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Список обозначений ко всей выпускной работе
· АССОЦИАЦИЯ – процесс присоединения мономера к концу филаменты.

· ДИССОЦИАЦИЯ – процесс отсоединения мономера от конца филаменты.

· МОНОМЕР – одно из состояний актина в клетке, в виде одной, не связанной молекулы белка.
· ОБЛАСТЬ ИНТЕРЕСА – область внутри клетки, в которой происходит измерение интенсивности флуоресценции

· ПОЛИМЕРИЗАЦИЯ АКТИНА – процесс организации мономеров актина в длинные цепи молекул белка, приводящие клетку в движение.
· ФИЛАМЕНТА – полимеризованное состояние актина.
Введение
В настоящее время идёт активное исследование биофизических и биохимических внутриклеточных процессов. В частности представляют интерес процессы движения и деления клеток, нарушения которых влияет на развитие онкологических  и ряда дегенеративных заболеваний (остеопороз, болезнь Альцгеймера) и др. [1].

Одним из основных процессов, влияющих на движение и деление клеток, является полимеризация белка актина. Актин XE "Актин"  – белок, содержащийся практически во всех живых клетках, один из основных элементов цитоскелета [2].
Основные методы изучения процессов, протекающих внутри живых клеток – эксперименты флуоресцентной микроскопии. Одними из таких методов являются методы восстановления флуоресценции после обесцвечивания (FRAP XE "FRAP" ) [3] и потери флуоресценции при обесцвечивании (FLIP XE "FLIP" ) [4]. В ходе эксперимента FRAP активные белки помечаются специальным флуоресцирующим белком, затем область интереса внутри клетки засвечивается лазером, в результате чего маркерный белок теряет свои флуоресцирующие свойства. Вследствие диффузии мономеров, в обесцвеченную область приходят флюоресцирующие мономеры и, со временем, наблюдается восстановление люминесценции в засвеченной области. В ходе эксперимента FLIP, засветке подлежит область, отличная от области интереса, в результате чего в область интереса диффундируют засвеченные мономеры, и наблюдается уменьшение (потеря) флуоресценции в ней.
Уже собрано достаточно большое количество результатов экспериментов, однако существует большая проблема интерпретации результатов, в силу отсутствия математических моделей, в полной мере описывающих внутриклеточные процессы. Имитационное моделирование позволяет рассматривать сложное взаимодействие как простой набор возможных исходов, что позволяет легко представлять данные в удобной для дальнейшей обработки форме. Так же имитационное моделирование позволяет проводить эксперимент в условиях практически не достижимых при натурном эксперименте.
В данной работе представлена и проанализирована разработанная имитационная модель полимеризации актина позволяющая интерпретировать результаты одного из экспериментов люминесцентной микроскопии – восстановления флуоресценции после обесцвечивания (FRAP).
 Глава 1

Обзор литературы
Существует достаточно большое количество разнообразных моделей полимеризации актина. Кроме различий в подходе (аналитический, статистический) модели широко различаются по количеству и виду реакций протекающих при полимеризации. В данный момент наибольший интерес представляют модели, в которых присутствуют следующие условия:

· Фиксировано начальное количество филамент и они неподвижны;

· Различная вероятность ассоциации и диссоциации мономеров на концах филамент;
· Мономеры свободно диффундируют XE "Диффузия мономеров"  по объёму.

Поэтому далее будут рассмотрены только те модели, в которых присутствуют все вышеперечисленные условия.
1.1 Аналитическая модель
Данная модель представлена в работе [5].

