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Streszczenie

Procesy wewnątrzkomórkowe są utrzymywane w homeostazie między innymi dzięki
konserwatywnie działającym tzw. sieciom regulatorowym, które odpowiadają za prawi-
dłowy przebieg i tempo reakcji, transport molekuł czy kontrolowanie procesów syntezy-
/degradacji molekuł. Jednym z powszechniej badanych szlaków sygnałowych są szlaki
związane z apoptozą. Apoptoza jest naturalnym procesem zaprogramowanej śmierci ko-
mórki, do której dochodzi w momencie jej trwałego uszkodzenia i braku możliwości po-
wrotu do stanu pierwotnego. Jednym z najbardziej znanych i zbadanych białek tej ścieżki
jest białko p53, nazywane również strażnikiem genomu. Białko to jest odpowiedzialne za
zatrzymanie cyklu komórkowego w celu naprawienia DNA, a także za „podjęcie decyzji”
o uruchomieniu kaskad sygnałowych prowadzących do śmierci komórkowej.

Ciąg procesów prowadzących do powstania aktywnego, biorącego czynny udział w
regulacji szlaków sygnałowych białka, jest nazywany ekspresją genów. Jednym z ostat-
nich etapów tego procesu jest translacja, w której powstałe w etapie poprzedzającym
– transkrypcji, mRNA, jest tłumaczone przez rybosomy na łańcuch aminokwasów. Na-
stępnie, w wyniku odpowiednich obróbek potranslacyjnych łańcuch jest formowany do
postaci aktywnego białka. Translacja jest bardzo silnie regulowanym procesem, na który
wpływa wiele czynników, zarówno wewnątrz- jak i zewnątrzkomórkowych. Jednym z
najintensywniej badanych czynników regulujących translację jest mikroRNA – są to
krótkie (o długości około 21-25 nukleotydów) niekodujące cząsteczki RNA, które głów-
nie są zaangażowane w represję translacji tzw. białek celowanych (targetów). Ze względu
na złożoność mechanizmów regulacji oraz różne „efekty” powodujące inhibicję ekspresji
(np. zahamowanie inicjacji czy degradacja mRNA), wynikające z tej regulacji, dokładne
działanie mikroRNA nie zostało do końca poznane.

Niniejsza praca doktorska skupia się na analizie wybranych mechanizmów regula-
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cji procesu translacji. Zaproponowano model matematyczny oparty na maszynach sta-
nowych, opisujący proces translacji z uwzględnieniem pro�lu polisomalnego (struktur,
gdzie na jednej nici mRNA występuje więcej niż jeden rybosom, i która pozwala na
równoległą produkcję więcej niż jednego łańcucha aminokwasów z jednej cząsteczki
mRNA). Dodatkowo do modelu został wprowadzony czynnik regulujący translację w
postaci mikroRNA oraz promieniowania jonizującego (promieniowania X). Symulacje
zostały przeprowadzone w oparciu o autorskie wyniki biologiczne, w których dla ludz-
kich komórek nowotworu okrężnicy (HCT116) zostały wyznaczone poziomy wybra-
nych białek, transkryptów oraz mikroRNA w warunkach kontrolnych oraz w czasach 4
i 12 godzin od napromieniowania. Ponadto w badaniach wyznaczono pro�l polisomalny
(rozkład rybosomów) w obrębie konkretnego transkryptu i mikroRNA. Wszystkie ekspe-
rymenty oparto na białkach szlaku sygnałowego apoptozy (p53 i PTEN), które są dobrze
opisane w literaturze, jako białka biorące aktywny udział w procesie naprawczym DNA
(uszkodzonym np. w wyniku promieniowania). MikroRNA dobrano na podstawie do-
niesień literaturowych, które jednoznacznie wskazywały na bezpośrednie oddziaływa-
nie miRNA na wybrane białka oraz zahamowanie ich ekspresji. Zaproponowany model
miał na celu sprawdzenie, czy spośród wybranych mechanizmów regulacji translacji z
udziałem mikroRNA jest mechanizmem dominującym oraz czy ten mechanizm po na-
promieniowaniu komórek może ulec zmianie. Ze względu na ograniczenia techniczne
oraz koszty eksperymentów badających działanie mikroRNA, model ten może okazać
się wartościowy z punktu widzenia planowania eksperymentów.



Summary

Intracellular processes are maintained in homeostasis, in part, through conservati-
vely acting signal pathways that govern the proper progression and pace of reactions,
molecule transport, and the control of molecule synthesis and degradation. One of the
commonly studied signaling pathways involves apoptosis. Apoptosis is a natural process
of programmed cell death that occurs when a cell is irreparably damaged and cannot re-
turn to its original state. One of the most well-known and extensively studied proteins
in this pathway is p53, also known as the guardian of the genome. This protein is re-
sponsible for halting the cell cycle to repair DNA and, if necessary, making the decision
to initiate signaling cascades leading to cell death.

The series of processes leading to the creation of an active protein actively involved
in regulating signaling pathways is called gene expression. One of the �nal stages of
this process is translation, in which the mRNA generated in the preceding transcription
phase is translated by ribosomes into a chain of amino acids. Subsequently, through ap-
propriate post-translational modi�cations, this chain is shaped into an active protein.
Translation is a highly regulated process in�uenced by numerous factors, both intracel-
lular and extracellular. One of the most intensively studied factors regulating transla-
tion is microRNA (miRNA). MiRNAs are short (approximately 21-25 nucleotides long)
non-coding RNA molecules primarily involved in the repression of translation of target
proteins. Due to the complexity of regulatory mechanisms and various e�ects leading
to expression inhibition (such as initiation inhibition or mRNA degradation) resulting
from this regulation, the precise workings of miRNAs have not been fully elucidated.

This doctoral thesis focuses on analyzing selected mechanisms that regulate the
translation process. A mathematical model based on state machines has been proposed
to describe the translation process, taking into account the polysomal pro�le (structures
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4 Spis treści

where more than one ribosome is present on a single mRNA strand, allowing for the
parallel production of more than one amino acid chain from one mRNA molecule). Ad-
ditionally, a factor regulating translation, in the form of miRNA, and ionizing radiation
(X-rays), have been introduced into the model. Simulations were conducted based on ori-
ginal biological results in which the levels of selected proteins, transcripts, and miRNAs
were determined in human colon cancer cells (HCT116) under control conditions and at
4 and 12 hours post-irradiation. Furthermore, polysomal pro�les (ribosome distribution)
within speci�c transcripts and miRNAs were determined in the study. All experiments
were based on proteins involved in the apoptosis signaling pathway (p53 and PTEN),
which are well-described in the literature as proteins actively participating in DNA re-
pair processes (e.g., following radiation-induced damage). MiRNAs were selected based
on literature reports that clearly indicated their direct interaction with speci�c proteins
and their role in inhibiting their expression.

The proposed model aimed to investigate whether miRNA-mediated translation re-
gulation is a dominant mechanism among the selected translation regulation mechani-
sms and whether this mechanism may change following cell irradiation. Due to technical
limitations and the costs of experiments studying miRNA activity, this model may prove
valuable in experiment planning.

Słowa kluczowe: modelowanie translacji, maszyny stanu, mikroRNA, polisomy,
promieniowanie



Rozdział 1

Wstęp

1.1 Wprowadzenie

Procesy wewnątrzkomórkowe stanowią sieć skomplikowanych mechanizmów, które
zapewniają prawidłowe funkcjonowanie żywych komórek [77]. Procesy wewnątrzko-
mórkowe to zbiór zróżnicowanych aktywności biologicznych zachodzących w obrębie
komórki. Obejmują one wszystkie procesy życiowe zachodzące w komórce: od ekspresji
informacji genetycznej do produkcji białek, szlaków sygnałowych, transportu cząste-
czek, produkcji energii czy podziały komórkowe [80]. W centrum tych procesów leży
zdolność komórki do reagowania na bodźce zarówno wewnętrzne, jak i zewnętrzne, w
celu dostosowania się do zmieniającego się otoczenia i utrzymania homeostazy. Aby ją
zapewnić, wszystkie procesy wewnątrzkomórkowe w mniejszym lub większym stopniu
muszą być ze sobą powiązane i współgrać ze sobą.

Do najważniejszych procesów wewnątrzkomórkowych, decydujących o funkcjono-
waniu komórki, należy ekspresja genów. Odgrywa ona niezwykle ważną rolę na różnych
etapach życia komórki. Ekspresja genów odnosi się do szeregu procesów, w których in-
formacja zawarta w DNA zostaje przepisana na cząsteczki RNA (proces transkrypcji) a
następnie informacja z zawarta w cząsteczkach mRNA zostaje przekształcona w funk-
cjonalne produkty, czyli białka (proces translacji). Na poziomie transkrypcji ekspresja
genów jest kontrolowana m.in. przez czynniki transkrypcyjne, znaczniki epigenetyczne
czy zmiany struktury chromatyny [112, 81]. Przetwarzanie (np. splicing, poliadenylacja
i mody�kacje), transport i degradacja mRNA są regulowane przez białka wiążące RNA i
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6 Rozdział 1. Wstęp

niekodujące RNA [9, 56].
Sama translacja białek jest złożonym, wieloetapowym procesem, który podlega roz-

ległej regulacji na poziomach inicjacji, elongacji, lokalizacji i składu rybosomów [157,
32]. Poziom białek w komórkach zależy również od, ściśle regulowanej degradacji bia-
łek.

Historycznie, większość badań dotyczących zmian ekspresji genów skupiała się na
zmianach poziomów mRNA odzwierciedlających zmiany w transkrypcji i/lub stabilności
mRNA [139, 178, 128]. Jednak wiele badań sugeruje, że nawet w warunkach kontrolnych,
poziomy białek nie zawsze korelują z ilością mRNA [171, 38, 170, 132], chociaż znala-
zły się również głosy sprzeciwu i kwestionowano te wyniki [92, 93]. Translacja mRNA
odgrywa znaczącą rolę w kształtowaniu proteomów i w reakcjach na zaburzenia ho-
meostazy w środowisku komórkowym, w tym wahań w poziomach tlenu, składników
odżywczych i pojawienia się w układzie różnych czynników stresowych [43, 47, 187].
Ponadto, translacja mRNA jest również bardzo kosztowna energetycznie [17].

Dane literaturowe pokazują, że translacja i metabolizm komórki są silnie ze sobą
związane [113]. Dlatego nie jest zaskakujące, że zaburzona translacja mRNA jest ce-
chą wspólną chorób, w których programy metaboliczne są zakłócone, jak np. w cho-
robach nowotworowych [157]. Wykazano też na modelach przedklinicznych, że wiele
składników maszynerii translacyjnej może stanowić cele terapeutyczne w leczeniu raka
[11, 22, 87, 181, 157].

1.2 Cele i tezy pracy

Głównym celem prezentowanej rozprawy jest budowa oraz analiza modelu mate-
matycznego procesu translacji pojedynczego transkryptu z uwzględnieniem pro�li po-
lisomalnych. Model jest oparty zarówno o autorskie dane eksperymentalne jak i o dane
literaturowe. Wykonane badania można podzielić na kilka zadań:

1. Badania eksperymentalne oraz analiza pozyskanych danych, pozwalające na wy-
znaczenie pro�li polisomalnych badanych mRNA oraz mikroRNA.

2. Badania eksperymentalne oraz analiza danych, pozwalająca na określenie całko-
witych poziomów ekspresji badanych białek, transkryptów oraz mikroRNA.
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3. Zbudowanie podstawowego modelu translacji w oparciu o pro�l polisomalny.

4. Mody�kacja modelu o elementy regulujące proces translacji (IR, mikroRNA).

5. Analiza oraz interpretacja wyników biologicznych.

6. Analiza oraz interpretacja wyników symulacji.

Przeprowadzone analizy symulacyjne oraz zgromadzone dane eksperymentalne miały
zwery�kować prawdziwość następujących tez:

1. Modele hybrydowe wykorzystujące maszyny stanowe są skutecznym narzędziem
pozwalającym na postawienie i wstępną wery�kację hipotez dotyczących bioche-
micznych mechanizmów regulacyjnych.

2. Regulacja ekspresji białek, zależna od mikroRNA wykorzystuje równolegle wiele
mechanizmów.

3. Mechanizm regulacji translacji z udziałem mikroRNA zależy od konkretnego mRNA
i mikroRNA.

1.3 Przewodnik po rozdziałach

Niniejsza rozprawa doktorska składa się z ośmiu rozdziałów oraz bibliogra�i.
W rozdziale pierwszym przedstawione zostały cele i tezy pracy doktorskiej.
Rozdział drugi przedstawia biologiczne podstawy teoretyczne, mające na celu po-

moc w zrozumieniu analizowanego zagadnienia. Krótko przedstawiono proces ekspre-
sji genów oraz wyjaśniono istotność procesu translacji w regulacji ekspresji genów.
Następnie pokrótce opisano, czym jest translacja i przedstawiono główne etapy tego
procesu. W rozdziale drugim, czytelnik zapoznaje się również z pojęciem polisomów
oraz technikami badania tych struktur. Kolejną częścią tego rozdziału jest przedstawie-
nie czynników oraz molekuł, odpowiadających za regulacje procesy translacji; skupiono
się głównie na badanych w Rozprawie czynnikach – promieniowaniu jonizującym oraz
mikroRNA. Przedstawiono zależności i powiązania pomiędzy mikroRNA, promieniowa-
niem oraz polisomami i procesem translacji. W tym rozdziale zawarto również przegląd
istniejących modeli translacji z uwzględnieniem polisomów w układzie.
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W rozdziale trzecim przedstawiono przegląd istniejących modeli translacji z uwzględ-
nieniem polisomów w układzie.

Rozdział czwarty przedstawia metodykę wykonanych badań biologicznych. Zostały
opisane wszystkie wykorzystane w badaniach techniki oraz procedury i warunki, w ja-
kich eksperymenty były prowadzone.

Rozdział piąty zawiera pełny opis modelu, wraz z wprowadzeniem czytelnika w te-
matykę maszyn stanowych. Przedstawiono algorytm zaproponowanego modelu oraz
niezbędne założenia i ograniczenia. Wyszczególniono podstawowy model translacji, a
także jego mody�kacje wynikające z wprowadzenia elementów regulujących.

W rozdziale szóstym przedstawiono wyniki zarówno biologiczne jak i symulacji. Po-
równano poziomy badanych molekuł oraz udziały frakcji polisomalnych. Porównano
także wyniki biologiczne do wyników z symulacji modelu i zapisano obserwacje.

Rozdział siódmy zawiera szczegółową dyskusje uzyskanych wyników. W dyskusji
porównano analizę i wyniki opisane w rozdziale szóstym oraz odniesiono te wyniki do
doniesień literaturowych.

Ostatni rozdział pracy zawiera krótkie podsumowanie uzyskanych wyników i sfor-
mułowanie wniosków wyciągniętych na podstawie badań przeprowadzonych w ramach
niniejszej Rozprawy.



Rozdział 2

Podstawy biologiczne

2.1 Białka

Białka są produktami końcowymi procesu translacji. Jako tzw. „konie pociągowe”
komórki, białka składają się na elementy strukturalne i motoryczne w komórce i służą
jako katalizatory praktycznie każdej reakcji biochemicznej zachodzącej w organizmach
żywych. Każdy gen w komórkowym DNA zawiera „przepis” na powstanie konkretnego
białka.

Podstawowymi składnikami budulcowymi białek są aminokwasy. Są to małe czą-
steczki, składające się z centralnego atomu węgla połączonego z grupą aminową, grupą
karboksylową, atomem wodoru i zmiennym łańcuchem bocznym. Aminokwasy są po-
łączone ze sobą wiązaniami peptydowymi, tworząc długie łańcuchy [1, 68, 84].

Istnieje dwadzieścia różnych aminokwasów, które tworzą białka. Sekwencja amino-
kwasowa białka determinuje proces jego fałdowania oraz tworzenie wiązań wewnątrz-
cząsteczkowych w łańcuchu aminokwasowym, co ostatecznie nadaje białku unikalną
trójwymiarową strukturę [75]. Wiązania wodorowe między grupami aminowymi i kar-
boksylowymi w sąsiednich regionach łańcucha białkowego mogą prowadzić do powsta-
wania określonych wzorców fałdowania. Należą do nich α–helisy i β–kartki, tworzące
drugorzędową strukturę białek. Większość białek zawiera wiele helis i kartek, a także
inne, mniej powszechne wzorce. Trzeciorzędowa struktura białka odnosi się do formacji
i fałdowania w pojedynczym łańcuchu aminokwasów, nazywanym polipeptydem. Na
koniec, czwartorzędowa struktura białka dotyczy makrocząsteczek, które składają się z

9
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wielu łańcuchów lub podjednostek polipeptydowych. Różne struktury białek wpływają
na ich właściwości chemiczne i zdolność do interakcji z innymi cząsteczkami, co jest
istotne dla ich funkcji biologicznych [30].

Białka, jako funkcjonalne molekuły, stanowią kluczowe elementy wszystkich błon
komórkowych i organelli. Wśród swoich wielu funkcji, białka błonowe pełnią rolę re-
ceptorów, równoważą gospodarkę hormonalną, mogą również pełnić funkcję kanałów
transportowych w błonach komórkowych, przepuszczając specy�cznie substancje, które
ze względu na skład i rozmiar, nie były w stanie dostać się przez błony (np. akwaporyny,
które umożliwiają transport wody z i do komórki, lub kanały jonowe, takie jak kanały so-
dowe czy potasowe, które przepuszczają wyłącznie specy�czne dla danego kanału jony).

Bardzo ważną funkcją białek jest utrzymanie kształtu i struktury komórki – tworzą
w komórkach tzw. cytoszkielet, który jest zbudowany z białek o specy�cznej strukturze:
mikrotubuli, mikro�lamentów i włókien pośrednich. Białka biorą również bardzo istotną
rolę w podziale komórkowym, tworząc włókna wrzecionowate, które dzielą chromo-
somy na dwie połowy.

Poza wyżej wymienionymi funkcjami, białka biorą również udział w transporcie
wewnątrzkomórkowym, transporcie tlenu (hemoglobina i mioglobina), transporcie róż-
nych substancji we krwi (m. in. albumina), skurczach mięśni (aktyna, miozyna), w od-
powiedzi immunologicznej, trawieniu złożonych substancji na prostsze (przeważnie en-
zymy trawienne takie jak amylaza).

Białka również mogą pełnić funkcje magazynujące; przechowują one w swojej struk-
turze tysiące aminokwasów, które są uwalniane z białek w przypadku pojawienia się nie-
doborów aminokwasów, bądź zwiększonego ich zapotrzebowania. Białka również pełnią
funkcję regulatorową w komórkach i kontrolują ekspresję genów (np. czynniki trans-
krypcyjne) oraz biorą czynny udział w kaskadach szlaków sygnałowych [1, 84, 194].

2.2 Translacja

Proces translacji, będący jednym z ostatnich etapów mechanizmu ekspresji genów,
jest odpowiedzialny za przekształcenie informacji zawartej w łańcuchu matrycowego
mRNA (mRNA) na sekwencję aminokwasów. mRNA jest jednoniciowym RNA powsta-
jącym w wyniku transkrypcji. Dojrzałe mRNA składa się z kilku segmentów, zaczynając
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od od końca 5’: czapeczki, niekodującego końca 5’ UTR, sekwencji kodującej białko, nie-
kodującego końca 3’ UTR i łańcucha poli A [105, 140]. Każdy z tych segmentów pełni
ważną rolę w procesie translacji. Czapeczka, będąca zmody�kowaną guaniną dodawaną
na początku łańcucha mRNA, oraz łańcuch poli A (ciąg kilkunastu nukleotydów - ade-
nin), poza pełnieniem istotnej roli w procesie inicjacji translacji, pełni również funkcje
ochronne dla cząsteczki mRNA i ułatwia jej transport z jądra do cytoplazmy [73, 188].
Końce 3’ i 5’ UTR, chociaż nie podlegają bezpośrednio translacji, odgrywa istotną rolę
regulacyjną ze względu na swoją zdolność do tworzenia struktur drugorzędowych, wy-
nikającą z wysokiej zawartości nukleotydów GC [90]. Struktura ta chroni mRNA przed
degradacją enzymatyczną oraz umożliwia skuteczne wiązanie rybosomów, co przyspie-
sza proces translacji. Ponadto, łańcuch poli A pełni również rolę w oddzieleniu mRNA od
matrycy DNA po zakończeniu transkrypcji [153]. Struktury drugorzędowe, które mogą
się tworzyć w tym regionie, mogą wpływać na dostępność miejsca inicjacji translacji
lub na interakcje z czynnikami regulacyjnymi, co ma istotny wpływ na intensywność i
szybkość translacji danego mRNA [90].

2.2.1 Rybosomy

Rybosomy są to duże kompleksy znajdujące się w komórce, złożone z białek oraz
cząsteczek rRNA. Rybosom pełni funkcję maszyny wykonawczej w procesie translacji -
odczytuje z mRNA trójki nukleotydów (kodony) i w zależności od odczytanego kodonu,
wiąże odpowiedni aminokwas, wydłużając w ten sposób łańcuch peptydowy.

Rybosomy są kompleksami białek rybosomalnych i rRNA (rybosomalnego RNA),
składającymi się z dwóch podjednostek - małej i dużej - o stałych sedymentacji równych
odpowiednio 40S i 60S [44]. Funkcją małej podjednostki rybosomalnej jest dopasowanie
tRNA (transportujące RNA) do odpowiedniego kodonu na mRNA. Natomiast rolą du-
żej podjednostki jest kataliza tworzenia wiązań peptydowych łączących aminokwasy w
łańcuch polipeptydowy. Podjednostki rybosomu łączą się ze sobą przy końcu 5’ mRNA,
gdzie rozpoczynana jest translacja (szczegółowy opis translacji został przedstawiony po-
niżej w rozdziale 2.3).

Rybosomy niezwykle wydajnie koordynują wszystkie etapy elongacji poprzez usta-
lony system przyłączania się tRNA. W małej podjednostce rybosomu można wyszcze-
gólnić trzy miejsca wiązania dla cząsteczek tRNA: miejsce A, miejsce P oraz miejsce
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E, gdzie każde z tych miejsc odpowiada za inny fragment procesu elongacji. Miejsce A
(Aminoacylo-tRNA) pomaga przyłączyć się cząsteczce tRNA do odpowiedniego miejsca
na mRNA oraz przyłączyć przenoszony aminokwas do wydłużanego łańcucha, który
jest przyłączony do tRNA, znajdującego się w miejscu P. Miejsce P (Peptydylo-tRNA)
„trzyma” tRNA wraz z wydłużającym się polipeptydem i przejmuje kolejny aminokwas
z miejsca A. Miejsce E natomiast uwalnia tRNA z powrotem do cytoplazmy (Exit).

tRNA jest to grupa RNA o długości około 80 nukleotydów, która przenosi cząsteczkę
aminokwasu do miejsca, gdzie jest on kodowany. Na końcu 3’ tRNA znajduje się kodo-
wany aminokwas, a na przeciwległym końcu cząsteczki sekwencja antykodonowa. W
obszarze, gdzie znajduje się antykodon, tRNA wiąże się kowalencyjnie z aminokwasem
za pośrednictwem grupy enzymów, nazywanymi syntetazami aminoacylo-tRNA i tym
samym powstaje cząsteczka aminoacylo-tRNA [5], która odpowiedzialna jest za dostar-
czenie aminokwasu do rybosomu. Następnie, poprzez wiązania wodorowe, kodon wiąże
się komplementarnie z antykodonem tRNA, a aminokwas przyłączony do tRNA łączy się
z łańcuchem peptydowym.

2.3 Translacja

2.3.1 Inicjacja

Proces inicjacji translacji rozpoczyna się od związania małej podjednostki rybosomu
(40S u eukariotów) z cząsteczką mRNA [146]. Ta interakcja jest ułatwiona dzięki roz-
poznaniu struktury czapeczki 5’ na mRNA i wiązaniu czynników inicjujących. Mała
podjednostka rybosomu skanuje mRNA w kierunku od 5’ do 3’, aż dotrze do kodonu
start, którym zazwyczaj jest AUG kodujący metioninę [11, 151]. tRNA z inicjującym ami-
nokwasem przyłącza się od razu do miejsca P rybosomu wraz z białkami inicjującymi
translację (tzw. czynnikami inicjacji translacji) [104]. Następnie wiąże się do końca 5’
mRNA i rozpoczyna skanowanie w stronę końca 3’ aż do napotkania sekwencji komple-
mentarnej do antykodonu przenoszonego przez tRNA metioniny. Wtedy niektóre białka
inicjujące odłączają się od małej podjednostki rybosomu, aby umożliwić przyłączenie
się dużej podjednostki [57, 66]. Inicjację kończy wprowadzenie do miejsca A rybosomu
tRNA niosącego kolejny aminokwas.
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2.3.2 Elongacja

Elongacja przebiega wraz z przesuwaniem pojedynczych kodonów wewnątrz rybo-
somu (inaczej nazywanym translokacją). Podczas translokacji, tRNA z aminokwasem
wchodzi w miejsce A rybosomu, następnie przesuwa się do miejsca P, a następnie do
miejsca E, w celu uwolnienia tRNA z powrotem do cytoplazmy [28, 117]. Ruchy ry-
bosomalne są indukowane przez zmiany konformacyjne, które przesuwają rybosom o
trzy zasady w kierunku końca 3’ mRNA. Wiązania peptydowe tworzą się między grupą
aminową aminokwasu przyłączoną do tRNA w miejscu A, a grupą karboksylową ami-
nokwasu przyłączoną do tRNA w miejscu P.

