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Аннотация

В работе представлены количественные характеристики регуляторной системы    
Escherichia coli в графическом виде. Показаны возможные сценарии отклика генной
сети при влиянии различных факторов среды на ключевые регуляторные белки. В ка-
честве примера разработана математическая модель, описывающая генетическую регу-
ляцию биосинтеза пуриновых нуклеотидов. При помощи данной модели найдены два
режима функционирования системы: стационарный режим и незатухающие автоколе-
бания. Определены параметры, при которых существуют эти режимы, и установлен их
интервал. Показано, что существуют ключевые регуляторные петли, влияющие на по-
ведение системы. На сновании модели предсказываются стационарные значения кон-
центраций ключевых метаболитов синтеза пуринов (IMP, AMP, GMP) для мутанта по
гену purR.
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Введение

Развитие методов молекулярной биологии, микробиологии и биоинженерии
сделало модельный организм E. coli центром исследования большого количества
лабораторий. На эту бактерию возложены большие надежды по получению
сверхэкспрессируемых штаммов. Однако эту цель возможно достичь только
при всестороннем изучении E. coli, особенно метаболизма и его регуляции. Пер-
воначальным этапом исследования метаболизма было разбиение его на отдель-
ные пути и реакции. В то же время для восприятия картины в целом предпри-
нимаются попытки по крупномасштабному анализу метаболической сети, со-
держащейся в базах данных (EcoCyc, KEGG) с применением методов графов.
Иллюстрирующим примером может служить ряд статей [1, 2], в которых авторы
помещают в вершины графа метаболиты, связи же представляют собой мета-
болические реакции. Графы строятся на основе информации, содержащейся в
базах данных, и в последующем подвергаются анализу. Результаты этих работ
показали, что средняя длина метаболического пути длиннее, чем ранее счита-
лось, из чего можно сделать вывод о сложности сети в целом [2]. Несмотря на
то что сбор статистики – очень важная задача для лучшего представления всей
сложности метаболизма, метаболическая сеть сама по себе не позволяет пред-
ставить поведение целой системы во времени. Для решения данной задачи
применяют подход математического моделирования. Различные методы, раз-
виваемые в этой области, позволяют интегрировать большое количество гете-
рогенной информации, полученной экспериментально и, что не маловажно,
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обладают предсказательной способностью. Задача, которая ставиться исследова-
телем, определяет детальность описания системы. В результате модель может
описывать отдельную интересующую подсистему с максимально полным при-
влечением имеющейся информации [3]. В другом случае модель представляет
собой описание подсистемы или даже системы с применением подходов, учиты-
вающих лишь общие свойства системы, например потокового метода [4–6]. Без-
условно, потоковый метод позволяет более легко описывать довольно большие
системы, но метод не учитывает нелинейность, часто присущую метаболическим
системам, отражая поведение исследуемого объекта на стационаре. Что касается
детальных моделей, то создание базы таких моделей отдельных подсистем (под-
моделей) приближает к созданию единой модели выбранной системы, в нашем
случае бактерии E. coli, что значительно расширяет сферу применения общей
модели [7]. Адекватное описание процессов с помощью математического моде-
лирования позволяет ставить in silico эксперименты, результатами которых яв-
ляются проверка гипотез о механизме функционирования отдельных систем и
прогнозирование поведения систем, подвергшихся генетическим модификациям.

1. Материалы и методы

1.1. Материалы. Для реконструкции генной сети регуляторных белков
была использована база данных RegulonDB, содержащая информацию об эле-
ментах глобальной сети E. coli (оперонах, генах, регуляторных белка) и взаи-
модействиях между ними. Верификация математической модели осуществля-
лась на основании работ, представленных в табл. 2 (см. ниже).

1.2. Методы. Обработка данных представленных в базе данных RegulonDB
обрабатывалась с помощью программ, написанных на языке Perl; визуализация
генной сети осуществлялась в свободно распространяемой программе Pajek.
Разработанные программы и результаты анализа данных доступны по адресу
http://dl.dropbox.com/u/52461630/programs.rar. При моделировании биосинтеза
пуриновых нуклеотидов в работе использовался обобщенный химико-кинети-
ческий метод моделирования [8]. Для описания ферментативных реакций и ме-
ханизмов генетической регуляции использовался метод обобщенных функций
Хилла [9]. Модели метаболических систем биосинтеза пуриновых нуклеотидов
строились как системы обыкновенных дифференциальных уравнений, описы-
вающие глобальные скорости изменения концентраций низкомолекулярных
соединений и белков (ферментов), синтезируемых или расходуемых в модели-
руемой системе. Глобальные скорости вычислялись на основании закона сум-
мирования локальных скоростей, описывающих отдельную ферментативную
реакцию, процесс синтеза или деградации белка. Численные расчеты и анализ
моделей проводились средствами программы STEP+ [10].

