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Spojity deterministicky model transkripéni regulace

Sitovyj motiv negativni autorequlace
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Schema transkripcni requlace

— aktivace

— represe

gen 1 gen2 gen3 gen4 gen5 gen6 gen7 gen8 DNA
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Schema transkripcni requlace
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Kompletni transkripcni sit E.coli
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Schematicky vyrez transkripcni sité E.coli
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Casové dimenze v E. coli

Experimentdlné zjistény parametr E.Coli

Vazba moIeku!y signa’vluvna transkrip&ni faktor ~ 1msec
vedouci ke zméné aktivity faktoru

Vazby aktivniho faktoru na operon DNA ~ lsec

Transkripce + translace jednoho genu ~ bmin

Zivotnost mRNA ~ 2 —5min

50% zména koncentrace stabilniho proteinu ~ 1h
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Aktivace transkripce

o transkripéni faktor X aktivuje transkripci proteinu Y

X =Y
ey

__;

genyY



DET. MODEL TRANSKRIPCE SITOVY MOTIV NEGATIVNI AUTOREGULACH

Aktivace transkripce

o transkripéni faktor X aktivuje transkripci proteinu Y

X =Y

signal Sx

®¥’®

-

__;

genyY



DET. MODEL TRANSKRIPCE SITOVY MOTIV NEGATIVN{ AUTOREGULACE

Aktivace transkripce

e transkripéni faktor X aktivuje transkripci proteinu Y

X =Y

signal Sx
@@ PNy

NS S S\ probiha
NS S\ transkripee

S MR

genyY
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Represe transkripce

o transkripéni faktor X degraduje transkripci proteinu Y

XY

® VA
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Represe transkripce

o transkripéni faktor X degraduje transkripci proteinu Y

XY

signal Sx
) & ®) I



DET. MODEL TRANSKRIPCE SITOVY MOTIV NEGATIVNI AUTOREGULACH

Represe transkripce

o transkripéni faktor X degraduje transkripci proteinu Y

XY
signal Sx

@&@f
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Model dynamaky transkripcéni requlace

e nejprve predpokldddme koncentraci X stabiln{
e konstantni regulace (predpokldddme aktivaci)
e modelujeme produkci proteinu Y v fase
e koncentrace [Y] v (mol/s)
e v Zase t: [Y](t)
. diY]
e rychlost produkce: =
e predpoklady: signalni regulaci, transkripéni, transla¢ni,
posttranskripéni a ostatni procesy uvaZujeme stabilni

e modelujeme v Casové 3kale stability proteind
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Model dynamaky transkripcéni requlace

e z pohledu mass action jde o nasledujici reakce:

Py -,
d[Y]

= [ —[Y]

B ... produkeni koeficient ([mol/s])

Y = YVdil + Vdeg ([1/5])
Ydeg --- ozpad (degradace) proteinu v bufice
Ydir ... redukce koncentrace proteinu riistem buiiky
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Chovdni pri ruzném (3

20
: b=2;g=1
15—_
10—_
5__
. b = 0.5 [mmol/mI*min]; g = 1 [1/min]
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Chovanit pri ruzném -~

b =1 [mmol/mlI*min]; g = 0.05 [1/min]

4 b=1;g=0.2

0 5 10 15 20 25 30
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Model dynamaky transkripcéni requlace

d[Y] = [ —9[Y]

e stabilni stav transkripce (ekvilibrium):

v

il
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Model dynamaky transkripcéni requlace

d[Y] = [ —9[Y]

e stabilni stav transkripce (ekvilibrium):

div] _

B
™ =0<[Y]=—-

e stabilni koncentraci zna&ime Yy
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Stabilni transkripce

T 7 ey
0 20 40 0 80 100
— [Y](t) [— Cyst]

g
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Stabilni transkripce

diY] _
dr B —9lY]

e stabilni stav transkripce (ekvilibrium):

d[y] _
dt

e zasadni pozorovani:

