarnosci tych metod i sensownosci stosowania podejscia dualnego modelo-

wania pojawia sie jeszcze jedna ciekawa zaleznosé, ktora pokazuje, ze zmiana parametru
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wskazanego jako istotny w modelu opartego o sieci Petriego i jednocze$nie jako mniej
istotny w modelu opartym na ODE prowadzi do zmiany poziomu biatka, bez zmiany
czasu ustalenia. Natomiast zmiana parametru uznanego za istotny w modelu opartym
na ODE, ktory jest mniej istotny w modelu opartym o sieci Petriego, prowadzi do prze-
ciwnego wniosku. Niewatpliwie nalezy rozwazy¢ czy opisane obserwacje sa przypadkowe

czy jest to moze ogolna zasada.

Wspomniany model oparty o sieci Petriego dotyczacy Sciezek sygnatowych ATM-p53—
NF-kB postuzyl takze jak biologiczny przypadek do oceny analizy wystepowania, gdyz
zawiera wzglednie duzo aktywnych komponentéw sieci. Analiza wystepowania w przy-
padku tego modelu moze da¢ szerszy wglad w cele terapeutyczne, prowadzac tym samym
do opracowania bardziej efektywnych terapii w medycynie. Jest to jednak zastosowanie
wynikajace z natury analizowanego procesu, sama analiza ma duzo wiekszy potencjat i

moze by¢ chociazby zastosowana jako wazny element poréwnawczej analizy modeli.

e Zaproponowanie macierzowego modelu dynamiki populacji dotyczacego zalezno$ci miedzy
hipercholesterolemia i niestabilnoscia blaszek miazdzycowych [295]. Zaproponowany model
wplywu hipercholesterolemii na dynamike populacji makrofagéw w blaszce miazdzycowej
pozwolil skoncentrowaé sie na ocenie rozwoju rdzenia nekrotycznego bedacego elementem
charakterystycznym dla rozrézniania zaawansowania rozwoju blaszki miazdzycowej. Wyniki
potwierdzaja, ze utrzymujacy sie przewlekly stan zapalny, spowodowany wysokim stezeniem
wolnych lipidéw, prowadzi do promowania rozwoju rdzenia nekrotycznego i jego szybszego
wzrostu. Glowna konkluzja pokazuje, ze hipercholesterolemia moze przyspiesza¢ rozwoj miaz-
dzycy poprzez stymulowanie powstawania rdzenia martwiczego, przyczyniajac sie do szybszej
progresji do objawowej, niestabilnej blaszki miazdzycowej, narazonej na pekniecie i spowo-

dowanie zdarzen sercowo-naczyniowych.

Kompleksowa analiza modeli opisujacych zjawiska biologiczne jest niezwykle trudna i w dalszym
ciggu pozostawia duze pole do rozwazan. Niniejsza praca nie wyczerpuje tematu, lecz stanowi
obszerne wprowadzenie do ewentualnych dalszych badan nad modelowaniem ztozonych systeméw

biologicznych z wykorzystaniem réznych metod informatycznych.



Rozdzial 8

Materialy dodatkowe

8.1 Materialy dodatkowe do rozdziatu 6

Tabela 8.1 zawiera liste parametréw dla modelu opartego na ODE dotyczacego $ciezki sygna-
towej ATM—p53-NFkB.

TABELA 8.1: Lista parametréw modelu opartego na ODE dotyczacego Sciezki sygnatowej ATM-p53—-NFxB opisa-
nego w pracy [134]. Tabela pochodzi z materialéw dodatkowych pracy [104].

nr | Znaczenie biologiczne nr Znaczenie biologiczne

1 caltkowita liczba AKT 63 degradacja IkBa w kompleksie z NFkB

2 caltkowita liczba CREB 64 szybkosé asocjacji IkBa-NFkB

3 caltkowita liczba KMRN 65 MM dla wplywu Wipl na geny zalezne od
NFkB

4 caltkowita liczba KSRP 66 MM dla hamowanie IKKK przez A20

5 catkowita liczba PIP 67 MM dla inaktywacji IKKa przez A20

6 spontaniczna aktywacja pb53 68 MM dla inaktywacji IKKa przez A20

7 aktywacja pb3 przez ATM 69 aktywacja genow zalezna od NFkB

8 aktywacja pb3 przez Chk2 70 inaktywacja genéw IkBa i A20

9 fosforylacja Mdm2 przez AKT 71 synteza mRNA A20 i IkBa

10 | reaktywacja jadrowego Mdm?2 przez Wipl 72 translacja IkBa

11 | inaktywacja jadrowego Mdm?2 przez ATM 73 uszkodzenia DSB spowodowane przez IR