2. Результаты и их обсуждение

2.1. Реконструкция и анализ генной сети. В качестве основных участни-
ков генной сети выступают регуляторные белки и гены (опероны). Дадим им
краткую характеристику на основании базы RegulonDB.
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2.1.1. Гены и опероны. В базе RegulonDB содержится информация о 4607
генах (без учета Phantom Gene). Большинство генов (2982 шт.) экспрессируется
без участия регуляторных белков (TF). Это может быть связанно, во-первых, с
тем, что регуляция этих генов не до конца изучена, а во-вторых, возможно, эти
гены экспрессируются в конститутивном режиме. Первая гипотеза более веро-
ятна, несмотря на то что E. coli наиболее – изученый микроорганизм на основа-
нии информации из базы International E. coli Alliance. Остальные гены (1625 шт.)
регулируются от 1 до 13 TF. Большинство генов (678 шт.) регулируется одним
TF. Количество положительных связей ген – TF (1184 шт.) и отрицательных
(1140 шт.) приблизительно одинаково, что дает возможность системе не только
давать отклик на внешнее воздействие, но и поддерживать гомеостаз. Кроме
того, для дополнительной регуляции есть 79 связей дуальной природы, зави-
сящих от концентрации TF.

2.1.2. Регуляторные белки. Основываясь на данных базы RegulonDB, рас-
смотрены 184 TF. Каждый TF связывается со специфичным сайтом связывания
в регуляторной области оперона и регулирует его экспрессию. Под регуляцией
шести TF (CRP, FNR, Fis, IHF, H-NS, ArcA) находится наибольшее количество
генов (447, 287, 223, 217, 166, 157 соответственно). Эти TF называют глобаль-
ными регуляторами [11], так как они запускают регуляцию большого каскада
генов. Именно поэтому очень важно знать, как экспрессируются глобальные
регуляторы в зависимости от других TF и внешних факторов.

2.2. Генная сеть регуляторных белков E. coli. На основании данных из
базы RegulonDB была реконструирована генная сеть глобальных регуляторных
белков (pис. 1). Из рис. 1 видно, что экспрессия генов, кодирующих TF (H-NS,
FNR и IHF), зависит от белков (CspA, GadX для H-NS; Fur для FNR; NsrR для
IHF), которые не являются глобальными регуляторами. Однако через два TF –
GadX и Fur – осуществляется дополнительная регуляция между глобальными
регуляторными белками. В свою очередь, GadX регулируется 7 TF (GadE, GadW,
RutR, TorR, AdiY, RcsB, GadE-RcsB), а Fur – двумя TF (OxyR, SoxS). В табл. 1
представлены примеры возможных сценариев отклика генной сети (рис. 1) при
различных внешних воздействиях. Безусловно, количество сценариев можно
увеличить, поскольку гены TF GadE, GadW и SoxS также активируются другими
TF, не представленными на рис. 1.

Регуляторные белки, активированные внешними воздействиями, непосредст-
венно регулируют экспрессию генов TF и белков (ферментов, белков-транспор-
теров и т. д.), которые вовлечены в различные метаболические процессы. Напри-
мер, TF H-NS регулирует экспрессию 166 генов. Белки, закодированные в дан-
ных генах, участвуют в осмотическом контроле [12], метаболизме углерода
[13], кислотоустойчивости [14], а также являются компонентами малой субъе-
диницы РНК полимеразы [15], протеаз [16] и др. Таким образом, при внешнем
(стрессовом) воздействии запускается координированная регуляция отдельных
метаболических систем посредством глобальных регуляторов. Генная сеть гло-
бальных TF (рис. 1) является частью полной генной сети,  в  которой  отражено
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Рис. 1. Генная сеть глобальных регуляторных белков. Вершины – регуляторные белки.
Форма вершины показывает тип регуляции собственного гена (круг – активация, тре-
угольник – ингибирование, ромб – активация/ингибирование, квадрат – нет регуляции
собственного гена). Стрелки – регуляторные связи. Цвет стрелки показывает тип регу-
ляции (черный (+) – активация, темно-серый (-) – ингибирование, светло-серый (+/-) –
активация/ингибирование)

Табл. 1
Сценарии отклика генной сети при внешних воздействиях. => положительная регуляция;
→ регуляция по дуальному (ингибирование/активация) механизму

Внешнее воздействие (Вв)
на экспрессию гена Сценарий

Экспоненциальная фаза роста 1) Вв => IHF => Fis => H-NS
2) Вв => IHF  => FNR→ ArcA => GadX => H-NS

Анаэробные условия роста 3) Вв => FNR → ArcA => GadX => H-NS
Микроаэробные условия роста 4) Вв => ArcA => GadX => H-NS
Полигидроксибутират 5) Вв => H-NS
Логарифмическая фаза роста 6) Вв => Fis => H-NS
Отсутствие глюкозы,
стационарная фаза