Формула реакций присоединения и отсоединения:
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где f – концентрация свободных протеинов
s – концентрация свободных мест для ассоциации
c – концентрация связанных комплексов
fs, kon и koff –скорости ассоциации и диссоциации соответственно

Предположим, что система находится в состоянии равновесия до обесцвечивания. Хотя обесцвечивание и изменяет количество визуально наблюдаемых свободных мономеров и прореагировавших комплексов fs – количество свободных филамент-ловушек является постоянным. Обозначим это количество sconst .
Добавив в модель эти ограничения запишем уравнения состояния для модели:
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(1.1.2)

где Df – коэффициент диффузии мономеров 
Кривая восстановления флуорисценции XE "Кривая восстановления флуорисценции"  с учетом решения системы (1.1.3) имеет вид [4] 
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(1.1.4)

где , p – комплексная переменная преобразования Лапласа 
Feq – концентрация свободного мономера
I1 и K1 – модифицированные функции Бесселя первого и второго рода соответственно
Ceq – концентрация связанного мономера
w – радиус засвечиваемой круговой области

1.2 Стохастическая модель
В модели данного типа, представленных работами [6] и [7] учитывается не только концентрация F-актина, но и длина самих нитей.

В [7] показано, что полученная модель лучше согласуется с практическими данными, чем модели на основе диффузионных уравнений. Поэтому для сравнения имитационной модели будет использоваться модель полимеризации актина, представленная в работе [7] .

Формализм модели поясним с помощью рисунка 1.2.1.
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Рисунок 1.2.1 – Формализм модели актин-полимеризации.
Предполагают зону со свободными мономерами и филаментами с постоянными во времени и объёме концентрациями cm и cf, с длинной филаменты L. Переход из одной формы актина в другую осуществляется через взаимообратный процесс, который определяется через параметры ассоциации/диссоциации к плюс-концу (B) и минус-концу (P): [image: image7.png]ki ky kg ke



. Вводятся следующие ограничения:

· Поскольку G-актин диффундирует быстро, он распределён равномерно по объёму XE "Диффузия мономеров" .

· Филаменты равномерно распределены по объёму.

· Область засветки представляет собой круг.

· Отсоединившиеся молекулы актина покидают область интереса быстро и безвозвратно. Такое предположение обоснованно в условиях малой области засветки и большей скорости диффузии в сравнении со скоростью реакции.

После обесцвечивания области клетки, филаменты могут быть представлены как последовательности из обесцвеченного и флуоресцирующего актина, распределение длин которых зависит от размеров области засветки. Итоговую кривую FRAP получают как, суперпозицию вероятностей того, что любой засвеченный актин диссоциирует с любого из концов до конечного времени t.
В работе [7] показано, что вид кривой  XE "Кривая восстановления флуорисценции"  FRAP задаётся функцией (1.2.1):
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(1.2.1)
Где
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(1.2.2)
где [image: image13.png]


и [image: image15.png]


- вероятности того, что филамента с минус и плюс конца, соответственно, диссоциирует полностью в области засветки

[image: image16.wmf]L
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  – средняя длина филаменты

φ(x0) – нормализованное распределение по длине филамент внутри области обесцвечивания
В рассмотренных моделях речь идёт лишь о средних концентрациях вещества либо о концентрации в некоторых подобластях (вне и внутри зоны обесцвечивания). Данные модели не подходят для точной интерпретации данных экспериментов, так как не дают возможности чётко визуализировать процесс полимеризации актина и не позволяют рассматривать возникающие в результате этого процесса неоднородности.

Глава 2

Методика исследований
В разработанной имитационной модели используется объектно-пространственное представление молекул актина. Данное решение позволяет с лёгкостью визуализировать весь процесс актин-полимеризации в условиях FRAP-эксперимента. Однако необходимо понимать, что данный метод является сильно затратным, так как необходимо проводить цикл моделирования по всем объектам-молекулам.

Для моделирования диффузии XE "Диффузия мономеров"  реализован прямой метод моделирования – основанный на использовании коэффициента диффузии и законов непосредственного перемещения вещества (законы Фика XE "Законы Фика" ):
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где С – концентрация вещества
J – плотность потока вещества
Df – коэффициент диффузии

Предполагается, что

· Каждая молекула может переместиться относительно своего текущего положения влево или вправо на расстояние δ QUOTE 
  и на такую же величину верх или вниз за время τ QUOTE 
 .