Tworzenie każdego wiązania peptydowego jest katalizowane przez transferazę pep-
tydylową, która jest zintegrowana z podjednostką rybosomalną 40S i łączy aminokwas z
miejsca P do wydłużanego łańcucha polipeptydowego. Po utworzeniu wiązania peptydo-
wego, rybosom ponownie przesuwa się lub translokuje, co powoduje, że tRNA zajmuje
miejsce E w rybosomie [28]. tRNA jest następnie uwalniane do cytoplazmy, w celu po-
brania kolejnego aminokwasu. Ponadto miejsce A jest teraz puste i gotowe na przyjęcie
tRNA dla następnego kodonu. Proces ten powtarza się, aż wszystkie kodony w mRNA
zostaną odczytane przez cząsteczki tRNA, a aminokwasy przyłączone do tRNA zostaną
połączone razem w rosnącym łańcuchu polipeptydowym w odpowiedniej kolejności.

2.3.3 Terminacja

Terminacja translacji jest ostatnim etapem syntezy białka, w którym rybosom rozpo-
znaje i uwalnia nowo zsyntetyzowany łańcuch polipeptydowy z matrycy mRNA. Obej-
muje rozpoznawanie kodonu stop, hydrolizę wiązania peptydylo-tRNA i dysocjację ry-
bosomu od mRNA. Proces terminacji rozpoczyna się, gdy rybosom napotka kodon stop
(UAA, UAG lub UGA) [1, 54]. W przeciwieństwie do zwykłych kodonów, które określają
aminokwas, kodony stop nie mają odpowiednich tRNA przenoszących aminokwasy. Za-
miast tego są rozpoznawane przez czynniki uwalniające (RF - release factor), które są
wyspecjalizowanymi białkami promującymi proces terminacji [54]. Wiązanie czynnika
uwalniającego z kodonem stop uruchamia kaskadę zdarzeń. Czynnik uwalniający od-
działuje z centrum transferazy peptydylowej rybosomu, prowadząc do hydrolizy wiąza-
nia estrowego między tRNA w miejscu P a powstającym łańcuchem polipeptydowym
[39, 83]. Ta hydroliza uwalnia gotowy polipeptyd z tRNA, umożliwiając mu złożenie
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się w funkcjonalną konformację. Po rozszczepieniu wiązania peptydylo-tRNA rybosom
przechodzi zmianę konformacyjną, ułatwioną przez RF, co prowadzi do dysocjacji pod-
jednostek rybosomu i uwolnienia matrycy mRNA [58, 67]. Podjednostki rybosomu są
wtedy gotowe do zainicjowania translacji na nowej cząsteczce mRNA.

2.4 Rybosomy i polisomy

Jak wspomniano w poprzednich podrozdziałach, główną jednostką wykonawczą w
procesie tłumaczenia mRNA jest rybosom. Rybosom jest dużym kompleksem rybonu-
kleoproteinowym, który składa się z czterech rybosomalnych RNA (rRNA) i 79 białek
rybosomalnych (RP), które są wspólne dla dwóch podjednostek określanych jako duża
(60S) i mała (40S) podjednostka rybosomalna [183]. Podczas translacji kompleks mRNA-
rybosom może stworzyć struktury, zwane „polisomami”

Polisomy zostały odkryte już w latach sześćdziesiątych XX wieku [137, 138]. Poli-
somy to kompleksy występujące w komórce zawierające pojedynczą nić mRNA z przy-
łączonym do niej więcej niż jednym rybosomem. W przypadku polisomów, kilka rybo-
somów może równocześnie przesuwać się wzdłuż jednej cząsteczki mRNA i tłumaczyć
informacje genetyczne na białka [119]. To oznacza, że z jednej cząsteczki mRNA może
być syntetyzowanych wiele kopii tego samego białka jednocześnie, co zwiększa efek-
tywność procesu translacji. Polisomy są ważnym mechanizmem regulacyjnym procesu
translacji.

Poziom polisomów na danej cząsteczce mRNA może zmieniać się w odpowiedzi na
różne bodźce i sygnały komórkowe. Zmiany te mogą wpływać na tempo produkcji białek
i dostępność mRNA dla rybosomów. Regulacja poziomu polisomów może mieć istotny
wpływ na ekspresję genów i jest jednym ze sposobów, w jaki komórka dostosowuje się
do zmieniających się warunków środowiska.

2.5 Techniki pro�lowania polisomów

Techniki pro�lowania rybosomów, opracowane w latach sześćdziesiątych, są stoso-
wane do dnia dzisiejszego. Oczywiście techniki te uległy pewnym mody�kacjom, na
które pozwolił rozwój technologii oraz obszerniejsza wiedza na temat tego zagadnienia.
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Pozwoliło to na dokładniejsze analizy translatomu oraz większą rozdzielczość wyników
[79].

Obecnie w badaniach wykorzystuje się trzy główne techniki analizy translatomu:
pro�lowanie polisomów, pro�lowanie rybosomów oraz frakcjonowanie z wykorzysta-
niem spektrometrii masowej.

2.5.1 Pro�lowanie polisomów

Najpopularniejszą techniką badań translatomu jest wirowanie w gradiencie sacha-
rozy. Podczas wirowania, struktury rozdzielane są ze względu na gęstość, co umożli-
wia odseparowanie od siebie wolnego (nie związanego z rybosomami) mRNA, wolnych
podjednostek rybosomów, monosomów (mRNA związane z jednym rybosomem) i poli-
somów (mRNA związane z więcej niż trzema rybosomami).

Do rozdziału dochodzi poprzez wirowanie lizatu białkowego w liniowym gradiencie
sacharozy (zwykle o zakresie stężeń od 10% do 50%). Wirowanie przeprowadza się w
obecności cykloheksimidu, który jest inhibitorem elongacji. Po wirowaniu, roztwór jest
grawitacyjnie rozdzielany na niewielkie próbki (im mniejsze, tym rozdzielczość pomia-
rów jest większa), a następnie, na podstawie pomiarów stężenia RNA, próbki są łączone
we frakcje (najczęściej jest to od kilku do kilkunastu frakcji - nie jest to w żaden sposób
ustandaryzowane). RNA z każdej frakcji jest izolowane i analizowana jest zawartość da-
nego mRNA w danej frakcji polisomalnej. Zwykle wykonuje się to poprzez wykonanie
odwrotnej transkrypcji, po której następuje ilościowa reakcja łańcuchowa polimerazy
(RT-qPCR) lub przeprowadza się sekwencjonowanie RNA (RNA-seq) dla RNA wyizolo-
wanego z każdej frakcji.

Alternatywnie można przeprowadzić pro�lowanie rybosomów (Ribo-seq) w celu uzy-
skania informacji o wysokiej rozdzielczości na temat zajętości rybosomów na mRNA
[128].

2.5.2 Ribo-seq

Ribo-seq, znany również jako pro�lowanie rybosomów lub śledzenie rybosomów,
jest coraz popularniejszą techniką stosowaną do badania translacji w skali całego ge-
nomu. Zapewnia przechwyt aktywnych translacyjnie mRNA i pozwala uzyskać wgląd
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w dynamikę syntezy białek w komórkach [49, 136]. Kluczową zasadą Ribo-seq jest se-
lektywne wychwytywanie i sekwencjonowanie fragmentów mRNA chronionych przez
rybosomy.

Technika Ribo-seq obejmuje kilka kroków. Najpierw komórki lub tkanki traktuje
się inhibitorem elongacji translacji, takim jak cykloheksimid lub harringtonina, w celu
„zamrożenia” rybosomów na mRNA. Zapewnia to stabilizację kompleksów rybosom-
mRNA i zapobiega przesunięciu rybosomów wzdłuż mRNA. Komórki są następnie li-
zowane, a kompleksy rybosom-mRNA są izolowane przez trawienie nukleazą lub frag-
mentację chemiczną [131]. Następnie fragmenty mRNA chronione rybosomami są od-
zyskiwane i przekształcane w bibliotekę sekwencjonowania. Zazwyczaj RF są selekcjo-
nowane pod względem wielkości w celu uzyskania fragmentów o określonym zakresie
długości, który odpowiada rozmiarowi rybosomów pokrywających mRNA. Biblioteka
jest poddawana wysokoprzepustowemu sekwencjonowaniu przy użyciu technologii se-
kwencjonowania nowej generacji (NGS), które generują miliony odczytów krótkich se-
kwencji [49, 115].

Analiza danych w Ribo-seq obejmuje kilka etapów obliczeniowych, w tym mapo-
wanie odczytu, normalizację i identy�kację regionów podlegających translacji. Zmapo-
wane odczyty są porównywane z transkryptomem z adnotacjami w celu przypisania
odczytów do określonych genów i obliczenia gęstości odczytu wzdłuż mRNA. Gęstości
odczytu można następnie wykorzystać do wnioskowania o wydajności translacji, iden-
ty�kacji przetłumaczonych otwartych ramek odczytu (ORF) i analizy regulacji translacji
w różnych warunkach lub w różnych typach komórek.

2.5.3 Metody oczyszczania oparte na powinowactwie do ryboso-
mów

Aby przezwyciężyć trudności z izolacją czystych populacji komórek (np. z mózgu,
gdzie różnorodność komórek jest duża) do badania ekspresji genów, stosuje sie metody
oczyszczania oparte na powinowactwie do rybosomów Metody oczyszczania oparte na
powinowactwie do rybosomów (RAP) lub powinowactwie do rybosomów ulegających
translacji (TRAP). Te metody stają się coraz bardziej popularne jako narzędzia umoż-
liwiające monitorowanie ekspresji genów w określonych typach komórek, takich jak
neurony i komórki macierzyste [53].
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W tej technice, wprowadza się genetyczne mody�kacje do komórek lub organizmów,
które powodują ekspresję znakowanych białek rybosomalnych. Najczęściej jest to zna-
kowanie dużej (60S) podjednostki rybosomu za pomocą sekwencji takiej jak EGFP-L10A[53,
79]. Istotne jest, że ekspresja tych znakowanych białek rybosomalnych może być kontro-
lowana przez specy�czne dla tkanki promotory, takie jak system Gal4-UAS w przypadku
muchy owocowej Drosophila melanogaster lub system Cre-lox u myszy. Następnie po-
biera się tkankę, a znakowane rybosomy są odzyskiwane poprzez selekcję opartą na
powinowactwie, umożliwiając wyłącznie izolację tych rybosomów, które są aktywne w
badanych komórkach. W kolejnym kroku izoluje się RNA z odzyskanych rybosomów, a
następnie dokonuje się jego ilościowej analizy za pomocą technik takich jak mikromacie-
rze lub sekwencjonowanie RNA (RNA-seq). Ważne jest, że ze względu na wyłapywanie
całych rybosomów, w tym monosomów i polisomów, metody RAP/TRAP nie dostarczają
wysokorozdzielczych map stanu translacji mRNA, tak jak w przypadku pro�lowania po-
lisomalnego.

2.6 Regulacja procesu translacji

Synteza białek jest niezbędnym procesem w regulacji ekspresji genów i jest kluczo-
wym elementem w jego kontroli. Regulacja translacji odgrywa istotną rolę w większo-
ści procesów zachodzących w komórce i ma kluczowe znaczenie dla utrzymania home-
ostazy w komórce i organizmie. Szybkość syntezy białka na ogół jest proporcjonalna
do stężenia i wydajności translacyjnej jego mRNA. Kontrola translacji reguluje wydaj-
ność mRNA, a tym samym odgrywa ważną rolę w regulacji ekspresji wielu genów, które
odpowiadają na sygnały endogenne lub egzogenne, takie jak dostarczanie składników
odżywczych, hormony lub stres.

Ponieważ zdecydowana większość eukariotycznych mRNA ma dość długi okres pół-
trwania (>2 h) [133], szybka regulacja poziomów białek w komórkach musi być osią-
gnięta poprzez kontrolowanie wydajności translacji mRNA i szybkości degradacji białek.
We wczesnych stadiach infekcji wirusowej oraz w komórkach pozbawionych aktyw-
nej transkrypcji, takich jak oocyty i retikulocyty, kontrola translacji jest często jedy-
nym mechanizmem regulującym syntezę białek. Co więcej, synteza białek zużywa dużą
część zasobów energetycznych w komórkach, szczególnie takich, które charakteryzują
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się krótkim cyklem komórkowym. Ponieważ synteza białek jest ściśle zintegrowana z
metabolizmem komórkowym, aberracje w jej regulacji przyczyniają się do wielu stanów
chorobowych.

2.7 mikroRNA

Odkrycie niekodujących RNA (ncRNA) zmieniło sposób, w jaki patrzymy na ludzki
genom i skłoniło świat naukowy do scharakteryzowania różnych typów ncRNA trans-
krybowanych w ludzkich komórkach. Chociaż nie ma jasnego rozgraniczenia klas ncRNA,
są one zwykle klasy�kowane, zgodnie z ich długością nukleotydów, w trzech głównych
grupach: krótkie ncRNA, średniej wielkości ncRNA i długie ncRNA. Wśród krótkich
ncRNA możemy wyróżnić mikroRNA i RNA oddziałujące z piwi (piRNA), odpowiednio
o długości 19-25 par zasad (bp) i 26-31 bp. mikroRNA biorą udział w regulacji ekspresji
genów na poziomie translacji [102, 106], podczas gdy piRNA biorą udział w metyla-
cji DNA i represji transpozonów [86, 179]. Małe jąderkowe RNA (60-300 bp) są częścią
średniej wielkości RNA i działają jako przewodniki dla mody�kacji rRNA [27]. RNA
związane z promotorem (22-200 bp) należą do tej samej grupy, ale ich funkcja jest nie-
jasna. Wreszcie, długie niekodujące RNA (lncRNA) obejmują wszystkie ncRNA dłuższe
niż 200 nukleotydów i obejmują największą część niekodującego transkryptomu [103].
lncRNA biorą udział w kilku procesach biologicznych i patologicznych, takich jak im-
printing genomowy, regulacja telomerów, inaktywacja chromosomu X, rozwój, pluripo-
tencja komórek macierzystych, regulacja immunologiczna, progresja nowotworu i po-
tencjał przerzutowy [42]. Znaczenie niekodującego transkryptomu w zrozumieniu cho-
rób człowieka podkreśla duża liczba ncRNA, których ekspresja jest zaburzona w raku,
chorobach neurologicznych i serca lub zaburzeniach odporności.

mikroRNA to małe niekodujące RNA o średniej długości 22 nukleotydów. Więk-
szość mikroRNA jest przepisywana z sekwencji DNA na pierwotne mikroRNA (pri-
mikroRNA) i przetwarzana na prekursorowe mikroRNA (pre-mikroRNA) i dojrzałe mi-
kroRNA [19, 121]. W większości przypadków, mikroRNA oddziałują z 3’ UTR docelo-
wych mRNA, aby stłumić ekspresję genów [50]. Jednak opisano również interakcję mi-
kroRNA z innymi regionami, w tym 5’ UTR, sekwencją kodującą i promotorami genów
[16, 37, 61, 64, 168, 189, 196]. Ponadto wykazano, że mikroRNA mogą również aktywo-
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wać ekspresję genów w pewnych warunkach [74, 123, 168, 169]. Wciąż trwają dyskusje
na temat mechanizmu działania mikroRNA.

W literaturze wyszczególnia się dwie główne ścieżki represji genów przez mikroRNA
- na poziomie translacji oraz na poziomie stabilności mRNA. Wyniki eksperymentalne
dowodzą, że częściej dochodzi do regulacji na poziomie translacji, gdzie regulowane są
takie mechanizmy, jak elongacja, inicjacja translacji, degradacja polipeptydu, czy utrzy-
manie rybosomu na mRNA. Dużo rzadziej się spotyka represję na poziomie stabilności
mRNA, gdzie może dojść do sekwestracji celowanego mRNA w tzw. P-bodies, bądź do
degradacji mRNA [127, 182].

2.7.1 Mechanizmy represji translacji

W literaturze opisano bardzo obszernie skutki represji translacji w wyniku oddzia-
ływania mikroRNA [62, 95]. Oczywiście wiadomo, że wynikiem jest zmniejszona pro-
dukcja białek, jednak na pytanie, w wyniku którego mechanizmu do tego doszło, nie
ma jednoznacznych, eksperymentalnie potwierdzonych odpowiedzi. Jako mechanizm
rozumiemy tu etap procesu translacji, który został zatrzymany bądź spowolniony. W
pracy Morozova et al [114] wskazano dziewięć mechanizmów, na które może wpływać
mikroRNA (Tabela 2.1).

Tablica 2.1: Proponowane mechanizmy działania mikroRNA. Na podstawie [114]

Lp. Nazwa mechanizmu Odnośnik literatu-
rowy

1. Inhibicja czapeczki [35, 130]
2. Zahamowanie przyłączania się podjed-

nostki 60S rybosomu
[146, 175]

3. Zahamowanie elongacji translacji [98, 127]
4. Przedwczesne odłączenie się rybosomów [55, 127]
5. Kotranslacyjna degradacja białka [98, 120, 129, 174]
6. Sekwestracja w P-ciałkach [34, 125, 129]
7. Degradacja mRNA [6, 35, 49, 55]
8. Cięcie mRNA [76, 97]
9. Reorganizacja chromatyny za pośrednic-

twem mikroRNA
[2, 78]

Tabela 2.1 jednoznacznie wskazuje na różnorodność w regulacji translacji. Nie zo-
stało jeszcze zbadane, czy istniejące mechanizmy są ze sobą powiązane, ani czy mogą ze
sobą współdziałać.
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Rozważając mechanizmy represji genowej, istnieje wiele czynników i procesów, które
mogą odgrywać rolę w tym procesie. Mechanizmy związane z translacją obejmują dzia-
łanie mikroRNA, które wiążą się z mRNA i hamują translację poprzez degradację mRNA
lub blokowanie inicjacji translacji [95]. Ponadto, inne czynniki regulacyjne, takie jak
białka represorowe, mogą oddziaływać na elementy regulacyjne mRNA, powodując zmniej-
szenie jego stabilności lub blokując dostęp do kompleksu translacyjnego. Z kolei re-
gulacja na poziomie transkrypcji, zwłaszcza poprzez reorganizację chromatyny, może
wpływać na dostępność miejsca wiązania czynników transkrypcyjnych i wpływać na
ekspresję genów [2].

Istotną rzeczą jest zwrócenie uwagi na fakt, że różne mechanizmy represji genowej
potencjalnie mogą działać równolegle i współpracować. Oznacza to, że być może represja
genowa może być wynikiem interakcji wielu czynników i procesów, które wzajemnie się
uzupełniają i współdziałają. Jednym z celów pracy doktorskiej było opracowanie modelu,
który pozwala to sprawdzić na drodze symulacji.

2.7.2 mikroRNA a polisomy

Wiele badań koncentruje się na badaniu możliwości przyłączania się mikroRNA do
polisomów, co pozwala zrozumieć rolę tych małych cząsteczek w regulacji translacji.
Praca [111] opisuje badania, które miały na celu zbadanie obecności mikroRNA w po-
lisomach za pomocą zaawansowanych metod pomiarowych. Wyniki tego badania po-
twierdziły, że mikroRNA rzeczywiście można zaobserwować w polisomach. Co ciekawe,
większość mikroRNA była przyłączona do lżejszych frakcji polisomalnych, gdzie poziom
obłożenia rybosomami nie przekraczał 40% maksymalnego obłożenia na mRNA. Badanie
to zostało przeprowadzone na dwóch różnych liniach komórkowych – hESC (komórki
macierzyste) oraz hFF (�broblasty).

Jednym z interesujących odkryć było to, że stopień asocjacji mikroRNA z poliso-
mami oraz preferencje dotyczące przyłączania się do poszczególnych frakcji nie zależały
od poziomu ekspresji mikroRNA. Oznacza to, że choć ekspresja mikroRNA może się
różnić między różnymi typami komórek, to proces przyłączania mikroRNA do mRNA
związanego z polisomami jest regulowany w sposób niezależny od poziomu ekspresji
badanego mikroRNA. Wyniki te wskazują na istnienie precyzyjnej regulacji, która de-
terminuje, które mikroRNA będą zaangażowane w proces translacji.
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Odkrycie obecności mikroRNA w polisomach ma istotne konsekwencje dla zrozu-
mienia mechanizmów regulacji translacji. mikroRNA mogą oddziaływać na polisomy
bezpośrednio lub za pośrednictwem kompleksów regulacyjnych, wpływając na efektyw-
ność translacji konkretnych mRNA. Ta forma regulacji translacji, poprzez powinowac-
two mikroRNA do polisomów, pozwala na szybką i precyzyjną kontrolę ekspresji genów
w odpowiedzi na różne sygnały i warunki środowiskowe.

Oczywiście, ilość mikroRNA obecnego we frakcjach polisomalnych może znacznie
się różnić w zależności od stanu i rodzaju komórek. Badania [98] oraz [120], dostarczyły
dowodów na zmniejszenie sedymentacji mikroRNA wraz z polisomami po zastosowaniu
czynników, które blokują inicjację lub elongację translacji. Wyniki tych badań wskazują
na to, że obecność mikroRNA w polisomach jest związana z aktywnym procesem trans-
lacji. Gdy czynniki blokujące inicjację translacji lub elongację są obecne, dochodzi do
zmniejszenia obłożenia mikroRNA w polisomach. Oznacza to, że mikroRNA jest prefe-
rencyjnie przyłączane do mRNA związanego z polisomami podczas aktywnej translacji,
gdy dochodzi do tworzenia kompleksu rybosomowego na mRNA i syntezy białek. Blo-
kowanie tych procesów translacyjnych prowadzi do zmniejszenia obecności mikroRNA
w polisomach.

2.8 Promieniowanie jonizujące

Promieniowanie jonizujące jest to przepływ energii w postaci cząstek atomowych i
subatomowych lub fal elektromagnetycznych, który jest w stanie uwolnić elektrony z
atomu, powodując naładowanie (lub zjonizowanie) atomu [101, 142]. Promieniowanie
jonizujące obejmuje fragment widma elektromagnetycznego i zawiera w sobie promie-
niowanie rentgenowskie i gamma oraz cząstki subatomowe, takie jak elektrony, neu-
trony i cząstki alfa (jądra helu, z których każde zawiera dwa protony i dwa neutrony).

Promieniowanie jonizujące, poprzez przemieszczanie elektronów (jonizację), sku-
tecznie rozrywa wiązania molekularne. W organizmach żywych takie zakłócenia mogą
powodować rozległe uszkodzenia komórek i ich materiału genetycznego. Charaktery-
styczny typ uszkodzenia DNA powodowany przez promieniowanie jonizujące, obejmuje
pęknięcia zarówno jendoniciowe (SSB) jak i dwuniciowe (DSB) [166, 7]. Chociaż więk-
szość komórek podtrzymujących takie uszkodzenia wywołane promieniowaniem może
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zostać wyeliminowana przez szlaki odpowiedzi na uszkodzenia, niektóre komórki są
zdolne do adaptacji do nowo powstałych warunków, rozmnażania się i ostatecznie prze-
chodzenia transformacji złośliwej, co jest kluczowym krokiem w rozwoju raka [7].

Promieniowanie jonizujące jest uznanym czynnikiem ryzyka zachorowania na raka.
Badania obejmujące napromienianie komórek i zwierząt doświadczalnych oraz badania
epidemiologiczne populacji, które doświadczyły wysokiego poziomu narażenia na pro-
mieniowanie z powodów medycznych lub zawodowych, wykazały wyraźne powiązania
między promieniowaniem jonizującym a rakiem. Przykłady tego ostatniego obejmują
katastrofę w Czarnobylu w 1986 r. oraz bomby atomowe w Hiroszimie i Nagasaki w
Japonii w 1945 r [88]. W latach następujących po tych katastrofalnych wydarzeniach ty-
siące ludzi cierpiało na choroby popromienne i wykazano zwiększoną zachorowalność
na raka.

Ryzyko raka wzrasta mniej więcej proporcjonalnie do ilości energii zdeponowanej w
tkance (dawka promieniowania, zwykle wyrażana ilościowo w jednostkach Gray [Gy]
lub miligray [mGy], gdzie 1 Gy odpowiada 1 dżulowi energii na kilogram tkanki). Jednak
narządy i tkanki różnią się pod względem wrażliwości na kancerogenezę popromienną.
Ryzyko zachorowania na raka różni się ponadto w zależności od rodzaju promieniowa-
nia jonizującego, płci, wieku w chwili narażenia i czasu po ekspozycji oraz czynników
stylu życia, takich jak historia rozrodczości i narażenie na inne czynniki rakotwórcze
(np. palenie tytoniu).