12 | aktywacja PIP3 74 degradacja apoptotyznego DSB

13 | aktywacja AKT przez PIP 75 aktywacja ATM przez tworzenie DSB

14 | aktywacja AKT przez ATM 76 aktywacja ATM przez tworzenie kompleksu
MRN

15 | inaktywacja p53 przez Wipl s aktywacja Chk2 i CREB przez ATM

16 | szybkosé defosforylacji Mdm2 78 aktywacja kompleksu MRN przez ATM

17 | inaktywacja PIP przez PTEN 79 aktywacja kompleksu MRN przez DSB

18 | inaktywacja AKT 80 szybkos¢ naprawy DSB

19 | degradacja transkryptu p53 81 inaktywacja ATM przez Wipl

20 | spontaniczna degradacja biatka p53 82 inaktywacja Chk2 przez Wipl

21 | degradacja p53 przez Mdm?2 83 inaktywacja kompleksu MRN

22 | spontaniczna degradacja biatka p53p 84 inaktywacja kompleksu CREB

23 | degradacja p53p przez Mdm2 85 degradacja transkryptu ATM

24 | degradacja transkryptu Mdm?2 86 degradacja biatka ATM

25 | spontaniczna degradacja biatka Mdm2 87 degradacja transkryptu Chk2

26 | spontaniczna degradacja biatkaMdm2p 88 degradacja biatka Chk2

27 | degradacja Mdm2 przez Chk2 89 MM dla naprawy DSB

28 | szybkos¢ degradacji transkryptu PTEN 90 MM dla aktywacji ATM przez DSB

29 | szybkos¢ degradacji PTEN 91 MM dla aktywacji kompleksu MRN przez DSB

30 | import jadrowego Mdm2 92 aktywacja genéw Chk2 i ATM

31 | MM dla aktywacji p53 przez ATM 93 aktywacja genéw Wipl i ATM przez CREB
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nr | Znaczenie biologiczne nr Znaczenie biologiczne
32 | MM dla wptywu Chk2 na system 94 inaktywacja genu Chk2
33 | MM dla p53 hamowania translacji spowodowa- 95 synteza ATM

nej przez pb3

34 | spontaniczna aktywacja genu p53 96 synteza Chk2

35 | spontaniczna aktywacja genow Mdm2 i PTEN 97 transkrypcja ATM
36 | aktywacja genow Mdm2, PTEN, ATM i Wipl 98 transkrypcja Chk2
zalezna od pb3

37 | inaktywacja genéw Mdm2 i PTEN 99 aktywacja KSRP

38 | synteza mRNA p53 100 | dojrzewanie miR-16

39 | synteza mRNA Mdm2 101 | deaktywacja KSRP

40 | synteza mRNA PTEN 102 | spontaniczna degradacja mRNA Wipl

41 | szybkosé translacji p53 103 | degradacja mRNA Wipl spowodowana przez
siRNA

42 | szybko$c¢ translacji Mdm?2 104 | degradacja mRNA Wipl spowodowana przez
miR-16

43 | szybkosc¢ translacji PTEN 105 | szybkosé¢ degradacji biatka Wipl

44 | calkowita liczba receptoréw 106 | degradacja mRNA Wipl spowodowana przez
miR-16