· Движение молекулы вдоль оси x независимо относительно движения по оси y.
· Все перемещения равновероятны и не зависят от положения в предшествующие моменты времени.

· Движение молекул независимо друг относительно друга.

Плотность вероятности такого движения представляет собой двумерное Гауссово распределение [3]:

[image: image25.png]P(x,y)dxdy = ﬁnﬁ e








(2.3) 

Блок-схема алгоритм моделирования представлена на рисунке 2.1.
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Рисунок 2.1 – Блок-схема алгоритма моделирования.
В блоке 1 производится ввод начальных значений: коэффициентов реакций, начальных значений количества молекул-объектов, радиуса взаимодействия, шага по времени и максимального времени моделирования. В блоке 2 генерируется первоначальное расположение молекул. 

В блоке 3 начинается цикл по всем молекулам. В блоке 4 проверяется, была ли засвечена молекула и принадлежность её к области интереса в текущий момент, после проверки изменяются данные для построения кривой FRAP. В блоке 5 для каждой молекулы выбираются возможные реакции и реагенты (учитывается пространственное расположение и наличие взаимодействующих соседей). В блоке 6 разыгрывается реакция с учётом коэффициентов реакций, для свободных и не прореагировавших частиц генерируются новые координаты. Увеличиваем текущее время системы в блоке 7. Продолжаем цикл пока не достигнем конечного времени в блоке 8.

Модель реализована с помощью объектно-ориентированного языка программирования С++. 

Для удобного доступа к методам модели, удобства визуализации и работы на различных платформах было разработано ПО на базе кросс-платформенной среды разработки QT Framework – FActinPoly XE "FActinPoly" . 

Большое внимание в процессе разработки было уделено графическому представлению данных (кривой восстановления флуоресценции) и визуализации актин полимеризации. На рисунке 2.2 представлен пример работы программы. 
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Рисунок 2.2 – Интерфейс программы FActinPoly
Глава 3

Основные результаты

3.1 Методика сравнения
Для сравнения и оценки результатов моделирования проводилась следующая процедура:

Генерировались данные имитационной модели.

Проводилось усреднение результатов моделирования (минимум 3 реализации). На основании дисперсии результатов от усреднённого значения интенсивности флуоресценции строился 95% доверительный интервал равный, на рисунках границы интервала обозначены пунктирной линией.
 Данные загружались в пакет Mathematica [8], т.к. модель [7] реализована в данном пакете.
Производилась аппроксимация сгенерированных теоретических кривых стандартной функцией FindFit.  Параметры аппроксимации выбирались следующие: коэффициент растяжения – c, концентрация F-актина  – a, средняя длина актина – b. Коэффициенты присоединения и отсоединения актина, в силу физической подобности и представления не аппроксимировались, а рассчитывались пропорционально.

Результаты приближения оценивались по критерию Пирсона [9], для проверки качества приближения, и по критерию Фишера [9], для проверки значимости разброса значений и принадлежности выборок одной генеральной совокупности. 

Тестирование проводилось для разных областей засветки: круг в центре (разные диаметр круга), полоса, проходящая сквозь всю клетку.

3.2 Результаты сравнение для круглой области засветки
Размер клетки – 1000х1000 нм, количество филамент – 20, радиус засветки 200 нм.

 На рисунке 3.2.1 приведены результаты моделирования и приближения со значением параметров a =  3.4, b = 805.4 , c =0.39. Значение расчётного значения критерия [image: image29.png]


 = 43.2, критическое значение 
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Дисперсия усреднённого результата моделирования по всему времени моделирования = 0.105.

Дисперсия аппроксимации при заданных параметрах по всему времени моделирования = 0.104.

Расчётное значение критерия Фишера = 1.01.

Критическое значение критерия Фишера = 1.28.

Видно, что результат имитационной модели достаточно точно аппроксимируется теоретической моделью (выполнение двух критериев и визуальное наложение).

На рисунке 3.2.2 приведён отдельный результат моделирования.