7) Вв => CRP → Fis => H-NS
8) Вв => CRP => Fur

Холодовой шок 13 °С,
Дополнительное питание 9) Вв => CspA => H-NS

Кислотное pH 10) Вв => GadE => GadX => H-NS

взаимодействие всех TF (генная сеть доступна по адресу http://dl.dropbox.com/u/
52461630/programs.rar). В полной сети 6 TF (CRP, FNR, Fis, IHF, H-NS, ArcA)
регулируют соответственно экспрессию 43, 23, 18, 14 и 13 генов, кодирующих
регуляторные белки. Регуляторные белки генной сети образуют три группы.
Первая группа белков (115 шт.) объединена в общую сеть, вторая группа (15 шт.)
представлена сетями с двумя (6 шт.) и тремя вершинами (1 шт.). И третья группа
белков – индивидуальные вершины, не связанные между собой (54). Вероятнее
всего, что к настоящему моменту недостаточно информации по генетической
регуляции каждого гена, чтобы все регуляторные белки образовали единую сеть.
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Рассмотрим в качестве примера генетическую регуляцию гена gadX. Экс-
прессия гена gadX (TF GadX) контролируется 13 белками (рис. 1), что показы-
вает важность для клетки в большом спектре внешних условий. TF GadX кон-
тролирует экспрессию генов, отвечающих на кислотный рН [17]. Вероятнее
всего, что разные внешние условия требуют адаптации такого важного фактора
для клетки, как рН. Рассмотрим внешние факторы, влияющие на экспрессию
gadX посредством глобальных регуляторов (рис. 1). Fnr экспрессируется при
анаэробных условиях, когда концентрация ионов водорода низкая, следова-
тельно, рН не понижен и фактор GadX не требуется, что обусловливает его ин-
гибирование Fnr. При переходе на микроаэробные условия начинает работать
TF ArcA, который положительно влияет на экспрессию GadX. Пониженный
рН, стационарная фаза и присутствие ацетата вызывают активацию кислотного
стрессового ответа, то есть активируются TF CRP, HN-S, ген gadX и ряд других
генов [17]. Удивителен тот факт, что, несмотря на то что экспоненциальная фа-
за характеризуется быстрым размножением клеток и протоны накапливаются
очень быстро [18], активации gadX не происходит. Видимо, образующиеся про-
тоны идут на образование АTР. Глобальные регуляторы, которые экспресси-
руются в экспоненциальную фазу, ингибируют ген gadX (IHF опосредованно
через Crp, Fis, H-NS). Это позволяет с большой вероятностью обеспечить «мол-
чание» гена gadX в экспоненциальной фазе. При условиях, когда gadX экспрес-
сируется (LB-среда и стационарная фаза), сдерживающим фактором является
TF CRP. Из этого можно сделать вывод о том, что экспрессия подвергается
строгой регуляции, что подтверждает значимость адекватной экспрессии гена
gadX. Действительно, известно, что способность бактерий выживать в кислой
среде жизненно важна для успешной колонизации млекопитающих, и одной из
стратегий кишечных бактерий, позволяющих преодолевать кислую среду же-
лудка, является поддержание рН [19].

В заключение отметим, что клетка способна адаптироваться к быстро ме-
няющимся условиям окружающей среды посредством переключения метабо-
лизма на новый режим функционирования. Данное переключение осуществля-
ется за счет работы регуляторных белков, которые либо непосредственно реа-
гируют на внешний сигнал, либо участвуют в системе переноса сигнала внутри
клетки. Таким образом, регуляторные белки управляют скоординированной
экспрессией генов, имеющих отношение к ответу на данный сигнал.

Далее в качестве примера рассмотрим математическую модель, описываю-
щую генетическую регуляцию метаболизма пуриновых нуклеотидов, играющего
важную роль при адаптационных процессах.

2.3. Математическая модель биосинтеза генетической регуляции пури-
новых нуклеотидов. Биосинтез пуриновых нуклеотидов de novo представлен
на рис. 2. На первом этапе образуется фосфорибозиламин (PRA) из глютамина
и 5-фосфорибозил-α-1-пирофосфата (PRPP). Реакция катализируется ферментом
амидофосфорибозилтрансферазой (ATase, EC 2.4.2.14). Активность первого
фермента ATase негативно регулируется по механизму обратной связи AMP и
GMP [20], а также негативно регулируется со стороны GTP, XMP и IMP. Основ-
ным промежуточным  продуктом,  из  которого  синтезируются  все  пуриновые
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Рис. 2. Общая схема синтеза пуриновых нуклеотидов de novo с учетом регуляции ак-
тивностей ферментов (а) и генетической регуляции экспрессии генов, кодирующих
структуру ферментов (б). Черные сплошные стрелки обозначают ферментативные ре-
акции, серые штриховые – ингибирование активности ферментов и экспрессии генов,
серые штрих-пунктирные – активация эксперссии генов. Vi (i = 1,…,17) – скорость
ферментативных реакций. x[j] (j = 1,…,28) – переменные модели – концентрации низ-
комолекулярных веществ и мономерных белков, из которых формируются активные
формы ферментов. Название белков соответствуют названию гена. Экспрессия гена
purT не регулируется TF PurR. Lk (k = 1,…,9) показывает номер регуляторного контура
(а). Для всех веществ указаны сокращения в соответствии с базой данных EcoCyc

нуклеотиды, является инозинмонофосфат (IMP), который также участвует в нега-
тивной регуляции процесса, ингибируя по  механизму  обратной  связи  актив-
ность фермента SAICAR синтетазы (EC 6.3.2.6), катализирующей восьмой этап
в цепи биосинтеза пуринов [21]. Всего в цепи биосинтеза пуриновых нуклеоти-
дов (до образования AMP и GMP) описано 9 негативных регуляторных петель,
которые контролируют активность четырех ферментов (рис. 2, а).

Экспрессия генов, кодирующих структуру всех ферментов биосинтеза под-
вержена негативной регуляции со стороны регуляторного белка (TF) PurR и его
форм связанных с гуанином или гипоксантином [22–24]. Дополнительному кон-
тролю со стороны TF DnaA, связанного с ATP [25], CRP с cAMP [26]  и  Fis [27]

а)

б)
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Рис. 3. Анализ устойчивости решения в модели (1) на примере переменных GMP (x[15])
и AMP (x[13]) при изменении параметра kimp24 (а). Черным цветом показаны области
значений параметров, при которых система имеет устойчивое стационарное решение.
Серым цветом показана область неустойчивого режима функционирования. Черная
точка – точка перехода между состояниями. На вставке (б) показан аттрактор при
kimp24 = 0.01 мМ. Начало фазовой кривой соответствует равновесной точке (AMP =
= 0.281 мМ, GMP = 0.0237 мМ) при kimp24 = 3.4 мМ

подвержены гены guaB и guaA, входящие в состав одного оперона, а TF MarA
регулирует ген purA [23, 28] (рис. 3, б).