O@[Y]:g

e jakd je rychlost rozpadu proteinu Y7
e jaky ma projev v Casové Skdle transkrip&ni regulace?
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Doba odezvy transkripéni requlace

e uvaZzujme (okamZzité) vypnuti signdlu Sx
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Doba odezvy transkripéni requlace

e uvaZzujme (okamZzité) vypnuti signdlu Sx
= vzhledem k asové ¥kile (okamzit&) [X*] — 0
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Doba odezvy transkripéni requlace

e uvaZzujme (okamZzité) vypnuti signdlu Sx
= vzhledem k asové ¥kile (okamzit&) [X*] — 0
= a tedy je (okamZit&) zruZen (&inek aktivitoru
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Doba odezvy transkripéni requlace

e uvaZzujme (okamZzité) vypnuti signdlu Sx
= vzhledem k asové ¥kile (okamzit&) [X*] — 0
= a tedy je (okamZit&) zruZen (&inek aktivitoru
= produkce Y zastavena, 0 =0



DET. MODEL TRANSKRIPCE SITOVY MOTIV NEGATIVN{ AUTOREGULACE

Doba odezvy transkripéni requlace

e uvaZzujme (okamZzité) vypnuti signdlu Sx
= vzhledem k asové ¥kile (okamzit&) [X*] — 0

= a tedy je (okamZit&) zruZen (&inek aktivitoru
= produkce Y zastavena, 0 =0

e nyni probihd pouze rozpad Y (z hladiny Y)
diy] _

Y
dt "
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Doba odezvy transkripéni requlace

e uvaZzujme (okamZzité) vypnuti signdlu Sx
= vzhledem k asové ¥kile (okamzit&) [X*] — 0

= a tedy je (okamZit&) zruZen (&inek aktivitoru
= produkce Y zastavena, 0 =0

e nyni probihd pouze rozpad Y (z hladiny Y)
diy] _

—vY = Y(t) = Yye ¢
dt Y (t) t€
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Doba odezvy transkripéni requlace

e uvaZzujme (okamZzité) vypnuti signdlu Sx
= vzhledem k asové ¥kile (okamzit&) [X*] — 0
= a tedy je (okamZit&) zruZen (&inek aktivitoru
= produkce Y zastavena, 0 =0
e nyni probihd pouze rozpad Y (z hladiny Y)
dly
([ﬁ_‘] = —’}/Y = Y(t) = Yste_’yt

e definujeme dobu odezvy T jako dobu nutnou k dosaZeni
poloviny rozdilu hodnot mezi inicidlnim a findlnim stavem:
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Doba odezvy transkripéni requlace

e uvaZzujme (okamZzité) vypnuti signdlu Sx
= vzhledem k asové ¥kile (okamzit&) [X*] — 0
= a tedy je (okamZit&) zruZen (&inek aktivitoru
= produkce Y zastavena, 0 =0

e nyni probihd pouze rozpad Y (z hladiny Y)

dly
7[ ] = —’}/Y = Y(t) = Yste_’yt
dt
e definujeme dobu odezvy T jako dobu nutnou k dosaZeni
poloviny rozdilu hodnot mezi inicidlnim a findlnim stavem:
yst Yst ~yT

Y(T) = > = 7 = ste_
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Doba odezvy transkripéni requlace

e uvaZzujme (okamZzité) vypnuti signdlu Sx
= vzhledem k asové ¥kile (okamzit&) [X*] — 0
= a tedy je (okamZit&) zruZen (&inek aktivitoru
= produkce Y zastavena, 0 =0
e nyni probihd pouze rozpad Y (z hladiny Y)
dly
([ﬁ_‘] = —’}/Y = Y(t) = Yste_’yt

e definujeme dobu odezvy T jako dobu nutnou k dosaZeni
poloviny rozdilu hodnot mezi inicidlnim a findlnim stavem:

Ys Ys —
Y(T):thTt: steﬂ/T:>

r_In2
Y
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Doba odezvy transkripéni requlace

d[Y)dt = - 0.1[Y]