2.8.1 Źródła oraz typy promieniowania jonizującego

Promieniowanie jonizujące powstaje w wyniku radioaktywnego rozpadu niestabil-
nych izotopów pierwiastków w skałach, glebie i tkankach oraz w wyniku reakcji jądro-
wych zachodzących w Słońcu i odległych gwiazdach. Większą część narażenia na takie
promieniowanie tła można przypisać wdychaniu gazowego radonu, który powstaje w
wyniku radioaktywnego rozpadu radu w skałach i glebie, który następnie przedostaje
się do atmosfery [101]. Promieniowanie radonu i produktów jego rozpadu radioaktyw-
nego składa się głównie z cząstek alfa, które mają bardzo ograniczoną zdolność penetra-
cji tkanek, ale mogą uszkodzić DNA komórkowe w delikatnych tkankach, np. w płucach
[101]. Z kolei promienie gamma i rentgenowskie są wysoce przenikliwe i mogą oddzia-
ływać na komórki nawet wtedy, gdy źródło promieniowania znajduje się na zewnątrz
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ciała.
Cząstki alfa (α): składają się z dwóch protonów i dwóch neutronów. Ze względu na

swoją dużą masę, nie mogą przemieszczać się daleko, ale dzięki podwójnemu ładunkowi
dodatniemu cząstki alfa są silnymi czynnikami jonizującymi. Cząsteczki te nie mogą
przeniknąć przez skórę i dlatego ekspozycja na cząstki alfa nie powoduje poważniejszych
uszkodzeń. Jednak narażenie organów wewnętrznych w wyniku trawienia dowolnego
materiału radioaktywnego, który emituje cząstki alfa, może powodować znaczące skutki
biologiczne.

Cząstki beta (β) mają pojedynczy ładunek ujemny (elektron) lub dodatni (pozyton).
Ponieważ mają małą masę i mogą być uwalniane z dużą energią, mogą osiągać prędkości
bliskie prędkości światła, ale szybko tracą energię w wyniku interakcji z inną materią.
Zewnętrzna ekspozycja na cząstki beta może wpływać na skórę tylko jak oparzenie sło-
neczne, ale ekspozycja wewnętrzna może być szkodliwa dla tkanek.

Promienie gamma (γ) i promienie rentgenowskie są rodzajami fal elektromagnetycz-
nych i są opisywane jako czysta energia lub fotony, które mogą wytwarzać jony podczas
przechodzenia przez materiały. Ze względu na dużą zdolność penetracji mogą docierać
do głębokich narządów i tkanek, ale nie mają dużej gęstości jonizacji, a ich działanie
biologiczne jest podobne do cząstek beta.

Różne rodzaje promieniowania różnią się nieco skutecznością biologiczną na jed-
nostkę dawki. Na przykład promieniowanie cząstek alfa zaabsorbowane w tkance jest
uważane za około 20 razy bardziej skuteczne jako czynnik rakotwórczy niż promienio-
wanie gamma w tej samej dawce. Pojęcie dawki równoważnej, wyrażonej w jednostkach
siwertów (Sv), zostało wprowadzone na potrzeby ochrony przed promieniowaniem. W
przypadku promieniowania gamma, dawka 1 mGy odpowiada dawce równoważnej 1
mSv, natomiast w przypadku promieniowania alfa dawka 1 mGy odpowiada dawce rów-
noważnej 20 mSv. Na całym świecie średnia roczna ekspozycja człowieka na naturalne
promieniowanie tła wynosi 2,4 mSv rocznie.

Zestawienie różnych rodzajów promieniowania oraz ich charakterystyka zostały przed-
stawione w tabeli 2.2.
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Tablica 2.2: Rodzaje promieniowania jonizującego w kolejności rosnącej energii. Na podstawie [158]

Rodzaj promienio-
wania jonizują-
cego

Natura falowa/czą-
steczkowa

Źródło emisji Energia

Cząstki α Dwa protony i dwa
neutrony

Rozpad jądrowy Niska

Cząstki β Elektron lub pozyton Rozpad jądrowy Średnia
Promieniowanie
rentgenowskie

fotony Poza jądrem (np. w
wyniku bombardowania
atomów elektronami)

Wysoka

Promieniowanie γ fotony Rozpad jądrowy (emito-
wany wraz z cząstkami
α i / lub β)

Bardzo wy-
soka

2.8.2 Efekty promieniowania

Powyżej pewnych progów dawek, promieniowanie może upośledzać funkcjonowa-
nie zarówno tkanek jak i narządów oraz powodować skutki, takie jak zaczerwienienie
skóry, wypadanie włosów, oparzenia popromienne lub ostry zespół popromienny. Efekty
te są bardziej dotkliwe przy wyższych dawkach. Na przykład próg dawki dla ostrego ze-
społu popromiennego wynosi około 1 Sv [70].

Jeśli dawka promieniowania jest niska i jest dostarczana przez dłuższy czas (niska
moc dawki), ryzyko jest znacznie mniejsze ze względu na większe prawdopodobieństwo
naprawy uszkodzeń. Nadal jednak istnieje ryzyko długoterminowych skutków, takich
jak rak, które mogą pojawić się po latach, a nawet dziesięcioleciach.

Promieniowanie jonizujące bezpośrednio wpływa na strukturę DNA poprzez indu-
kowanie pęknięć DNA, w szczególności podwójnoniciowe pęknięcia DNA (DSB) [3,
134]. Efekty wtórne to wytwarzanie reaktywnych form tlenu (RFT), które utleniają białka
i lipidy, a także indukują szereg uszkodzeń DNA, takich jak tworzenie miejsc bezzasa-
dowych i pęknięć pojedynczej nici (SSB). Łącznie wszystkie te zmiany indukują śmierć
komórki i niepowodzenie mitozy. Kiedy DNA jest uszkodzone, mechanizm naprawczy
komórki jest aktywowany i zatrzymuje cykl komórkowy w określonych punktach kon-
trolnych, aby naprawić uszkodzenia DNA i zapobiec kontynuacji cyklu. Wiadomo, że na
wrodzoną radiowrażliwość komórek nowotworowych duży wpływ ma zdolność komó-
rek do naprawy DSB [108]. Jeśli komórki nowotworowe są w stanie skutecznie naprawić
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uszkodzenia spowodowane promieniowaniem, rozwija się odporność na promieniowa-
nie, umożliwiając komórkom przeżycie i replikację. Jeśli uszkodzenie pozostaje niena-
prawione, mechanizmy te indukują zaprogramowaną śmierć komórki lub apoptozę, aby
zapobiec gromadzeniu się mutacji w komórkach potomnych [26, 48].

2.8.3 Promieniowanie jonizujące a translacja

W warunkach stresowych, takich jak ekspozycja na IR, ścieżki odpowiedzi mogą
zmieniać inicjację translacji na kilku kluczowych etapach. Kiedy w komórkach docho-
dzi do poważnego uszkodzenia DNA (np. po ekspozycji na dawki IR wynoszącej 1 Gy i
więcej), natychmiastową reakcją jest przekierowanie wszystkich zasobów w celu złago-
dzenia stresu i naprawy uszkodzeń [158]. Wymaga to zatrzymania cyklu komórkowego
i wyłączenia wszystkich funkcji, które mogą zwiększać stres komórkowy. Biorąc pod
uwagę wysoki koszt energetyczny translacji mRNA (wynoszący około 40% całych zaso-
bów energetycznych komórki), naturalnym jest, że komórka doprowadza do globalnego
zatrzymania tego procesu dla prawie wszystkich białek. Istnieją pewne wyjątki w postaci
białek zaangażowanych w procesy naprawcze DNA, do których głównie należą białka
ze szlaku sygnałowego p53 [173, 180].

Regulacja translacji w wyniku stresu zachodzi na wszystkich jej etapach, jednak
głównie jest ona obserwowana na etapie inicjacji [65, 94, 144]. Zatrzymanie translacji
wynika z mody�kacji elementów maszynerii translacyjnej lub ich dostępności, a także
z subkomórkowych zmian w lokalizacji mRNP (ang. messenger ribonucleoprotein). Cho-
ciaż cele wykorzystywane w regulacji na etapie inicjacji są liczne, dwa czynniki inicja-
cji translacji są głównymi celami kontroli translacji - eIF2 i eIF4E. Ponieważ większość
eukariotycznych mRNA opiera się na aktywności tych czynników dla wydajnej trans-
lacji, wszelkie zakłócenia w eIF2 lub eIF4E mogą mieć głęboki wpływ na translatom,
prowadząc do szybkich odpowiedzi, co jest kluczową cechą zintegrowanej odpowiedzi
na stres. Funkcje tych czynników inicjacyjnych są ściśle regulowane przez szlaki trans-
dukcji sygnału, które wykazują wysoką wrażliwość na różne stresory i bodźce �zjolo-
giczne. Co ważne, inicjacja translacji wywołana stresem jest procesem odwracalnym, a
po złagodzeniu stresu translacja zostaje przywrócona, co pozwala na wznowienie opty-
malnych parametrów translacji. Poza samym procesem translacji, promieniowanie może
mieć bezpośredni wpływ na cząsteczki biorące udział w translacji, np poprzez endonu-
kleolityczne cięcie tRNA [24, 65, 163].
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Stres również może uszkodzić mRNA, powodując powstawanie błędów podczas pro-
cesu translacji [147, 160]. Spośród różnych molekuł biorących udział w translacji, wpływ
stresu oksydacyjnego na rybosomy pozostaje najmniej zbadany.

2.8.4 Promieniowanie jonizujące a polisomy

Promieniowanie jonizujące ma znaczący wpływ na pro�l polisomalny komórek. Ba-
dania przeprowadzone [144, 43] wykazały, że reaktywne formy tlenu, które powstają
w wyniku napromieniowania komórek, przyczyniają się do akumulacji monosomów.
Oznacza to, że rybosomy nie przemieszczają się wzdłuż matrycy mRNA, co prowadzi do
blokady miejsc dla większej liczby rybosomów. Co zaskakujące, podczas analiz mRNA,
których w wyniku stresu oksydacyjnego poziomy powinny być zwiększone, zaobserwo-
wano większe obłożenie we frakcjach polisomalnych.

Pomimo że istnieje ograniczona liczba badań nad tym zagadnieniem, ogólnie rzecz
biorąc, promieniowanie hamuje translację i tworzenie polisomów [99, 155], a akumulacja
monosomów jest jednym z efektów promieniowania na proces translacji [99, 155].

2.8.5 Promieniowanie jonizujące a mikroRNA

W literaturze można napotkać wiele dowodów na to, że mikroRNA w obecności
promieniowania wykazuje aktywną odpowiedź. Ponadto udowodniono, że mikroRNA,
w warunkach stresu oksydacyjnego może pełnić funkcje biomarkerów uszkodzeń [72].
mikroRNA mają również zdolność regulowania odpowiedzi komórkowej na IR, poprzez
udział w wielu szlakach związanych z naprawą DNA, punktami kontrolnymi cyklu ko-
mórkowego, apoptozą, autofagią i stresem oksydacyjnym [21, 41, 69, 72, 148, 172].

Inne badania wykazały, że rozregulowanie niektórych pojedynczych mikroRNA uła-
twia postęp reakcji niepożądanych wywołanych promieniowaniem lub sprzyja wrażli-
wości na promieniowanie [164, 190].



Rozdział 3

Modelowanie procesu translacji

Ze względu na brak możliwości eksperymentalnego sprawdzenia niektórych hipotez
dotyczących mechanizmów regulacji translacji, coraz częściej badacze posługują się mo-
delami matematycznymi. Istnieje wiele modeli, które służą do opisu różnych aspektów
tego procesu, począwszy od ogólnego opisu całej translacji, aż po bardziej szczegółowe
etapy oraz regulację translacji opartą na działaniu czynników regulatorowych. Modele
matematyczne translacji białek uwzględniają fundamentalne reakcje biochemiczne, stałe
szybkości tych reakcji oraz mogą brać pod uwagę biologiczny szum i czynniki regula-
cyjne.

Istnieje wiele podejść do modelowania translacji. Jednym z popularnych podejść są
deterministyczne modele, które opierają się na równaniach różniczkowych. Te modele
opisują dynamikę procesu translacji jako ciągłe zmiany stężeń cząsteczek i uwzględ-
niają relacje między nimi. Innym podejściem są symulacje stochastyczne, które uwzględ-
niają losowe zdarzenia i �uktuacje występujące w procesie translacji. Symulacje stocha-
styczne pozwalają na analizę indywidualnych cząsteczek i uwzględniają nieliniowe za-
leżności oraz przypadkowe zmiany w przebiegu procesu translacji. W ostatnich latach,
metody oparte na uczeniu maszynowym również znalazły zastosowanie w modelowa-
niu translacji. Wykorzystując duże zbiory danych eksperymentalnych, modele oparte na
uczeniu maszynowym są w stanie identy�kować wzorce i zależności między sekwencją
mRNA a efektywnością translacji [18].

Dzięki modelowaniu matematycznemu naukowcy zgłębili wiedzę na temat podsta-
wowych mechanizmów translacji. Odkryli m.in. rolę czynników inicjacji, elongacji i ter-
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minacji w procesie translacji oraz wpływ użycia kodonów i struktury drugorzędowej
mRNA na efektywność translacji. Modelowanie przyczyniło się również do identy�kacji
nowych elementów regulacyjnych, które wpływają na proces translacji, a także do pro-
jektowania syntetycznych sekwencji mRNA w celu optymalizacji ekspresji białek [195].
Dzięki zastosowaniu modeli matematycznych można przewidzieć i eksplorować różne
scenariusze translacji, co prowadzi do bardziej precyzyjnych eksperymentów i lepszego
zrozumienia biologicznych procesów zachodzących w komórkach.

W niniejszym rozdziale skupiono się wyłącznie na modelach translacji uwzględnia-
jących polisomy.

3.1 Modele oparte na ODE

Jednym z najczęściej stosowanych podejść jest modelowanie oparte na równaniach
różniczkowych (ODE). Równania te opisują szybkość zmian np. ilości molekuł, w od-
niesieniu do jednostki czasu. W kontekście szlaków sygnałowych, ODE można wyko-
rzystać do modelowania interakcji pomiędzy białkami, enzymami i innymi cząsteczkami
uczestniczącymi w kaskadach sygnałowych. Konstrukcja modeli opartych na ODE jest
metodą względnie prostą. W literaturze powstały modele translacji z uwzględnieniem
polisomów w układzie.

W pracy [114] skupiono się na modelowaniu translacji w odpowiedzi na obecność
mikroRNA. Model ten również bierze pod uwagę możliwość regulacji przez mikroRNA z
wykorzystaniem różnych mechanizmów. Uwzględniono 9 potencjalnych mechanizmów
i sprawdzono odpowiedzi modelu dla różnych kombinacji „siły” oddziaływania konkret-
nych mechanizmów oraz siły oddziaływania mikroRNA. Jako wyjście modelu, spraw-
dzono poziom mRNA, ilość rybosomów na mRNA oraz poziom białka.

Praca [197], przedstawia pełny, deterministyczny model translacji, w którym szcze-
gólną uwagę poświęcono etapowi elongacji. Szybkość syntezy została przedstawiona
jako funkcja gęstości rybosomów na mRNA. W modelu wzięto również pod uwagę ogra-
niczenia kinetyki reakcji dla wszystkich etapów translacji (inicjacja, elongacja oraz ter-
minacja). Rozkład rybosomów wzdłuż mRNA oraz kinetyka elongacji zostały zbadane
poprzez analizę sekwencji. Model na wyjściu przedstawia wartości współczynnika pręd-
kości translacji, w zależności od zajętości mRNA przez rybosomy, a także zmiany kine-
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tyki w zależności od zmian parametrów odpowiedzialnych za elongację oraz terminację.
Model [116] koncentruje się wyłącznie na etapie inicjacji translacji i, bazując na

wpływie struktur drugorzędowych mRNA oraz na sekwencji mRNA, szacuje wydajność
translacji. Opisany model jest modelem ODE oraz probabilistycznym, gdzie obliczane
jest prawdopodobieństwo rozfałdowania się struktury 2-rzędowej mRNA, zapewniając
tym samym dostęp do RDS (ribosome docking site). Wyliczane jest również prawdopodo-
bieństwo, że dane mRNA w ogóle zwiąże się z rybosomem w tzw. miejscu RRS - ribosome-
recognizing sequence. Wyjściem modelu były oszacowane wartości ekspresji.

W modelu [20], opracowano model matematyczny translacji, uwzględniający ogra-
niczenie zasobów w komórce (rybosomów oraz RNaz) oraz zmianę ich rozkładu, bę-
dącą wynikiem regulacji mikroRNA z docelowym mRNA. Wykazano, że związek po-
między obniżeniem ekspresji regulowanego genu a zwiększeniem ekspresji genów, po-
tencjalnie nie powiązanych ze sobą żadnym szlakiem sygnałowym, może być właśnie
spowodowany redystrybucją zasobów, a w szczególności rybosomów, poprzez zmianę
pro�lu polisomalnego. Zaproponowany model został przedstawiony w postaci ODE, a
wyjściem modelu są poziomy stężenia wolnych rybosomów oraz gęstość rybosomów na
mRNA, w zależności od zadanych warunków, symulujących różne formy oddziaływania
mikroRNA-docelowe mRNA. Przedstawiono również wyniki pro�li degradacji mRNA,
w zależności od zmian parametrów w modelu, odpowiedzialnych za ilość dostępnych
zasobów RNaz.

3.2 TASEP

Poza modelami ODE, coraz bardziej popularną metodą modelowania translacji oraz
jej elementów jest modelowanie z wykorzystaniem techniki TASEP - totally assyme-
tric single exclusion model. W szczególności ta metoda modelowania jest przydatna w
modelowaniu translacji z uwzględnienie, polisomów w układzie[141, 156]. TASEP po-
lega na utworzeniu jednowymiarowej sieci złożonej z miejsc, wzdłuż której przesuwa
się pojedynczy rodzaj cząstek (tu-rybosom). Cząstki przesuwają się wzdłuż sieci ze stałą
prędkością, pod warunkiem, że kolejne miejsce w sieci jest wolne. Cząsteczka wchodzi
i wychodzi z sieci z różnymi wartościami współczynników. Pomimo swojej prostoty,
model TASEP wykazuje szeroki wachlarz interesujących i nietrywialnych zachowań,
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w zależności od konkretnych parametrów systemu. Na przykład model może wykazy-
wać przejścia fazowe, w których zachowanie systemu zmienia się nagle wraz ze zmianą
parametru. TASEP, w kontekście modelowania translacji, pozwala na wierne odtworze-
nie niektórych procesów, np. przedwczesne odłączanie się rybosomów czy tzw. ribo-
some tra�c jams, czyli ograniczenie tempa translacji w wyniku zbyt gęstego upakowa-
nia rybosomów, spowodowanego zbyt powolnym przesuwaniem się rybosomów wzdłuż
mRNA. Ponadto, TASEP jest świetną metodą modelowania translacji z uwzględnieniem
polisomów w układzie.

W [29] zaproponowano model translacji z uwzględnieniem opóźnień oraz oszaco-
wano, iż około 20% rybosomów ulega zatrzymaniu w wyniku korków. Symulacje przed-
stawiono, bazując na eksperymencie wyznaczającym ślad rybosomów - Ribo-seq, w ko-
mórkach drożdży.

W modelu [13] skupiono się na konkretnym i powszechnym zjawisku przedwcze-
snego odłączania się rybosomów z mRNA. Praca ta skupiła się na udowodnieniu, że
ribosome drop-o� jest zależne od sekwencji oraz od panujących w układzie warunków
(np. stres). Powstały również inne modele, oparte na metodzie TASEP (RFM- ribosome
�ow model) [135, 193].

3.3 Sieci Petriego

Sieci Petriego (Petri Nets - PN) to gra�czne narzędzie do modelowania używane do
opisywania i analizowania zachowania systemów dyskretnych. Sieci Petriego zostały
wprowadzone przez Carla Adama Petriego w latach 60. XX wieku jako formalizm opi-
sujący zachowanie reakcji chemicznych. Sieci Petriego to obiekty matematyczne o struk-
turze skierowanego ważonego grafu dwudzielnego. Zbiór wierzchołków takiego grafu
można podzielić na dwa rozłączne podzbiory w taki sposób, że wierzchołki należące
do tego samego podzbioru nie są połączone łukiem. W kontekście sieci Petriego wierz-
chołki będące elementami jednego z tych podzbiorów nazywane są miejscami, a ele-
menty drugiego – tranzycjami. Kiedy sieć Petriego jest modelem jakiegoś systemu, miej-
sca odpowiadają jej elementarnym składnikom pasywnym (np. związkom chemicznym),
a przejścia odpowiadają elementarnym składnikom aktywnym (np. reakcjom chemicz-
nym). Graf dwudzielny opisuje strukturę modelowanego systemu. Poza zbudowanym
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grafem, jest jeszcze jeden istotny element sieci - żetony (tokeny), które wprowadzają do
sieci swoistą dynamikę. Znajdują się one w miejscach i przepływają z jednego miejsca do
drugiego poprzez tranzycje. Przepływ ten odpowiada przepływowi substancji, sygnałów
itp. przez modelowany system. Reguluje to zasada odpalania przejść. Zgodnie z tą regułą
przejście jest aktywne, jeśli liczba żetonów we wszystkich pre-miejscach tego przejścia
(tj. miejscach, które są jego bezpośrednimi poprzednikami) jest równa lub większa od
wag łuków łączących te miejsca z przejściem. Aktywne przejście może zostać urucho-
mione, co oznacza, że tokeny mogą płynąć z jego pre-miejsc do jego post-miejsc (tj.
miejsc, które są bezpośrednimi następcami przejścia). Liczba przepływających tokenów
jest równa wadze odpowiednich łuków.

Sieci Petriego mają bardzo intuicyjną reprezentację gra�czną, która jest pomocna w
zrozumieniu struktury i zachowania modelowanego systemu. W powyższej interpreta-
cji, miejsca są przedstawione w postaci kół, tranzycje jako prostokąty, łuki jako strzałki,
a tokeny jako kropki lub cyfry znajdujące się w miejscach. Wagi, będące dodatnimi licz-
bami całkowitymi, są reprezentowane jako liczby związane z łukami (jeśli waga jest
równa jeden, nie jest pokazywana) (rysunek 3.1).

Metody analizy modeli opartych na sieciach Petriego pozwalają na prowadzenie ana-
lizy strukturalnej obejmującej analizę istotności, analizę nokautów oraz poszukiwanie
znaczącego podzbioru przejść. Takie analizy są ważne dla określenia istotności procesów
elementarnych lub większych podprocesów. W roku 2012 Brakcley et al zaproponowali
model translacji oparty na czasowych sieciach Petriego [14]. Czasowe sieci są rozsze-
rzoną wersją klasycznych sieci, gdzie do każdego miejsca dodany jest czas oczekiwania.
W momencie pojawienia się tokenu w miejscu, tranzycja może się aktywować dopiero
po upływie zadanego czasu tau. Brackley zaproponował translację w formie dwóch rzę-
dów miejsc, gdzie każda para reprezentuje kodon. Górny rząd wskazuje, że kodon jest
tłumaczony przez rybosom, a dolny oznacza, że dany kodon jest wolny. Model ten obli-
cza szybkość produkcji białka oraz gęstość rybosomów na mRNA.

Kilka lat później powstał model oparty na kolorowanych sieciach Petriego (Colored
Petri nets - CPN) [191]. Kolorowane sieci Petriego są bardzo ciekawą wariacją klasycz-
nych sieci. W kolorowanych sieciach Petriego, tokeny są oznaczane różnymi kolorami
[71]. W CPN tokeny mogą być powiązane z określonymi wartościami lub zakresami war-
tości, które mogą być używane do reprezentowania różnych aspektów systemu, takich
jak stan komórki lub ilość określonego zasobu. W modelu Yanga, zostało wykorzystane
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Rysunek 3.1: Reprezentacja gra�czna Sieci Petriego. Przedstawiono zasadę przejścia z jednego miejsca do
drugiego na podstawie syntezy wody.

sześć kolorów, które są przypisane takim cechom, jak np. kodon, pozycja kodonu, nu-
mer nici mRNA itp. Aby sieć funkcjonowała sprawnie, zostały również zde�niowane
priorytety przejść tokenów, w zależności od koloru tokenu. Model, poza symulacją sa-
mej translacji, służy również do określania typu oraz częstości mutacji w transkrypcie,
poprzez analizę porównawczą pomiędzy oryginalną a zmutowaną sekwencją DNA.

3.4 Inne modele

Oprócz modeli ODE, TASEP i PN, istnieje wiele innych propozycji modeli opartych
na mniej popularnych metodach modelowania oraz skupiających się na mniej popu-
larnych aspektach translacji. W literaturze można znaleźć modele stochastyczne, które
uwzględniają losowe zdarzenia i �uktuacje w procesie translacji [23, 31, 45, 143, 149]. Ta-
kie modele uwzględniają nieliniowe i losowe zmienne, które mogą mieć istotny wpływ
na dynamikę procesu translacji.
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Innym podejściem jest wykorzystanie modeli statystycznych do analizy translacji
[167]. Modele statystyczne opierają się na analizie danych eksperymentalnych i wyko-
rzystują statystyczne techniki, aby zrozumieć i opisać proces translacji w komórce. Te
modele mogą uwzględniać różnorodne czynniki, takie jak czasy trwania poszczególnych
etapów translacji i tempo degradacji białek.

