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Abstract

Viral infections are one of the most dangerous sources of diseases affect-
ing humans and animals. For example, Hepatitis C virus (HCV) infections are
among major global health problems and concern 3% of the human popula-
tion [Wor00]. Most of these infections become chronic and lead to liver failure,
including brosis, cirrhosis and hepatocellular carcinoma [CMO06]. Another com-
mon virus is HIV (Human immunodeficiency virus) which infects approximately
34 million people worldwide and kills over 1 million each year [oHTI].

Mathematical models of viral infections have been valuable tools in address-
ing biologically important questions concerned with crucial features of viral
dynamics. This thesis describes in details consecutive steps that have to be
completed to prepare the valuable model of such an infection. This is achieved
by fulfilling following goals:

1. Reviewing already existing modelling techniques and analysing the clas-
sical model of viral infection (Chapter [4)).

2. Designing an intuitive, easily understandable by biologists language for
describing mathematical models of viral infections (Chapter [5).

3. Designing simulation framework and algorithms for analysing viral infec-
tions (Chapter [6)).

4. Designing better statistical methods for analysing therapy efficiency in
the human population (Chapter @



2 Abstract

The following is a short summary of chapters describing results corresponding
to each of the goals listed above.

Existing models of viral infections

There are several groups of methods dedicated to modelling biological sys-
tems. Probably the most popular group of methods use systems of differential
equations [Per89L [WNO02, [DGPL11] [SHOS]. The application of these methods
requires both advanced knowledge and experience with mathematical analysis.
The example system of differential equations is presented in equations

The second group of modelling methods involves designing dedicated formal
languages. This group of tools includes for example XMLlab [MP04] and SBML
[HEST03| languages based on XML, JiST based on Java [BHvVR05], SimPy
based on Python [MV03], Antimony [SBCS09] or the immune system simulation
frameworks MSI[MLET08] and CAFISS [TJ05]. Also rule-based approaches
[Faelll MRUT1] that have recently been quite popular fall into this group. All
of them require the user to know a programming language. An example SBML
model is presented in appendix [A:1] an example Antimony model is presented
in listing [£.2] and an example set of rules is presented in equations [£-44.12]

The third group of methods consists of higher level software that have some
graphical user interface (GUI) that can be used for easy visual construction of
biological system models . Unfortunately all the existing packages either have
very limited functionality or require preparation of several scripts written in
formal programming language to supplement the graphically designed part. Ex-
ample tools in this group are Brahms [SCvH03], AndroMeta [And12], NetLogo
[Wil99] or SBGN [LHM™09]. The example SBGN model is presented in figure
and its formal description in section

The last group of methods is composed of programs that help to construct
models from blocks using graphical user interface, but in this case the researcher
has to have perfect understanding of how to formally model biological interac-
tions (for example using differential equations). These are programs like Math-
works Simulink [KATI] and WinFACT [Berl2]. Example Simulink models are
presented in figures [A.1] and

All modelling methods described above usually consists of some software
used to prepare a description of the model using a computer and some simula-
tion framework that can be used to analyse them. Most of these methods were
extensively used to model viral infections. However, even using these very well
known and commonly applied tools and algorithms, some important analyses
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can be omitted. For example, usually during analysis of an HCV infection, the
available clinical data are limited to the level of HCV RNA in serum. Acquis-
ition of more detailed data, such as the number of uninfected and infected
hepatocytes, requires invasive procedure of liver biopsy, followed by sophist-
icated analyses. This probably explains why authors of mathematical models
of HCV kinetics usually pay attention only to the equation that describes the
level of the viral RNA in serum and use this equation to fit their model res-
ults to data. This approach can give rise to misleading conclusions, because
one cannot state that a model’s solution correctly fits to data unless equations
modelling the number of hepatocytes give at least reasonable results. In most
of the models it is assumed that the number of hepatocytes is constant during
first days of therapy and this fact is not verified in simulation results. However,
solution of the equation that models the number of virions can fit perfectly, but
unless the solution of equations that model the number of hepatocytes fits data,
the model does not have to explain data correctly. Such a case is described in
section [{.1.1] and using agents based model is investigated. More details about
this analysis can be found in [WIFB11, WPB12].

Formal description of biological models

Computational modelling in biology connects two different groups of discip-
lines — computational mathematics and computer science with biology, with a
mutual benefit. Mathematicians and computer scientists help to process large
amount of data and to find regularities in them, and in turn, biology provides
challenging problems that are not found in other disciplines [dVHL™06]. How-
ever, at the point of contact of such different disciplines, communication prob-
lems arise. Biologists often have insufficient knowledge of mathematics and
computer science to describe biological systems in a formal way and when math-
ematicians and computer scientists do this on their behalf, biologists have dif-
ficulties to understand and verify such descriptions. Moreover, mathematicians
themselves have a problem with gathering coherent and precise biological know-
ledge required to define models of biological systems.

None of the methods presented in the previous section provides an intuitive
modelling tool for a person without high mathematical or programming skills.
Time consuming and expensive cooperation with a mathematician or computer
scientist is usually required to apply them. To solve this problem the ModeLang
language was designed (modelang.cs.put.poznan.pl). It is a new formal language
that can be used to describe viral infection models. It can be a useful tool
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facilitating cooperation between researchers from different disciplines working
on models of viral infections. To make its use easy, it was designed to be as
similar as possible to a natural language [CHO4]. Finally, thanks to the open
and free architecture it can be used as an input for many different modelling
techniques.

ModeLang is an innovative, expert-friendly language. The results of its tests
clearly show that a description written in ModeLang is much easier to un-
derstand, modify or even create from scratch for biologists than for example
a definition of model based on differential equations. As a result the use of
ModeLang can significantly speed up computational verification of formulated
biological hypotheses. This will make the process of designing new therapies
and medicines much easier, faster and cheaper, and as a result it can save many
lives and help to improve health of many patients.

To make sure that ModeLang is biologist-friendly during the research phase
it was consulted with biologists from the Institute of Bioorganic Chemistry
in Poznan. This cooperation helped to improve ModeLang and to make it
easier to use. ModeLang can certainly be an interesting tool for all experts who
analyse viral infections and it can become an important link between biologists
and mathematicians specializing in a modelling software. Additionally, after
preparation of suitable keywords dictionaries, it can be successfully used in
other disciplines.

Details of the implementation of the language and results of its evaluation
can be found in [WPB12].

Multi-agent model of HCV infection

Although differential equations constitute a very well-known and versatile
methodology, they have some disadvantages. For example they do not allow
to model space, add custom attributes, and their analysis involves advanced
mathematical theory. That is why some other modelling techniques have been
recently designed [MAWT2, [WJK™10].One of them is an approach based on
multi-agent simulations [AMDMV09]. There are a few authors that tried to
utilize agents to model mainly HIV infection [ZKCO05, MLEFT08, TKI™10], but
only one research group [IKIT10| assumes that multi-agent simulations can be
used for HCV. Moreover all of the existing work is rather only a basic example
that this type of models can be successfully used to simulate viral infection.
The proposed approaches lack clearly defined goals and algorithms for setting
values of unknown parameters in a process similar to data fitting. Only [ZKC05]
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presents an algorithm for verification of some commonly assumed theories about
HIV infection in a general case.

To prove the usefulness of this type of modelling a comprehensive algorithm
for construction and verification of multi-agent model of HCV infection was
designed. To achieve this, first an example model designed by means of analogy
with an already existing model [DMZ™05| was prepared. Then a procedure
for performing some more complex analyses using multi-agent simulation was
designed. Finally, the algorithm for finding values of parameters existing in the
model was proposed, which can be used to tune and verify the model for a
specific patient.

The use of multi-agent simulation instead of differential equations has many
advantages (see also [AMDMV09]), such as:

1. Interaction rules are written using biological terms instead of mathemat-
ical variables and parameters. Consequently, the rules better reflect the
actual complexity of interaction network. In addition, they can be easily
understood and defined by users without expert mathematical knowledge.