Математическая модель (1) синтеза пуриновых нуклеотидов собрана на ос-
нове моделей, описывающих процессы генетической регуляции и фермента-
тивных реакций, обеспечивающих синтез AMP и GMP. Стоит отметить, что
генетическая регуляция представлена только TF PurR, поскольку данный белок
координированно регулирует экспрессию всех генов, кодирующих структуру
белков (ферментов) и представляет наибольший интерес. Для ферментативных
реакций, описывающих скорости V1, V8, V15 и генетических процессов, описы-
вающих процессы ингибирования reg8 – reg16 через взаимодействие TF PurR с
сайтами, разработаны оригинальные модели их кинетики с учетом известных
механизмов регуляции их активности. Кинетика остальных ферментативных
реакций описана с использованием уравнения Михаэлиса – Ментен. Для фер-
ментативных реакций, описывающих скорости V12 и V17, модели и параметры
взяты из опубликованной литературы (табл. 2). Модель представлена в формате
программы STEP+ для того, чтобы читатель смог быстро воспроизвести резуль-
таты, описанные в настоящей работе. Программа STEP+ доступна по следую-
щему адресу: http://modelsgroup.bionet.nsc.ru/?page_id=281&lang=ru.

В табл. 2 представлены параметры модели (1) в формате пакета STEP+.
При данных параметрах решение задачи Коши имеет устойчивое решение.
Значения концентраций переменных x[11] (IMP), x[13] (AMP), x[15] (GMP), а
также x[16] – x[28] соответствуют литературным данным [29, 30]. Стационар-
ные значения остальных переменных рассчитаны теоретически. В литературе
значения данных веществ не указаны.

а)

б)
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Система дифференциальных уравнений (1)
f[1] := V1 – V2;
f[2] := V2 – V3;
f[3] := V3 – V4;
f[4] := V4 – V5;
f[5] := V5 – V6;
f[6] := V6 – V7;
f[7] := V7 – V8;
f[8] := V8 – V9;
f[9] := V9 – V10;
f[10] := V10 – V11;
f[11] := V11 – V12 – V15;
f[12] := V12 – V13;
f[13] := V13 – V14;
f[14] := V15 – V16;
f[15] := V16 – V17;
f[16] := kscvpAp1PurF*reg8-kdPurF*x[16];
f[17] := kspurHpPurD*reg9-kdPurD*x[17];
f[18] := kspurMpPurN*reg10-kdPurN*x[18];
f[19] := kspurLpPurL*reg11-kdPurL*x[19];
f[20] := kspurMpPurM*reg10-kdPurM*x[20];
f[21] := kspurEpPurK*reg12-kdPurK*x[21];
f[22] := kspurEpPurE*reg12-kdPurE*x[22];
f[23] := kspurCpPurC*reg13-kdPurC*x[23];
f[24] := kshflDpPurB*reg14-kdPurB*x[24];
f[25] := kspurHpPurH*reg9-kdPurH*x[25];
f[26] := kspurApPurA*reg15-kdPurA*x[26];
f[27] := ksguaBpGuaB*reg16-kdGuaB*x[27];
f[28] := ksguaBpGuaA*reg16-kdGuaA*x[28];

V1 := (k24*E7)/(1+L1*((x[13]/kamp24)^hamp24)+L4*((x[15]/kgmp24)^hgmp24)+((GTP/kgtp24)^hgtp24)+
L2*((x[11]/kimp24)^himp24)+L3*((x[14]/kxmp24)^hxmp24)+wpur24*L1*L4*((x[13]/kamp24)^hamp24)*((x[15]/kgmp24)^hgmp2
4));
V2 := (k25*E8*(x[1]/kmpra25)*(ATP/kmatp25))/((1+(x[1]/kmpra25))*(1+(ATP/kmatp25)));
V3 := ((k261*(x[2]/kmgar261)*(ATP/kmatp26))/((1+(x[2]/kmgar261))*(1+(ATP/kmatp26))))+(k262*E10*x[2]/(x[2]+kmgar262));
V4 := (k27*E12*(x[3]/kmfgar27)*(ATP/kmatp27))/((1+(x[3]/kmfgar27))*(1+(ATP/kmatp27)));
V5 := (k28*E11*(x[4]/kmfgam28)*(ATP/kmatp28))/((1+(x[4]/kmfgam28))*(1+(ATP/kmatp28)));
V6 := (k29*E13*(x[5]/kmair29)*(ATP/kmatp29))/((1+(x[5]/kmair29))*(1+(ATP/kmatp29)));
V7 := k30*E14*x[6]/(kmncair30+x[6]);
V8 := (k31*E15*(x[7]/kmcair31)*(ATP/kmatp31))/((1+(x[7]/kmcair31)+L5*(x[11]/kimp31))*(1+(ATP/kmatp31)));
V9 := k32*E16*x[8]/(kmsaicar32+x[8]);
V10 := k33*E9*x[9]/(kmaicar33+x[9]);
V11 := k34*E9*x[10]/(kmfaicar34+x[10]);
V12 := (k35*E17*(x[11]/kmimp35)*(GTP/kmgtp35))/((1+(x[11]/kmimp35)+L6*(x[12]/kads35)+
L7*(x[13]/kamp35))*(1+(GTP/kmgtp35)+L8*(x[15]/kgmp35)+(GDP/kgdp35)));
V13 := (k36*(x[12]/kmads36))/(1+(x[12]/kmads36));
V14 := (k37*(x[13]/kmamp37)*(ATP/kmatp37))/((1+(x[13]/kmamp37))*(1+(ATP/kmatp37)));
V15 := (k38*E18*x[11])/(kmimp38*(1+L9*(x[15]/kgmp38))+x[11]);
V16 := (k39*E19*(x[14]/kmxmp39)*(ATP/kmatp39))/((1+(x[14]/kmxmp39))*(1+(ATP/kmatp39)));
V17 := (k40*(x[15]^hgmp40)*ATP)/(((kmgmp40^hgmp40)+(x[15]^hgmp40))*(kmatp40+ATP));