W ostatnich latach pojawiły się również modele oparte na uczeniu maszynowym,
które wykorzystują techniki z dziedziny sztucznej inteligencji do analizy translacji [18,
152]. Modele te korzystają z dużych zbiorów danych eksperymentalnych, aby nauczyć
się zależności między sekwencją mRNA a efektywnością translacji. Dzięki temu można
przewidywać efektywność translacyjną nowych sekwencji mRNA na podstawie wcze-
śniej zebranych danych treningowych.

W niniejszej rozprawie zaproponowany model opiera się na oryginalnej z punktu
widzenia modelowania procesów biologicznych metodzie – maszynach stanowych. Wy-
brano tę metodę modelowania ze względu na wiele podobieństw pomiędzy koncepcją i
budową maszyn stanowych, a procesem translacji, począwszy od niezbędnych do prze-
prowadzenia translacji molekuł, po sam proces.

Tablica 3.1: Zestawienie wszystkich przedstawionych w pracy modeli ze względu na typ modelowania.

Typ modelowania Literatura
ODE [20, 114, 116, 197]

TASEP [13, 29, 135, 193]
Sieci Petriego [14, 191]

Modele stochastyczne [167]
Modele oparte na uczeniu maszynowym [18, 152]
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Rozdział 4

Metodyka badań biologicznych

Niniejszy rozdział zawiera opisy protokołów wykorzystanych w prezentowanej Roz-
prawie Doktorskiej. Protokoły zostały opracowane w oparciu o istniejące w literaturze
rozwiązania, jednak ze względu na specy�kę wykonywanych badań, zostały one odpo-
wiednio zmody�kowane.

Część eksperymentalna przedstawionej pracy doktorskiej obejmuje hodowlę komór-
kową, specjalną procedurę zbierania komórek do analizy frakcji polisomalnych, ultra-
wirowanie, rozdział lizatu na frakcje, izolację RNA, izolację białek, syntezę cDNA, qPCR
oraz Western Blotting (schemat procedury eksperymentalnej przedstawia rysunek 4.1).
Każdy z tych etapów został szczegółowo opisany w tym podrozdziale. Eksperymenty
biologiczne były przeprowadzone dla linii komórkowej HCT116 (komórki nowotworu
okrężnicy, ATCC nr kat. CCL-247).

35
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Rysunek 4.1: Schemat procedury eksperymentalnej. Ścieżka z punktami oznaczonymi gwiazdką dotyczy
procedury oznaczania białek, natomiast bez gwiazdki dotyczy ścieżki oznaczania mRNA oraz mikroRNA.

4.1 Hodowla Komórkowa

Hodowla komórkowa dla HCT116 była prowadzona w standardowych warunkach:
komórki hodowano w butelkach hodowlanych 75 cm3 w pożywce DMEM F12 1:1 MIX
(PAN Biotech, nr kat.: P04-41150) z dodatkiem FBS o końcowym stężeniu w pożywce
wynoszącym 10 % (EURX, nr kat. E-5051-02). Hodowla przechowywana była w inku-
batorze w warunkach standardowych do prowadzenia hodowli komórkowych - stałe
stężenie dwutlenku węgla, wynoszące 5% oraz stała temperatura wynosząca 37◦C.

Zbieranie komórek do analiz frakcji polisomalnych jest popularnym protokołem opi-
sywanym w literaturze.

Dla każdego gradientu wysiewano około 10 milionów komórek, rozdzielonych na
trzy szalki Petriego o średnicy 15 cm. Po około 24 godzinach wymieniano pożywkę i
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napromieniowano komórki dawką promieniowania jonizującego wynoszącą 4 Gy. Na-
stępnie przenoszono ponownie komórki do inkubatora i w odpowiednich punktach cza-
sowych (4 i 12 godzin po napromieniowaniu) prowadzono procedurę zbierania komórek,
opisaną poniżej.

Zbieranie komórek rozpoczęto od zablokowania rybosomów. W tym celu do me-
dium dodawano roztworu cykloheksimidu (SigmaAldrich), aby końcowe stężenie CHX
w medium wynosiło 100 ng/ml. Następnie inkubowano komórki przez 10 minut. Ko-
lejnym etapem było zebranie komórek. Aby rybosomy nie odłączyły się od mRNA, po
zakończonej inkubacji zdejmowano medium i dodawano zmrożony PBS z dodatkiem
CHX o takim samym stężeniu końcowym, jakie było w pożywce (100 ng/ml). Następnie
za pomocą skrobaczki zdejmowano komórki z szalek i przenoszono do probówki typu
falcon. Pobierano z każdej probówki po 2 ml zawiesiny komórkowej do analizy białek i
wirowano w temperaturze pokojowej przy prędkości 3000 obr/min przez 3 minuty. Pozo-
stałe komórki odwirowano w wirówce w temperaturze 4◦C przy prędkości 3000 obr/min
przez 3 minuty. Po odwirowaniu wylewano nadsącz, a osad komórkowy zamrażano na-
tychmiast w ciekłym azocie i przechowywano w temperaturze -80◦C do czasu dalszych
analiz.

4.2 Wirowanie i rozdział frakcji

Rysunek 4.2: Schemat procesu tworzenia gradientu sacharozo-
wego w probówce do ultrawirowania. Rysunek wykonano w
aplikacji BioRender.

Wirowanie jest proce-
sem, w którym rozdziela się
cięższe frakcje od lżejszych
w gradiencie sacharozowym
[124]. W przypadku wiro-
wania przy bardzo wyso-
kich obrotach (ultrawirowa-
nie) w gradiencie sacharo-
zowym (rysunek 4.2), roz-
dzielane będą frakcje poliso-
malne w zależności od po-
ziomu obsadzenia rybosomów na mRNA. Gradient sacharozowy ma na celu zatrzymanie
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w zawiesinie rybosomów (rybosomy są organellami o dużej masie i wirowanie w roztwo-
rze o mniejszej gęstości mogło by doprowadzić do całkowitej sedymentacji rybosomów
[150]. W tym celu przygotowano gradient sacharozowy o stężeniu 20-50 % (z krokiem
co 10 %) rozpuszczony w buforze do polisomów. Do probówki specjalnie przeznaczonej
do wirowania w ultrawirówce o objętości 12,5 mL (Beckman Coulter, open top) dodano
warstwami po 2,5 ml roztworu sacharozy w kolejności przedstawionej na rysunku 4.2 i
pozostawiono na noc w temperaturze 4◦C w celu wyrównania się gradientu. Komórki
rozmrożono na lodzie. Następnie zawieszono je w 2 ml buforu do lizy i inkubowano na lo-
dzie przez 10 minut. Następnie, w celu pozbycia się błon, odwirowano zawiesinę komór-
kową w temperaturze 4◦C przy prędkości 12000 obr/min przez 10 minut. Po skończonym
wirowaniu, nadsącz przeniesiono do osobnej probówki, a osad odrzucono. Następnie do
przygotowanych wcześniej gradientów ostrożnie, po ściance probówki, wkroplono lizat
komórkowy. W celu uniknięcia błędu związanego z nieprawidłową przeciwwagą pod-
czas wirowania, wszystkie probówki zostały zważone z dokładnością do 0,1 g oraz, jeżeli
zaszła taka konieczność - uzupełnione buforem do lizy. Po zważeniu, probówki umiesz-
czono w rotorze SW41-Ti �rmy Beckman Coulter, który następnie osadzono na trzpieniu
znajdującym się w wirówce (wirówka wraz z rotorem została wcześniej schłodzona do
temperatury 4◦ C), zamknięto właz, wypompowano powietrze i rozpoczęto wirowanie
(40000 obr/min, 4 godziny). Po skończonym wirowaniu probówki były kolejno umiesz-
czane w urządzeniu służącym do rozdzielania frakcji (Fraction Recovery System �rmy
Beckman Coulter) i grawitacyjnie rozdzielono zawartość probówki do mini probówek
typu eppendorf po około dwie krople na probówkę. Przed umieszczeniem probówki z
gradientem, cały układ był płukany buforem do polisomów, a po skończonej pracy wodą
dejonizowaną. W każdej probówce zmierzono poziom RNA, w celu utworzenia rozkładu
poziomu RNA w gradiencie. Na podstawie dostępnej literatury wiadomo, w jaki sposób
można zidenty�kować charakterystyczne punkty w rozkładzie, takie jak np. pik przed-
stawiający monosom (Rys. 4.3). Bazując na własnych, zmierzonych rozkładach, rozdzie-
lono gradient na cztery główne frakcje: wolne mRNA i mRNA z małą podjednostką, duża
podjednostka i monosom, lekkie polisomy oraz ciężkie polisomy.
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Rysunek 4.3: Wykres przedstawiający wartości stężenia RNA w gradiencie sacharozowym.

4.3 Izolacja RNA i mikroRNA

Izolacja RNA i mikroRNA została przeprowadzona zgodnie z protokołem dołączo-
nym do użytego zestawu do izolacji całkowitego RNA (EURX, Universal RNA/mikroRNA
Puri�cation Kit, nr kat. E3599).

4.4 Synteza cDNA

Syntezę cDNA dla RNA przeprowadzono zgodnie z protokołem dołączonym do uży-
tego zestawu do odwrotnej transkrypcji NG dART RT kit (EURX, nr kat. E0801). Syntezę
cDNA dla mikroRNA natomiast przeprowadzono zgodnie z protokołem dołączonym do
zestawu miRNA 1st-Strand cDNA synthesis Kit (Agilent, nr kat. 600036). Zarówno dla
RNA jak i mikroRNA, przeprowadzono syntezę, dodając do reakcji po 800 ng wyizolo-
wanego RNA.

4.5 qPCR

Reakcja qPCR dla RNA została przeprowadzona z indywidualnym protokołem dla
każdego transkryptu (tabela przedstawiona poniżej). Mieszaniny reakcyjne zostały przy-
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gotowane dla wszystkich transkryptów w ten sam sposób - zgodny z protokołem ze-
stawu do qPCR użytego w pracy eksperymentalnej (A&A Biotechnology, RT qPCR Mix
SYBR®A, nr kat. 2008-1000A). Za pomocą przeprowadzenia reakcji qPCR w gradiencie
temperaturowym, dobrano optymalną (dającą najwięcej specy�cznego) ilość nakłada-
nego cDNA oraz temperatury topnienia dla wszystkich transkryptów.

W przypadku prowadzenia reakcji qPCR dla mikroRNA, również przeprowadzono
ją zgodnie z protokołem załączonym do zestawu (Agilent, miRNA qPCR MasterMix, nr
kat. 600583). Protokół reakcji zarówno dla obu linii, jak i dla badanych mikroRNA jest
ustandaryzowany przez producenta zestawu do qPCR i nie został poddany żadnym mo-
dy�kacjom. Ilość cDNA na reakcję wynosiła 2,7 ng. Wszystkie reakcje qPCR, zarówno
dla mRNA jak i mikroRNA zostały przeprowadzone dla każdej wydzielonej frakcji poli-
somalnej, w trzech powtórzeniach biologicznych oraz technicznych.

4.6 Izolacja oraz oznaczenie stężenia białek

Izolację białek przeprowadzono z użyciem buforu do lizy Cell Lysis Bu�er (10X) (Cell
Signaling TECHNOLOGY, nr kat. 9803). Osad komórkowy zawieszono w buforze o ob-
jętości zalecanej przez producenta i inkubowano w temperaturze 4◦C przez godzinę, od
czasu do czasu mieszając zawiesinę przez pipetowanie, a następnie odwirowano w tem-
peraturze 4◦C przy prędkości 12000 obr/min przez 10 minut. Po skończonym wirowaniu
zebrano do osobnej probówki nadsącz, który zawierał białka, a osad odrzucono. Ilość
białka oznaczono metodą Bradforda (metoda bazująca na pomiarze absorbancji po do-
daniu do roztworu zawierającego białka odczynnika Bradforda). Stężenie oszacowano za
pomocą krzywej opartej na pomiarze absorbancji dla białka BSA w szeregu rozcieńczeń
(od 0,5 mg/ml do 5 mg/ml). Wyizolowane białka przechowywano w temperaturze -20◦C
do czasu prowadzenia dalszych badań.
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Tablica 4.1: Sekwencje starterów. Transkrypt GAPDH oraz SNORD44 posłużyły jako referencje.

Starter Forward Reverse
GAPDH CTTCTTTTGCGTCGCCAGCC TTCTCAGCCTTGACGGTGCC
P53 CTGAAATCACCGGGCAGGTC CATCATTGGGGAGGCTTGGG
PTEN ATGTGAAGGTCTGAATGAGG TTCTATGGGGATGGTAACTG
miR-638 GGCGGGTGGCGGCCT Uniwersalny primer dołączony do zestawu
miR-29a TAGTAGCACCATCTGAAATCGG Uniwersalny primer dołączony do zestawu
SNORD44 CCTGGATGATGATGATAAGCAAATGC Uniwersalny primer dołączony do zestawu

4.7 Western Blot

Przygotowane oraz zmierzone próbki zawierające białka rozmrażano na lodzie, a na-
stępnie pobierano odpowiednie objętości, aby ilość białka w każdej próbce była taka
sama (30 µg). Finalna objętość wszystkich próbek wynosiła 20 µl (wyizolowane białko
o objętości nieprzekraczającej 15 µl + 5 µl buforu obciążającego LB + opcjonalnie woda
destylowana w celu uzupełnienia do końcowej objętości próbki). Następnie białka pod-
dawano 5 minutowej denaturacji w temperaturze 95◦C w termobloku i odwirowywano
przez 5 minut przy maksymalnych obrotach (15000 obr/min) w temperaturze pokojowej.
Do studzienek w przygotowanym wcześniej żelu poliakrylamidowym (w zależności od
masy białka był to żel 10% lub 12%) nanoszono zdenaturowane i odwirowane próbki.
Do jednej z wolnych studzienek dodawano również marker mas (EURX, Perfect Tricolor
Protein Ladder, nr kat.: E3210)). Następnie żele umieszczano w aparacie (BioRad) i prowa-
dzono elektroforezę przy stałym natężeniu prądu (80 mA) do czasu dotarcia czoła barw-
nika do końca żelu. Po elektroforezie rozdzielone białka przenoszono z żelu na membranę
PVDF. Transfer przeprowadzano metodą mokrą (75 min, stałe napięcie 100V) w aparacie
z �rmy BioRad.

Po skończonym transferze, ostrożnie, za pomocą pęsety zdejmowano membranę i
umieszczano w kasetce zawierającej 5% roztwór mleka w buforze 1x TBST. Kasetkę z
membraną umieszczano na kołysce i inkubowano przez co najmniej 45 minut. Po skoń-
czonej inkubacji mleko wylewano i przepłukiwano membranę trzy razy po 5 minut w
buforze 1x TBST. Po płukaniu, do membrany dodawano roztwór przeciwciał pierwszo-
rzędowych (rozcieńczonych w 1x TBST zgodnie z sugestiami producenta – przeciwciała
pierwszorzędowe rozcieńczano w stosunku 1:1000, a drugorzędowe w stosunku 1:5000)
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i pozostawiono do inkubacji przez co najmniej godzinę (charakterystyka niektórych
przeciwciał sugerowała całonocną inkubację przeciwciał w temperaturze 4◦ C, co rów-
nież zostało uwzględnione). Po inkubacji, ponownie przepłukano membranę roztworem
1x TBST, trzy razy po 10 minut. Następnie do membrany dodano roztwór przeciwciał
drugorzędowych, rozcieńczonych według sugestii producenta w 1x TBST i inkubowano
około godziny. Po inkubacji przepłukano membrany roztworem 1x TBST trzykrotnie po
10 minut i wywołano membrany w aparacie SynGen:GBox. Membranę osuszono, następ-
nie umieszczono na transparentnym podłożu, naniesiono cienką warstwę odczynnika,
zawierającego luminol (Advansta, WesternBright Quantum- HRP Substrate for CCD, nr
kat. K-12042-D10) i inkubowano w ciemnym miejscu przez około dwie minuty. Następ-
nie przykryto membranę transparentną folią i umieszczono w aparacie z odpowiednio
ustawionym oprogramowaniem i wywołano. Dane liczbowe do analizy ilościowej białka
pozyskano za pomocą programu ImageJ. Poziom badanego białka normalizowano do po-
ziomu białka referencyjnego, tzw. housekeeping gene.
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Opis modelu

Translacja białek jest procesem niezwykle istotnym z punktu widzenia regulacji eks-
presji genów. Nawet niewielkie odchylenia od normy mogą skutkować niepożądaną ka-
skadą sygnałową, prowadzącą do nieodwracalnych zmian w komórce. Większość badań
eksperymentalnych skupia się często na efekcie regulacji ekspresji (np. poziomy białek,
poziomy transkryptu). Wynikające z ograniczeń technicznych braki są w pewien sposób
uzupełniane przez modelowanie matematyczne. Modele pozwalają także na sprawdzenie
pewnych hipotez in silico, które pomagają w późniejszym planowaniu eksperymentów
biologicznych.

Zaproponowany w niniejszej pracy model jest modelem translacji pojedynczego trans-
kryptu, umożliwiającym badanie działania konkretnego mikroRNA na target, zarówno
w warunkach kontrolnych, jak i pod wpływem czynnika stresogennego (w tym przy-
padku promieniowania jonizującego). Sam proces biosyntezy jest modelem opisanym
za pomocą maszyn stanowych, natomiast sterowanie modelem jest opisane prostym au-
tomatem. Model translacji uwzględnia pro�le polisomalne badanych transkryptów oraz
celujących w nie mikroRNA. W tej rozprawie przeprowadzono symulację procesu trans-
lacji dla białek zaangażowanych w ścieżki odpowiedzi na uszkodzenia DNA w wyniku
promieniowania X (p53 i PTEN), a także ich transkryptów, z uwzględnieniem regulują-
cych ich mikroRNA – miR-29a i miR-638 [12, 82, 161, 176, 192]. Pomysł wprowadzenie do
modelu regulacji oraz koncepcji kombinacji mechanizmów działania mikroRNA został
zaczerpnięty z pracy [114], natomiast sposób modelowania oraz wprowadzenie regulacji
poprzez promieniowanie jonizujące został zaproponowany prze Autorkę rozprawy.

43
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Zaproponowany model oraz badania eksperymentalne dotyczące wyznaczenia pro-
�li polisomalnych dla mRNA oraz mikroRNA, oznaczenia poziomów białek oraz trans-
kryptów po napromieniowaniu, zostały wykonane przez autorkę niniejszej rozprawy.
Pozostałe dane eksperymentalne (okresy półtrwania dla mRNA oraz białek oraz poziomy
białek i transkryptów po wyciszeniu mikroRNA) pochodzą z literatury bądź zostały za-
czerpnięte z założeń przedstawionych w innych pracach badawczych.

5.1 Maszyny Stanowe

Skończona maszyna stanowa (FSM– ang. Finite State Machine) jest hipotetyczną ma-
szyną obliczeniową, która działa na skończonym zbiorze symboli [8, 185]. Maszyna może
znajdować się w jednym z określonej liczby stanów, z jednym stanem początkowym i
jednym lub więcej stanów końcowych. Formalnie, de�nicję FSM przedstawia się za po-
mocą krotki: (Q, Σ, T , q0, F ), która zawiera skończony zbiór stanówQ, skończony zbiór
symboli wejściowych Σ, funkcję przejścia T : Q x Σ → Q, stan początkowy q0 × Q

oraz zbiór stanów końcowych F ⊆ Q. Maszynę stanową można sobie wyobrazić jako
taśmę podzieloną na nieskończenie wiele segmentów, z symbolami wejściowymi we-
wnątrz tych segmentów. Głowica maszyny porusza się po tej taśmie zgodnie z regułami
przejścia, zadanymi przez użytkownika. Kluczowe jest utworzenie skończonego zbioru
reguł przejścia, opartych na obecnym stanie maszyny i obecnym symbolu na taśmie. W
każdym przejściu maszyna może przesunąć się o jedno pole w prawo lub w lewo, po-
zostać w tym samym miejscu lub zakończyć działanie w przypadku stanu końcowego.
Typowa reguła przejścia w maszynie stanowej zawiera trzy podstawowe elementy:

1. Stan poprzedni: określa stan, w którym znajduje się maszyna przed wykonaniem
przejścia.

2. Sygnał wejściowy: reprezentuje sygnał, który jest odebrany przez maszynę i wpływa
na decyzję o przejściu do innego stanu. Sygnały mogą przyjmować różne formy,
takie jak wartość logiczna, sygnał binarny, dane wejściowe, czy nawet zewnętrzne
bodźce.

3. Stan następny: określa stan, do którego maszyna przechodzi po wykonaniu przej-
ścia. Jest to nowy stan, który maszyna przyjmie po uwzględnieniu sygnału wej-
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ściowego, zgodnie ze zde�niowanymi regułami.

Jeżeli nie ma odpowiedniej reguły przejścia, maszyna może się „zawiesić” i niekon-
trolowanie kontynuować obliczenia.

Jednym z najpopularniejszych sposobów przedstawienia maszyny stanowej jest dia-
gram przejść stanów, który obrazuje zależności między stanami i symbolami przy użyciu
gra�cznej reprezentacji.

Reguły przejścia można przedstawić w różny sposób, w zależności od używanej no-
tacji. Na przykład, w diagramie przejść stanów reguły przejścia są reprezentowane jako
strzałki między stanami, a etykiety na strzałkach opisują warunki, które muszą być speł-
nione, aby przejście miało miejsce. W innych notacjach, takich jak tabele stanów lub
funkcje przejścia, reguły przejścia są przedstawiane w formie tabeli lub listy, które pre-
cyzują zależności między stanami i sygnałami wejściowymi.

Istnieje wiele odmian maszyn stanowych, od niedeterministycznych, przez wielota-
śmowe i wielogłowicowe, po „reakcyjne” warianty automatów skończonych.

5.2 Opis modelu

5.2.1 Translacja

Model translacji jest modelem opartym na maszynach stanowych. Porównując opis
maszyny stanowej do procesu translacji białek, można zauważyć wiele analogii. Taśma
oraz głowica są odpowiednikami, odpowiednio, mRNA oraz rybosomu, natomiast sym-
bole na taśmie odzwierciedlają sekwencję nukleotydów. Stany maszyny można porów-
nać do procesu dekodowania kodonów przez rybosom, a taśma wyjściowa to powstający
łańcuch aminokwasowy.

Algorytm translacji przebiega według zadanego przez użytkownika zbioru reguł. W
tym przypadku zbiorami reguł są instrukcje, jak dekodować łańcuch aminokwasowy.
Na podstawie obecnego stanu maszyny oraz informacji, jaki nukleotyd jest kolejny w
sekwencji, algorytm decyduje, jaki aminokwas jest syntezowany, zapisuje symbol ami-
nokwasu na taśmie wyjściowej oraz odczytuje z podanego przez użytkownika wektora
czas przyłączania się tRNA do mRNA (czasy te są następnie ze sobą sumowane). Ponadto
algorytm wyróżnia trzy kodony STOP, które są sygnałem do zakończenia algorytmu,
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oraz jeden kodon START, rozpoczynający działanie maszyny. Umożliwia to podawanie
sekwencji dłuższych niż sama część kodująca, bez obawy, że algorytm przetłumaczy nie-
kodującą część mRNA. Cała tabela przejść została przedstawiona w tabeli 8.1, natomiast
porównanie elementów maszyny stanowej z procesem translacji przedstawia tabela 5.2.
Aby pomóc w zrozumieniu działania algorytmu, przygotowano prosty schemat działa-
nia maszyny na przykładzie translacji krótkiego, trzyaminokwasowego łańcucha, wraz
z tabelą przejść oraz czasami przyłączenia się poszczególnych tRNA (rysunek 5.1).

Czasy przyłączania się tRNA do mRNA zostały oszacowane na podstawie prac [36,
46]. Z publikacji [36] zaczerpnięto czasy przyłączania się tRNA do mRNA, jednak ze
względu na fakt, iż czasy te były oszacowane dla bakterii, przeskalowano te czasy, posił-
kując się pracą [46]. W przedstawionej pracy, porównano czasy przyłączania się tRNA
w bakteriach oraz eukariotach (w jednostkach arbitralnych) oraz zestawiono wyniki w
formie tabeli. Policzono stosunek wartości czasów pomiędzy bakteriami, a komórkami
eukariotycznymi dla każdego kodonu i wymnożono czasy z pracy [36] z wyliczonymi
stosunkami czasów dla każdego tRNA. Wyliczone czasy zostały przedstawione w tabeli
5.1.
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Rysunek 5.1: Przykładowy schemat działania maszyny stanowej przedstawiony dla trzech aminokwasów.
Po lewej stronie przedstawiono fragment łańcucha. Strzałki nad poszczególnymi segmentami przedsta-
wiają położenie głowicy (a dokładnie – miejsca wiążącego w rybosomie). Kolory strzałek oraz numery
korespondują z tabelą przejść przedstawioną po prawej stronie.
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Tablica 5.1: Tabela kodonów oraz odpowiadających im czasom przyłączania się tRNA. Czerwonym kolo-
rem zaznaczono kodony STOP.