2. It is easier to modify rules. Usually after introducing a modification only a
simple change in simulation’s definition is required instead of a repetition
of a complex mathematical analysis.

3. Objective function and constraints can be more complex. They do not
have to be limited to data fitting but for example can define expected or
maximal rates of some processes or change in defined moments.

4. Tt is possible do define precise spatial dependencies and distinguish between
different cells of the same type. In differential equations all cells of the
same type are assumed to behave identically, whereas in multi-agent sys-
tems their behaviour may depend on certain attributes (for example ge-
netic mutations).

5. There are greater possibilities to analyse the results because each cell is
simulated separately. Thereby, it can be analysed how a single cell or a
group of cells affects the results of the experiment.

6. It is easy to model randomness by introducing random variables.

Some of the above advantages were demonstrated during the computational
experiment which proved that it is trivial to define custom objective function
and use them to find values of model’s parameters. The experiment also proved
that the genetic algorithm can be successfully used to optimize this function
and draw valuable results.

Moreover the inverted simulation method was proposed. This method solves
the problem of finding values of parameters used in models for specific patients.
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Using this method anyone can analyse viral infections using techniques similar
to models based on differential equations but making the use of all advantages
of a multi-agent simulation. This method is an important tool that was not
described in any earlier work related to the use of multi-agent systems in viral
infections modelling.

Details of the implementation of the language and results of its evaluation
can be found in [WIJFBII WIFBI12].

Modelling HCV therapy efficiency

At present, all patients with chronic hepatitis C who meet certain standard
inclusion criteria are subjected to the interferon-ribavirin treatment. Since the
therapy is effective only for about 60%-80% of them, it would be advantageous
to modify and restrict the criteria, in order to improve the treatment efficiency,
i.e. to limit it to patients in whom the therapy benefits outbalance the risks.
This appears to be of special importance in view of the fact that the admin-
istration of currently used medicines is often connected with significant side
effects, including flulike gastrointestinal and psychiatric symptoms [MHOQQ].

The aim of the designed algorithms was to propose a method for early stage
hepatitis C virus (HCV) patients’ assessment, under which predictions can be
made about treatment efficiency. In consequence, a method of HCV population
analysis was proposed that is useful for predicting CHC treatment outcomes.
This method was then used to propose a mathematical approach that could
support the process of patients’ qualification for treatment.

Earlier it was proposed in [KFFT05] that phylogenetic trees and the mean
Hamming distance of HCV populations can be useful in predicting a CHC
treatment outcome. Starting from this fact, a linear regression analysis was
employed to test the dependency between the genetic variability of the virus
and its accumulation reflected in the RNA level in blood. R? coefficient for
regression, confirmed by the F and t tests, turned out to be reasonably high
(0.39). This allowed to use the level of viral RNA accumulation as a proxy for
genetic variability. Then the types of responses to treatment were associated
with the three patient groups (N, M, H), separated by the different virus RNA
levels. Next, matrices describing transitions between the groups were construc-
ted. Finally the therapeutic efficiency was analysed using unprocessed data
and results of the algorithm that uses transition matrices. The results indic-
ated that RNA accumulation below 5.256 Y can be regarded as a threshold

ml
separating patients with high probability to develop a sustained response from
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those whose response was null or temporary. Gathering more data from a larger
group of patients could contribute to improving (i.e., “tuning” the threshold)
the current criteria of patient qualification for CHC therapy.

Detailed description of algorithms and results of computational experiments
can be found in [WJK'10).






Wstep

1.1 Rozwdj technologii informatycznych a modelo-
wanie infekcji wirusowych

Infekcje wirusowe sa jednym z najgrozniejszych zrédet choréb u ludzi, zwie-
rzat oraz roslin. Powoduja wiele choréb o réznorodnych objawach oraz potra-
fia tatwo rozprzestrzeniaé si¢ w obrebie populacji. Pomimo wieloletnich badan
wielu infekcji nadal nie mozna wyleczy¢ i w rezultacie moga one prowadzi¢ do
ciezkich powiktan, a nawet Smierci. Mimo ze pierwsze wirusy zostaly odkryte
i opisane juz ponad sto lat temu [DELQ7], mechanizm dzialania i reprodukcji
wielu z nich jest nadal nieznany lub nie do konca rozumiany. W celu opraco-
wania skutecznych terapii oraz szczepionek zabezpieczajacych przed infekcja
wazne jest dokladne zbadanie i opisanie tych proceséw. Dlatego tez wirusolo-
gia jest w ostatnich dziesiecioleciach bardzo intensywnie rozwijajaca sie galezia
biologii.

Jednak rozwdj wirusologii, tak samo jak wielu innych dyscyplin naukowych,
nie moglby by¢ tak szybki, gdyby nie byl wspierany przez informatyke, ktora
jest bezdyskusyjnie najszybciej rozwijajaca sie obecnie dyscyplina. Od lat czter-
dziestych minionego wieku, gdy skonstruowano pierwsze komputery [Gol80], do
czaséw obecnych, dokonatl sie w tej dyscyplinie niewyobrazalny postep. Kom-
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putery, o ktérych sto lat temu wspominali co najwyzej wizjonerzy, obecnie
towarzysza nam na kazdym kroku w postaci inteligentnych telefonéw, potra-
fig dos¢ dobrze tlumaczy¢ jezyki naturalne, prowadzi¢ samochody i samoloty,
a w najmocniejszych konfiguracjach instalowanych w centrach obliczeniowych,
pod wzgledem liczby wykonywanych operacji, przewyzszaja kilkukrotnie ludzki
mozg. Towarzyszacy rozwojowi komputerow rozwdj technologi sieciowych oraz
technik sktadowania, wymiany i analizy informacji doprowadzil do tego, ze ak-
tualnie informacja stala sie dobrem niematerialnym réwnie cennym jak dobra
materialne, a spoleczenstwo, w zyciu ktorego stala sie ona kluczowa, nazwano
spoleczenstwem informacyjnym.

Dzigki gwaltownemu rozwojowi technologii informatycznych opracowywane
narzedzia komputerowe staly sie nie tylko dobrem wykorzystywanym przez
wigkszos¢ spoteczenstwa w celach konsumpcyjnych, aby uczynié ich zycie wy-
godniejszym i przyjemniejszym. Innowacyjne technologie informatyczne znala-
zly réwniez wazne zastosowanie w praktycznie kazdej dziedzinie nauki. Stwier-
dzenie to prawdziwe jest réwniez w przypadku opisywania oraz analizowania
infekcji wirusowych, gdzie znaczaca role odgrywaja modele matematyczne i in-
formatyczne, pozwalajace lepiej zrozumieé zachowanie systeméw biologicznych
oraz prognozowac ich zachowanie pod wplywem zmieniajacych sie czynnikéw
zewnetrznych, takich jak zmiany zachodzace w organizmie lub aplikowana te-
rapia. Aby zrozumie¢ poziom zaawansowania opisywanych systeméw biologicz-
nych wystarczy zdac sobie sprawe, ze liczba interakcji i proceséw, ktére wyste-
puja w ludzkim organizmie moze by¢ liczona w dziesiatkach tysiecy, a gdyby
mierzy¢ ztozonosé organizmu ludzkiego wytacznie za pomoca skomplikowania
jego kodu genetycznego, to zawarta w nim informacja bytaby poréwnywalna do
1 GB danych komputerowych. Takiej liczby proceséw oraz iloéci danych nie da
si¢ zanalizowac recznie, nawet przy udziale wieloosobowego zespolu Swiatowej
klasy ekspertéw. Dlatego tez komputery staly sie nieodlacznym narzedziem
pracy kazdego biologa, w szczegdélnosci wirusologa, a rozwdj technik mode-
lowania systemow biologicznych doprowadzil do zdefiniowania nowego dziatu
biologii nazywanego biologia systemowa.