45 | fosforylacja IkBa w kompleksach posredni- | 107 | degradacja mRNA Wipl spowodowana przez

czona przez [KKa miR-16

46 | fosforylacja IkBa posredniczona przez IKKa 108 | eksport jadrowego KSRP

47 | aktywacja IKKK 109 | import jadrowego KSRP

48 | transformacja IKKii 110 | deaktywacja genu Wipl

49 | aktywacja IKK 111 | szybkos¢ syntezy mRNA WIP1

50 | aktywacja IKK przez ATM 112 | szybkosé¢ produkcji pre-miR-16

51 | aktywacja receptora spowodowana przez TNF | 113 | szybkosé¢ translacji WIP1

52 | szybkos¢ inaktywacji IKKK 114 | degradacja mRNA Bax

53 | szybkosé¢ inaktywacji IKK 115 | degradacja Bax

54 | szybkos¢ inaktywacji receptora 116 | synteza mRNA Bax

55 | degradacja ufosforylowanego IkBa 117 | translacja Bax

56 | degradacja transkryptu A20 i IkBa 118 | szybkos¢ degradacji p21t

57 | degradacja wolnego IkBa 119 | szybkos¢ degradacji p21

58 | szybkos¢ degradacji A20 120 | synteza mRNA p21

59 | eksport jadrowego IkBa 121 | translacja p21

60 | eksport jadrowego IkBa-NFkB 122 | translacja A20

61 | import jadrowego NFkB 123 | spontaniczna inaktywacja genu p53

62 | import jadrowego IkBa

Tabela 8.2 zawiera wyniki analizy wazno$ci dla modelu opartego o sieci Petriego dotycza-
cego Sciezki sygnalowej ATM-p53-NFxkB (model z dwoma wzbudzeniami zawierajacy 541 t-
niezmiennikow).

TaBELA 8.2: Analiza waznosci dla wszystkich proceséw elementarnych modelu opartego o sieci Petriego dotyczacego

Sciezki sygnatowej ATM-p53—-NFxB. Tabela pochodzi z materialéow dodatkowych pracy [104].