T=6.93 |— [Y][Time
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Doba odezvy transkripéni requlace

_/n2
Y

T

e doba odezvy nezdvisi na produkéni konstanté (3 ale pouze na
degradaéni konstanté ~
o nékteré proteiny maji pomérné vysoké y
e k udrZeni optimdlniho stabilniho stavu je nutné vysoké
produkce (3)
o kratkd doba odezvy umoZziiuje rychlou reakci transkripéni
regulace na signdly
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Doba odezvy transkripéni requlace

e nyni uvaZujme nulovou inicidlni koncentraci Y i X*
e necht dojde k (okamZitému) zapnuti signdlu Sx
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Doba odezvy transkripéni requlace

e nyni uvaZujme nulovou inicidlni koncentraci Y i X*
e necht dojde k (okamZitému) zapnuti signdlu Sx
= vzhledem k asové 3kile (okamzit&) [X] — [X*]
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Doba odezvy transkripéni requlace

e nyni uvaZujme nulovou inicidlni koncentraci Y i X*
e necht dojde k (okamZitému) zapnuti signdlu Sx
= vzhledem k asové 3kile (okamzit&) [X] — [X*]
= a tedy je (okamzit&) p¥itomen G&inek aktivatoru
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Doba odezvy transkripéni requlace

e nyni uvaZujme nulovou inicidlni koncentraci Y i X*
e necht dojde k (okamZitému) zapnuti signdlu Sx
= vzhledem k asové 3kile (okamzit&) [X] — [X*]
= a tedy je (okamzit&) p¥itomen G&inek aktivatoru
= nastava produkce Y dana konstantou f3
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Doba odezvy transkripéni requlace

e nyni uvaZujme nulovou inicidlni koncentraci Y i X*
e necht dojde k (okamZitému) zapnuti signdlu Sx
= vzhledem k asové 3kile (okamzit&) [X] — [X*]
= a tedy je (okamzit&) p¥itomen G&inek aktivatoru
= nastava produkce Y dana konstantou f3

e produkce zadinad z hladiny Y =0

ql

—~Y
dtﬁv
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Doba odezvy transkripéni requlace

e nyni uvaZujme nulovou inicidlni koncentraci Y i X*
e necht dojde k (okamZitému) zapnuti signdlu Sx
= vzhledem k asové 3kile (okamzit&) [X] — [X*]
= a tedy je (okamzit&) p¥itomen G&inek aktivatoru
= nastava produkce Y dana konstantou f3

e produkce zadinad z hladiny Y =0

dL:f/] =B —7Y = Y(t) = Ya(l — e )
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Doba odezvy transkripéni requlace

e nyni uvaZujme nulovou inicidlni koncentraci Y i X*
necht dojde k (okamZitému) zapnuti signdlu Sx
= vzhledem k asové 3kile (okamzit&) [X] — [X*]
= a tedy je (okamzit&) p¥itomen G&inek aktivatoru
= nastava produkce Y dana konstantou f3

produkce zadinad z hladiny Y =0

dL:f/] =B —7Y = Y(t) = Ya(l — e )

doba odezvy T je opét:

Ys
Y(T) ==
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Doba odezvy transkripéni requlace

e nyni uvaZujme nulovou inicidlni koncentraci Y i X*
necht dojde k (okamZitému) zapnuti signdlu Sx
= vzhledem k asové 3kile (okamzit&) [X] — [X*]
= a tedy je (okamzit&) p¥itomen G&inek aktivatoru
= nastava produkce Y dana konstantou f3

produkce zadinad z hladiny Y =0

dL:f/] =B —7Y = Y(t) = Ya(l — e )

doba odezvy T je opét:

Ys Ys _
V(M =5 =5 =Yall=eT)
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Doba odezvy transkripéni requlace

e nyni uvaZujme nulovou inicidlni koncentraci Y i X*
e necht dojde k (okamZitému) zapnuti signdlu Sx