Modelowanie matematyczne i informatyczne w biologii to proces wieloeta-
powy. Najpierw nalezy zdefiniowa¢ model tak, aby odzwierciedlal obserwowana
rzeczywisto$é, na poziomie wystarczajaco szczegbtowym w prowadzonych bada-
niach. Ten proces zazwyczaj wymaga bliskiej wspotpracy biologéw posiadaja-
cych wiedze dziedzinowa oraz informatykéw (matematykéw). Nastepnie model
jest analizowany, czasami analitycznie, a coraz czgsciej z uzyciem oprogramo-
wania symulacyjnego. Na etapie analizy modelu musi nastapi¢ jego weryfikacja
w oparciu o rzeczywiste, zaobserwowane i zmierzone wartoéci, jego ewentu-
alna korekta oraz dostrojenie wystepujacych w nim parametrow. Ostatecznie
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na podstawie opracowanego i zweryfikowanego modelu mozna wyciagnaé¢ wnio-
ski biologiczne. Jest to kluczowy etap calego procesu, gdyz dokonanie nowych
obserwacji dotyczacych analizowanego systemu jest gléwnym celem kazdego
procesu modelowania w biologii.

Przy realizacji procesu modelowania wystepuja zazwyczaj dwa gtéwne pro-
blemy. Po pierwsze problem komunikacji pomiedzy informatykami, a biologami.
Eksperci specjalizujacy sie w modelowaniu potrafig doskonale wykorzystaé ist-
niejace narzedzia informatyczne i matematyczne, natomiast czesto maja duzy
problem ze zrozumieniem proceséw biologicznych wystepujacych w modelowa-
nym systemie. Biolodzy natomiast bardzo dobrze znaja i rozumiejg dzialanie
systemu, natomiast nie potrafia przelozy¢ tego na $ciste i konkretne regutly,
ktore mogliby przekazaé zespolowi wspierajacemu ich w modelowaniu. Powo-
duje to, ze czesto wspdlpraca przy modelowaniu systemu biologicznego ciagnie
sie miesigcami, a nawet latami, zanim uda sie zbudowa¢ model wiernie odwzo-
rowujacy rzeczywistosé.

Drugim problemem wystgpujacym w procesie modelowania jest niezgodnosé
opracowanego modelu z rzeczywistos$cia. Poniewaz systemy biologiczne sg nie-
zmiernie zlozone, czesto opisane za pomoca kilkudziesieciu réznych zaleznodci,
ktére nie zawsze sg dobrze poznane, a czasem w ogdle nieznane, moze okazaé
sie, ze skonstruowany model nie bedzie wlasciwie odzwierciedlal rzeczywistych
zachowan. W takim przypadku warto, aby modyfikacje i ponowna weryfikacja
bytly tatwe do przeprowadzenia, co niestety nie zawsze jest mozliwe.

Pomimo nastepujacego w ostatnich latach gwaltownego rozwoju technik
modelowania informatycznego i matematycznego w biologii, w tym w wirusolo-
gii, opisane powyzej problemy pozostaja w wielu przypadkach caly czas nieroz-
wiazane. Co prawda zazwyczaj nie uniemozliwia to skonstruowania ostatecz-
nego, poprawnego modelu, nie mniej zdecydowanie ten proces opéznia, czyni go
bardziej kosztownym i w przypadku infekcji wirusowych blokuje proces szyb-
kiego opracowywania terapii i szczepionek. Zaproponowane w niniejszej pracy
metody i algorytmy bioinformatyczne maja za zadanie poméc w rozwigzaniu
tych problemoéw, a przez to umozliwi¢ zaoszczedzenie czasu i pieniedzy oraz
ocalenie zdrowia i zycia wielu pacjentow.

1.2 Cel i zakres pracy

W niniejszej pracy opisane zostaly szczegélowo kolejne etapy procesu mo-
delowania infekcji wirusowych oraz zdefiniowane i przetestowane metody i algo-
rytmy, ktére moga ten proces usprawnié¢. Wiekszosé opisywanych metod weryfi-
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kowana byla w pierwszej kolejnosci na podstawie wirusa HCV, poniewaz dzieki
wspolpracy z Instytutem Chemii Bioorganicznej PAN w Poznaniu autor po-
siadat dobry dostep do danych z badan klinicznych pacjentéw zarazonych tym
wirusem. Aby jednak zagwarantowac, ze metody beda wystarczajaco elastyczne
oraz umozliwi¢ modelowanie infekcji innymi wirusami, wiekszo$¢ z nich zwery-
fikowano réwniez w oparciu o wirus HIV. Korzystajac z konsultacji z biologami
upewniono sie, ze beda one stosowalne réwniez w przypadku innych wiruséw.
Wybér wiruséw HIV i HCV ma rowniez ta zalete, ze sa to dwa wirusy, ktére
stanowia obecnie bardzo duzy problem medyczny na calym Swiecie.

Praca rozpoczyna sie opisem aktualnie stosowanych podejsé do formalne;j
definicji modeli biologicznych. Spektrum stosowanych w tym celu metod jest
bardzo szerokie. Zaczyna si¢ od definicji matematycznych, wykorzystujacych
wzory, réwnania i twierdzenia, przez formalne jezyki komputerowe stuzace do
zapisania modelu w sformalizowany sposéb, po oprogramowanie, ktére pozwala
zbudowaé model w sposéb wizualny wykorzystujac gotowe komponenty. Nie-
stety zadna z powyzszych metod nie jest prosta do zrozumienia dla osoby nie-
posiadajacej zaawansowanej wiedzy matematycznej i informatycznej, dlatego
zaproponowany zostal nowy jezyk nazwany ModeLang, stuzacy do opisywania
modeli biologicznych.

Gdy model zostanie zdefiniowany nalezy przeprowadzi¢ jego analize i we-
ryfikacje. W przypadku modeli opisujacych infekcje wirusowg w pojedynczym
organizmie najpopularniejszym stosowanym w tym celu narzedziem jest analiza
oparta o réwnania rézniczkowe. Jest to dobrze zbadana i znana metoda mate-
matyczna, jednak posiadajaca pewne ograniczenia. Dlatego tez zaproponowano
i eksperymentalnie zweryfikowano nowa metode informatyczna oparta o symu-
lacje oparta na agentach. Jednoczesnie pokazano jak wazne jest dokladne wery-
fikowanie opracowywanych modeli i przyktad falszywych wnioskéw, do ktérych
moze doprowadzié¢ zbyt pobieznie zanalizowany model.

Praca konczy sie definicja i analiza modelu przedstawiajacego odpowiedZ na
terapie dla calej populacji pacjentéw, ktéra zostala jej poddana. Jest to temat
doé¢ rzadko poruszany w literaturze, gdyz zazwyczaj zaklada sie, ze w celu
ocenienia skutecznodci terapii wystarczy zastosowaé dobrze znane, nieskompli-
kowane metody statystyczne. Jak jednak pokazaly prowadzone badania, na tym
polu mozna caly czas opracowywaé nowe, przydatne metody, ktére znaczaco
wspomoga proces projektowania nowych lekéw i terapii.

Gléwnymi celami niniejszej pracy byly zatem:

1. Przeglad aktualnie stosowanych technik modelowania oraz analiza, wery-
fikacja i zaproponowanie ulepszen do klasycznego modelu infekcji wiru-
sowej.

2. Opracowanie intuicyjnego, zrozumialego dla biologéw jezyka opisu infek-
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cji wirusowych, ktéry moglby byé uzyty do tatwego definiowania przez
nich modeli systeméw biologicznych, ich analizowania i w razie potrzeby
modyfikowania.

Opracowanie srodowiska symulacyjnego oraz uzupelniajacych je algoryt-
moéw do definiowania i analizowania modeli infekcji wirusowych, wspo-
magajacego biologéw na kazdym etapie procesu modelowania.