Kodon Średni czas
przyłączenia
wg [36] [ms]

Czas transla-
cji u eukario-
tów (Te) [46]

Czas transla-
cji u proka-
riotów (Tp)
[46]

Te/Tp Wyliczony
czas [s]

UUU 136 62,2 123,5 0,503 0,270
UUC 195 27,3 126,6 0,215 0,904
UUG 50 22,3 24,8 0,899 0,055
UUA 157 39 185,2 0,210 0,745
UCU 55 24,8 73,5 0,337 0,163
UCC 246 34,5 149,3 0,231 1,06
UCG 96 139,3 80,6 1,728 0,055
UCA 106 91 222,2 0,409 0,258
UGU 75 155,5 129,9 1,197 0,062
UGC 109 68,3 59,2 1,153 0,094
UGG 168 45,5 68,5 0,664 0,252
UGA 12 294,1 294,1 1 0,012
UAU 53 77,7 79,4 0,978 0,054
UAC 77 34,1 53,2 0,640 0,120
UAG 19 1 1 1 0,019
UAA 11 1 1 1 0,011
CUU 260 621,9 158,7 3,918 0,066
CUC 204 273 120,5 2,265 0,090
CUG 35 284,4 12,6 22,57 0,001
CUA 286 91 2000 0,045 6,285
CCU 143 136,5 101 1,351 0,105
CCC 197 189,6 188,7 1,004 0,196
CCG 134 85,3 56,2 1,517 0,088
CCA 237 27,3 5000 0,0054 43,406
CGU 28 45,5 24,8 1,834 0,015
CGC 35 63,2 36,6 1,726 0,020
CGG 397 273 101 2,702 0,146
CGA 34 1365 163,9 8,328 0,004
CAU 296 88,8 256,4 0,346 0,854
CAC 222 39 166,7 0,233 0,948
CAG 231 70,4 73,5 0,957 0,241
CAA 179 30,3 84,7 0,357 0,500
GUU 26 19,5 50,8 0,383 0,0677
GUC 208 27,1 112,4 0,241 0,862
GUG 42 103,4 35,6 2,904 0,014
GUA 73 136,4 84,7 1,610 0,045
GCU 39 24,8 89,3 0,277 0,140
GCC 415 34,5 105,3 0,327 1,266
GCG 44 170,6 40,8 4,181 0,01
GCA 83 54,6 67,6 0,807 0,102
GGU 35 38,9 32,5 1,196 0,029
GGC 49 17,1 27,2 0,628 0,077
GGG 81 92,2 52,1 1,769 0,045
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GGA 324 91 71,9 1,265 0,255
GAU 77 38,9 42,9 0,906 0,084
GAC 116 17,1 71,9 0,237 0,487
GAG 36 42,1 84 0,501 0,0718
GAA 57 19,5 16,3 1,196 0,0476
AUU 97 21 29 0,724 0,133
AUC 128 29,2 64,9 0,449 0,284
AUG 266 27,3 24,5 1,114 0,238
AUA 128 136,4 204,1 0,668 0,191
ACU 55 24,8 106,4 0,233 0,235
ACC 153 34,5 74,6 0,462 0,330
ACG 129 119,7 66,2 1,808 0,071
ACA 178 68,2 303 0,225 0,790
AGU 85 310,9 129,9 2,393 0,035
AGC 127 136,5 70,9 1,925 0,065
AGG 461 60,4 153,8 0,392 1,173
AGA 190 24,8 74,6 0,332 0,571
AAU 109 62,2 119 0,522 0,208
AAC 161 27,3 99 0,275 0,583
AAG 102 16,8 140,8 0,119 0,854
AAA 76 369 44,2 8,348 0,009

Tablica 5.2: Znaczenie symboli opisujących maszyny stanowe i ich biologiczne analogi w modelu translacji

Symbol Znaczenie Biologiczny analog

Q Zbiór wszystkich stanów maszyny

Symbole kodonów na każdym etapie odkodowa-
nia (np. A, AU, AUG, C, CU, CUA, itp.) + symbol
pusty ∅, który jest przybierany za każdym razem
po zapisaniu aminokwasu na nowej taśmie

Γ Zbiór symboli z taśmy wyjściowej Symbole aminokwasów + STOP
Σ Zbiór symboli z taśmy wejściowej Symbole nukleotydów (A, U, G, C)
b Symbol pusty należący do zbioru Γ ∅
q0 Stan początkowy maszyny AUG (kodon START)

F Zbiór stanów końcowych maszyny STOP ( w przypadku przyjęcia stanów UAA,
UAG, UGA)

(δ) Funkcja przejścia (← – w lewo;→
– w prawo; 	 – brak ruchu)

Rybosom przesuwa się tylko w jedną stronę (zało-
żono, że od strony lewej do prawej), ewentualnie
może się zatrzymać

5.2.2 Automat

Działanie modelu rozpoczyna się od wygenerowania macierzy kombinacji dla czte-
rech wybranych mechanizmów regulacji translacji przez mikroRNA,M = {M1,M2,M3,M4}.
Zostały subiektywnie wybrane cztery mechanizmy:
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1. M1. inhibicja inicjacji translacji,

2. M2. inhibicja elongacji translacji,

3. M3. przedwczesne odłączenie się rybosomów,

4. M4. degradacja mRNA.

Każdy z powyższych mechanizmów może oddziaływać w określonym spektrum siły
o zakresach od 0 do 100% z krokiem 25%. Wygenerowano łącznie 625 (54) kombinacji,
począwszy od {0%, 0%, 0%, 0%}, co oznacza brak jakiejkolwiek regulacji, kończąc na
{100%, 100%, 100%, 100%}, co oznacza, że wszystkie mechanizmy są aktywne i działają
z pełną mocą.

Następnie wybierany jest pro�l polisomalny RNA oraz mikroRNA odpowiedni dla
symulacji (dla kontroli lub po promieniowaniu). Następnie, z rozkładu polisomalnego
mRNA, losowana jest liczba rybosomów (wykonano 200 losowań). Dla wylosowanej
liczby rybosomów na mRNA prowadzona jest symulacja (w przypadku symulacji dla
4h, prowadzona jest symulacja od zerowej do czwartej godziny, a dla symulacji 12h,
prowadzona jest symulacja od czwartej do dwunastej godziny). W zależności od wylo-
sowanej liczby rybosomów, symulacja jest prowadzona dla konkretnej frakcji (zgodnie z
podziałem wymienionym poniżej, jako dane wejściowe symulacji wybierane są udziały
przydzielonej frakcji dla mRNA oraz mikroRNA) . Należało jednak wprowadzić pewne
założenia i ograniczenia. Przede wszystkim należy sprawdzić, ile rybosomów jest w sta-
nie pomieścić badany transkrypt. Założono, że pojemność transkryptu będzie mierzona
wyłącznie na podstawie długości sekwencji kodującej (założenie przyjęte arbitralnie).
Do obliczenia maksymalnej liczby zajętości transkryptu przez rybosom, zastosowano
następujący wzór:

MAXRIBOSOME = ORFkodlength

30 (5.1)

gdzie ORFkodlength oznacza długość sekwencji kodującej (wyrażanej w liczbie nukle-
otydów), a liczba 30 wskazuje na liczbę nukleotydów, które pokrywa pojedynczy rybo-
som [15]. Ograniczenie te jest jednak istotne wyłącznie w przypadku krótkich trans-
kryptów, ponieważ w pracy [4] wykazano, że, niezależnie od długości transkryptu, w
eukariotach nie zaobserwowano więcej niż 15 rybosomów przyłączonych do mRNA. W
związku z powyższym, frakcje polisomalne podzielono w sposób przedstawiony w tabeli
5.3.
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Tablica 5.3: Podział rybosomów na frakcje.

Frakcja liczba rybosomów
Wolne mRNA i mała podjednostka
rybosomalna brak rybosomu

Duża podjednostka rybosomalna i
monosom

jeden rybosom (ze względu na zbyt
słabą rozdzielczość widm dla po-
lisomów uzyskanych w ekspery-
mentach, niemożliwym było roz-
dzielenie dużej podjednostki od
monosomu. Autorka rozprawy za-
łożyła, że cała frakcja należy do mo-
nosomu).

Lekkie polisomy od 2-8 rybosomów
Ciężkie polisomy powyżej 9 rybosomów

Ponieważ losowanie odbywa się w zakresie wartości (0-1), dla każdej frakcji, która
ma więcej niż jeden możliwy wybór liczby rybosomów, podzielono udział (zamieniony
z wartości procentowych na wartości liczbowe) na liczbę rybosomów znajdujących się
w danej frakcji. Dla przykładu, jeżeli w lekkich polisomach udział frakcji wyniesie 0.21,
to wartość ta jest dzielona dla siedmiu rybosomów występujących wewnątrz tej frakcji.
Założono jednakowy udział dla każdej liczby rybosomów wewnątrz frakcji.

Tablica 5.4: Przykładowa tabela opisująca losowanie liczby rybosomów z zadanego pro�lu polisomalnego.

l. rybosomów Udział Zakresy wylosowanych wartości Suma dla frakcji
0 0.16 〈0-0.16〉 0.16
1 0.35 (0.16-0.51〉 0.35
2 0.03 (0.51, 0.54〉 0.35
3 0.03 (0.54-0.57〉 0.35
4 0.03 (0.57-0.6〉 0.35
5 0.03 (0.6-0.63〉 0.35
6 0.03 (0.63-0.66〉 0.35
7 0.03 (0.66-0.69〉 0.35
8 0.03 (0.69-0.72〉 0.21
9 0.04 (0.72-0.76〉 0.21
10 0.04 (0.76-0.80〉 0.21
11 0.04 ((0.80- 0.84〉 0.21
12 0.04 (0.84-0.88〉 0.21
13 0.04 (0.88-0.92〉 0.21
14 0.04 (0.92-0.96〉 0.21
15 0.04 (0.96-1) 0.28

Dla łatwiejszego zrozumienia powyższego opisu, tablica 5.4 przedstawia, jak zostały
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wybierane rybosomy wewnątrz frakcji mRNA dla �kcyjnych danych eksperymental-
nych dla pro�lu o następujących wartościach: {0.16; 0.35; 0.21; 0.28}.

Po wylosowaniu liczby rybosomów, prowadzona jest symulacja tylko dla tej wylo-
sowanej liczby (czyli jak została wylosowana liczba 4, to cała symulacja jest prowadzona
dla transkryptów z czterema rybosomami i dla frakcji lekkie polisomy). Translacja była
prowadzona zgodnie z opisem zawartym w podrozdziale 5.2.1.

Po zakończeniu translacji, generowana jest wartość tbiałko, określająca czas (w se-
kundach) pomiędzy powstaniem poprzedniego i obecnie powstającego białka. Jeżeli w
układzie występuje więcej niż jeden rybosom, translacja rozpoczyna się w równych od-
stępach między sobą (liczba nukleotydów kodujących białko jest dzielona przez liczbę
rybosomów w układzie i po przesunięciu się rybosomu o określoną liczbę nukleotydów,
przyłącza się kolejny rybosom). W przypadku frakcji monosomu, kolejna translacja roz-
poczyna się natychmiast po zakończeniu poprzedniej. Czas tbiałko jest kumulowany, w
miarę nowo powstających kolejnych białek. Symulacja trwa do osiągnięcia założonego
czasu końcowego (4 albo 8 godzin). Następnie losowana jest kolejna liczba rybosomów
i cykl rozpoczyna się od początku. Całkowite białko wytworzone w wylosowanej kon-
�guracji zostało obliczone przez pomnożenie powstającego w czasie białka przez liczbę
transkryptów poddanych aktywnej translacji (czyli takich, które miały w układzie co
najmniej jeden rybosom). Całkowity wynik symulacji jest uśrednionym przebiegiem
czasowym poziomów białka i transkryptu ze wszystkich iteracji w obrębie symulowanej
kombinacji mocy działania poszczególnych mechanizmów. W celu lepszego zrozumienia
działania automatu, uproszczony schemat działania przedstawiono na rysunku 5.2.
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Rysunek 5.2: Uproszczony schemat działania modelu translacji.
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Ze względu na konieczność wprowadzenia do układu takich parametrów jak trans-
krypcja i degradacja mRNA oraz degradacja białek, oszacowano te parametry na pod-
stawie danych literaturowych i przedstawiono w tabeli 5.5. W przypadku nieznalezienia
odpowiednich informacji, parametry zostały założone przez Autorkę na podstawie zdo-
bytej wiedzy na temat badanych molekuł.

Tablica 5.5: Tabela przedstawiająca zaproponowane współczynniki degradacji transkryptów oraz białek.

Transkrypt
lub
Białko

Okres pół-
trwania –
kontrola

kdeg Źródło
literatu-
rowe

Okres pół-
trwania po
napromie-
niowaniu

kdeg Źródło
literatu-
rowe

p53t 10 h 1, 925 ·
10−5

[154] 12 h 1, 6 · 10−5 brak

p53p 30 min. 3, 85 ·
10−4

[10] 45min 2, 56 ·
10−4

[184]

Baxt 1,3 h 1, 48 ·
10−4

[99] 3 h 6, 41 ·
10−5

[99]

Baxp 5 h 3, 85 ·
10−5

[126] 6 h 3, 85 ·
10−5

Brak

PTENt 4,5 h 4, 27 ·
10−5

[186] 4,5 h 4, 27 ·
10−5

[33]

PTENp 7 h 2, 75 ·
10−5

[59, 165] 7 h 2, 75 ·
10−5

Brak

5.2.3 Wybrane mechanizmy regulacji translacji

Regulacja z wykorzystaniem mikroRNA została wprowadzona poprzez mody�ka-
cję modelu podstawowego opisanego w poprzednim podrozdziale. Poniżej znajdują się
opisy mody�kacji modelu ze względu na wykorzystywany mechanizm.

1. Regulacja poprzez wydłużenie czasu inicjacji translacji

W zależności od mocy oddziaływania mikroRNA, do stałej określającej czas inicja-
cji została dodana kolejna wartość stała, określająca opóźnienie inicjacji (założono
maksymalne opóźnienie 5 minut; dane literaturowe donoszą o „kilkuminutowym
opóźnieniu” [175]).



5.2. Opis modelu 55

2. Regulacja poprzez wydłużenie czasu elongacji

Każdy czas dostarczenia antykodonu przez tRNA jest indywidualny. Czas elonga-
cji zostaje wydłużony w zależności od siły oddziaływania mechanizmu (literatura
podaje 2-3-krotnie spowolnioną elongację, więc założono 2.5-krotne spowolnie-
nie) [98, 120, 127].

3. Regulacja poprzez przedwczesne odłączenie się rybosomu

Ten mechanizm jest bardziej skomplikowany od pozostałych. Wprowadzono w
nim instrukcje warunkowe sprawdzające, czy w dany momencie można „odłą-
czyć” rybosom. W wariancie bez regulacji, mechanizm ten nie występuje, nato-
miast przy stuprocentowej wydajności mechanizmu, co drugi rybosom nie wy-
produkuje kompletnego białka [63, 127]. Oznacza to, że w przypadku 75% mocy
oddziaływania mechanizmu, odłączony będzie co trzeci rybosom, w przypadku
50%, co czwarty, a przy 25% - co ósmy. W modelu rybosomy odłączają się w spo-
sób deterministyczny.

4. Regulacja poprzez degradację mRNA

Do fragmentu zmiennej mRNAdeg odpowiedzialnego za degradację mRNA, do-
dany jest człon, zwiększający tempo degradacji mRNA za pośrednictwem mikroRNA.

mRNAdeg = kdeg ·mRNAtotal(end)
+ kdeg · nmir ·M(4) ·miRNAprofil ·mRNAtotal(end))

(5.2)

gdzie kdeg jest stałą degradacji danego mRNA, której wartość pochodzi z literatury,
mRNAtotal oznacza całkowitą ilość mRNA w danej chwili czasu, nmir oznacza sto-
sunek całkowitych ilości mikroRNA do całkowitego mRNA. W przypadku symu-
lowania w warunkach kontrolnych, arbitralnie przyjęto, że stosunek ten wynosi
1. Podczas symulacji przypadku po napromieniowaniu, jako dane wejściowe do
modelu podawane są poziomy ekspresji liczone względem kontroli. miRNAprofil

jest wartością liczbową udziału procentowego mikroRNA w badanej frakcji.

Należy mieć na uwadze, że takie sytuacje mają miejsce tylko wtedy, kiedy w danej
frakcji wystąpiło 100% mikroRNA oraz 100% mRNA. W innym przypadku do każdego
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mechanizmu doliczony jest iloczyn mocy oddziaływania oraz udziału procentowego mi-
kroRNA w danej frakcji.

Przeprowadzono trzy symulacje: dla kontroli (symulacja ta prowadzona była aż do
osiągnięcia stanu ustalonego zarówno dla mRNA jak i białka), dla czasu 0–4 godzin od
napromieniowania oraz 4–12 godzin od napromieniowania. Po każdej symulacji gene-
rowano tabelę rankingową, na podstawie której określano warunki początkowe do ko-
lejnej symulacji – wartością początkową białka oraz mRNA dla kolejnej symulacji była
wartość końcowa symulacji z najlepiej dopasowanego mechanizmu z poprzedniej sy-
mulacji (dla kontroli założono wartości początkowe mRNA(0) = 1 i białko(0) = 0).

5.2.4 Tworzenie tabeli rankingowej

Tabele rankingowe generowane są na podstawie porównania wyników uzyskanych
w symulacji (brane są ostatnie wartości z symulacji) do wyników otrzymanych w ramach
autorskich badań eksperymentalnych, bądź wyników eksperymentalnych wziętych z li-
teratury.

Założono, że przebieg symulacji bez obecności żadnych mechanizmów będzie war-
tością wyjściową i będzie się odnosić do poziomu transkryptu oraz białka po wyciszeniu
mikroRNA. Wzięte z literatury względne poziomy ekspresji zarówno mRNA jak i białka
w obecności mikroRNA (w porównaniu do poziomów z symulacji po wyciszeniu mi-
kroRNA) zostały przyjęte jako poziomy w warunkach kontrolnych.

W celu wyliczenia stosunku poziomów białka oraz mRNA z symulacji względem
danych biologicznych, należało najpierw obliczyć stosunek poziomu mRNA lub białka
dla konkretnego mechanizmu regulacji do poziomu mRNA lub białka bez żadnego ak-
tywnego mechanizmu. Następnie wyliczono sumę modułów, w których zostały przy-
równane wartości z równań 5.3, 5.4) do względnej ekspresji z badań eksperymentalnych
(równanie 5.5).



5.2. Opis modelu 57

δmRNA = poziom_mRNA_z_konkretnego_mechanizmu
poziom_mRNA_bez_zadnego_mechanizmu (5.3)

δbialko = poziom_bialka_z_konkretnego_mechanizmu
poziom_bialka_bez_zadnego_mechanizmu (5.4)

∆ =
∣∣∣∣ δmRNA

wzgledna_ekspresja_mRNA − 1
∣∣∣∣ +

∣∣∣∣ δbialko

wzgledna_ekspresja_bialka − 1
∣∣∣∣ (5.5)

Przykładowa pełna lista rankingowa została umieszczona w Suplemencie (Tabela
8.2). Dostęp do wszystkich list rankingowych dostępny jest pod poniższymi odnośni-
kami:

https://cellab.polsl.pl/download/lista_rankingowa_PTEN_
miR638.xlsx

https://cellab.polsl.pl/download/lista_rankingowa_PTEN_
mir29a.xlsx

https://cellab.polsl.pl/download/lista_rankingowa_P53_
miR638.xlsx

https://cellab.polsl.pl/download/lista_rankingowa_PTEN_miR638.xlsx
https://cellab.polsl.pl/download/lista_rankingowa_PTEN_miR638.xlsx
https://cellab.polsl.pl/download/lista_rankingowa_PTEN_mir29a.xlsx
https://cellab.polsl.pl/download/lista_rankingowa_PTEN_mir29a.xlsx
https://cellab.polsl.pl/download/lista_rankingowa_P53_miR638.xlsx
https://cellab.polsl.pl/download/lista_rankingowa_P53_miR638.xlsx
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Rozdział 6

Wyniki

6.1 Wyniki biologiczne

Wyniki przedstawione w niniejszym rozdziale zostały otrzymane w ramach ekspe-
rymentów, przeprowadzonych przez Autorkę rozprawy. Obejmują one udziały frakcji
polisomalnych w obrębie badanego transkryptu oraz mikroRNA, a także poziomy eks-
presji dla totalnego białka, transkryptu oraz mikroRNA. Wszystkie analizy zostały prze-
prowadzone zgodnie z dostępnymi w literaturze protokołami [96, 124, 162].

59
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a) b)

Rysunek 6.1: Porównanie udziałów frakcji dla transkryptu p53 (a) oraz miR638 (b) w warunkach kontrol-
nych oraz po napromieniowaniu w dawce 4 Gy.

Przedstawione wykresy wskazują na aktywną odpowiedź na promieniowanie za-
równo w przypadku p53 jak i mikroRNA [52, 89, 122, 159]. W warunkach kontrolnych,
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(a) Całkowity poziom miR638 w komórkach kontrolnych
oraz napromieniowanych

(b) Poziom totalnego transkryptu p53 w komórkach kon-
trolnych oraz napromieniowanych

(c) Poziom białka P53 dla komórek kontrolnych oraz napro-
mieniowanych

Rysunek 6.2: Poziomy ekspresji dla totalnego miR638 (a) oraz transkryptu (b) i białka (c) P53.

rozkład polisomów dla p53 wyraźnie wskazuje na kumulację we frakcji lekkich poliso-
mów, natomiast cztery godziny od napromieniowania, frakcje przesunęły się w kierunku
frakcji ciężkich, co świadczy o zwiększonej wydajności translacji [40]. Znajduje to swoje
odzwierciedlenie w poziomie całkowitym białka p53 (rysunek 6.2c). Po upływie dwuna-
stu godzin, wyraźnie można zaobserwować, że rozkład polisomów zaczyna wracać do
rozkładu obserwowanego w kontroli (rysunek 6.1), a całkowity poziom białka zaczyna
spadać. Co interesujące, nie zaobserwowano wzrostu poziomu transkryptu p53 (rysunek
6.2b).

Analizując rozkład polisomalny w miR638, można zaobserwować równomierny roz-
kład w warunkach kontrolnych. Pod wpływem promieniowania, po czterech godzinach
zaczęła dominować frakcja wolnych mRNA/mała podjednostka rybosomu, natomiast po
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upływie dwunastu godzin, udział polisomów przesunął się w stronę lekkich i ciężkich
frakcji (rysunek 6.1). Analizując całkowity poziom miR638, można zauważyć dwukrotny
wzrost ekspresji po czterech godzinach od napromieniowania względem kontroli, nato-
miast po dwunastu godzinach, poziom ten tylko nieznacznie się obniżył (rysunek 6.4a).
Oznacza to, że miR638 jest aktywnie zaangażowanym mikroRNA w procesy naprawcze,
co znajduje potwierdzenie w literaturze [52].

Porównując ze sobą zarówno całkowite poziomy ekspresji, jak i pro�le polisomalne,
można zauważyć, że po czterech godzinach po napromieniowaniu, mikroRNA we frak-
cjach ciężkich i lekkich (czyli wydajnie ulegających translacji) wykazuje niski procent
udziałów, pozwalając tym samym na wydajniejszą translację białka p53, którego główne
udziały przypadają właśnie na te frakcje, pomimo zwiększonej całkowitej ekspresji tego
mikroRNA. Po dwunastu godzinach ta proporcja się zmienia, wykazując tym samym
większy wpływ na zahamowanie ekspresji białka p53.
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a) b)

Rysunek 6.3: Porównanie udziałów frakcji dla transkryptu PTEN (a) oraz miR638 (b) w warunkach kon-
trolnych oraz po napromieniowaniu w dawce 4 Gy.

Białko PTEN, mimo udowodnionych funkcji w ścieżce apoptozy, nie wykazuje szcze-
gólnej aktywności pod wpływem promieniowania. Według pracy [107], białko PTEN
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(a) Całkowity poziom miR638 w komórkach kontrolnych
oraz napromieniowanych

(b) Poziom totalnego transkryptu PTEN w komórkach kon-
trolnych oraz napromieniowanych

(c) Poziom białka PTEN dla komórek kontrolnych oraz na-
promieniowanych

Rysunek 6.4: Eksperymentalnie zmierzone całkowite poziomy ekspresji dla miR638 oraz transkryptu i
białka PTEN.

zwiększa przeżycie komórek i ogranicza naprawę DNA, co może prowadzić do niesta-
bilności genomu i zagrażać efektywnej terapii. W komórkach HCT116 wyraźnie poziom
białka PTEN spadł (o około 30%), co pozwala wnioskować, że produkcja PTENu została
celowo zahamowana, aby naprawa DNA przebiegła wydajniej. Porównując pro�le po-
lisomalne transkryptu PTEN oraz miR638, w kontroli, udziały frakcji są wyrównane i
podobne. Po czterech godzinach udział frakcji wydajnie translatujących w PTENie się
zwiększa, natomiast w miR638 jest obserwowana odwrotna zależność. Po dwunastu go-
dzinach pro�le PTENu i miR638 są niemal identyczne. Podobnie jak w przypadku trans-
kryptu p53, poziom mRNA PTENu nie zmienia się względem kontroli (po dwunastu
godzinach obserwowany jest niewielki wzrost poziomu mRNA).