Дисперсия усреднённого результата моделирования по всему времени моделирования = 0.105

Дисперсия аппроксимации при заданных параметрах по всему времени моделирования = 0.101

Расчётное значение критерия Фишера = 1.0452

Критическое значение критерия Фишера = 1.2796

На рисунке 3.2.2 виден провал со 100 до 130 секунд восстановления флуоресценции по имитационной модели, это объясняется, тем, что вначале в область интереса попали минус-концы нити, а плюс-концы находились за пределами области засветки (см. рисунок 3.2.3). Разрастаясь в сторону от области интереса они захватывали не обесцвеченные мономеры, и поэтому процесс затормозился. Подобное поведение невозможно объяснить, используя не пространственные модели. Принимая гипотезу о равенстве дисперсий можно утверждать, что отклонение на 100-130 секундах не является критическим и полученный результат моделирования совпадает с теоретическим расчётом.
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Рисунок 3.2.1 – Результаты моделирования процессов актин-полимеризации и аппроксимация кривой восстановления флуоресценции моделью 2.3 при радиусе засветки 200 нм. 
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Рисунок 3.2.2 – Результаты моделирования процессов актин-полимеризации и аппроксимация кривой восстановления флуоресценции моделью 1.2 при радиусе засветки 200 нм с неоднородностью в области засветки.
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Рисунок 3.2.3 – Имитационное моделирование актин-полимеризации в момент времени  t=0. Пространственное отображение.
Размер клетки – 1000х1000 нм, Различные концы  филамент, кол-во филамент 20, радиус засветки  180 нм.

На рисунке 3.2.4 приведены результаты моделирования и приближения со значением параметров a = 3.7, b = 685.4 , c =0.58. Результат расчётного значения критерия [image: image36.png]


 = 46.8, критическое значение 
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Дисперсия усреднённого результата моделирования по всему времени моделирования = 0.0232

Дисперсия аппроксимации при заданных параметрах по всему времени моделирования = 0.0225

Расчётное значение критерия Фишера = 1.0334

Критическое значение критерия Фишера = 1.2711
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Рисунок 3.2.4 – Результаты моделирования процессов актин-полимеризации и аппроксимация кривой восстановления флуоресценции моделью 1.2 при радиусе засветки 180 нм.

Вновь видно очень хорошее наложение кривых и выполнение критериев Хи-квадрат и Фишера. Можно предположить, что диапазон радиуса засветки от 170 до 210 нм, является наилучшим с точки зрения согласия моделей.

Видно, что коэффициент a не изменяется от реализации к реализации, что совпадает с действительностью – при всех реализациях концентрация F-актина одинакова. Значение коэффициента b варьируется в более широких пределах, однако и этот параметр в имитационной модели остаётся практически неизменным, так как засветка осуществлялась по достижении точки равновесия. Можно предположить, что в данном случае этот параметр определяется не как средняя длина филаменты, а как средняя засвеченная длина. 

3.2 Результаты сравнения для области засветки полосой
Размер клетки – 1000х1000 нм, количество филамент – 20, засвечивается полоса вдоль клетки – ширина полосы 200 нм.
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Рисунок 3.2.1 – Результаты моделирования процессов актин-полимеризации и аппроксимация кривой восстановления флуоресценции моделью 1.2 при засветке полосой шириной 200 нм.

На рисунке 3.2.1 приведены результаты моделирования и приближения со значением параметров a = 2.5, b = 525.8, c = 0.51. Результат расчётного значения критерия [image: image42.png]


 = 198.1, критическое значение критерия 

 = 254.2.

Дисперсия усреднённого результата моделирования по всему времени моделирования = 0.0121.

Дисперсия аппроксимации при заданных параметрах по всему времени моделирования = 0.0148.

Расчётное значение критерия Фишера = 1.2231.

Критическое значение критерия Фишера = 1.2489.