. Opracowanie ulepszonych metod pozwalajacych weryfikowaé¢ metody te-

rapii oraz warunki kwalifikacji do konkretnego sposobu leczenia na pod-
stawie danych z populacji leczonych pacjentéw.

Realizacja postawionych powyzej celéw gléwnych wymagala realizacji nastepu-
jacych zadan szczegoltowych:

Zaprojektowanie sktadni jezyka stuzacego do opisu modeli infekcji wiru-
sowych. Projekt powinien powsta¢ w oparciu o konsultacje z biologami,
aby powstaly jezyk byl dla nich intuicyjny i wygodny w uzyciu.

Zaimplementowanie oraz przetestowanie parsera zaprojektowanego jezyka
oraz umozliwienie wykorzystania sparsowanych opiséw modeli w aplika-
cjach stuzacych do ich analizy.

Analiza i weryfikacja metod aktualnie stosowanych do modelowania in-
fekcji wirusowych.

Zaprojektowanie, zaimplementowanie i przetestowanie symulatora infek-
cji wirusowych opartego o systemy wieloagentowe, dla ktérego wejSciem
beda modele zdefiniowane w zaprojektowanym jezyku.

Opracowanie metod i algorytméw weryfikacji, dostrajania i modyfikacji
modeli infekcji wirusowych symulowanych w opracowanym symulatorze.

Analiza przydatnosci opracowanego symulatora w konkretnych zastoso-
waniach biologicznych poprzez probe zaproponowania ulepszen klasycz-
nych modeli infekcji wirusowych.

Weryfikacja i zaproponowanie nowych metod modelowania infekcji wiru-
sowych na poziomie populacyjnym.

Podzial pracy jest nastepujacy. W rozdziale 2 przedstawione zostaly podstawy
biologiczne niezbedne do zrozumienia motywacji i zastosowan wirusologicznych
prezentowanych metod. W rozdziale 3 znajduja sie podstawowe definicje oraz
opis stosowanego aparatu matematycznego. Rozdzial 4 zawiera obszerny prze-
glad aktualnie stosowanych metod modelowania infekcji wirusowych wraz z
przyktadowymi analizami przeprowadzonymi przez autora w oparciu o te na-
rzedzia. Rozdzial 5 przedstawia projekt i testy jezyka, ktéry uzywany jest to



14 1 Wstep

opisu modeli infekcji wirusowych. Jezyk ten stuzy jako narzedzie do wprowa-
dzania danych wej$ciowych do symulatora infekcji wirusowych, opartego o sys-
temy wieloagentowe, opisanego w rozdziale 6. Rozdzial 6 zawiera réwniez opis
metod opartych o algorytmy genetyczne stuzace do weryfikacji symulowanych
modeli oraz eksperymentalna weryfikacje opracowanych narzedzi. Rozdzial 7
zawiera opis metod weryfikacji skutecznosci terapii na poziomie populacyj-
nym w oparciu o opracowany algorytm wykorzystujacy stochastyczne macierze
przejéé. Rozdzial 8 zawiera podsumowanie calej pracy i weryfikacje osiagniecia
jej celow. Praca konczy sie dwoma dodatkami. W dodatku A przedstawiono
kod kluczowych procedur i algorytmdéw oraz schematy opracowanych modeli.
Do dodatku tego przeniesiono te elementy, ktére byly zbyt dlugie i zbyt mato
istotne, aby umieszczaé je wewnatrz pracy. Umieszczenie ich w dodatku ma na
celu poprawienie jej czytelnosci. Dodatek B zawiera tablice z wykorzystywa-
nymi zbiorami danych.



Podstawy biologiczne

Rozdzial ten zawiera podstawy biologiczne niezbedne do zrozumienia dal-
szej czesci pracy. Rozpoczyna sie od opisu w sekcji dyscypliny, ktora jest
biologia systemowa. Jest to stosunkowo nowy obszar biologii, do ktérego kla-
syfikowane sa problemy opisane w tej pracy, wazne jest wiec jego doktadne
zdefiniowanie, w celu precyzyjnego umiejscowienia, gdzie w calym obszarze
biologii znajduja zastosowanie prowadzone badania bioinformatyczne. Nastep-
nie w sekcji znajduje sie oméwienie podstawowych terminéw i zagadnien
biologicznych wykorzystywanych w pracy. W sekcji znajduje sie dokladny
opis infekcji i terapii oséb zarazonych wirusem HCV. Informacje te zostaly wy-
selekcjonowane tak, aby umozliwi¢ tatwe zrozumienie dalszych rozdzialéow, w
ktérych przedstawione sg modele oraz metody analizy infekcji HCV. Poniewaz
niektére z tych modeli dzialajg na bardzo szczegdélowym biologicznie poziomie,
konieczne byto precyzyjne przedstawienie wykorzystywanych aspektéw infekcji.
Ostatnia sekcja zawiera opis wirusa HIV, ktéry wraz z HCV byl uzywany
do weryfikacji prezentowanych modeli.
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2.1 Biologia systemowa

Przez setki lat rozwéj biologii napedzany byt poprzez podejscie redukcjoni-
styczne, zgodnie z ktérym, aby zrozumie¢ dziatanie organizmoéw jako calodci,
nalezalo wyodrebni¢ podstawowe procesy zyciowe, ktére w nich wystepuja, roz-
dzieli¢ od siebie i zrozumie¢ kazdy z nich osobno. Naukowcy byli przekonani,
ze jezeli uda sie dokladnie opisaé kazdy z proceséw dostarczy to kompletnej
wiedzy, z ktérej bedzie mozna bezposrednio wyciggnaé¢ wnioski dotyczace dzia-
tania calego organizmu. Ciagly rozwdj metod obserwacji umozliwiat obserwo-
wanie organizmoéw na coraz wiekszym poziomie szczegdtowosci poczynajac od
obserwacji dziatania calych organéw, przez tkanki, do pojedynczych komoérek i
zachodzacych w niej proceséw, a nawet dzieki biochemii i biofizyce na poziomie
pojedynczych czastek i atomdéw. Doprowadzito to do precyzyjnego opisania se-
tek proceséw zachodzacych w organizmach biologicznych, jednak mimo to nie
dalo odpowiedzi na wiele waznych pytan dotyczacych funkcjonowania tych or-
ganizméw. Dobrym przykladem moga by¢ komérki nerwowe w moézgu. Bardzo
dobrze rozumiana jest zasada transmisji impulséw elektrycznych umozliwiajaca
komunikowanie si¢ neuronéw i przesytanie informacji. Jednak w zaden sposéb
nie wyjasnia to w jaki sposdb powstaje my$l i jak przebiega proces myslowy.

Powyzsze problemy zaczely by¢ dostrzegane w drugiej potowie minionego
wieku, kiedy zauwazono, ze oprécz analizowania poszczegdlnych procesow ko-
nieczne jest spojrzenie bardziej globalne. Dalo to poczatek nowej dziedzinie
biologii nazywanej biologia systemowa lub biologia systeméw (ang. systems
biology), ktéra zajmuje sie¢ badaniem zlozonych oddzialywan wystepujacych w
systemach biologicznych. Jednym z gléwnych celéw biologii systemowej jest
analizowanie tego, czego zabraklo w podejsciu redukcjonistycznym, czyli ana-
lizowania wlasnosci objawiajacych sie dopiero w kontekscie globalnym (ang.
emergent properties). W zwiazku z tym biologia systemowa moze byé¢ uznana
za najwazniejszego przedstawiciela podejscia holistycznego w biologii [Kit01].