Powiązanie pomiędzy miR638 a PTEN nie zostało zbyt szeroko opisane. Tylko jedna
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publikacja wskazuje na teoretyczne powiązanie mikroRNA-target - [161].

a) b)

Rysunek 6.5: Porównanie udziałów frakcji dla transkryptu PTEN (a) oraz miR29a (b) w warunkach kon-
trolnych oraz po napromieniowaniu w dawce 4 Gy.
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(a) Całkowity poziom miR29a w komórkach kontrolnych
oraz napromieniowanych

(b) Poziom totalnego transkryptu PTEN w komórkach kon-
trolnych oraz napromieniowanych

(c) Poziom białka PTEN dla komórek kontrolnych oraz na-
promieniowanych

Rysunek 6.6: Eksperymentalnie zmierzone całkowite poziomy ekspresji dla miR29a oraz transkryptu i
białka PTEN.

Inaczej jest w przypadku miR29a – jest to mikroRNA dobrze opisane w literaturze
pod kątem regulacji PTENu [100, 109, 145, 177, 176]. Udziały polisomów w miR29a w wa-
runkach kontrolnych wyraźnie wskazuje na dominację we frakcjach ulegających trans-
lacji (z wyraźną przewagą lekkich i ciężkich polisomów), natomiast po promieniowaniu
tendencja ta jest odwrotna. Po upływie dwunastu godzin, udziały polisomów dla frak-
cji duża podjednostka, lekkie oraz ciężkie polisomy są niemal identyczne, a we frakcji
wolne mRNA mikroRNA praktycznie nie występuje.

Porównując całkowite poziomy mikroRNA i PTEN, można zauważyć, że gdy po dwu-
nastu godzinach poziom miR29a spada, poziom białka PTEN nieznacznie się podnosi, co
może być spowodowane osłabioną regulacją przez mikroRNA (rysunek 6.6).
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6.2 Wyniki symulacji

6.2.1 Symulacje dla „czystych” mechanizmów

W niniejszym podrozdziale zaprezentowano wyniki hipotetycznych symulacji na
podstawie danych eksperymentalnych dla białka i transkryptu p53 w warunkach kontro-
lnych. Przedstawione wykresy są przebiegami czasowymi w sytuacji wystąpienia tylko
jednego z badanych mechanizmów o takich samych zakresach, jakie wykorzystano w
pełnych symulacjach. Przedstawione wykresy wygenerowano osobno dla każdej frakcji
z pominięciem frakcji Wolne mRNA, w której nie powstaje białko.

(a) Poziom białka w zależności od siły oddziaływania me-
chanizmu M1.

(b) Poziom białka, w zależności od siły oddziaływania me-
chanizmu M2.

(c) Poziom białka, w zależności od siły oddziaływania me-
chanizmu M3.

(d) Poziom białka, w zależności od siły oddziaływania mecha-
nizmu M4.

Rysunek 6.7: Poziom białka we frakcji DUŻA PODJEDNOSTKA + MONOSOM, w zależności od siły oddzia-
ływania mechanizmów (M1 – zahamowanie inicjacji translacji, M2 – Wydłużenie czasu elongacji transla-
cji, M3 – Przedwczesne odłączenie się rybosomu, M4 – Degradacja mRNA.
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(a) Poziom białka w zależności od siły oddziaływania mechani-
zmu M1.

(b) Poziom białka w zależności od siły oddziaływania mecha-
nizmu M2.

(c) Poziom białka w zależności od siły oddziaływania mechani-
zmu M3.

(d) Poziom białka w zależności od siły oddziaływania mecha-
nizmu M4.

Rysunek 6.8: Poziom białka we frakcji LEKKIE POLISOMY, w zależności od siły oddziaływania mechani-
zmów (M1 – zahamowanie inicjacji translacji, M2 – Wydłużenie czasu elongacji translacji, M3 – Przed-
wczesne odłączenie się rybosomu, M4 – Degradacja mRNA.
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(a) Poziom białka w zależności od siły oddziaływania mechani-
zmu M1.

(b) Poziom białka w zależności od siły oddziaływania mecha-
nizmu M2.

(c) Poziom białka w zależności od siły oddziaływania mechani-
zmu M3.

(d) Poziom białka w zależności od siły oddziaływania mecha-
nizmu M4.

Rysunek 6.9: Poziom białka we frakcji CIĘŻKIE POLISOMY, w zależności od siły oddziaływania mecha-
nizmów (M1 – zahamowanie inicjacji translacji, M2 – Wydłużenie czasu elongacji translacji, M3 – Przed-
wczesne odłączenie się rybosomu, M4 – Degradacja mRNA.

Rysunek 6.10: Poziom mRNA w zależności od siły oddziaływania mechanizmu M4.
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6.2.2 Wyniki symulacji dla białka i transkryptu p53 z regulacją
przez miR-638

W niniejszym podrozdziale przedstawiono przykładowe wyniki czasowe dla białka i
transkryptu p53 wraz z regulacją przez miR-638. Przedstawiono trzy przebiegi czasowe.
Dla każdego z przebiegów wygenerowano listę rankingową, która przedstawia kombina-
cję mechanizmu oraz ∆ obliczaną na podstawie wartości końcowej każdego przebiegu
i wartości z wyników z badań eksperymentalnych. Wszystkie przebiegi zostały znor-
malizowane względem poziomów białek i transkryptów z symulacji bez regulacji przez
mikroRNA. Wykresy przedstawiają przebiegi czasowe dla białka i mRNA bez regula-
cji oraz dla przebiegów będących na liście rankingowej na miejscach 1, 10, 100 i 625
(ostatnim). Przykładowa pełna lista rankingowa została przedstawiona w suplemencie
niniejszej rozprawy.
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Rysunek 6.11: Zestawienie wyników symulacji dla
białka (górny rysunek) i transkryptu (dolny rysu-
nek) p53 w warunkach kontrolnych. Przedstawiono
przebiegi dla symulacji znajdujących się na liście
rankingowej na 1, 10, 100 625 miejscu oraz dla prze-
biegu bez żadnej regulacji. Czarną poziomą linią za-
znaczono względny poziom ekspresji otrzymany z
wyników eksperymentalnych.

Tablica 6.1: Tabela rankingowa przedstawiająca
kombinacje mechanizmów oraz stopień dopasowa-
nia do danych eksperymentalnych dla kontroli. ∆ –
wartość różnicy błędu, na podstawie równania 5.5,
M1 – zahamowanie inicjacji translacji, M2 – Wydłu-
żenie czasu elongacji translacji, M3 – Przedwczesne
odłączenie się rybosomu, M4 – Degradacja mRNA.

Lp. ∆ M1 M2 M3 M4
1. 0,0016 0,25 0,25 0,25 0,75
2. 0,0024 0,5 0 0,5 0,75
3. 0,0131 0 0 1 0,75
4. 0,0184 0,75 0,25 0 0,75
5. 0,0452 0 0,5 0 0,75
6. 0,0489 1 0 0,25 0,75
7. 0,0497 0,25 0 0,75 0,75
8. 0,0498 0 0,25 0,25 0,75
9. 0,0572 0,75 0 0,25 0,75
10. 0,0622 0 0,25 0,5 0,75

...
100. 0,2341 0,25 0 1 0,25

...
625. 1,2500 0 0 0 0
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Rysunek 6.12: Zestawienie wyników symulacji dla
białka (górny rysunek) i transkryptu (dolny rysu-
nek) p53 po upływie czterech godzin od napro-
mieniowania. Przedstawiono przebiegi dla symula-
cji znajdujących się na liście rankingowej na 1, 10,
100 625 miejscu oraz dla przebiegu bez żadnej re-
gulacji. Czarną poziomą linią zaznaczono względny
poziom ekspresji otrzymany z wyników ekspery-
mentalnych.

Tablica 6.2: Tabela rankingowa przedstawiająca
kombinacje mechanizmów oraz stopień dopasowa-
nia do danych eksperymentalnych dla białka i trans-
kryptu p53 – IR 4h. ∆ – wartość różnicy błędu, na
podstawie równania 5.5, M1 – zahamowanie ini-
cjacji translacji, M2 – Wydłużenie czasu elongacji
translacji, M3 – Przedwczesne odłączenie się rybo-
somu, M4 – Degradacja mRNA.

Lp. ∆ M1 M2 M3 M4
1. 0,1719 0,5 0 0,5 1
2. 0,1719 0,5 0 0,75 1
3. 0,1719 0,5 0 1 1
4. 0,1934 0,75 0 0,25 1
5. 0,2159 0,5 0,25 0 1
6. 0,2260 0,75 0,25 0 1
7. 0,2369 0,5 0 0,25 1
8. 0,2436 0,5 0,25 0 0,75
9. 0,2442 0 0,25 0,25 1
10. 0,2484 0,75 0,25 0 0,75

...
100. 0,4769 0,25 0,25 0,25 0,25

...
625. 2,2869 0 0 0 0
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Rysunek 6.13: Zestawienie wyników symulacji dla
białka (górny rysunek) i transkryptu (dolny rysu-
nek) p53 po upływie dwunastu godzin od napromie-
niowania.

Tablica 6.3: Tabela rankingowa przedstawiająca
kombinacje mechanizmów oraz stopień dopasowa-
nia do danych eksperymentalnych dla białka i trans-
kryptu p53 – IR 12h. ∆ – wartość różnicy błędu,
na podstawie równania 5.5, M1 – zahamowanie ini-
cjacji translacji, M2 – Wydłużenie czasu elongacji
translacji, M3 – Przedwczesne odłączenie się rybo-
somu, M4 – Degradacja mRNA.

Lp. ∆ M1 M2 M3 M4
1. 0,0764 0 0 0,50 1
2. 0,0764 0 0 1 1
3. 0,0764 0 0 1 1
4. 0,0774 1 0 0 1
5. 0,1011 0 0 0 1
6. 0,1216 0 0 0 1
7. 0,1464 1 0 0 1
8. 0,1642 0,25 0,25 0 1
9. 0,1896 0,50 0 0 1
10. 0,1950 1 0 0 1

...
100. 0,5438 0,75 0,5 0 0,5

...
625. 3,4467 0 0 0 0
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6.2.3 Wyniki symulacji dla białka i transkryptu PTEN z regulacją
przez miR-638

W niniejszym podrozdziale przedstawiono wyniki czasowe dla białka i transkryptu
PTEN wraz z regulacją przez miR-638. Przedstawiono trzy przebiegi czasowe. Dla każ-
dego z przebiegów wygenerowano listę rankingową, która przedstawia kombinację me-
chanizmu oraz wartością ∆ obliczaną na podstawie wartości końcowej każdego prze-
biegu i wartości z wyników z badań eksperymentalnych. Wszystkie przebiegi zostały
znormalizowane względem poziomów białek i transkryptów z symulacji bez regulacji
przez mikroRNA. Wykresy przedstawiają przebiegi czasowe dla białka i mRNA bez re-
gulacji oraz dla przebiegów będących na liście rankingowej na miejscach 1, 10, 100 i 625
(ostatnim).
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Rysunek 6.14: Zestawienie wyników symulacji dla
białka (górny rysunek) i transkryptu (dolny rysu-
nek) PTEN w warunkach kontrolnych. Przedsta-
wiono przebiegi dla symulacji znajdujących się na
liście rankingowej na 1, 10, 100 i 625 miejscu, oraz
dla przebiegu bez żadnej regulacji. Czarną poziomą
linią zaznaczono względny poziom ekspresji otrzy-
many z wyników eksperymentalnych.

Tablica 6.4: Tabela rankingowa przedstawiająca
kombinacje mechanizmów oraz stopień dopasowa-
nia do danych eksperymentalnych dla białka i trans-
kryptu PTEN dla kontroli. ∆ – wartość różnicy
błędu, na podstawie równania 5.5, M1 – zahamowa-
nie inicjacji translacji, M2 – Wydłużenie czasu elon-
gacji translacji, M3 – Przedwczesne odłączenie się
rybosomu, M4 – Degradacja mRNA.

Lp. ∆ M1 M2 M3 M4
1. 0,0404 0 0,25 0,5 0,75
2. 0,0497 0,5 0 0 1
3. 0,0517 0 0 0,75 1
4. 0,0548 0 0,5 0 1
5. 0,0723 0,25 0,25 0,25 1
6. 0,0753 0 0,5 0,25 0,75
7. 0,0759 0,25 0 0,5 0,75
8. 0,0767 0,25 0 0,25 1
9. 0,0774 0,25 0,25 0,5 0,75
10. 0,0968 0,5 0 0 0,75

...
100. 0,2885 0,5 0,25 0 0,25

...
625. 1,2500 0 0 0 0
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Rysunek 6.15: Zestawienie wyników symulacji dla
białka (górny rysunek) i transkryptu (dolny rysu-
nek) PTEN po upływie czterech godzin od napro-
mieniowania. Przedstawiono przebiegi dla symula-
cji znajdujących się na liście rankingowej na 1, 10,
100 i 625 miejscu, oraz dla przebiegu bez żadnej re-
gulacji. Czarną poziomą linią zaznaczono względny
poziom ekspresji otrzymany z wyników ekspery-
mentalnych.

Tablica 6.5: Tabela rankingowa przedstawiająca
kombinacje mechanizmów oraz stopień dopasowa-
nia do danych eksperymentalnych dla białka i trans-
kryptu PTEN – IR4h. ∆ – wartość różnicy błędu,
na podstawie równania 5.5, M1 – zahamowanie ini-
cjacji translacji, M2 – Wydłużenie czasu elongacji
translacji, M3 – Przedwczesne odłączenie się rybo-
somu, M4 – Degradacja mRNA.

Lp. ∆ M1 M2 M3 M4
1. 0,0552 1 1 0,25 0,25
2. 0,0620 0,25 1 0,5 0,25
3. 0,0620 0,25 1 0,75 0,25
4. 0,0620 0,25 1 1 0,25
5. 0,0748 1 1 0,5 0,25
6. 0,0748 1 1 0,75 0,25
7. 0,0748 1 1 1 0,25
8. 0,0936 1 0 0,5 0,25
9. 0,0936 1 0 0,75 0,25
10. 0,0936 1 0 1 0,25

...
100. 0,2104 1 0,25 0,5 0,5

...
625. 2,0464 0 0 0 0
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Rysunek 6.16: Zestawienie wyników symulacji dla
białka (górny rysunek) i transkryptu (dolny rysu-
nek) PTEN po upływie dwunastu godzin od napro-
mieniowania. Przedstawiono przebiegi dla symula-
cji znajdujących się na liście rankingowej na 1, 10,
100 i 625 miejscu, oraz dla przebiegu bez żadnej re-
gulacji. Czarną poziomą linią zaznaczono względny
poziom ekspresji otrzymany z wyników ekspery-
mentalnych.

Tablica 6.6: Tabela rankingowa przedstawiająca
kombinacje mechanizmów oraz stopień dopasowa-
nia do danych eksperymentalnych dla białka i trans-
kryptu PTEN – IR12h. ∆ – wartość różnicy błędu,
na podstawie równania 5.5, M1 – zahamowanie ini-
cjacji translacji, M2 – Wydłużenie czasu elongacji
translacji, M3 – Przedwczesne odłączenie się rybo-
somu, M4 – Degradacja mRNA.

Lp. ∆ M1 M2 M3 M4
1. 0,1248 0,25 0,75 0,75 0
2. 0,1248 0,25 0,75 1 0
3. 0,1304 1 0,25 0,75 0
4. 0,1304 1 0,25 1 0
5. 0,1409 0 0,75 0,75 0
6. 0,1409 0 0,75 1 0
7. 0,1619 0,75 0,75 0,5 0
8. 0,1648 0,25 1 0,5 0
9. 0,1677 1 0,75 0,5 0
10. 0,1687 0,5 0,5 0,75 0

...
100. 0,3367 0,5 0,75 0,25 0,25

...
625. 3,1170 0 0 0 0
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Rysunek 6.17: Zestawienie wyników symulacji dla
białka (górny rysunek) i transkryptu (dolny rysu-
nek) PTEN w warunkach kontrolnych. Przedsta-
wiono przebiegi dla symulacji znajdujących się na
liście rankingowej na 1, 10, 100 i 625 miejscu, oraz
dla przebiegu bez żadnej regulacji. Czarną poziomą
linią zaznaczono względny poziom ekspresji otrzy-
many z wyników eksperymentalnych.

Tablica 6.7: Tabela rankingowa przedstawiająca
kombinacje mechanizmów oddziaływania miR29a
oraz stopień dopasowania do danych eksperymen-
talnych dla białka i transkryptu PTEN dla kontroli.
∆ – wartość różnicy błędu, na podstawie równania
5.5, M1 – zahamowanie inicjacji translacji, M2 –
Wydłużenie czasu elongacji translacji, M3 – Przed-
wczesne odłączenie się rybosomu, M4 – Degrada-
cja mRNA.

Lp. ∆ M1 M2 M3 M4
1. 0,0160 0,25 0 0,25 1
2. 0,0563 0 0,25 0,25 1
3. 0,0595 0 0,5 0 1
4. 0,0595 0,25 0,25 0,25 1
5. 0,0706 0,5 0 0 1
6. 0,0736 0 0,25 0,5 0,75
7. 0,0772 0 0 0,75 1
8. 0,0792 0 0 0,75 0,75
9. 0,0811 0,5 0 0 0,75
10. 0,0892 0 0 0,5 1

...
100. 0,3042 0,5 0,25 0 0

...
625. 1,2500 0 0 0 0
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Rysunek 6.18: Zestawienie wyników symulacji dla
białka (górny rysunek) i transkryptu (dolny rysu-
nek) PTEN po upływie czterech godzin od napro-
mieniowania. Przedstawiono przebiegi dla symula-
cji znajdujących się na liście rankingowej na 1, 10,
100 i 625 miejscu, oraz dla przebiegu bez żadnej re-
gulacji. Czarną poziomą linią zaznaczono względny
poziom ekspresji otrzymany z wyników ekspery-
mentalnych.

Tablica 6.8: Tabela rankingowa przedstawiająca
kombinacje mechanizmów oraz stopień dopaso-
wania do danych eksperymentalnych dla białka i
transkryptu PTEN – IR 4h. ∆ – wartość różnicy
błędu, na podstawie równania 5.5, M1 – zahamo-
wanie inicjacji translacji, M2 – Wydłużenie czasu
elongacji translacji, M3 – Przedwczesne odłączenie
się rybosomu, M4 – Degradacja mRNA.

Lp. ∆ M1 M2 M3 M4
1. 0,0270 0,75 0,75 0,25 0,5
2. 0,0288 0,5 0,75 0,25 0,5
3. 0,0298 0,25 0,5 0,25 0,5
4. 0,0320 0,25 1 0 0,5
5. 0,0370 1 0,25 0,5 0,5
6. 0,0370 1 0,25 0,75 0,5
7. 0,0370 1 0,25 1 0,5
8. 0,0402 0,75 1 0,25 0,5
9. 0,0438 0,5 1 0,25 0,5
10. 0,0487 0,75 0,25 0,5 0,5

...
100. 0,1616 1 1 0 0,5

...
625. 1,9429 0 0 0 0
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Rysunek 6.19: Zestawienie wyników symulacji dla
transkryptu PTEN po upływie dwunastu godzin od
napromieniowania. Przedstawiono przebiegi dla sy-
mulacji znajdujących się na liście rankingowej na
1, 10, 100 i 625 miejscu, oraz dla przebiegu bez
żadnej regulacji. Czarną poziomą linią zaznaczono
względny poziom ekspresji otrzymany z wyników
eksperymentalnych.

Tablica 6.9: Tabela rankingowa przedstawiająca
kombinacje mechanizmów oraz stopień dopaso-
wania do danych eksperymentalnych dla białka i
transkryptu PTEN – IR 12h. ∆ – wartość różnicy
błędu, na podstawie równania 5.5, M1 – zahamo-
wanie inicjacji translacji, M2 – Wydłużenie czasu
elongacji translacji, M3 – Przedwczesne odłączenie
się rybosomu, M4 – Degradacja mRNA.

Lp. ∆ M1 M2 M3 M4
1. 0,0921 0,75 0,75 0,75 0
2. 0,0921 0,75 0,75 1 0
3. 0,1036 0 1 0,75 0
4. 0,1036 0 1 1 0
5. 0,1226 1 0,5 0,75 0
6. 0,1226 1 0,5 1 0
7. 0,1325 0,75 0,5 0,75 0
8. 0,1325 0,75 0,5 1 0
9. 0,1414 1 1 0,5 0
10. 0,1436 1 1 0,25 0

...
100. 0,3027 0,75 0,75 0,5 0

...
625. 3,2240 0 0 0 0



Rozdział 7

Dyskusja wyników

Modelowanie hybrydowe, oparte na maszynach stanowych, prostym automacie oraz
równaniach różniczkowych pozwala na kompleksowe podejście do badania regulacji
ekspresji genów. W tym celu, dla sprawdzenia poprawności działania modelu, przepro-
wadzono szereg symulacji dla tzw. „czystych” mechanizmów (wyjaśnienie, czym są czy-
ste mechanizmy zostało opisane w podrozdziale 6.2.1). W zależności od aktywnego me-
chanizmu, sprawdzono, czy model przedstawia wyniki zgodne z wartościami i założe-
niami opisanymi w podrozdziale 5.2.3.

Symulacje dla czystych mechanizmów, bardzo przejrzyście przedstawiają, w jaki spo-
sób poziomy białek jak i mRNA są regulowane. Implementacja modelu z wykorzysta-
niem automatu pozwala również na przybliżenie warunków panujących w komórkach
(losowanie liczby rybosomów z rozkładu). Przykładowo, rysunek 6.8a przedstawia dzia-
łanie mechanizmu M1 we frakcji lekkich polisomów. Mechanizm ten, zależnie od siły
oddziaływania, we frakcji monosom, hamuje produkcję białka w sposób proporcjonalny.
(rysunek 6.7a). Jednak ze względu na wprowadzenie losowości, rysunek w lekkich po-
lisomach (w których algorytm może wylosować od dwóch do ośmiu rybosomów) nie
będzie wykazywać takiej proporcjonalności, jak we frakcji z monosomem, gdzie zawsze
występuje tylko jeden rybosom. Dzięki wprowadzeniu losowości algorytm za każdym
razem, dla poziomów białek we frakcjach lekkich i ciężkich, będzie generować inne wy-
kresy.

Wprowadzając do modelu dane eksperymentalne, przeprowadzono symulacje ma-
jące na celu sprawdzenie, czy którykolwiek z badanych mechanizmów jest mechani-
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zmem dominującym, czy też mamy do czynienia z równoległym działaniem więcej niż
jednego mechanizmu. Obserwacje oraz wnioski przedstawiono na podstawie tabel ran-
kingowych oraz stopniu dopasowania się modelu do wyników biologicznych, a także
informacji zaczerpniętych z literatury.

W przebiegach czasowych modelu translacji dla białka p53 oraz regulacji przez miR638
można zaobserwować silny wpływ mechanizmu degradacji mRNA (M4), który pojawił
się w każdym wariancie symulacji (zarówno w kontroli, jak i po napromieniowaniu)
(tabele 6.1 6.2, 6.3. Oznacza to, że miR638 może mieć negatywny wpływ na stabilność
mRNA p53, co potwierdza praca [161]. Kolejną ciekawą obserwacją jest brak w pierwszej
dziesiątce kombinacji, w której występowałby tylko jeden aktywny mechanizm. Ozna-
cza to, że model nie jest się w stanie dopasować do danych eksperymentalnych, bazując
wyłącznie na jednym mechanizmie i potrzebna jest równoległe działanie co najmniej
dwóch różnych mechanizmów, co również znajduje swoje potwierdzenie w literaturze
[118].

Porównując wyniki symulacji dla kontroli oraz po napromieniowaniu można za-
obserwować, że pomiędzy symulacjami z kontroli oraz po napromieniowaniu, żadna
kombinacja mechanizmów się nie powtórzyła. W przebiegach dla czterech godzin od
napromieniowania, można zauważyć wyraźny spadek siły oddziaływania mechanizmu
M2 (wydłużenia elongacji translacji) i jednoczesny wzrost siły oddziaływania mechani-
zmu M1 (zahamowanie inicjacji translacji). Jest to istotna obserwacja, ponieważ inicja-
cja jest najlepiej zbadanym mechanizmem regulacji translacji i w wyniku zwiększenia
się ekspresji całkowitego miR638 taka obserwacja zwiększa wiarygodność poprawnego
działania modelu [25, 60, ?, 95]. Bardzo ciekawym, z punktu widzenia prowadzonych
w przyszłości eksperymentów, jest spostrzeżenie, iż mechanizm M3 nie wpływa na po-
ziom białka, co można wyraźnie zaobserwować w tabeli 6.2 na pierwszych trzech pozy-
cjach listy rankingowej; kombinacje mechanizmów różnią się wyłącznie wartością siły
oddziaływania mechanizmu M3, a wartość błędu pozostaje bez zmian. Należy mieć na
uwadze brak pojawienia się w tych kombinacjach wartości M3=0 oraz M3=0.25 . Może to
oznaczać, że mechanizm ten w pewnych warunkach może działać do pewnego poziomu,
który już nie powoduje zmian w poziomach ekspresji.

W symulacjach po dwunastu godzinach od napromieniowania, zauważa się wyga-
szenie działania mechanizmu M2 oraz podobną sytuację do wyników przedstawionych
po czterech godzinach, dotyczącą mechanizmu M3 (tabela 6.3). W tym przypadku rów-
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nież nie zaobserwowano zmian w ekspresji, mimo zmieniającej się wartości siły oddzia-
ływania. Podobnie jak po czterech godzinach, w każdej kombinacji w pierwszej dzie-
siątce listy rankingowej pojawia się silnie oddziałujący mechanizm M4.