reg8 := (1 + w8*(PurR/k83PurR))/(1 + PurR/k83PurR);
reg9 := (1 + w9*(PurR/k93PurR))/(1 + PurR/k93PurR);
reg10 := (1 + w10*(PurR/k103PurR))/(1 + PurR/k103PurR);
reg11 := (1 + w11*(PurR/k113PurR))/(1 + PurR/k113PurR);
reg12 := (1 + w12*(PurR/k123PurR))/(1 + PurR/k123PurR);
reg13 := (1 + w13*(PurR/k133PurR))/(1 + PurR/k133PurR);
reg14 := (1 + w14*(PurR/k143PurR))/(1 + PurR/k143PurR);
reg15 := (1 + w15*(PurR/k153PurR))/(1 + PurR/k153PurR);
reg16 := (1 + w16*(PurR/k163PurR))/(1 + PurR/k163PurR);

E7 := ((x[16]^4)/(((kdisAPRTase)^3)+(4*(x[16]^3))));
E8 := x[17];
E9 := x[25];
E10 := x[18];
E11 := ((x[20]^2)/(kdisPRPGALase+(2*x[20])));
E12 := x[19];
E13 := ((x[21]^2)/(kdisAIRNSase+(2*x[21])));
E14 := ((x[22]^8)/(((kdisCAIRNMase)^7)+(8*(x[22]^7))));
E15 := ((x[23]^3)/(((kdisPRASCASase)^2)+(3*(x[23]^2))));
E16 := x[24];
E17 := ((x[26]^2)/(kdisASSase+(2*x[26])));
E18 := ((x[27]^4)/(((kdisIMPDase)^3)+(4*(x[27]^3))));
E19 := ((x[28]^2)/(kdisGMPSase+(2*x[28])));
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Табл. 2
Значения параметров модели (1). Параметры представлены в формате пакета STEP+.
p[1],…,p[128] – порядковый номер параметра. kmi – константа Михаэлиса; hi – константа,
характеризующая степень нелинейности соответствующих соединений; wi – константа,
характеризующая удельную активность промотора при действии соответствующих регуля-
торов; kdisi – константа диссоциации фермента; kdi – константа деградации белка; ksi –
константа синтеза белка; ki – константа, характеризующая эффективность ингибирования
для соответствующих соединений; k24, k25, k262, k27-k35, k38, k39 – обобщенные константы
оборота фермента; k261, k36, k37, k40 – константы максимальной скорости фермента;
wpur24 – константа эффективности совместного влияния веществ. L1,…,L9 – коэффициент,
определяющий наличие регуляторного контура (0 – отсутствие связи, 1 – присутствие связи).
*Значение параметра оценено

Параметры Значение Источник Параметры Значение Источник
k24 := p[1]; 1.42487E+03 [1/с] * ATP := p[65]; 9.63000E+00 [мМ] [29]
k25 := p[2]; 6.93512E+02 [1/с] * GDP := p[66]; 6.76000E-01 [мМ] [29]
k261 := p[3]; 1.80000E-01 [мМ/с] * PurR := p[67]; 9.70000E-04 [мМ] [30]
k262 := p[4]; 1.24324E+02 [1/с] * w8 := p[68]; 4.00000E-02 [22]
k27 := p[5]; 4.38333E+02 [1/с] * k83PurR := p[69]; 4.00000E-04 [мМ] [22]
k28 := p[6]; 1.53477E+02 [1/с] * w9 := p[70]; 2.00000E-02 [22]
k29 := p[7]; 5.64991E+02 [1/с] * k93PurR := p[71]; 4.00000E-04 [мМ] [22]
k30 := p[8]; 1.08023E+03 [1/с] * w10 := p[72]; 2.55000E-01 [22]
k31 := p[9]; 1.38263E+02 [1/с] * k103PurR := p[73]; 4.00000E-04 [мМ] [22]
k32 := p[10]; 1.61432E+02 [1/с] * w11 := p[74]; 4.00000E-01 [22]
k33 := p[11]; 1.40890E+02 [1/с] * k113PurR := p[75]; 4.00000E-04 [мМ] [22]
k34 := p[12]; 1.23279E+02 [1/с] * w12 := p[76]; 4.50000E-01 [22]
k35 := p[13]; 1.68080E+02 [1/с] * k123PurR := p[77]; 4.00000E-04 [мМ] [22]
k36 := p[14]; 2.89207E-01 [мМ/с] * w13 := p[78]; 2.10000E-01 [22]
k37 := p[15]; 2.60470E-01 [мМ/с] * k133PurR := p[79]; 4.00000E-04 [мМ] [22]
k38 := p[16]; 1.93601E+02 [1/с] * w14 := p[80]; 9.80000E-01 [22]
k39 := p[17]; 2.28347E+02 [1/с] * k143PurR := p[81]; 4.00000E-04 [мМ] [22]
k40 := p[18]; 3.42932E-01 [мМ/с] * w15 := p[82]; 1.00000E+00 [22]