Formalnie termin biologia systemowa zostal wprowadzony w 1966 roku
przez Mihajlo Mesarovica poprzez organizacje miedzynarodowego sympozjum
na temat ,,Systems Theory and Biology” [Mes68|. Jednak za pierwsze badania
w tej dziedzinie mozna uznaé¢ opracowany juz w 1952 roku model propaga-
cji sygnalu wzdluz aksonéw komérek nerwowych, ktéry taczyl wiedze na te-
mat zachowania czasteczek sodu i potasu wystepujacych w neuronach w celu
zaobserwowania bardziej globalnego procesu transmisji impulséw [HH52]. Od
tego czasu biologia systemowa byla systematycznie rozwijana, z gwaltownym
wzrostem zainteresowania tg tematyka w latach dziewieédziesiatych minionego
wieku spowodowanym pojawieniem sie duzej liczby danych w obszarze ge-
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nomiki funkcjonalnej oraz pojawieniem sie bardziej wydajnych komputeréw.
To wlasnie szybko rozwijane i ulepszane komputery utatwily symulowanie i
analizowanie definiowanych modeli. Jednym z wigkszych osiagnie¢ tego okresu
bylo zamodelowanie w 1997 roku metabolizmu catlej, hipotetycznej komérki
ITHT™97]. Obecnie biologia systemowa to silnie interdyscyplinarna dziedzina,
ktéra laczy osiagniecia dziedzin takich jak biologia, matematyka, informatyka,
chemia i biochemia, fizyka i biofizyka, a nawet psychologia i socjologia. Na-
tomiast badania prowadzone w ramach biologii systemowej wykorzystywane
sg na tak réznorodnych polach jak genomika, transkryptomika, proteomika,
metabolomika i wiele innych.

2.2 Podstawowe zagadnienia biologiczne

2.2.1 DNAiRNA

Kwas deoksyrybonukleinowy, w skrécie DNA (ang. Deozyribonucleic acid)
stanowi podstawowy noénik informacji w organizmach zywych. DNA zostalo
po raz pierwszy wyizolowane przez Friedricha Mieschera w 1869 roku [Dah08],
jednak dopiero w 1953 roku James D. Watson i Francis Crick przedstawili rze-
czywisty model budowy DNA [WC53|]. Wickszo$¢ DNA przechowywana jest
w jadrach komérkowych, a u organizméw prokariotycznych, ktére go nie po-
siadaja, bezposérednio w cytoplazmie. Czasteczki DNA przechowuja informacje
genetyczna zakodowana za pomoca czterech nukleotydéw — guaniny, adeniny,
cytozyny i tyminy oznaczanych za pomoca wielkich liter G, A, C, T. Zazwyczaj
DNA zbudowane jest z dwoch réwnoleglych nici, w ktérych szkielet zbudowany
jest z cukru (deoksyrybozy) oraz grup fosforanowych polaczonych z jedna z
czterech powyzszych zasad azotowych (G, A, C, T). W kazdej nici wyrdznié
mozna koniec 3’ oraz 5’ w zaleznosci od tego, ktéry wegiel deoksyrybozy po-
siada wolng grupe hydroksylowa lub fosforanowsa. Uktad nici okresla sie jako
antyrownolegly, czyli kazda czasteczka DNA zaczyna sie od konica 3’ jednej nici
oraz konca 5’ drugiej. Nici DNA lacza sie za pomoca wigzan wodorowych po-
miedzy zasadami, przy czym guanina laczy sie zawsze z cytozyna, a adenina z
tymina, co nazywane jest komplementarnosciag. W przestrzeni tréjwymiarowej
tancuchy owijaja sie wokdl wspodlnej osi i tworzg tak zwana podwojna helise
[AJLT02].

W komorkach DNA pogrupowane jest w dlugie, liniowe struktury zwane
chromosomami. Dla przykladu u czlowieka wystepuje 46 chromosoméw, na
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Rysunek 2.1: Struktura przestrzenna czasteczki DNA. Zrédto: wi-
kimedia [http://commons.wikimedia.org/wiki/File:DNA double helix’
horizontal.png).

ktore sktada sie okoto 3 miliardy par zasad. Informacja zawarta w chromoso-
mach przechowywana jest w sekwencjach zwanych genami. Geny organizméw
eukariotycznych zawieraja cze$¢ kodujaca okreslajaca jak zbudowaé biatko oraz
czeé¢ regulatorowy okreslajaca w jakich okolicznosciach biatko powinno by¢ pro-
dukowane, z jaka czestotliwoscia, jak dlugo oraz w ktoérych komérkach. Czesé
kodujaca biatka w celu opisania struktury biatka uzywa kodu genetycznego,
ktéry wykorzystuje tréjki nukleotydow zwane kodonami. Kazdy kodon koduje
jeden z dwudziestu mozliwych aminokwaséw wystepujacych w biatkach lub ko-
niec sekwencji kodujacej biatko.

Kwas rybonukleinowy, w skrocie RNA (ang. Ribonucleic acid) ma budowe
chemiczna zblizona do DNA. Jedynymi réznicami jest wystepowanie w szkie-
lecie cukru rybozy oraz niewystepowanie tyminy, zamiast ktérej pojawia sie
uracyl (oznaczany przez U). RNA powstaje zazwyczaj w procesie transkryp-
cji DNA, w czasie ktorego powstaje komplementarna do DNA ni¢ RNA. W
przeciwienstwie do DNA, RNA zazwyczaj wystepuje w postaci jednoniciowej
i moze tworzy¢ skomplikowane struktury przestrzenne. Istnieje wiele typéw
RNA, ktére moga pelni¢ w organizmie réznorodne funkcje. Najistotniejsze z
nich to RNA informacyjne (mRNA), ktére przenosi informacje o strukturze
biatka z sekwencji DNA do rybosoméw, w ktérych biatko jest syntezowane,
RNA transferowe (tRNA), ktore transportuje do rybosoméw aminokwasy oraz
RNA rybosomalne (rRNA), ktére laczy poszczegdlne aminokwasy w bialtka.
Oprécz powyzszych funkcji rézne rodzaje RNA pelnig rowniez wazng role w
procesach regulacji oraz ekspresji genéw [BC99].


http://commons.wikimedia.org/wiki/File:DNA_double_helix_horizontal.png
http://commons.wikimedia.org/wiki/File:DNA_double_helix_horizontal.png
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2.2.2 Wirusy

Nazwa wirus pochodzi od tacinskiego stowa wirus oznaczajacego trucizne.
Wirus to maty mikroorganizm, ktéry nie moze rozwijaé sie i rozmnazaé¢ samo-
dzielnie poza organizmem gospodarza [Sho08]. Wirusy zostaly po raz pierw-
szy opisane przez holenderskiego mikrobiologa Martinusa Beijerincka w 1898
roku. Aktualnie szczegdélowo opisane jest ponad 5000 gatunkéw wiruséw oraz
zidentyfikowane kilka milionéw ich podtypéw [DELQ7]. Charakterystycznym
dla wirus6w sposobem funkcjonowania jest infekowanie przez wolna czasteczke
wirusa, zwang wirionem, pewnej komoérki gospodarza i zmuszenie jej do pro-
dukowania tysiecy kopii wiriona. W przeciwienstwie do wiekszosci organizméw
zywych wirusy nie skladaja sie z komérek, ktére moglyby sie dzielié¢, tak wiec
sa w pelni zalezne od swojego gospodarza. Istnieje wiele sposobéw przenoszenia
sie wiruséw, takie jak kontakt fizyczny, transmisja poprzez powietrze lub przy
pomocy innego organizmu zwanego wektorem, ktory nie jest zarazany, a tylko
wykorzystywany do przekazania wirusa do innego organizmu. Ludzkie choroby
wywolywane przez wirusy to na przyklad grypa, swinka, AIDS, Ebola i SARS
[IDELOT].

Kazdy wirus posiada informacje o genach zakodowana za pomoca diu-
giej czasteczki DNA lub RNA. Czasteczka ta przechowywana jest w biatkowej
otoczce zwanej kapsydem, ktorej zadaniem jest ochrona genéw. Czes¢ wiruséw
posiada dodatkowo otoczke lipidowa — dodatkowa btone, ktorej zadaniem jest
ochrona wirusa przed wybranymi enzymami i innymi substancjami chemicz-
nymi. Moze ona pelié¢ réwniez funkcje pomocnicza przy infekowaniu komérek.
Wiekszos$¢ wirusow ma dtugosé érednicy zawarta miedzy 10 i 300 nanometréw
i nie moze by¢ obserwowana za pomoca mikroskopu optycznego. Aby zbadaé
ich strukture wykorzystywane sa mikroskopy elektronowe.