‘Waznosé
ID Nazwa procesu elementarnego trans./t-inv. %]
t1 tworzenie DSB stymulowane przez IR 418 77.26
to zrodlo IR 418 77.26
tao transkrypcja do mRNA ATM 418 77.26
t13 | zrodto DNA 416 76.89
t14 transkrypcja z DNA do mRNA p53 416 76.89
t52 fosforylacja ATMn przez DSB 415 76.71
tie translacja z mRNA p53 do p53n 414 76.52
tas translacja z mRNA ATM do ATMn 414 76.52
tsa przejscie ATMpn do ATMan przez MRNpn 407 75.23
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ID Nazwa procesu elementarnego Wa‘inoéé
trans./t-inv. | [%]
t162 tworzenie puli MRNpn 407 75.23
ti07 | przejscie NF-kB z cytoplazmy do jadra 259 47.87
tia5 | zrodlo NF-xB 258 47.69
tsg fosforylacja Chk2n przez ATMan 222 41.04
tas transkrypcja z DNA do mRNA Chk2 208 38.45
t125 | aktywacja GCHK2 208 38.45
t1a7 | aktywacja Gpb53 zalezna od NF-xBn 208 38.45
ti69 | spontaniczna aktywacja Gp53 208 38.45
t37 translacja z mRNA Chk2 do Chk2n 201 37.15
t122 | niezalezna aktywacja GATM 176 32.53
t124 | aktywacja GATM zalezna od CREBpn 176 32.53
ti61 | tworzenie puli CREBpn po aktywacji GATM 176 32.53
ti7 transkrypcja z DNA do mRNA Mdm?2 166 30.68
t31 translacja z mRNA Mdm2 do Mdm?2 155 28.65
ti110 | transkrypacja do mRNA Wipl 155 28.65
t114 | spontaniczna fosforylacja p53n 145 26.80
t10 fosforylacja p53n przez Chk2pn 140 25.88
t7o fosforylacja p53n przez ATMan 140 25.88
tio7 | aktywacja GMdm2 zalezna od p53pn 130 24.03
tor fosforylacja Mdm2 przez AKTp 127 23.48
t159 | tworzenie puli AKTp 127 23.48
t3a translacja z mRNA Wipl do Wipln 116 21.44
t142 | aktywacja GWipl zalezna od p53pn 98 18.11
tes przejécie Mdm2p z cytoplazmy do jadra 97 17.93
t123 | aktywacja GATM zalezna od p53pn 66 12.20
ter fosforylacja Mdm2pn przez ATMan 62 11.46
ti67 | spontaniczna aktywacja GMdm2 36 6.65
tig transkrypcja z DNA do mRNA PTEN 33 6.10
t126 | aktywacja GPTEN przez p53pn 30 5.55
tso transkrypcja z DNA do mRNA IxBa 29 5.36
t139 | aktywacja GIkBa zalezna od NF-«xBn 29 5.36
tag defosforylacja Chk2pn przez Wipln 26 4.81
tes defosforylacja Mdm2ppn przez Wipln 26 4.81
tg defosforylacja p53pn przez Wipln 25 4.62
ta transkrypcja z DNA do mRNA p21 22 4.07
to1 translacja z mRNA PTEN do PTEN 22 4.07
ts transkrypcja z DNA do mRNA Bax 20 3.70
t11 degradacja p53pn przez Mdm2pn 20 3.70
t128 | aktywacja Gp2l zalezna od p53pn 20 3.70
ti29 | aktywacja GBax zalezna od p53pn 20 3.70
t140 | niezalezna aktywacja GWipl 19 3.51
t143 aktywacja GWipl zalezna od NF-xBn 19 3.51
t144 aktywacja GWipl zalezna od CREBpn 19 3.51
ti64 | tworzenie puli CREBpn po aktywacji GWipl 19 3.51
tog degradacja Mdm2p przez Chk2p 18 3.33
t30 degradacja Mdm2 przez Chk2pn 18 3.33
tes degradacja Mdm2pn przez Chk2pn 18 3.33
teg degradacja Mdm2ppn przez Chk2pn 18 3.33
try transkrypcja z DNA do mRNA A20 przez IxkBan 18 3.33
ts3 translacja z mRNA IxkBa do IkBa 18 3.33
toe degradacja Mdm2ppn 18 3.33
tiso | aktywacja GA20 zalezna od NF-xBn 18 3.33
tso przejscie IKK do IKKa przez ATMan 16 2.96
tag transkrypacja do pre-miR-~16 przez KSRPpn 15 2.77
t108 zrodlo IKK 15 2.77
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ti60 | tworzenie puli KSRPpn 15 2.77
ta7 dojrzewanie pre-miR-16 14 2.59
tas degradacja Wipln 13 2.40
taa degradacja mRNA Wipl 13 2.40
tag degradacja mRNA Wipl przez miR-16 13 2.40
ts1 defosforylacja ATMpn przez Wipln 13 2.40
tss przejscie ATMan do ATMpn przez Wipln 13 2.40
t111 | degradacja mRNA Wipl przez shRNA 13 2.40
t112 | synteza shRNA 13 2.40
ti2 degradacja p53n przez Mdm2pn 12 2.22
ts translacja z mRNA p21 do p21 11 2.03
te translacja z mRNA Bax do Bax 11 2.03
tr degradacja p21 11 2.03