= vzhledem k asové 3kile (okamzit&) [X] — [X*]

= a tedy je (okamzit&) p¥itomen G&inek aktivatoru

= nastava produkce Y dana konstantou f3

e produkce zadinad z hladiny Y =0

dav] _

e B—7Y = Y(t) = Yea(l — e 7Y)
e doba odezvy T je opét:
Ys Ys _
3/(7—):7t:>71b st(l—e’YT):>
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Doba odezvy transkripéni requlace

d[Yl/dt =1 - 0.1[Y]

o

0 5 T=6.93 10 15 20 25 30
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Doba odezvy transkripéni requlace

e stabilni proteiny neprojevuji degradaci, vygeg ~ 0

e doba odezvy je u nich rovna dobé trvani generace buriky 7

e zastavime-li produkci stabilniho proteinu Y, dojde k 50%
snizeni jeho koncentrace p¥i déleni buriky, proto:

In2
T="°2_,

Vdeg

e pro syntetickou biologii je kli¢ovy zavér, Ze zavddéné zmény v
transkripéni regulaci musi respektovat dobu odezvy
pFislusnych proteini
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Doba odezvy transkripéni requlace — experiment

1% step

2% step

0B

0B

04F

normalized fluorescence

mn‘nnse

02F T ond step

HH 1 i H
o 05 1 15 2 25 3
cellcycles

N Rosenfeld and U Alon, Response Delays and the Structure of Transcription Networks JMB, 329:645, (2003).
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v

Rizeni transkripcni requlace

e dosud jsme uvazovali stabilni koncentraci aktivatoru

d[Y]

Y
dtﬁv

e transkripéni faktory jsou proteiny, tedy zmény jejich
koncentrace v ¢asové $kale transkripce hraji primarni roli pfi
Fizeni proteosyntézy

e produkéni parametr (§ zavisi na aktudlni koncentraci
regulujicich faktort

e uvaZme napf. protein Y a jeho aktivator X, pak:

d[v]

= (X) =Y

e f(X™*) reprezentuje tzv. vstupni funkci proteinu Y
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Vstupni funkce

Y = f(X*)

signal Sx
x) & ) Vs J'

NSNS SN\ zvyseni
NS S S\ transkripce

-t t 1
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Vstupni funkce (aktivdtor)

e monotonni, kfivka tvaru “S" (Hillova funkce)

aktivator — rostouci fce £ (0 — nejvy3i drovefi)

e represor — klesajici fce = (nejvy3si troveli — 0)

Hillova funkce pro aktivator:

. 5X*n
OO = X

K ... aktiva&ni koeficient (vazba TF-DNA)
0 ... maximalni drovei exprese (vazba RNAp—-DNA)
n ... ostrost k¥ivky (mezi 1-4)

o FHI(X*)=pe X*>>K
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Vstupni funkce (aktivdtor)

Hill Function
15
0.8 — — - lstDerivative
0.6 - — - - 2nd Derlvative
04
02
Eltal
dt
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Vstupni funkce (represor)

e Hillova funkce pro represor:

0= gy

K ... represni koeficient (vazba TF-DNA)
B ... maximalni drovei exprese (vazba RNAp—-DNA)

n ... ostrost k¥ivky (mezi 1-4)

o fT(X")=8<X"=0
e nékdy mlZe byt minimalni droveii vstupnich funkci nenulova

(o)
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Vstupni funkce (represor)

Hill Function

[X+]
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Vicerozmerné vstupni funkce

Y = f(X*,2%)

l l A YAV UL W zvyseni
NSNS I\ transkripce
GO @ t 1 1
genY

e napt. soulet: f(X* Zx) = BxX* + Z*
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Aprozimace vstupnich funkci

e vzhledem k S-charakteru vstupni funkce Ize uplatnit jeji
aproximaci pomoci schodové funkce
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Aprozimace vstupnich funkci

e vzhledem k S-charakteru vstupni funkce Ize uplatnit jeji
aproximaci pomoci schodové funkce