Czesto wirusy moga by¢ kompletnie wyeliminowane za pomoca ukladu im-
munologicznego danego organizmu. Po ich usunieciu z organizmu, zazwyczaj zy-
skuje on trwajaca cale zycie odpornosé na ten konkretny wariant wirusa. Cecha
ta wykorzystywana jest przy tworzeniu szczepionek, ktére zawieraja ostabione
lub martwe postacie wirusa i pozwalaja organizmowi wyksztalcié odpornosé
bez potrzeby infekowania go. W przypadku zaistnienia infekcji podaje sie leki,
ktére mozna podzieli¢ na trzy gtéwne grupy:

e wzmacniajace uklad immunologiczny w walce z infekcja,

e utrudniajace lub blokujace rozwdj wirusa, na przykltad poprzez blokowa-
nie bialek wirusa lub zwiekszanie liczby mutacji genetycznych,

e blokujace biatka receptorowe, uniemozliwiajace przez to doczepienie sie
wirionéw do blony komoérkowej komérek gospodarza.
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2.2.3 Drzewa filogenetyczne

Drzewo filogenetyczne to struktura, ktora wizualizuje relacje ewolucyjne w
pewnym zbiorze bytéw (na przyklad gatunkéw biologicznych, sekwencji DNA
lub jezykéw) [KWOI, BGO7]. W drzewie tym byt (ang. entity), o ktérym za-
ktada sie, ze w procesie ewolucji bezposrednio poprzedzal inny, jest jego ojcem.
Struktura taka moze by¢ wykorzystana do ukazania relacji ewolucyjnej pomie-
dzy gatunkami. Drzewa filogenetyczne konstruowane sa odkad sformulowana
zostala teoria Darwina. Poczatkowo byty one stosunkowo proste. Pierwsze ob-
szerne i rozbudowane drzewo filogenetyczne zostalo skonstruowane w 1887 roku
przez Englera i Prantla i zawieralo klasyfikacje wiekszo$ci roélin, ktére byly w
tamtym czasie znane [EP87]. Obecnie drzewa filogenetyczne sa zazwyczaj kon-
struowane na podstawie kodu genetycznego z wykorzystaniem specjalistycznego
oprogramowania, takiego jak na przyktad MEGA3 [KTNO04].

Specjalnym typem drzewa filogenetycznego jest drzewo bez wyrdznionego
korzenia (ang. unrooted tree). Drzewo to ukazuje relacje pomiedzy wszystkimi
bytami bez wyrézniania jednego z nich jako przodka wszystkich pozostatych.
Drzewo takie moze byé¢ wykorzystane, aby graficznie reprezentowaé pewna po-
pulacje. Jezeli dwa osobniki z tej populacji sa podobne, to w drzewie znajda sie
blisko siebie. W rozdziale [7] drzewo takie zostalo wykorzystane do wizualizacji
populacji wirusow.

2.3 Wirus HCV

2.3.1 Budowa wirusa i przebieg infekcji

Wirus zapalenia watroby typu C (WZW C, ang. Hepatitis C' Virus, HCV)
to otoczkowy, jednoniciowy wirus RNA nalezacy do rodziny flawiwiruséw (Fla-
viviridae) rodzaju Hepacivirus. Zakazenie wirusem nastepuje wskutek kontaktu
z krwia nosiciela, dlatego zazwyczaj przyczyna zarazenia sa operacje i zabiegi
medyczne. Sredni czas rozwoju choroby od momentu wnikniecia do krwiobiegu
nosiciela do pojawienia si¢ powaznych objawdw jest bardzo dlugi i wynosi od 5
do 35 lat. Dlatego tez wiekszo$¢ nosicieli nie jest Swiadoma obecno$ci wirusa.
Docelowo infekcja HCV moze prowadzi¢ do marskosci i raka watroby oraz to-
warzyszacych im innych powaznych schorzen [ACB99, [See02].

Wirus HCV to jeden z najszerzej rozpowszechniony ludzkich patogenéw wy-
stepujacych na $wiecie. Wedlug szacunkéw WHO zarazonych jest nim ponad
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Rysunek 2.2: Wirus zapalenia watroby typu C widoczny w mikrosko-
pie elektronowym. Zrédto: wikipedia [http://pl.wikipedia.org/w/index.
php?title=Plik:Em flavavirus-HCV samplc.jpg].

170 milionéw ludzi [Wor(0], a wedtug Polskiej Grupy Ekspertéw HCV zara-
zonych jest nim okoto 700 tysiecy polakéw (1,5% populacji) [Pol07]. Obszar
wystepowania wirusa HCV w 1999 roku, kiedy opracowane zostalo dokladne
zestawienie dla calego $wiata, prezentowany jest na rysunku [2.3]

HCYV ma budowe sferyczng o srednicy czastki wynoszacej ok. 50 nm. Zbudo-
wany jest z rdzenia zawierajacego kod RNA oraz otoczki [OD03]. Genom HCV
stanowi jednoniciowy, liniowy RNA o polaryzacji dodatniej, zbudowany z 9600
nukleotydéw. Bialtka kodowane przez genom dzieli si¢ na strukturalne (rdze-
niowe C oraz otoczkowe E1 1 E2), niestrukturalne (biorace udzial w namnazaniu
wirusa: NS2, NS3, NS4a, NS4b, NS5a, NS5b) oraz biatko p7 [De 99, [DPF09).
Istotnym faktem jest, iz tempo mutacji wirusa jest bardzo szybkie (ok. 1000
razy wieksze niz u czlowieka), co u pojedynczego pacjenta moze w ciggu doby
generowaé ok. 10°-10'2 wariantéw wirusa. Dlatego tez w przypadku wirusa
HCV u zainfekowanego cztowieka mowimy o heterogennej genetycznie popula-
cji [CR11].

Na podstawie badania filogenetycznego genomu wirusa HCV w obszarach
kodujacych biatka NS5 i 5’UTR wyodrebnione zostalo 7 rodzajéw jego genoty-
pow [CR11]. Genotypy réznia sie pomiedzy soba rodzajem okoto 30%-
35% nukleotydéw. W obrebie genotypéw wyodrebniane sg subtypy o zmienno-
$ci okoto 20%-25%, oznaczane malymi literami, a w ich obrebie tak zwane
izolaty o zmienno$ci 10%-15%. Znajomo$é genotypu wirusa jest szczegdlnie
istotna na etapie terapii. Wiadomo na przyktad, ze genotypy la i 1b sa odpo-
wiedzialne za okoto 60% infekcji, wystepuja na calym $wiecie i jednoczes$nie sg
stosunkowo stabo podatne na standardowo stosowang terapie m Y C09).


http://pl.wikipedia.org/w/index.php?title=Plik:Em_flavavirus-HCV_samp1c.jpg
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Rysunek 2.3: Obszar wystepowania wirusa HCV w 1999 roku. Na mapie
zaznaczono procentowy udziat oséb zainfekowanych w catkowitej popula-
cji kraju. Zrédto: wikimedia |http://commons.wikimedia.org/wiki/File:
HCV prevalence 1999.png|.

W pojedynczym zainfekowanym organizmie wirus HCV wystepuje jako zbior
pseudotypéw (ang. quasispecies), ktore sa ze soba skorelowane filogenetycznie,
ale przy tym ich kod genetyczny jest zauwazalnie rézny (do 5% zmiennosci)
[CR11l FAKKFE03 [Sim04].