Критерий хи-квадрат говорит о принятии гипотезы о виде распределения, также результат критерия Фишера говорит о принятии равенства дисперсий моделирования и приближения. Однако видно, что скорость роста кривой у модели намного больше и выход на насыщение не такой явный. Бóльшую скорость восстановления объясняется формой засветки: в силу нормального распределения диффузии мономеров, не засвеченные мономеры быстрее оказываются в прямоугольной полосе (см. рисунок 3.2.2). Но молекулам из центра выйти сложнее, поэтому кривая имитационной модели не вышла в насыщение.
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Рисунок 3.2.2 – Пространственный вид имитационной модели через 7 секунд после начала засветки полосой шириной 200 нм (Прямоугольником выделена область интереса)

Глава 4

Обсуждение результатов

При всех проверенных условиях засветки имитационная модель показала удовлетворительный результат. В некоторых случаях имитационная модель смогла показать более чёткую картину процесса и объяснить отклонения от теоретических показателей. 

По итогам сравнения с моделью 1.2 можно сделать следующие выводы:
· При круглой области засветки модели показали наилучшую сходимость результатов; 

· При засветке полосой математическая модель показала не удовлетворительные результаты. Вид FRAP-кривой при засветке полосой теоретическая модель смогла объяснить лишь увеличением концентрации филамент, увеличение средней длины филаменты – не давало нужного результата; 

· Математическая модель не смогла предвидеть увеличение скорости роста кривой восстановления флуоресценции при некруглой области засветки;

· У параметра b, полученного при аппроксимации математической модели, нет прямого эквивалента в имитационной модели, однако он может представлять собой среднюю длину засвеченной части филаменты. Несовпадение параметра, может быть объяснено, тем, что в модели 1.2 область засветки учтена лишь качественно и косвенно выражается через этот параметр;

· При засветке полосой скорость восстановления кривой гораздо больше, чем при круговой засветке.
Заключение

В работе рассмотрена разработанная имитационная модель полимеризации актина для интерпретации экспериментов люминесцентной микроскопии – восстановления флуоресценции после обесцвечивания. В ходе разработки  решены следующие задачи:

· Исследованы существующие модели анализа данных FRAP;

· Проведено сравнение и анализ имитационной и стохастической моделей.
Имитационная модель даёт хорошее соответствие с математической моделью, предложенной в [7], в пределах ограничений, наложенных математической моделью. При несоблюдении ограничений разногласие моделей явно не наблюдалось, хотя критерий Фишера даёт возможность принять решение о приемлемости результата. Различие моделей обусловлено ограниченностью математической формулы (1.2.1) вследствие оперирования средними величинами.
Имитационная модель позволяет получить пространственное расположение молекул в ходе вычислительного эксперимента, что позволяет провести дополнительный анализ кривых FRAP.
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Приложение Б
Интернет ресурсы в предметной области исследования 

1. http://vak.org.by/ – Сайт высшая аттестационной комиссии Республики Беларусь, являющейся республиканским органом государственного управления, реализующим функцию государственного регулирования в области аттестации научных и научно-педагогических работников высшей квалификации, и подчиняется Президенту Республики Беларусь.
2. http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/ – текстовая база данных медицинских и биологических публикаций на английском языке, на основе раздела «биотехнология» Национальной медицинской библиотеки США (NLM). PubMed является бесплатной версией базы данных MEDLINE.

3. http://qt.nokia.com/products/ – Сайт кросс-платформенного инструментарий разработки ПО на языке программирования C++. На сайте присутствует развитая система помощи разработчикам.
4. http://elsevier.com/ – многофункциональный сайт, представляющий собой смешение новостного сайта и коллективного блога, созданный для публикации новостей, аналитических статей, мыслей, связанных с информационными технологиями, бизнесом и Интернетом.
5. www.intelligen.com – сайт компании INTELLIGEN, которая занимается разработкой программ имитационного моделирования. На сайте есть возможность скачать данные программные продукты. Есть документация по их использованию.
6. http://www.cscjournals.org/csc/home.php - Computer science Journals (CSC Journals) свободный издатель, чья работа ориентирована на исследования, а также их практическое и промышленное применение. 
7. http://como.cheng.cam.ac.uk/ – вебсайт научной группы Кембриджского университета, занимающейся численным моделированием. 
8. http://planetmath.org – ресурс, содержащий академические математические знания и предоставляющий их использование пользователям сети Интернет.
9. http://www.cell.com/biophysj/ - данный источник представляет собою наиболее полное собрание научных статей в области биологии, биохимического моделирования. Удобный интерфейс облегчает поиск нужного материала.
10. https://github.com/ – ресурс, предоставляющий возможность свободного доступа к коду, библиотекам и статьям по программированию других пользователей.
Приложение В