Gdy przyjrzeć się wartościom błędu dla najlepiej dopasowanego mechanizmu oraz
przedstawionym przebiegom, zauważa się, że nie zawsze dopasowanie jest idealne. Może
to wynikać z faktu, iż p53 nie jest jedynym genem, w który celuje miR638 (według bazy
danych miRDB, która zawiera informacje dotyczące przewidzianych powiązań mikroRNA-
target, potencjalnych celów dla tego mikroRNA jest 43, a potencjalnych mikroRNA dla
genu TP53 jest aż 102). Niedopasowane wyniki świadczą o tym, że na ekspresją p53 mu-
szą działać inne czynniki, nie uwzględnione w symulacjach, takie jak np. molekuły regu-
lujące poziom p53 (np. Mdm2) [91, 110, 85, 51]. Ponadto, według danych literaturowych,
miR638 w komórkach HCT116 charakteryzuje się dosyć niską ekspresją, co również mo-
gło wpłynąć na niedopasowane przebiegi.

W tym celu przeprowadzono dwie kolejne symulacje – dla białka oraz transkryptu
PTEN oraz dwóch mikroRNA – jedno (miR638), które jest potencjalnym mikroRNA za-
angażowanym w regulację PTENu [161], a także mikroRNA, którego bezpośredni zwią-
zek z regulacją ekspresji PTEN został dobrze opisany w literaturze (miR29a) [145, 176].
Porównano wyniki symulacji oraz tabele rankingowe z kombinacjami, aby sprawdzić,
czy działanie mikroRNA opiera się zwykle na tych samych, bądź podobnych kombina-
cjach mechanizmów. Porównując do siebie wyniki symulacji dla kontroli (tabele 6.4, 6.7
oraz rysunki 6.14, 6.17), można zauważyć, że większość kombinacji mechanizmów w
obu przypadkach pojawiła się w pierwszej dziesiątce; na setnym miejscu jest bardzo po-
dobna kombinacja mechanizmów. Może to oznaczać, że w warunkach �zjologicznych,
kiedy komórki nie są narażone na stres, mechanizmy regulacji tego samego transkryptu
przez różne mikroRNA są podobne. Podobnie jak w przypadku symulacji P53/miR638,
mechanizmem, który pojawił się w każdej kombinacji w pierwszej dziesiątce listy ran-
kingowej jest mechanizm M4 (degradacja mRNA), co więcej, podobnie jak w poprzed-
nich symulacjach, mechanizm ten jest bardzo silny. Pozostałe mechanizmy są na niskich
bądź umiarkowanych poziomach siły oddziaływania. Porównując wartości różnicy po-
między symulacją, a wynikami eksperymentalnymi, nie zauważa się znaczących różnic
pomiędzy symulacjami.

Po narażeniu komórek na stres, mechanizmy regulacji przez mikroRNA przestają być
identyczne. Porównując zarówno przebiegi czasowe, jak i tabele rankingowe, zauważa
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się, że tym razem ani jeden mechanizm się nie pokrył pomiędzy symulacjami (tabele 6.5,
6.8, rysunki 6.15, 6.18). Symulacja PTEN/miR638, po czterech godzinach od napromie-
niowania, wyraźnie przesuwa siłę oddziaływania mechanizmów w stronę mechanizmu
M1 i M2 (M1 - zahamowanie inicjacji, M2 – wydłużenie elongacji), przy jednoczesnym
osłabieniu mechanizmu M4. W symulacji PTEN/miR29a. Co prawda doszło również do
aktywacji mechanizmów M1 i M2, jednak na znacznie słabszym poziomie, niż w symula-
cji PTEN/miR638. Mechanizm M4 w symulacji PTEN/miR29a również został osłabiony,
ale w mniejszym stopniu niż w symulacji PTEN/miR638. W obu symulacjach można zo-
baczyć podobną zależność odnośnie mechanizmu M3 (przedwczesne odłączenie się ry-
bosomu), jak w przypadku regulacji p53/miR638. W tym przypadku również, od pewnej
wartości siły oddziaływania, obserwuje się brak wpływu działania mechanizmu M3 na
poziom białka. Na tej podstawie można wnioskować, że mechanizm M3 jest albo słabo
działającym mechanizmem, albo odłączanie się rybosomów nie wynika bezpośrednio z
interakcji mikroRNA-mRNA. Bardzo prawdopodobnym wytłumaczeniem na takie zja-
wisko jest fakt, iż mRNA połączone z polisomami wykazuje większą stabilność [111].
Dzieje się tak, ponieważ transkrypty gęsto obłożone rybosomami utrudniają dostęp do
końców UTR, ograniczając tym samym możliwość przyłączenia się mikroRNA. Porów-
nując wartości różnicy pomiędzy symulacją a wynikami eksperymentalnymi, wyraźnie
zauważa się lepsze dopasowanie w przypadku miR29a – różnica pomiędzy wartościami
jest dwukrotna.

Po upływie dwunastu godzin dalej nie obserwujemy wspólnych mechanizmów po-
między symulacjami, natomiast wspólną cechą obydwu symulacji jest całkowite wyłą-
czenie się regulacji z udziałem mechanizmu M4 (rysunki 6.19, 6.16, tabele 6.9,6.9).

W celu sprawdzenia, czy są jakiekolwiek powiązania w regulacji pomiędzy różnymi
transkryptami, porównano tabele rankingowe dla p53 oraz PTENu. W symulacjach dla
kontroli tylko jedna kombinacja mechanizmów się powieliła, natomiast po promienio-
waniu nie znaleziono żadnej wspólnej kombinacji. Może to oznaczać, że dla każdego
transkryptu, mikroRNA działa inaczej.



Rozdział 8

Podsumowanie

W ramach niniejszej Rozprawy zrealizowano główny cel - zbudowany został model
translacji pojedynczego transkryptu, umożliwiający analizę wpływu wybranych mecha-
nizmów regulacyjnych na wydajność translacji. Model został sparametryzowany na pod-
stawie autorskich wyników eksperymentalnych oraz danych pozyskanych z dostępnej
literatury.

Wyniki uzyskane przez Autorkę rozprawy w badaniach eksperymentalnych stano-
wiły zarówno dane wejściowe przy budowie modelu translacji (pro�le polisomalne, po-
ziom ekspresji mikroRNA), jak i były wykorzystane do wery�kacji działania modelu
translacji (poziomy ekspresji pojedynczego mRNA i białek).

W przedstawionej rozprawie Autorka przedstawiła model translacji z wykorzysta-
niem maszyn stanowych. Model ten wykorzystywał rozkład rybosomów w obrębie poje-
dynczego transkryptu oraz całkowite poziomy ekspresji białek, mRNA oraz regulujących
ich mikroRNA.

Zgodnie z wiedzą Autorki, zaproponowana przez Autorkę metoda modelowania nie
była nigdy wcześniej wykorzystana w modelowaniu procesu translacji. Przedstawiony
w Rozprawie model charakteryzuje się względnie prostą implementacją, a także wier-
niejszym odtworzeniem badanego układu biologicznego w porównaniu do innych me-
tod modelowania (jak np. wprowadzenie do układu rozkładu polisomalnego). Istotną
zaletą modelu jest możliwość określania wpływu poszczególnych mechanizmów regu-
lacji przez mikroRNA na poziom ekspresji białek.

Porównując wyniki eksperymentalne z wynikami symulacji, można stwierdzić, że
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model dobrze odzwierciedla regulację procesu translacji zależną od mikroRNA i pro-
mieniowania jonizującego. Zaproponowany model ma na celu pomóc biologom w pla-
nowaniu eksperymentów. Wyniki pozyskane z symulacji mogą stanowić podstawę oraz
punkt odniesienia podczas przeprowadzania badań rozwijających poruszane w Rozpra-
wie zagadnienie. Potwierdza to więc postawioną w Rozprawie tezę, że modele hybry-
dowe wykorzystujące maszyny stanowe są skutecznym narzędziem pozwalającym na
postawienie i wstępną wery�kację hipotez, dotyczących biochemicznych mechanizmów
regulacyjnych.

Zarówno wyniki przebiegów czasowych jak i tabele rankingowe wyraźnie wskazują
na kompleksowość mechanizmów regulacji – żaden z najlepiej dopasowanych przebie-
gów według listy rankingowej nie charakteryzował się działaniem wyłącznie jednego
mechanizmu. Na tej podstawie oraz na podstawie doniesień literaturowych można po-
twierdzić drugą tezę, że regulacja ekspresji białek, zależna od mikroRNA wykorzystuje
równolegle wiele mechanizmów.

Na podstawie otrzymanych wyników symulacji, można stwierdzić, że w wyniku na-
rażenia komórek na stres, mechanizmy regulacji z udziałem mikroRNA działają inaczej
dla każdego transkryptu. Potwierdza to trzecią tezę postawioną w Rozprawie – Me-
chanizm regulacji translacji z udziałem mikroRNA zależy od konkretnego mRNA i mi-
kroRNA.
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Spis wybranych skrótów i symboli

• DNA (ang. deoxyribonucleic acid) – kwas deoksyrybonukleinowy.

• cDNA (ang. complementary DNA ) – zsyntezowane DNA z łańcucha RNA w reakcji
katalizowanej przez enzym odwrotną transkryptazę

• RNA (ang. ribonucleic acid) – kwas rybonukleinowy

• mRNA (ang. messenger ribonucleic acid) – matrycowe RNA

• tRNA (ang. Transfer RNA) – transportujące RNA

• rRNA(ang. ribosomal RNA) – rybosomalne RNA

• cRNA (ang. complementary RNA) – komplementarne RNA

• piRNA (ang. PIWI-interacting RNA) – RNA tworzące kompleksy z białkami PIWI

• lncRNA (ang. long non-coding RNA) – długi, niekodujące RNA

• PTEN (ang. phosphatase and tensin homolog deleted on chromosome ten) – nazwa
genu kodującego białka o tej samej nazwie

• 5’UTR/3’ UTR (ang. 3’/5’ untranslated region) – region nieulegający translacji 3’
lub 5;’

• RP (ang. ribosomal protein) – białka rybosomalne

• RT-qPCR (ang. reverse transcription quantitative real-time PCR) – ilościowe PCR z
odwrotną transkrypcją

• RNA-seq (ang. RNA sequencing)– sekwencjonowanie RNA
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• Ribo-seq (ang. ribosome sequencing) – technika opisująca sekwencjonowanie miej-
scchronionych przez rybosomy na mRNA

• NGS (ang. Next-Generation Sequencing) – Sekwencjonowanie Nowej Generacji

• ORF (ang.Open reading frame) – Otwarta ramka odczytu; fragment mRNA od ko-
donu START do kodonu STOP wraz z częściami niekodującymi

• Bp (ang. base pairs) – pary zasad

• RAP (ang. ribosome a�nity puri�cation) – oczyszczania oparte na powinowactwie
do rybosomów

• TRAP (ang. translating ribosome a�nity puri�cation) – oczyszczania oparte na po-
winowactwie do rybosomów ulegających translacji

• hESC (ang. Human Embryonic Stem Cells) – ludzkie ambrionalne komórki macie-
rzyste

• hFF (ang. human foreskin �broblast) – �brobrlasty ludzkie napletka

• Gy, mGy (ang. Gray, miligray) – jednostka dawki promieniowania

• Sv, mSv (ang. Sievert, milisievert) – jednostka odnosząca się do działania promie-
niowania jonizującego na organizmy żywe

• RFT – reaktywne formy tlenu

• SSB (ang. single-strand break) – pojedynczoniciowe pęknięcia DNA

• DSB (ang. double-strand break) – podwójnoniciowe pęknięcia DNA

• IR (ang. ionising radiation) – promieniowanie jonizujące

• mRNP (ang. messenger ribonucleoprotein) – mRNA z przyłączonymi białkami

• ODE (ang. ordinary di�erential equations) – równania różniczkowe zwyczajne

• RDS (ang. ribosome docking site) – miejsce wiązania się rybosomu
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• RRS (ang. ribosome-recognizing sequence) – sekwencja mRNA rozpoznawana przez
rybosom

• TASEP (ang. totally assymetric single exclusion model) – Całkowicie asymetryczny
prosty proces wykluczania; metoda modelowania matematycznego

• RFM (ang. ribosome �ow model) – Model przepływu rybosomów

• PN (ang. Petri nets) – Sieci Petriego

• CPN (ang. colored Petri nets) – kolorowane sieci Petriego

• PCR (ang. Polymerase chain reaction) – reakcja łańcuchowa polimerazy

• FBS (ang. Fetal bovine serum) – surowica bydlęca

• DMEM (ang. Dulbecco’s Modi�ed Eagle Medium ) – medium hodowlane

• CHX (ang. Cycloheximide) – cykloheksimid

• LB (ang. Loading bu�er) – bufor obciążający

• TBST (ang. tris-bu�ered saline with Tween) – roztwór soli �zjologicznej z dodat-
kiem detergentu (Tween)

• FSM (ang. Finite State Machine) – skończona maszyna stanowa
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Tablica 8.1: Pełna tabela przejść zaproponowanej maszyny stanowej. Kolorem czerwonym zaznaczono
kodony STOP, a zielonym kodon START.

Obecny stan
maszyny

Symbol na taśmie
Nowy stan
maszyny

Kierunek przesunięcia
się głowicy

∅ A A →
∅ U U →
∅ G G →
∅ C C →
A A AA →
A U AU →
A G AG →
A C AC →
U A UA →
U U UU →
U G UG →
U C UC →
G A GA →
G U GU →
G G GG →
G C GC →
C A CA →
C U CU →
C G CG →
C C CC →

AA A AAA 	

AA U AAU 	

AA G AAG 	

AA C AAC 	

AU A AUA 	

AU U AUU 	

AU G AUG 	

AU C AUC 	

AG A AGA 	

AG U AGU 	

AG G AGG 	

AG C AGC 	

AC A ACA 	

AC U ACU 	

AC G ACG 	

AC C ACC 	

UA A UAA STOP
UA U UAU 	

UA G UAG STOP
UA C UAC 	

XXXIX
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Tablica 8.1: Pełna tabela przejść zaproponowanej maszyny stanowej. Kolorem czerwonym zaznaczono
kodony STOP, a zielonym kodon START.

Obecny stan
maszyny

Symbol na taśmie
Nowy stan
maszyny

Kierunek przesunięcia
się głowicy

UU A UUA 	

UU U UUU 	

UU G UUG 	

UU C UUC 	

UG A UGA STOP
UG U UGU 	

UG G UGG 	

UG C UGC 	

UC A UCA 	

UC U UCU 	

UC G UCG 	

UC C UCC 	

GA A GAA 	

GA U GAU 	

GA G GAG 	

GA C GAC 	

GU A GUA 	

GU U GUU 	

GU G GUG 	

GU C GUC 	

GG A GGA 	

GG U GGU 	

GG G GGG 	

GG C GGC 	

GC A GCA 	

GC U GCU 	

GC G GCG 	

GC C GCC 	

CA A CAA 	

CA U CAU 	

CA G CAG 	

CA C CAC 	

CU A CUA 	

CU U CUU 	

CU G CUG 	

CU C CUC 	

AAA A/U/G/C ∅ →
AAU A/U/G/C ∅ →
AAG A/U/G/C ∅ →
AAC A/U/G/C ∅ →
AUA A/U/G/C ∅ →
AUU A/U/G/C ∅ →
AUG A/U/G/C ∅ (START) →
AUC A/U/G/C ∅ →
AGA A/U/G/C ∅ →
AGU A/U/G/C ∅ →
AGG A/U/G/C ∅ →
AGC A/U/G/C ∅ →
ACA A/U/G/C ∅ →
ACU A/U/G/C ∅ →
ACG A/U/G/C ∅ →
ACC A/U/G/C ∅ →
UAA - - Nie dotyczy
UAU A/U/G/C ∅ →
UAG - - Nie dotyczy
UAC A/U/G/C ∅ →
UUA A/U/G/C ∅ →
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Tablica 8.1: Pełna tabela przejść zaproponowanej maszyny stanowej. Kolorem czerwonym zaznaczono
kodony STOP, a zielonym kodon START.

Obecny stan
maszyny

Symbol na taśmie
Nowy stan
maszyny

Kierunek przesunięcia
się głowicy

UUU A/U/G/C ∅ →
UUG A/U/G/C ∅ →
UUC A/U/G/C ∅ →
UGA - - Nie dotyczy
UGU A/U/G/C ∅ →
UGG A/U/G/C ∅ →
UGC A/U/G/C ∅ →
UCA A/U/G/C ∅ →
UCU A/U/G/C ∅ →
UCG A/U/G/C ∅ →
UCC A/U/G/C ∅ →
GAA A/U/G/C ∅ →
GAU A/U/G/C ∅ →
GAG A/U/G/C ∅ →
GAC A/U/G/C ∅ →
GUA A/U/G/C ∅ →
GUU A/U/G/C ∅ →
GUG A/U/G/C ∅ →
GUC A/U/G/C ∅ →
GGA A/U/G/C ∅ →
GGU A/U/G/C ∅ →
GGG A/U/G/C ∅ →
GGC A/U/G/C ∅ →
GCA A/U/G/C ∅ →
GCU A/U/G/C ∅ →
GCG A/U/G/C ∅ →
GCC A/U/G/C ∅ →
CAA A/U/G/C ∅ →
CAU A/U/G/C ∅ →
CAG A/U/G/C ∅ →
CAC A/U/G/C ∅ →
CUA A/U/G/C ∅ →
CUU A/U/G/C ∅ →
CUG A/U/G/C ∅ →
CUC A/U/G/C ∅ →
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Tablica 8.2: Pełna tabela rankingowa dla wszystkich
kombinacji mechanizmów wykorzystanych w mo-
delu.

Lp. Wartość błędu M1 M2 M3 M4
1. 0,0016 0,25 0,25 0,25 0,75
2. 0,0024 0,5 0 0,5 0,75
3. 0,0131 0 0 1 0,75
4. 0,0184 0,75 0,25 0 0,75
5. 0,0452 0 0,5 0 0,75
6. 0,0489 1 0 0,25 0,75
7. 0,0497 0,25 0 0,75 0,75
8. 0,0498 0 0,25 0,25 0,75
9. 0,0572 0,75 0 0,25 0,75
10. 0,0622 0 0,25 0,5 0,75
11. 0,0650 0,5 0,25 0 0,75
12. 0,0767 0,75 0 0,5 0,75
13. 0,0840 0,5 0 0,75 0,75
14. 0,0848 1 0 0 1
15. 0,0858 0,25 0 1 0,75
16. 0,0876 1 0,25 0 0,75
17. 0,0905 0,75 0 0,5 0,5
18. 0,0906 0,5 0 0,75 0,5
19. 0,0928 0,25 0 1 0,5
20. 0,0933 1 0,25 0 0,5
21. 0,0978 1 0 0 0,75
22. 0,0999 0,5 0,25 0 0,5
23. 0,0999 0 0,25 0,5 0,5
24. 0,1110 0,75 0 0,25 1
25. 0,1152 0,25 0,25 0,5 0,75
26. 0,1174 1 0 0,25 0,5
27. 0,1182 0 0,5 0 0,5
28. 0,1195 0,5 0 0,25 1
29. 0,1210 0,25 0 0,75 1
30. 0,1215 0 0,25 0,25 1
31. 0,1219 0,25 0,25 0,5 0,5
32. 0,1275 0,25 0 0,5 1
33. 0,1295 0,75 0 0,75 0,75
34. 0,1328 0,5 0 0,25 0,75

Lp. Wartość błędu M1 M2 M3 M4

35. 0,1363 0,25 0,25 0 1
36. 0,1386 0,25 0,5 0 0,75
37. 0,1397 0,75 0 0,75 0,5
38. 0,1405 0,75 0,25 0,25 0,75
39. 0,1407 0,25 0 0,5 0,75
40. 0,1408 0 0,25 0,75 0,75
41. 0,1445 0 0 0,75 1
42. 0,1484 0,75 0,25 0 0,5
43. 0,1492 0,25 0,25 0 0,75
44. 0,1498 0,25 0,5 0 0,5
45. 0,1519 0,75 0,25 0,25 0,5
46. 0,1523 0 0,25 0,75 0,5
47. 0,1550 0 0 1 1
48. 0,1559 1 0 0,5 0,75
49. 0,1592 0 0 0,75 0,75
50. 0,1593 0 0,5 0,25 0,75
51. 0,1644 0,5 0 0,5 1
52. 0,1673 0,25 0,25 0,25 0,5
53. 0,1682 0,25 0,25 0,75 0,75
54. 0,1686 1 0 0,5 0,5
55. 0,1688 0,5 0 0,5 0,5
56. 0,1692 0,25 0,25 0,25 1
57. 0,1697 0 0,25 0,75 0,25
58. 0,1707 0,75 0,25 0,25 0,25
59. 0,1723 0 0,5 0,25 0,5
60. 0,1740 0,25 0,5 0 0,25
61. 0,1784 0,5 0 1 0,75
62. 0,1794 0,25 0,25 0,75 0,5
63. 0,1808 0 0 1 0,5
64. 0,1813 1 0 0,5 0,25
65. 0,1819 0,75 0,25 0 1
66. 0,1853 0 0,5 0,25 0,25
67. 0,1856 0 0,25 0 1
68. 0,1866 0,75 0 0,75 0,25
69. 0,1867 0,5 0,25 0,25 0,75
70. 0,1893 0,75 0 0 1
71. 0,1930 0,5 0 1 0,5
72. 0,1931 0,25 0,25 0,75 0,25
73. 0,1939 0,75 0,5 0 0,75
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Lp. Wartość błędu M1 M2 M3 M4

74. 0,1973 1 0,25 0,25 0,75
75. 0,2015 0,5 0,25 0,25 0,5
76. 0,2015 0,25 0,25 0,5 0,25
77. 0,2029 1 0 0,75 0,75
78. 0,2032 0 0,25 0 0,75
79. 0,2051 1 0 0,25 1
80. 0,2056 0,5 0,5 0 0,75
81. 0,2075 0,5 0 1 0,25
82. 0,2087 0 0,5 0 1
83. 0,2099 0,75 0,5 0 0,5
84. 0,2122 1 0,25 0,25 0,5
85. 0,2161 0,75 0 0 0,75
86. 0,2163 0,5 0,25 0,25 0,25
87. 0,2176 0 0 0,5 1
88. 0,2196 1 0 0,75 0,5
89. 0,2201 0,25 0 0,75 0,5
90. 0,2203 1 0,5 0 0,75
91. 0,2208 0 0,25 0,25 0,5
92. 0,2219 0,5 0,25 0 1
93. 0,2220 0,5 0,5 0 0,5
94. 0,2237 0 0,25 0,5 1
95. 0,2251 0,75 0 0,25 0,5
96. 0,2252 0,75 0 0,5 1
97. 0,2258 0,75 0,5 0 0,25
98. 0,2282 1 0,25 0,25 0,25
99. 0,2329 1 0,25 0 0,25
100. 0,2341 0,25 0 1 0,25
101. 0,2362 1 0 0,75 0,25
102. 0,2368 0 0,25 1 0,75
103. 0,2368 0,5 0 0,75 0,25
104. 0,2383 1 0,5 0 0,5
105. 0,2385 0,5 0,5 0 0,25
106. 0,2390 0 0 0,5 0,75
107. 0,2405 0,75 0,25 0,5 0,75
108. 0,2417 0,5 0 0,75 1
109. 0,2438 0,25 0 1 1
110. 0,2480 0,25 0 0,25 1
111. 0,2481 0,75 0 0,5 0,25
112. 0,2482 0,25 0,75 0 0,75

Lp. Wartość błędu M1 M2 M3 M4

113. 0,2483 1 0,25 0 1
114. 0,2486 0,25 0,5 0,25 0,75
115. 0,2528 1 0 0,75 0
116. 0,2549 0,5 0,5 0 0
117. 0,2558 1 0,25 0,25 0
118. 0,2563 1 0,5 0 0,25
119. 0,2563 0 0,25 1 0,5
120. 0,2566 0,75 0 1 0,75
121. 0,2583 0,75 0,5 0 0
122. 0,2602 0,75 0,25 0,5 0,5
123. 0,2605 0,5 0,25 0 0,25
124. 0,2614 0 0,25 0,5 0,25
125. 0,2631 0 0,5 0,5 0,75
126. 0,2639 0,25 0,75 0 0,5
127. 0,2661 0,5 0 0 1
128. 0,2671 0 0,75 0 0,75
129. 0,2689 0,25 0,5 0,25 0,5
130. 0,2689 0,5 0,25 0,25 0
131. 0,2705 1 0 0 0,5
132. 0,2710 0,25 0,25 1 0,75
133. 0,2722 0,25 0 0,25 0,75
134. 0,2737 0,75 0 0,75 1
135. 0,2739 0,25 0,25 0,5 1
136. 0,2743 1 0,5 0 0
137. 0,2759 0 0,25 1 0,25
138. 0,2767 0,5 0,25 0,5 0,75
139. 0,2772 0,75 0 1 0,5
140. 0,2780 0,5 0 1 0
141. 0,2784 1 0 0,25 0,25
142. 0,2799 0,75 0,25 0,5 0,25
143. 0,2803 0,75 0,25 0,75 0,75
144. 0,2813 0 0,5 0 0,25
145. 0,2842 0,25 0,75 0 0,25
146. 0,2847 0 0,5 0,5 0,5
147. 0,2879 0,25 0,5 0 1
148. 0,2887 0 0,75 0 0,5
149. 0,2892 0,25 0,5 0,25 0,25
150. 0,2909 0,25 0,25 1 0,5
151. 0,2910 1 0,5 0,25 0,75
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Lp. Wartość błędu M1 M2 M3 M4