kamp24 := p[19]; 3.50000E+00 [мМ] [31] k153PurR := p[83]; 4.00000E-04 [мМ] [22]
hamp24 := p[20]; 2.00000E+00 [31] w16 := p[84]; 1.00000E+00 [22]
kgmp24 := p[21]; 1.10000E+00 [мМ] [31] k163PurR := p[85]; 4.00000E-04 [мМ] [22]
hgmp24 := p[22]; 4.60000E+00 [31] kdisAPRTase := p[86]; 1.00000E-03 [мМ] *
kgtp24 := p[23]; 3.70000E+00 [мМ] [31] kdisPRPGALase := p[87]; 1.00000E-03 [мМ] *
hgtp24 := p[24]; 4.60000E+00 [31] kdisAIRNSase := p[88]; 1.00000E-03 [мМ] *
kimp24 := p[25]; 3.40000E+00 [мМ] [31] kdisCAIRNMase := p[89]; 1.00000E-03 [мМ] *
himp24 := p[26]; 4.60000E+00 [31] kdisPRASCASase := p[90]; 1.00000E-03 [мМ] *
kxmp24 := p[27]; 4.90000E+00 [мМ] [31] kdisASSase := p[91]; 1.00000E-03 [мМ] *
hxmp24 := p[28]; 4.60000E+00 [31] kdisIMPDase := p[92]; 1.00000E-03 [мМ] *
wpur24 := p[29]; 3.00000E+01 [31] kdisGMPSase := p[93]; 1.00000E-03 [мМ] *
kmpra25 := p[30]; 7.00000E-02 [мМ] [32] kscvpAp1PurF := p[94]; 3.77593E-05 [мМ/с] *
kmatp25 := p[31]; 1.70000E-01 [мМ] [32] kdPurF := p[95]; 2.00000E-03 [мМ] *

kmgar261 := p[32]; 1.01000E-02 [мМ] [33] kspurHpPurD := p[96]; 8.34936E-06 [мМ/с] *
kmatp26 := p[33]; 4.50000E-02 [мМ] [33] kdPurD := p[97]; 2.00000E-03 [мМ] *

kmgar262 := p[34]; 1.22000E-02 [мМ] [34] kspurMpPurN := p[98]; 2.13325E-05 [мМ/с] *
kmfgar27 := p[35]; 4.70000E-02 [мМ] [35] kdPurN := p[99]; 2.00000E-03 [мМ] *
kmatp27 := p[36]; 5.10000E-02 [мМ] [34] kspurLpPurL := p[100]; 7.32289E-06 [мМ/с] *

kmfgam28 := p[37]; 2.70000E-02 [мМ] [36] kdPurL := p[101]; 2.00000E-03 [мМ] *
kmatp28 := p[38]; 6.50000E-02 [мМ] [36] kspurMpPurM := p[102]; 4.96032E-05 [мМ/с] *
kmair29 := p[39]; 2.60000E-02 [мМ] [37] kdPurM := p[103]; 2.00000E-03 [мМ] *
kmatp29 := p[40]; 9.00000E-02 [мМ] [37] kspurEpPurK := p[104]; 1.12908E-05 [мМ/с] *

kmncair30 := p[41]; 1.40000E-01 [мМ] [37] kdPurK := p[105]; 2.00000E-03 [мМ] *
kmcair31 := p[42]; 1.20000E-01 [мМ] [21] kspurEpPurE := p[106]; 2.11273E-05 [мМ/с] *
kmatp31 := p[43]; 1.90000E-02 [мМ] [21] kdPurE := p[107]; 2.00000E-03 [мМ] *
kimp31 := p[44]; 8.70000E+00 [мМ] [21] kspurCpPurC := p[108]; 8.14693E-05 [мМ/с] *

kmsaicar32 := p[45]; 2.90000E-03 [мМ] [38] kdPurC := p[109]; 2.00000E-03 [мМ] *
kmaicar33 := p[46]; 1.90000E-03 [мМ] [39] kshflDpPurB := p[110]; 1.11235E-05 [мМ/с] *
kmfaicar34 := p[47]; 9.00000E-04 [мМ] [40] kdPurB := p[111]; 2.00000E-03 [мМ] *
kmimp35 := p[48]; 2.00000E-02 [мМ] [3] kspurHpPurH := p[112]; 3.86296E-05 [мМ/с] *
kmgtp35 := p[49]; 2.30000E-02 [мМ] [3] kdPurH := p[113]; 2.00000E-03 [мМ] *
kads35 := p[50]; 7.50000E-03 [мМ] [3] kspurApPurA := p[114]; 2.71672E-05 [мМ/с] *
kamp35 := p[51]; 1.00000E-02 [мМ] [3] kdPurA := p[115]; 2.00000E-03 [мМ] *
kgmp35 := p[52]; 2.40000E-02 [мМ] [3] ksguaBpGuaB := p[116]; 1.03342E-05 [мМ/с] *
kgdp35 := p[53]; 8.00000E-03 [мМ] [3] kdGuaB := p[117]; 2.00000E-03 [мМ] *