ts degradacja Bax 11 2.03
tio degradacja mRNA Mdm2 11 2.03
too degradacja mRNA PTEN 11 2.03
tao degradacja PTEN 11 2.03
tos defosforylacja PIP3 przez PTEN 11 2.03
toa fosforylacja PIP2 11 2.03
to2 degradacja mRNA p21 11 2.03
tos degradacja mRNA Bax 11 2.03
to7 degradacja Mdm2pn 11 2.03
tos degradacja Mdm2 11 2.03
tog degradacja Mdm2p 11 2.03
to naprawa uszkodzen indukowana przez p53pn 10 1.85
tr1 hamowanie mRNA Chk2 przez p53pn 10 1.85
too hamowanie transkrypcji mRNA IxBa przez p53pn 10 1.85
to1 hamowanie transkrypcji mRNA of A20 przez p53pn 10 1.85
toa degradacja p53pn 10 1.85
t118 | fosforylacja IkBa w kompleksie z NF-xkB przez IKKa 10 1.85
t119 | degradacja kompleksu IkBap i NF-xB 10 1.85
t120 | degradacja IkBap po degradacji kompleksu 10 1.85
ti01 | przejscie IkBa z cytoplazmy do jadra 8 1.48
trs translacja z mRNA A20 do A20 7 1.29
t102 tworzenie kompleksu IkBan i NF-xBn 7 1.29
ti03 | przejscie kompleksu IkBa i NF-£B z jadra do cytoplazmy 7 1.29
ti05 | tworzenie kompleksu IkBa i NF-xB 7 1.29
teo defosforylacja MRNpn 5 0.92
tsa przejscie IKKa do IKKi przez A20 5 0.92
tss przejscie IKKi do IKKii 5 0.92
tse przejscie IKKii do IKK 5 0.92
t116 fosforylacja IkBa przez IKKa 5 0.92
t117 degradacja IkBap 5 0.92
tos defosforylacja AKTp 4 0.74
tog fosforylacja AKT przez PIP3 and ATMan 4 0.74
ta1 degradacja Chk2pn 4 0.74
taq degradacja ATMn 4 0.74
tas degradacja mRNA ATM 4 0.74
ts3 degradacja ATMpn 4 0.74
tse degradacja ATMan 4 0.74
ts7 defosforylacja CREBpn 4 0.74
tss fosforylacja CREBn przez ATMan 4 0.74
te1 fosforylacja MRNn przez ATMpn 4 0.74
te2 fosforylacja KSRP przez ATMan 4 0.74
tes defosforylacja KSRPp 4 0.74
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tg7 przejscie IKK do IKKa przez IKKKa 4 0.74
t158 | tworzenie puli PIP3 4 0.74
t163 | tworzenie puli IKKKa 4 0.74
t7o zrodlo TNFa 3 0.55
tra aktywacja TNFR1 przez TNF« 3 0.55
ti6s | spontaniczna aktywacja GPTEN 3 0.55
tis degradacja mRNA p53 2 0.37
t7s3 zrodto TNFR1 2 0.37
tos degradacja p53n 2 0.37
ti06 | degradacja kompleksu IkBa i NF-«B 2 0.37
ti09 | degradacja IkBa po degradacji kompleksu 2 0.37
t115 roztaczenie kompleksu IkBa i NF-xkB 2 0.37
ti65 | spontaniczna aktywacja GBax 2 0.37
ti66 | spontaniczna aktywacja Gp2l 2 0.37
tog defosforylacja Mdm2p 1 0.18
t36 degradacja mRNA Chk2 1 0.18
tao degradacja Chk2n 1 0.18
tag degradacja miR-16 1 0.18
tso degradacja pre-miR-16 1 0.18
tso fosforylacja MRNn przez DSB 1 0.18
tea przejscie KSRPp z cytoplazmy do jadra 1 0.18
trs przejécie IKKK do IKKKa przez TNFR1 1 0.18
tre przejscie IKKKa do IKKK 1 0.18
trg degradacja mRNA A20 1 0.18
ts1 degradacja A20 1 0.18
tgo degradacja mRNA IxkBa 1 0.18
tss hamowanie Ra przez A20 1 0.18
ti00 | przejscie IskBa z jadra do cytoplazmy 1 0.18
ti04 | degradacja IkBa 1 0.18
t113 | przejscie KSRPpn z jadra do cytoplazmy 1 0.18
t121 | spontaniczna inaktywacja TNFR1 1 0.18
t131 inaktywacja GATM 1 0.18
t132 inaktywacja GCHK2 1 0.18
t133 | inaktywacja GPTEN 1 0.18
t134 | inaktywacja GMdm2 1 0.18
t135 | inaktywacja Gp21 1 0.18
t136 | inaktywacja GBax 1 0.18
t137 | inaktywacja GA20 1 0.18
t138 inaktywacja GlxkBa 1 0.18
t141 | inaktywacja GWipl 1 0.18
ti46 | inaktywacja Gpb3 1 0.18
t14s | reaktywacja GA20 1 0.18
t149 | reaktywacja GATM 1 0.18
tis0 | reaktywacja GBax 1 0.18
t151 reaktywacja GCHK2 1 0.18
t1s2 | reaktywacja GIkBa 1 0.18
t1s3 | reaktywacja GMdm2 1 0.18
t154 | reaktywacja Gp2l 1 0.18
tis5 | reaktywacja Gpb3 1 0.18
tis6 | reaktywacja GPTEN 1 0.18
tis7 | reaktywacja GWipl 1 0.18
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