2.3.2 Diagnostyka

W celu zdiagnozowania choroby, a nastepnie oszacowania postepu zakaze-
nia i szans na jego wyleczenie zastosowa¢ mozna kilka technik. Najprostszym i
najtanszym badaniem jest sprawdzenie obecno$ci przeciwciat anty-HCV. Brak
przeciwcial wyklucza infekcje, jednak ich obecno$¢ nie jest warunkiem wystar-
czajacym do stwierdzenia zakazenia. Przeciwciala te moga pojawié¢ sie réwniez
gdy wirus zostal skutecznie, samodzielnie wyeliminowany przez organizm lub w
przypadku niektérych choréb wewnetrznych. Aby potwierdzi¢ obecnosé wirusa
nalezy zweryfikowaé obecnoéé jego RNA we krwi metoda PCR.

Powyzsze testy nie umozliwiaja zdiagnozowania jak powazna jest u pacjenta
choroba spowodowana infekcja. Aby ocenié¢ szkody wyrzadzone w organizmie
przeprowadza sie badanie poziomu aminotransferazy alaninowej we krwi (w
skrocie ALT lub alaty), czyli enzymu bioracego udzial w przemianach bialek.
Na tej podstawie mozna prognozowaé na ile zaawansowana jest infekcja. Bada-
nia wykonywane ta metoda sa niestety obarczone duzym bledem, a jedynym


http://commons.wikimedia.org/wiki/File:HCV_prevalence_1999.png
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skutecznym sposobem diagnostyki jest biopsja watroby, ktéra niesie ze soba
pewne ryzyko komplikacji [Roslll [Sto01]. Biopsja zazwyczaj wymaga réwniez
hospitalizacji, przez co jest duzo bardziej uciazliwa dla pacjenta.

Duzo drozsza i bardziej skomplikowana jest analiza oparta o kod genetyczny
wirusa. Z tego powodu w praktyce klinicznej stosowana jest ona rzadko, a wy-
korzystywana glownie w celach badawczych. Obszerny przyktad wykorzystania
tych danych opisany jest w rozdziale [7} Aby skorzystac¢ z tej metody nalezy
pobraé probke ztozong z co najmniej kilkudziesieciu kopii RNA wirusa pocho-
dzacych z populacji wirusa u tego samego pacjenta, a nastepnie przeprowadzié¢
jego sekwencjonowanie. Na podstawie kodu genetycznego mozna zdefiniowaé
nastepujace charakterystyki:

e Zlozonosé pseudotypéw (ang. quasispecies complexity), czyli liczbe réz-
nych sekwencji genetycznych wystepujacych w sekwencjonowanej popu-
lacji. W szczegdlnosci mozna zdefiniowa¢ minimalna liczbe zasad, ktéra
musza rézni¢ sie sekwencje, aby uznaé je za rozne.

e Srednia odleglo$é Hamminga (ang. Mean Hamming Distance, MHD),
czyli $rednia liczba réznic pomiedzy kazda para sekwencji. Formalnie,
jezeli a; ; bedzie oznaczato j-ty aminokwas w i-tej sekwencji, mamy:

n n

MHD = ﬁz Z ZH(ai,j;ak,j) (2.1)

i=1 k=i+1 j

gdzie:
1 dlaa#b

2.2
0 dlaa=0b (2:2)

H(a;b):{

e Drzewo filogenetyczne, czyli analiza struktury drzewa utworzonego z po-
branych z organizmu kopii wirusa. Przykladowe drzewo filogenetyczne
utworzone na tej podstawie prezentuje rysunek

2.3.3 Terapia

Standardowa terapia infekcji HCV polega na podawaniu dwoéch lekéw. In-
terferon alfa lub interferon pegylowany zwieksza prawdopodobienstwo mutacji
wirusa w celu wygenerowania wiekszej liczby blednych genoméw, natomiast
rybawiryna wspomaga odpowiedz immunologiczng organizmu. Przebieg terapii
w czasie prezentuje schemat 2.5] Przez pierwsze 24 tygodnie podawane sg leki
i jezeli nie spowoduje to usuniecia wirusa z organizmu terapia jest przerywana,
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Rysunek 2.4: Przyktadowe drzewo filogenetyczne dla populacji HCV po-
branej od jednego pacjenta.

a pacjent klasyfikowany jako niereagujacy na terapie (ang. no response, NR).
Jezeli wirus jest niewykrywalny, terapia kontynuowana jest przez kolejne 24
tygodnie. Po jej zakonczeniu czeka sie kolejne 24 tygodnie na weryfikacje wy-
leczenia. Jezeli mimo wstepnie pozytywnego wyniku wirus ponownie zostanie
wykryty pacjent klasyfikowany jest jako osoba z przejsciowa odpowiedzig (ang.
transient response, TR) [MP99]. Sytuacja ta moze zajsé, jezeli po 24 tygo-
dniu terapii poziom wirusa spadt tak dramatycznie, ze nie dalo sie go wykry¢
dostepnymi metodami, natomiast nie zostal w pelni wyeliminowany i mimo
kontynuacji leczenia uodpornil sie na terapie. W przeciwnym wypadku pacjent
klasyfikowany jest jako wyleczony (ang. sustained response, SR) [PHOI].

Skutecznos$é terapii zalezna jest od genotypu obecnego we krwi. Dla geno-
typu 114 wynosi ok. 65%-70%, dla genotypu 2 i 3 ok. 90%, a dla genotypu 6
ok. 80% [YC09]. Caly czas prowadzone sa badania w celu poprawy tej skutecz-
nosci, szczegblnie wobec najtrudniejszych do wyleczenia genotypow. Aktualnie
badanych jest okoto 100 r6znych, nowych lekarstw [EKWR12]. Aktywnie poszu-
kiwana jest rowniez szczepionka przeciw wirusowi HCV, ktora dotychczas nie
zostala wprowadzona na rynek. Nie mniej czes¢ prowadzonych badan wyglada
bardzo obiecujaco [TJW11].



Rysunek 2.5: Schemat terapii infekcji HCV.
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2.4  Wirus HIV

Ludzki wirus niedoboru odpornoéci (ang. human immunodeficiency virus,
HIV) to otoczkowy wirus o kulistej budowie nalezacy do rodzaju lentiwiru-
séw (Lentivirus) z rodziny retrowiruséw (Retroviridae) [DRK09, [Wei93]. Wirus
HIV przenoszony jest droga plciowa oraz poprzez kontakt z zakazona krwia,
a infekuje komérki uktadu immunologicznego takie jak pomocnicze limfocyty
T CD4%, makrofagi i komérki dendrytyczne ﬂm Wirus HIV wywoluje
zesp6l nabytego niedoboru odpornodci, czyli AIDS (ang. Acquired Immunode-
ficiency Syndrome), w czasie ktérego coraz powazniejsze uszkadzanie ukladu
immunologicznego uniemozliwia obrone przez zagrazajacymi zyciu infekcjami
oraz ulatwia rozwinigcie sie raka. Okres inkubacji (okres do pojawienia sie
pierwszych objawéw choroby) wynosi zazwyczaj od pét do trzech lat.