FH(X) ~ BsT(X,K)
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Aprozimace vstupnich funkci

e vzhledem k S-charakteru vstupni funkce Ize uplatnit jeji
aproximaci pomoci schodové funkce

FH(X) ~ BsT(X,K)

F=(X) ~ Bs™ (X, K)
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Aprozimace vstupnich funkci

e vzhledem k S-charakteru vstupni funkce Ize uplatnit jeji
aproximaci pomoci schodové funkce

FH(X) ~ BsT(X,K)

F=(X) ~ Bs™ (X, K)

1if X > K
=+ _ 9 )
S(KM{QHX<K
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Aprozimace vstupnich funkci

e vzhledem k S-charakteru vstupni funkce Ize uplatnit jeji
aproximaci pomoci schodové funkce

FH(X) ~ BsT(X,K)

F=(X) ~ Bs™ (X, K)

sT(X, K

)—{ LIFX> K (X, K) = 1— sH(X, K)

1 0,if X <K,
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Aprozimace vstupnich funkci

e vzhledem k S-charakteru vstupni funkce Ize uplatnit jeji
aproximaci pomoci schodové funkce
FH(X) ~ BsT(X, K)

f~(X) ~ Bs™ (X, K)

LifX>K -
+ o ’ 3 1 _ <t
S(X’K){O,ifX<K, s (X,K)=1-5"(X,K)

e aproximace odpovida zavedeni tzv. “kinetické logiky”



DET. MODEL TRANSKRIPCE

0.8

05

04

02

SITOVY MOTIV NEGATIVN] AUTOREGULACE

Schodova vstupni funkce

Hill Function

— — - 1stDerivative

- — - - 2nd Derivative
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Schodova vstupni funkce

Hill Function
1
0.8 — — - 1stDerivative
08
- — - - 2nd Derivative
04
02 Step Function

10




Spojity deterministicky model transkripcni requlace

Sitovyj motiv negativni autorequlace
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Transkripéni motiv I — Negativni autorequlace

Yy —y

divl _

L= £ (Y) 1Y)
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Transkripéni motiv I — Negativni autorequlace

Yy —y

aiy] _ _
7—55 (Y, K)=[Y]
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Transkripéni motiv I — Negativni autorequlace

Yy —1y
e pro [Y] << K: d([:ll/]:ﬁ_fy[y]
divl _

e pro [Y] >> K: o —4[Y]
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Transkripéni motiv I — Negativni autorequlace

Yy —y
e pro [Y] << K: d([jr]zﬁ—’y[yl
e pro [Y] >> K: dL’t/]__fy[ ]

e pro [Y] = K, drobné oscilace [Y] vedouci k stabilnimu stavu
o Yo=K
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Transkripéni motiv I — Negativni autorequlace
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Transkripéni motiv I — Negativni autorequlace

e doba odezvy T je uréena Y(T) = %

e aproximujeme pro Y = K << g (uvaZzujeme linedrni

akumulaci zpotatku transkripce, kdy [Y] = (t):
Yo K

Tziz—
p 2 2
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Transkripéni motiv I — Negativni autorequlace

e doba odezvy T je uréena Y(T) = %

e aproximujeme pro Y = K << g (uvaZzujeme linedrni

akumulaci zpotatku transkripce, kdy [Y] = (t):
Yo K
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Negativni autorequlace — sniZeni doby odezvy

B e ey e e sy e s s ey e IS ey e i s s e e |
0 T=~255 10 15 20 25 30 35

~ [Y][Time

B=1 v=01 K=5 n=4
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Doba odezvy bez regulace

d[Yl/dt =1 - 0.1[Y]

25 30
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Srovnani requlované a nerequlované varianty

Nonregulated (Y) vs. regulated (X) transcription

10
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60
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Vv autoregulace na robustnost

?_
b=2
6_
5 34.19, 4.632
q__
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3 —
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5 10 15 20 25 30 35
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Ezxperimentdlni vysledky vs. model
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