Действующий личный сайт в WWW
http://rak-siarhei.narod2.ru/
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Приложение Г 

Граф научных интересов
Граф научных интересов

Магистранта Рака С.А. 

Факультет радиофизики и компьютерных технологий

Специальность радиофизика

	Смежные специальности
	Основная специальность
	Сопутствующие

специальности

	05.11.07 – оптические и оптико-электронные приборы и комплексы.
1. Математическое моделирование физических процессов в оптоэлектронных приборах и устройствах.

2. Оптические комплексы, в том числе и лазерные для медицинских и биологических применений, а также оптические и спектроскопические аналитические методы, приборы и комплексы.

	01.04.03 – радиофизика.
1. Нелинейные динамические системы, процессов и систем. 

2. Статистическая радиофизика. 

3. Квантовая радиофизика


	05.13.01 – системный анализ, управление и обработка информации, физ.-мат., техн.
1. Визуализация, трансформация и анализ информации на основе компьютерных методов обработки информации.

2. Методы и алгоритмы решения задач системного анализа, оптимизации, управления, принятия решений и обработки информации.



	01.04.04 – физическая электроника
1. Эмиссионная электроника.

2. Электронно-лучевая электроника.


	
	05.13.18 – математическое моделирование, численные методы и комплексы программ, физ.-мат., техн.
1. Математические методы моделирования систем, процессов и явлений.
2. Качественные, аналитические, приближенные, численные и имитационные методы подготовки и реализации этапов вычислительного эксперимента.




Приложение Д

Тестовые вопросы по «Основам информационных технологий»

Вопрос № 1.

	Какой из перечисленных тегов существует в HTML?

	(
	<code>

	(
	<color>

	(
	<quote>

	(
	<address>


<question type="single_choice" id="017">


<text>


Какой из перечисленных тегов существует в HTML?

</text>



<answers type="request">


<answer id="0171" right="1"> <code> </answer>


<answer id="0172" right="0"> <color> </answer>


<answer id="0173" right="0"> <quote> </answer>


<answer id="0174" right="0"><address></answer>


</answers>

</question>

Вопрос № 2.
	Что из перечисленного не является характерной чертой аналитических моделей?

	(
	Возможность получать информацию только о средних значениях рассматриваемых величин.

	(
	Возможность рассматривать присутствие различных шумов, связанных с дискретностью системы.

	(
	Замена реализаций случайных величин их средними значениями.


<question type="single_choice" id="517">


<text>


Что из перечисленного не является характерной чертой аналитических моделей?

</text>



<answers type="request">

<answer id="5171" right=”0”>
Возможность получать информацию только о средних значениях рассматриваемых величин.
</answer>

<answer id="5172" right=”1”>
Возможность рассматривать присутствие различных шумов, связанных с дискретностью системы.
</answer>

<answer id="5173" right=”0”>
Замена реализаций случайных величин их средними значениями.
</answer>

</answers>

</question>
Приложение Е
Презентация магистерской диссертации 
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5. Поиск ближайших молекул с которыми возможна реакция


1. Начальные условия, Ki, Ci,  rinter, dt, tmax


2. Генерация поля


4. Определение принадлежности области интереса и состояния засветки


6. Розыгрыш реакции на основании Ki


3. Цикл по всем молекулам


7. t = t + dt


8. t < tmax


Да
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