kmads36 := p[54]; 3.70000E-03 [мМ] [41] ksguaBpGuaA := p[118]; 9.08000E-06 [мМ/с] *
kmamp37 := p[55]; 2.60000E-02 [мМ] [42] kdGuaA := p[119]; 2.00000E-03 [мМ] *
kmatp37 := p[56]; 7.10000E-02 [мМ] [42] L1 := p[120]; 0 или 1
kmimp38 := p[57]; 1.15000E-02 [мМ] [43] L2 := p[121]; 0 или 1
kgmp38 := p[58]; 8.00000E-02 [мМ] [43] L3 := p[122]; 0 или 1

kmxmp39 := p[59]; 2.90000E-02 [мМ] [44] L4 := p[123]; 0 или 1
kmatp39 := p[60]; 5.30000E-01 [мМ] [44] L5 := p[124]; 0 или 1
hgmp40 := p[61]; 2.00000E+00 [45] L6 := p[125]; 0 или 1

kmgmp40 := p[62]; 1.50000E-02 [мМ] [45] L7 := p[126]; 0 или 1
kmatp40 := p[63]; 3.33000E-01 [мМ] [46] L8 := p[127]; 0 или 1

GTP := p[64]; 4.87000E+00 [мМ] [29] L9 := p[128]; 0 или 1
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2.3.1. Параметрический анализ устойчивости поведения модели. Чис-
ленный анализ поведения модели биосинтеза пуриновых нуклеотидов (1) вы-
явил область значений трех параметров (kgmp24, kimp24, kxmp24), при кото-
рых реализуется неустойчивое стационарное решение (рис. 3, б). Данные пара-
метры характеризуют эффективность ингибирования GMP-, IMP-, XMP-актив-
ности ключевого фермента биосинтеза амидофосфорибозилтрансферазы (ATase,
EC 2.4.2.14). На рис. 3, а приведен анализ устойчивости решения модели (1)
при изменении параметра kimp24 на примере динамики концентраций конеч-
ных продуктов биосинтеза пуриновых нуклеотидов AMP и GMP. Значение па-
раметра kimp24 в модели (1), представленное в табл. 2, характерно для пара-
метрической области устойчивого стационарного решения. Значения парамет-
ров kgmp24, kimp24 и kxmp24, представленные в табл. 2, характерны для экс-
периментов in vitro. Однако модель (1) описывает биосинтез in vivo. Поэтому
варьирование значений параметров на два-три порядка в сторону уменьшения
имеет место быть. Таким образом, численный расчет показывает возможность
существования двух режимов функционирования системы. Незатухающие авто-
колебания являются внутренним свойством системы и никак не связаны с гене-
тической регуляцией системы.

2.3.2. Влияние негативных регуляторных петель на поведение модели
биосинтеза пуриновых нуклеотидов. В настоящее время в цепи биосинтеза
пуриновых нуклеотидов описано 9 негативных регуляторных петель, из кото-
рых четыре (L1–L4 на рис. 2, а) контролируют по механизму обратной связи
продуктами биосинтеза активность первого фермента и пять негативных петли
(L5–L9) участвуют в регуляции трех ферментов: SAICAR-синтетазы (этап 8),
AS-синтетазы (этап 12), IMP-дегидрогеназы (этап 15) (рис. 2, а). Поскольку
существующий набор параметров (табл. 2) обеспечивает устойчивое решение
системы, то любая комбинаторика связей (512 шт.) также будет давать устой-
чивое состояние. Для анализа влияния негативных регуляторных петель на ди-
намику поведения модели были проанализированы три варианта модели (1),
в которых система имела неустойчивое решение (при значениях параметров
kgmp24 = 0.001 мМ, kimp24 = 0.01 мМ, kxmp24 = 0.01 мМ). Таким образом,
было проанализировано поведение 1536 моделей (512 вариантов связей в 3 мо-
делях). Анализ динамики поведения этих моделей показал, что колебания кон-
центраций метаболитов возникают в моделях, в которых учитывается влияние
регуляторной петли L2, и/или L3, и/или L4 (рис. 2, а). На рис. 4, а показан фазо-
вый портрет поведения модели, демонстрирующий присутствие циклического
колебательного аттрактора в системе, контролируемой девятью связями, а
на рис. 4, б – тремя (L2–L4) отрицательными регуляторными контурами. Фазо-
вый портрет представлен в координатах концентраций метаболитов AMP
(x[13]) и GMP (x[15]). В обоих случаях значения параметров следующие:
kgmp24 = 0.001 мМ, kimp24 = 0.01 мМ, kxmp24 = 0.01 мМ. Стоит отметить, что
структуры аттракторов отличаются. Амплитуда AMP (x[13]) и GMP (x[15])
больше при наличии всех регуляторных связей, чем при трех связях. Таким об-
разом, разница межу структурой аттракторов есть вклад регуляторных конту-
ров L1, L5–L9 в динамику системы.
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Рис. 4. Фазовые портреты поведения модели биосинтеза пуриновых нуклеотидов от
двух переменных x[13] (AMP) и x[15] (GMP) при наличии 9 (а) и 3 (б) отрицательных
регуляторных контурах