152. 0,2928 0,5 0 0 0,75
153. 0,2932 1 0,25 0,5 0,75
154. 0,2933 0,25 0,25 0,75 0
155. 0,2939 0,75 0,25 0,25 1
156. 0,2954 0 0,25 1 0
157. 0,2957 0 0,25 0,75 1
158. 0,2978 0,75 0 1 0,25
159. 0,2990 0,5 0,25 0,5 0,5
160. 0,2997 0,75 0,25 0,5 0
161. 0,3009 0,5 0,75 0 0,75
162. 0,3017 0 0,5 0,25 0
163. 0,3032 1 0 0,5 1
164. 0,3034 0,75 0,25 0,75 0,5
165. 0,3046 0,25 0,75 0 0
166. 0,3059 1 0 0,5 0
167. 0,3060 0,5 0,5 0,25 0,75
168. 0,3064 0 0,5 0,5 0,25
169. 0,3095 0,25 0,5 0,25 0
170. 0,3101 0,5 0 0,25 0,5
171. 0,3103 0 0,75 0 0,25
172. 0,3106 0 0,5 0,75 0,75
173. 0,3119 0,75 0,5 0,25 0,75
174. 0,3123 1 0 1 0,75
175. 0,3131 0,25 0,25 1 0,25
176. 0,3132 0 0,5 0,25 1
177. 0,3132 0,75 0,25 0 0,25
178. 0,3150 1 0,5 0,25 0,5
179. 0,3161 1 0,25 0,5 0,5
180. 0,3166 0,75 0,75 0 0,75
181. 0,3184 0,75 0 1 0
182. 0,3186 0,25 0 0,5 0,5
183. 0,3203 0,5 0,25 0,75 0,75
184. 0,3213 0,5 0,25 0,5 0,25
185. 0,3225 0,25 0,25 0,75 1
186. 0,3246 0 0,25 0,75 0
187. 0,3249 0,5 0,75 0 0,5
188. 0,3253 0,75 0,25 0,25 0
189. 0,3264 0,75 0,25 0,75 0,25
190. 0,3273 0,25 0,25 0 0,5

Lp. Wartość błędu M1 M2 M3 M4

191. 0,3277 0,25 0,5 0 0
192. 0,3281 0 0,5 0,5 0
193. 0,3282 0,5 0 1 1
194. 0,3297 0,25 0,75 0,25 0,75
195. 0,3306 0,25 0,5 0,5 0,75
196. 0,3309 0,5 0,5 0,25 0,5
197. 0,3318 0 0,75 0 0
198. 0,3335 0,5 0,25 0,25 1
199. 0,3351 0,5 0 0,5 0,25
200. 0,3352 0,25 0,25 0,25 0,25
201. 0,3354 0,25 0,25 1 0
202. 0,3363 0 0,5 0,75 0,5
203. 0,3376 0,75 0,5 0,25 0,5
204. 0,3380 1 0 1 0,5
205. 0,3389 1 0,5 0,25 0,25
206. 0,3391 0 0 0,75 0,5
207. 0,3399 0,75 0 0,75 0
208. 0,3402 1 0,25 0,5 0,25
209. 0,3412 0,75 0,75 0 0,5
210. 0,3432 0,75 0,5 0 1
211. 0,3436 0,5 0,25 0,5 0
212. 0,3452 1 0,25 0,75 0,75
213. 0,3463 0,5 0,25 0,75 0,5
214. 0,3465 1 0 0,75 1
215. 0,3483 0 0 1 0,25
216. 0,3485 0 0,75 0,25 0,75
217. 0,3487 1 0,25 0,25 1
218. 0,3493 1 0,75 0 0,75
219. 0,3494 0,75 0,25 0,75 0
220. 0,3498 0,5 0,75 0 0,25
221. 0,3523 0,25 0,75 0,25 0,5
222. 0,3538 0,5 0,5 0 1
223. 0,3558 0,5 0,5 0,25 0,25
224. 0,3577 0,25 0,5 0,5 0,5
225. 0,3598 0,25 0,25 0,5 0
226. 0,3600 0 0 0,25 1
227. 0,3620 0 0,5 0,75 0,25
228. 0,3628 1 0,5 0,25 0
229. 0,3634 0,75 0,5 0,25 0,25



XLV

Lp. Wartość błędu M1 M2 M3 M4

230. 0,3636 1 0 1 0,25
231. 0,3643 1 0,25 0,5 0
232. 0,3676 0,75 0,75 0 0,25
233. 0,3686 0,75 0,25 1 0,75
234. 0,3689 1 0,5 0 1
235. 0,3695 0 1 0 0,75
236. 0,3722 0,5 0,25 0,75 0,25
237. 0,3726 1 0,25 0,75 0,5
238. 0,3747 0,5 0,75 0 0
239. 0,3768 0 0,75 0,25 0,5
240. 0,3780 1 0,75 0 0,5
241. 0,3794 0,25 0,5 0,75 0,75
242. 0,3795 0,25 0,75 0,25 0,25
243. 0,3805 0,5 0,5 0,5 0,75
244. 0,3806 0,5 0,5 0,25 0
245. 0,3806 0,75 0,5 0,5 0,75
246. 0,3837 0 0,25 1 1
247. 0,3848 0,25 0,5 0,5 0,25
248. 0,3855 0,75 0,25 0,5 1
249. 0,3870 0 0,25 0 0,5
250. 0,3876 0 0,5 0,75 0
251. 0,3878 0,5 0,75 0,25 0,75
252. 0,3888 0,25 0,5 0,25 1
253. 0,3891 0,75 0,5 0,25 0
254. 0,3892 1 0 1 0
255. 0,3903 0,25 0 0,75 0,25
256. 0,3904 0,75 0 1 1
257. 0,3913 1 0,5 0,5 0,75
258. 0,3916 0 0,25 0,25 0,25
259. 0,3921 0 0,5 1 0,75
260. 0,3929 0,75 0 0,25 0,25
261. 0,3930 1 0,25 0 0
262. 0,3932 0,25 0 1 0
263. 0,3939 0,75 0,75 0 0
264. 0,3943 0 0 0,25 0,75
265. 0,3961 0,5 0 0,75 0
266. 0,3965 0,25 0,75 0 1
267. 0,3970 0,75 0 0 0,5
268. 0,3981 0,5 0,25 0,75 0

Lp. Wartość błędu M1 M2 M3 M4

269. 0,3990 0,75 0,25 1 0,5
270. 0,3995 0 1 0 0,5
271. 0,4010 1 0,25 0,75 0,25
272. 0,4024 0,5 1 0 0,75
273. 0,4049 0 0,75 0 1
274. 0,4051 0 0,75 0,25 0,25
275. 0,4056 0,75 0 0,5 0
276. 0,4061 0,75 1 0 0,75
277. 0,4067 1 0,75 0 0,25
278. 0,4068 0,25 0,75 0,25 0
279. 0,4080 0,75 0,75 0,25 0,75
280. 0,4082 0 0,5 0,5 1
281. 0,4105 0,25 0,5 0,75 0,5
282. 0,4116 0,5 0,5 0,5 0,5
283. 0,4119 0,25 0,5 0,5 0
284. 0,4121 0,75 0,5 0,5 0,5
285. 0,4123 0,5 0,25 1 0,75
286. 0,4140 0,75 0,5 0,75 0,75
287. 0,4150 0,25 0,75 0,5 0,75
288. 0,4160 0,5 0,25 0,5 1
289. 0,4166 0,25 0,25 1 1
290. 0,4191 0,5 0,75 0,25 0,5
291. 0,4195 0,25 0 0 1
292. 0,4204 1 0,25 1 0,75
293. 0,4211 0,5 0,25 0 0
294. 0,4220 0,75 0,25 0,75 1
295. 0,4229 0 0,25 0,5 0
296. 0,4236 1 0,5 0,5 0,5
297. 0,4246 0 0,5 1 0,5
298. 0,4256 0 0 0,5 0,5
299. 0,4274 0,25 1 0 0,75
300. 0,4294 0,75 0,25 1 0,25
301. 0,4295 1 0,25 0,75 0
302. 0,4295 0 1 0 0,25
303. 0,4302 1 0,75 0,25 0,75
304. 0,4307 0 0,75 0,5 0,75
305. 0,4333 0,5 0,5 0,75 0,75
306. 0,4334 0 0,75 0,25 0
307. 0,4337 1 0,5 0,25 1



XLVI

Lp. Wartość błędu M1 M2 M3 M4

308. 0,4354 1 0,75 0 0
309. 0,4357 0,5 1 0 0,5
310. 0,4365 1 0,25 0,5 1
311. 0,4390 0,75 1 0 0,5
312. 0,4393 1 0,5 0,75 0,75
313. 0,4394 1 0 0,25 0
314. 0,4402 0,75 0,75 0,25 0,5
315. 0,4416 0,25 0,5 0,75 0,25
316. 0,4427 0,5 0,5 0,5 0,25
317. 0,4432 1 0 0 0,25
318. 0,4433 0,5 0,75 0 1
319. 0,4436 0,75 0,5 0,5 0,25
320. 0,4444 0 0,5 0 0
321. 0,4448 0,25 0,75 0,5 0,5
322. 0,4458 0,5 0,5 0,25 1
323. 0,4459 0,5 0,25 1 0,5
324. 0,4466 0 1 0,25 0,75
325. 0,4468 1 0 1 1
326. 0,4483 0,75 0,5 0,75 0,5
327. 0,4508 0,5 0,75 0,5 0,75
328. 0,4512 0,75 0,5 0,25 1
329. 0,4513 0,5 0,75 0,25 0,25
330. 0,4518 0 0,5 0,75 1
331. 0,4541 1 0,25 1 0,5
332. 0,4559 1 0,5 0,5 0,25
333. 0,4560 0,5 0,25 0,75 1
334. 0,4569 0,25 0,75 0,75 0,75
335. 0,4570 0 0,5 1 0,25
336. 0,4579 0,75 0,75 0 1
337. 0,4593 0,25 0 0 0,75
338. 0,4595 0 1 0 0
339. 0,4598 0,75 0,25 1 0
340. 0,4610 0,25 0 0,25 0,5
341. 0,4619 0,25 1 0 0,5
342. 0,4637 0,25 0,5 1 0,75
343. 0,4641 0,25 0,5 0,5 1
344. 0,4656 1 0,75 0,25 0,5
345. 0,4658 0 0,75 0,5 0,5
346. 0,4689 0,5 0,5 0,75 0,5

Lp. Wartość błędu M1 M2 M3 M4

347. 0,4689 0,5 1 0 0,25
348. 0,4705 0 0,75 0,75 0,75
349. 0,4711 0,25 0,75 0,25 1
350. 0,4727 0,75 1 0 0,25
351. 0,4727 0,25 0,5 0,75 0
352. 0,4732 1 1 0 0,75
353. 0,4738 0,5 0,5 0,5 0
354. 0,4742 0,75 0,75 0,25 0,25
355. 0,4749 0,75 0,75 0,5 0,75
356. 0,4751 0,75 0,5 0,5 0
357. 0,4756 1 0,5 0,75 0,5
358. 0,4780 0,75 0,25 0 0
359. 0,4792 0,25 0,75 0,5 0,25
360. 0,4795 0,5 0,25 1 0,25
361. 0,4795 0 0,75 0,25 1
362. 0,4805 0,75 1 0,25 0,75
363. 0,4825 0,75 0,5 0,75 0,25
364. 0,4830 0 1 0,25 0,5
365. 0,4835 0,5 0 0 0,5
366. 0,4835 0,5 0,75 0,25 0
367. 0,4841 1 0,25 0,75 1
368. 0,4854 1 0,75 0 1
369. 0,4857 0,5 1 0,25 0,75
370. 0,4872 0,5 0 0,25 0,25
371. 0,4874 0,5 0,75 0,5 0,5
372. 0,4882 1 0,5 0,5 0
373. 0,4888 1 0,25 1 0,25
374. 0,4895 0 0,5 1 0
375. 0,4902 0,25 0,75 0,75 0,5
376. 0,4911 0,5 0,5 1 0,75
377. 0,4913 1 0,75 0,5 0,75
378. 0,4928 0,75 0,75 0,75 0,75
379. 0,4933 0,75 0,5 1 0,75
380. 0,4950 0,5 0,75 0,75 0,75
381. 0,4963 0,25 1 0 0,25
382. 0,4964 0,25 0 0,5 0,25
383. 0,4981 0 1 0 1
384. 0,5009 0 0,75 0,5 0,25
385. 0,5011 1 0,75 0,25 0,25



XLVII

Lp. Wartość błędu M1 M2 M3 M4

386. 0,5014 0,5 0 0,5 0
387. 0,5018 0,25 0,5 1 0,5
388. 0,5020 0,25 1 0,25 0,75
389. 0,5022 0,5 1 0 0
390. 0,5029 0,75 0,25 1 1
391. 0,5030 0,25 0,25 0,25 0
392. 0,5044 0,5 0,5 0,75 0,25
393. 0,5063 0,75 1 0 0
394. 0,5076 0,25 0,25 0 0,25
395. 0,5082 0,75 0,75 0,25 0
396. 0,5088 0,25 0,5 0,75 1
397. 0,5089 0 0,75 0,75 0,5
398. 0,5116 1 1 0 0,5
399. 0,5120 1 0,5 0,75 0,25
400. 0,5124 0 1 0,5 0,75
401. 0,5127 0,75 0,75 0,5 0,5
402. 0,5130 0,5 0,25 1 0
403. 0,5137 0,25 0,75 0,5 0
404. 0,5140 0,5 0,5 0,5 1
405. 0,5143 0,75 0,5 0,5 1
406. 0,5158 0 0 1 0
407. 0,5165 1 0,5 1 0,75
408. 0,5168 0,75 0,5 0,75 0
409. 0,5188 0 0 0,75 0,25
410. 0,5193 0 1 0,25 0,25
411. 0,5198 0,75 1 0,25 0,5
412. 0,5229 0,5 0,75 0,25 1
413. 0,5236 1 0,25 1 0
414. 0,5249 0,5 0,75 0,5 0,25
415. 0,5255 1 0,5 0,5 1
416. 0,5259 0,5 1 0,25 0,5
417. 0,5264 0 0,5 1 1
418. 0,5270 0,25 0,75 1 0,75
419. 0,5282 0,25 0,75 0,75 0,25
420. 0,5308 0,25 1 0 0
421. 0,5314 0,5 0,5 1 0,5
422. 0,5319 1 0,75 0,5 0,5
423. 0,5321 0,75 0,75 0,75 0,5
424. 0,5322 0,5 1 0,5 0,75

Lp. Wartość błędu M1 M2 M3 M4

425. 0,5342 0,75 0,5 1 0,5
426. 0,5344 0,5 1 0 1
427. 0,5353 0,5 0,75 0,75 0,5
428. 0,5360 0 0,75 0,5 0
429. 0,5365 1 0,75 0,25 0
430. 0,5375 0,75 1 0,5 0,75
431. 0,5396 1 0,75 0,75 0,75
432. 0,5396 0,75 1 0 1
433. 0,5399 0,5 0,5 0,75 0
434. 0,5399 0,25 0,5 1 0,25
435. 0,5403 0,5 0,25 1 1
436. 0,5407 1 1 0,25 0,75
437. 0,5415 0,75 0,75 0,25 1
438. 0,5427 0,25 1 0,25 0,5
439. 0,5448 0,75 0,5 0,75 1
440. 0,5472 0 0,75 0,75 0,25
441. 0,5483 1 0,5 0,75 0
442. 0,5487 0 0 0 1
443. 0,5491 0,25 0,75 0,5 1
444. 0,5500 1 1 0 0,25
445. 0,5517 0,25 1 0 1
446. 0,5523 0,75 0,75 0,5 0,25
447. 0,5530 1 0,25 1 1
448. 0,5537 0 0,75 1 0,75
449. 0,5542 0 1 0,5 0,5
450. 0,5549 0 0,75 0,5 1
451. 0,5556 0 1 0,25 0
452. 0,5580 0 1 0,75 0,75
453. 0,5593 1 0,5 1 0,5
454. 0,5595 1 0,75 0,25 1
455. 0,5596 0,75 1 0,25 0,25
456. 0,5605 0,25 0 0,75 0
457. 0,5606 0,75 0 0,25 0
458. 0,5612 0,5 0,75 1 0,75
459. 0,5623 0,5 0,75 0,5 0
460. 0,5624 0 0,25 0,25 0
461. 0,5624 0,5 0,5 0,75 1
462. 0,5636 0,5 1 0,75 0,75
463. 0,5648 0,75 0,75 1 0,75



XLVIII

Lp. Wartość błędu M1 M2 M3 M4

464. 0,5661 0,5 1 0,25 0,25
465. 0,5662 0,25 0,75 0,75 0
466. 0,5663 0,25 0,75 1 0,5
467. 0,5688 0 1 0,25 1
468. 0,5695 1 0,5 0,75 1
469. 0,5706 0 0,25 0 0,25
470. 0,5710 0,75 1 0,75 0,75
471. 0,5718 0,5 0,5 1 0,25
472. 0,5725 1 0,75 0,5 0,25
473. 0,5732 0,75 0,75 0,75 0,25
474. 0,5750 0,75 0,5 1 0,25
475. 0,5757 0,25 1 0,5 0,75
476. 0,5763 0,5 1 0,5 0,5
477. 0,5765 0,5 0,75 0,75 0,25
478. 0,5778 0,75 0 0 0,25
479. 0,5779 0,25 0,5 1 0
480. 0,5806 0,5 0,75 0,5 1
481. 0,5815 0,75 1 0,5 0,5
482. 0,5822 0,25 1 0,75 0,75
483. 0,5833 0,25 1 0,25 0,25
484. 0,5842 1 0,75 0,75 0,5
485. 0,5847 1 1 0,25 0,5
486. 0,5856 0 0,75 0,75 0
487. 0,5862 0,25 0,5 1 1
488. 0,5874 0,25 0,75 0,75 1
489. 0,5883 1 1 0 0
490. 0,5899 1 0,75 1 0,75
491. 0,5914 0 0,75 0,75 1
492. 0,5916 1 1 0 1
493. 0,5919 0,75 0,75 0,5 0
494. 0,5939 0 0 0,25 0,5
495. 0,5952 1 1 0,5 0,75
496. 0,5959 0 1 0,5 0,25
497. 0,5989 0 0,75 1 0,5
498. 0,5995 0,75 1 0,25 0
499. 0,5997 0 1 1 0,75
500. 0,6003 0 0 0 0,75
501. 0,6021 1 0,5 1 0,25
502. 0,6029 0,75 0,75 0,5 1

Lp. Wartość błędu M1 M2 M3 M4

503. 0,6036 0 1 0,75 0,5
504. 0,6062 0,5 1 0,25 0
505. 0,6070 0,5 0,75 1 0,5
506. 0,6078 0,75 1 0,25 1
507. 0,6102 0,75 0,75 1 0,5
508. 0,6102 0,25 0,75 1 0,25
509. 0,6103 0,5 1 0,75 0,5
510. 0,6107 0,5 1 0,25 1
511. 0,6120 0 0 0,5 0,25
512. 0,6121 0,5 0,5 1 0
513. 0,6130 1 0,75 0,5 0
514. 0,6143 0,75 0,75 0,75 0
515. 0,6153 0,5 0,5 1 1
516. 0,6155 1 0,75 0,5 1
517. 0,6158 1 0 0 0
518. 0,6159 0,75 0,5 1 0
519. 0,6175 0,75 0,5 1 1
520. 0,6176 0,5 0,75 0,75 0
521. 0,6178 0,75 1 0,75 0,5
522. 0,6191 1 1 0,75 0,75
523. 0,6192 0,75 0,75 0,75 1
524. 0,6201 0,25 1 0,25 1
525. 0,6203 0,5 1 0,5 0,25
526. 0,6211 0,5 0,75 0,75 1
527. 0,6219 0,75 1 1 0,75
528. 0,6225 0,25 1 0,5 0,5
529. 0,6240 0,25 1 0,25 0
530. 0,6241 0,5 1 1 0,75
531. 0,6262 0,75 1 0,5 0,25
532. 0,6286 1 1 0,25 0,25
533. 0,6288 1 0,75 0,75 0,25
534. 0,6291 0 1 0,5 1
535. 0,6295 0,25 1 0,75 0,5
536. 0,6309 0,25 1 1 0,75
537. 0,6377 0 1 0,5 0
538. 0,6387 1 0,75 1 0,5
539. 0,6402 1 0,5 1 1
540. 0,6437 1 1 0,5 0,5
541. 0,6442 0 0,75 1 0,25



XLIX

Lp. Wartość błędu M1 M2 M3 M4

542. 0,6449 1 0,5 1 0
543. 0,6487 0 1 1 0,5
544. 0,6491 0 1 0,75 0,25
545. 0,6498 0,25 0 0,25 0,25
546. 0,6516 0,25 0,75 1 1
547. 0,6533 0,5 1 0,5 1
548. 0,6536 1 1 0,25 1
549. 0,6537 0,5 0,75 1 0,25
550. 0,6542 0,25 0,75 1 0
551. 0,6570 0,5 1 0,75 0,25
552. 0,6573 0,75 0,75 1 0,25
553. 0,6598 1 0,75 0,75 1
554. 0,6600 0,75 1 0,5 1
555. 0,6638 0,25 0 0 0,5
556. 0,6643 0,5 0 0,25 0
557. 0,6643 0,5 1 0,5 0
558. 0,6653 0,75 1 0,75 0,25
559. 0,6676 0 0,75 1 1
560. 0,6693 0,25 1 0,5 0,25
561. 0,6694 1 1 1 0,75
562. 0,6695 1 1 0,75 0,5
563. 0,6708 0,75 1 0,5 0
564. 0,6710 0 1 0,75 1
565. 0,6725 1 1 0,25 0
566. 0,6730 0,75 1 1 0,5
567. 0,6734 1 0,75 0,75 0
568. 0,6739 0,5 0 0 0,25
569. 0,6742 0,25 0 0,5 0
570. 0,6758 0,5 1 1 0,5
571. 0,6768 0,25 1 0,75 0,25
572. 0,6817 0,5 0,75 1 1
573. 0,6822 0,5 1 0,75 1
574. 0,6823 0,25 1 1 0,5
575. 0,6852 0,75 0,75 1 1
576. 0,6874 1 0,75 1 0,25
577. 0,6876 0,25 1 0,5 1
578. 0,6879 0,25 0,25 0 0
579. 0,6894 0 0,75 1 0
580. 0,6907 0,75 1 0,75 1

Lp. Wartość błędu M1 M2 M3 M4

581. 0,6921 1 1 0,5 0,25
582. 0,6936 0,25 1 0,75 1
583. 0,6947 0 1 0,75 0
584. 0,6977 0 1 1 0,25
585. 0,6985 0 0 0,75 0
586. 0,7004 0,5 0,75 1 0
587. 0,7035 1 1 0,5 1
588. 0,7037 0,5 1 0,75 0
589. 0,7044 0,75 0,75 1 0
590. 0,7058 1 0,75 1 1
591. 0,7092 0 1 1 1
592. 0,7128 0,75 1 0,75 0
593. 0,7161 0,25 1 0,5 0
594. 0,7199 1 1 0,75 0,25
595. 0,7240 1 1 1 0,5
596. 0,7241 0,25 1 0,75 0
597. 0,7247 0,75 1 1 0,25
598. 0,7254 1 1 0,75 1
599. 0,7275 0,5 1 1 0,25
600. 0,7336 0,25 1 1 0,25
601. 0,7362 1 0,75 1 0
602. 0,7373 0,75 1 1 1
603. 0,7375 0,5 1 1 1
604. 0,7382 0,25 1 1 1
605. 0,7404 1 1 0,5 0
606. 0,7466 0 1 1 0
607. 0,7542 0 0,25 0 0
608. 0,7584 0,75 0 0 0
609. 0,7702 1 1 0,75 0
610. 0,7716 1 1 1 1
611. 0,7765 0,75 1 1 0
612. 0,7785 1 1 1 0,25
613. 0,7792 0,5 1 1 0
614. 0,7850 0,25 1 1 0
615. 0,7932 0 0 0,25 0,25
616. 0,7983 0 0 0,5 0
617. 0,8170 0 0 0 0,5
618. 0,8330 1 1 1 0
619. 0,8384 0,25 0 0,25 0



L

Lp. Wartość błędu M1 M2 M3 M4

620. 0,8643 0,5 0 0 0
621. 0,8681 0,25 0 0 0,25
622. 0,9925 0 0 0,25 0
623. 1,0335 0 0 0 0,25
624. 1,0723 0,25 0 0 0
625. 1,2500 0 0 0 0
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