2.3.3. Влияние делеции purR гена на поведение модели. В математиче-
ской модели (1) ключевым регуляторным белком является PurR. Структура
белка PurR координированно регулирует экспрессию всех генов, кодирующих
структуру ферментов биосинтеза пуриновых нуклеотидов (рис. 2, б). Числен-
ный анализ модели показывает, что если концентрацию PurR приравнять к нулю,
а в модели (1) ее значение равно 0.00097 мМ (табл. 1), то получим новые ста-
ционарные решения для переменных модели. Биологическая интерпретация
приравнивания к нулю значения концентрации белка PurR заключается в том,
что рассмотрен мутант с делецией гена purR. Из генной сети (генная сеть дос-
тупна по адресу http://dl.dropbox.com/u/52461630/programs.rar) видно, что му-
тант по гену purR не затрагивает экспрессию генов, кодирующих остальные
регуляторные белки. Поскольку равновесные концентрации ключевых метабо-
литов (IMP = 0.272 мМ, AMP = 0.281 мМ, GMP = 0.0237 мМ) соответствуют
литературным данным [29], наличие новых стационарных значений концентра-
ций (IMP = 5.12 мМ, AMP = 5.17 мМ, GMP = 0.026 мМ) является теоретическим
предсказанием для мутанта по гену purR. В настоящий момент на базе Инсти-
тута фармакологии и молекулярной биотехнологии Гейдельбергского универ-
ситета (г. Гейдельберг, Германия) введется измерение квазиравновесных кон-
центраций данных веществ для разных мутантов, в том числе и по гену purR.

2.3.4. Возможный сценарий влияния •NO  и PQ на поведение модели.
Во время нормального метаболизма клеток в аэробных условиях образуются
высоко реактивные молекулы, такие как О2

–, которые являются следствием не-
полного восстановления молекул кислорода, который не проходит через элек-
тронную цепь или в редких случаях действием таких внешних агентов, как па-
ракват (PQ) или окись азота ( NOi ). Образовавшиеся в результате окислительного
стресса радикалы способны непосредственно повреждать ДНК. На восстанов-
ление клетки требуется дополнительное количество нуклеотидов. Уровень нук-
леотидов напрямую не зависит от концентрации PQ и NOi . Регуляция проис-

а) б)
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ходит через сложную сеть взаимодействий TF (генная сеть доступна по адресу
http://dl.dropbox.com/u/52461630/programs.rar). Большая часть информации по
регуляции экспрессии генов регуляторных белков отсутствует. Несмотря на это,
известно, что оперон soxRS в условиях окислительного стресса регулируется
NOi  [47] или PQ [48] при их присутствии в окружающей среде. В результате
воздействия этих внешних факторов повышается уровень экспрессии оперона
soxRS, происходит наработка TF SoxS, который запускает каскад стрессового
ответа, регулируя в том числе и экспрессию гена fur. В свою очередь, TF Fur
(структура, которого кодируется геном fur) негативно влияет на наработку ин-
гибирующего регуляторного белка PurR. Таким образом, снимается ингиби-
рующий эффект и происходит повышение концентрации нуклеотидов (см.
п. 2.3.3). Математическая модель, описывающая уровень транскриптов оперона
soxRS в зависимости от концентраций NOi  и PQ, представлена в работе Ри и
соавторов [49]. Экспериментальная проверка позволит проверить адекватность
теоретического предсказания данного сценария.

Заключение

Генная сеть регуляторных белков демонстрирует возможные сценарии от-
клика генной сети, которые могут реализоваться при разных внешних условиях.
Реконструкция генной сети метаболизма нуклеотидов показывает, что гены,
кодирующие структуру ферментов, участвующих в последовательных фермен-
тативных реакциях, и не образующие одного оперона, координированно регу-
лируются одним регуляторным белком. Математическая модель, описывающая
менее одного процента метаболизма клетки, демонстрирует, что важно учитывать
физиологический диапазон параметров, которые обеспечивают несколько режи-
мов функционирования, и что существуют регуляторные петли, не оказывающие
влияние на динамику системы. Для дальнейшего развития и понимания функ-
ционирования клетки необходимо проверять предсказания модели в экспери-
ментах.

Автор выражает признательность Наталье Александровне Ри за непосред-
ственное участие в разработке программ и обсуждение научных результатов.
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Summary

M.T. Ri. Mathematical Modeling and Analysis of Escherichia coli Gene Network.
This paper presents in a graphical form the quantitative characteristics of Escherichia coli

regulatory network. Possible network responses to the key regulatory proteins under the
influence of various environmental factors are listed. As an example, a mathematical model
describing the genetic regulation of purine biosynthesis has been developed. Using this model,
two modes of functioning of the system have been revealed, i.e. stationary mode and undamped
oscillations. The parameters at which these two modes occur have been found; the range of
their values has been determined. The existence of the key regulatory loops influencing the



АНАЛИЗ И МОДЕЛИРОВАНИЕ ГЕННОЙ СЕТИ E. coli 259

system behavior is shown. Based on the model, stationary values of concentrations of the key
metabolites of purine biosynthesis (IMP, AMP, GMP) for purR mutants are predicted.

Key words: gene network, mathematical modeling, Escherichia coli.
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