Struktura HIV do$¢ znaczaco odréznia go od innych retrowiruséow. Jest
kulistego ksztaltu, ma S$rednice 120 nm, co czyni go 60 razy mniejszym niz
czerwone krwinki, ale caly czas do$é¢ duzym w poréwnaniu z innymi wirusami
[MCGS02, RD02]. Genom HIV stanowi jednoniciowy, liniowy RNA o polaryza-
cji dodatniej, kodujacy 9 gendéw i zamknigty w otoczce kapsydowej. Podobnie
jak w przypadku wirusa HCV wirus HIV cechuje sie bardzo duzg zmienno$cia
genetyczng. W zainfekowanym organizmie w ciaggu doby powstaje okoto 1019
nowych wirionéw, przy czym prawdopodobienstwo mutacji kazdego nukleotydu
wynosi okoto 3-107° [RHS95, RPCHO04]. Znane sa dwa typy wirusa HIV. Wy-
stepujacy na calym $wiecie HIV-1 oraz mniej zakazny i wolniej rozwijajacy sie,

Rysunek 2.6: Zdjecie wirusébw HIV-1 wykonane mikroskopem elektro-
nowym. Zrédto: wikipedia |http://pl.wikipedia.org/w/index.php?title=
Plik:HIV-1"Transmission electron micrograph’ AIDS02bbb lores.jpg|.


http://pl.wikipedia.org/w/index.php?title=Plik:HIV-1_Transmission_electron_micrograph_AIDS02bbb_lores.jpg
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Rysunek 2.7: Rozpowszechnienie HIV wsérdd dorostych na koniec roku
2005. Na mapie zaznaczono procentowy udziat oséb zainfekowanych w
catkowitej populacji kraju. Zrédto: wikimedia |http://pl.wikipedia.org/
w/index.php?title=Plik:AIDS and HIV prevalence.svg).

wystepujacy gtéwnie w Afryce Zachodniej, wirus HIV-2 [GMET03].

Pierwszym testem wykonywanym w celu zdiagnozowania infekcji HIV jest
badanie przesiewowa metoda immunoenzymatyczna (ELISA). Jezeli test wy-
kaze obecno$¢ przeciwcial anty-HIV-1, w celu jego weryfikacji jest on powta-
rzany. Jezeli wynik obu testow jest pozytywny, pacjent klasyfikowany jest jako
powtarzalnie dodatni i przeprowadzone zostaja doktadniejsze testy potwierdza-
jace infekcje na przyklad za pomoca testu Western blot [Cen01]. Wspoélczesna
diagnostyka infekcji HIV jest prawie nieomylna — szacuje sie, ze wynik fal-
szywie pozytywny zdarza si¢ raz na okolo 250 tysiecy przypadkdw ﬂm
Dotychczas nie udalo sie opracowaé skutecznej szczepionki przeciw wirusowi
HIV, a leczenie polega na podawaniu pacjentowi kilku réznych lekéw majacych
zablokowaé rézne etapy rozwoju wirusa. Jest to tak zwana intensywna tera-
pia antyretrowirusowa (HAART), ktéra zdecydowanie spowalnia rozwdj AIDS
[MILT].

Wirus HIV zostal po raz pierwszy zaobserwowany w Stanach Zjednoczo-
nych w 1981 roku [TS10], a wywolywana przez niego choroba AIDS nazwana i
opisana rok pdzniej [SC88]. W roku 1983 udalo si¢ laboratoryjnie wyizolowad
wirus [GSGT83], a obecnie jest to jeden z lepiej poznanych wiruséw. Podejrzewa
sig, ze zrédlem wirusa HIV jest zmutowany wirus wystepujacy u afrykanskich
malp — dla wirusa HIV-1 u szympanséw ﬂm, natomiast dla HIV-2 u
mangaby szarej ﬂCIME—iOﬁﬂ Szacuje sie, ze wirus rozwinal sie na poczatku XX
wieku [Wot01], choé¢ pierwszy dobrze udokumentowany przypadek infekcji HIV


http://pl.wikipedia.org/w/index.php?title=Plik:AIDS_and_HIV_prevalence.svg
http://pl.wikipedia.org/w/index.php?title=Plik:AIDS_and_HIV_prevalence.svg
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wystapil w Kongu dopiero w roku 1959 [McNT0].



Podstawy matematyczne 1
informatyczne

3.1 Modelowanie matematyczne

Celem modelowania matematycznego proceséow biologicznych jest sformu-
lowanie rownan, ktére beda w stanie w sposéb obliczeniowy przewidzie¢ dyna-
miczne zachowanie sie systemoéw biologicznych. Ze wzgledu na zlozona struk-
ture rzeczywistosci jest to zadanie, ktérego nigdy nie da sie zrealizowaé z pelna
skutecznoscig. Jednakze w wielu przypadkach mozna osiggnaé¢ zadowalajaca
dokladnosé, zgodnie ze spostrzezeniem Rodneya Brooksa z 1990 roku [Bro90):

---Swiat sam w sobie jest swoim najlepszym modelem. Zawsze
jest idealnie aktualny. Zawsze zawiera kazdy szczegdl, ktory powi-
nien byc znany. Sztukg natomiast jest monitorowaé go wystarcza-
jaco doktadnie i czesto.”

W odréznieniu od modeli typu czarna skrzynka, w modelu matematycznym
byty (ang. entities) wystepujace w systemie maja swoja bezposrednia reprezen-
tacje [MTO08]. Modelowanie stuzy zazwyczaj poglebieniu rozumienia pewnego
procesu i sktada sie z nastepujacych etapow:

1. Formutowanie hipotezy badawczej na podstawie przeprowadzonych ob-
serwacji.
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2. Matematyczne definiowanie modelu stanowigcego opis modelowanego sys-
temu.

3. Weryfikacja modelu w oparciu o zebrane dane eksperymentalne.

4. W razie potrzeby weryfikacja i formutowanie kolejnej hipotezy badawczej,
jezeli wyniki symulowania modelu sa niezgodne z zachowaniami i danymi
zaobserwowanymi eksperymentalnie.

Modelowanie matematyczne jest stosowane w wielu réznych dziedzinach wie-
dzy takich jak biologia, chemia, medycyna, fizyka, ekonomia i wiele innych.
Gléwnymi celami stosowania modelowania w biologii i medycynie sa:

e przetworzenie i analiza wielu serii skomplikowanych danych, czesto pocho-
dzacych z wielu eksperymentéw, ktérych nie da sie tatwo zinterpretowac
w oparciu o surowe wyniki lub ich prosta wizualizacje komputerows,

e wstepna weryfikacja nowych metod leczenie lub innego oddziatywania na
organizmy,

e znajdowanie nowych, obiecujacych kierunkéw badawczych i ich wybor w
taki sposéb, aby zaoszczedzié¢ czas, pieniadze oraz liczbe wymaganych do
testéw zwierzat,

e komunikowanie innym badaczom w precyzyjny i czytelny sposéb opraco-
wanych wynikéw dotyczacych zachowan organizméw zywych.

W kazdym modelu matematycznym, niezaleznie w jaki sposob jest on zapisany,
mozna wyrézni¢ nastepujace elementy skladowe:

e zmienne, ktére modeluja pewne cechy systemu rzeczywistego,

e warunki poczatkowe, czyli wartosci zmiennych, ktérymi inicjalizuje si¢ je
przed rozpoczeciem analizowania modelu,

e parametry umozliwiajace dopasowanie jednego modelu do wielu syste-
méw tego samego typu, rézniacych sie tylko jaka$ charakterystyka (na
przyklad predkoscia zachodzenia pewnych reakcji),

e reguly zapisane w charakterystyczny dla danej techniki modelowania spo-
sob, definiujace relacje pomiedzy zmiennymi i parametrami.

Opracowanych zostalo wiele réznorodnych metod modelowania matematycz-
nego. Modele oparte na regresji wykorzystuja réwnania algebraiczne [SWO03],
modele Boolowskie zbudowane sa z bramek logicznych [SRAET09], sieci Bay-
sowskie [Jen96] oraz modele stochastyczne [TSB04, [Gil07] badaja rozklady
prawdopodobienistwa, natomiast modele mechanistyczne wykorzystuja zwyczajne
réwnania rézniczkowe [ABLS06, IMTO0S8|, badZz gdy konieczne jest zamodelowa-
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nie przestrzeni réwnania rézniczkowe czastkowe [Mur03].

7 powyzej wymienionych technik modelowania praca ta koncentruje sie
gléwnie na modelach opartych o zwyczajne réwnania rézniczkowe, ktore szcze-
gbélowiej opisane zostaly w kolejnej sekcji. W pracy wykorzystano rowniez sto-
sunkowo nowa technike modelowania opartego o symulacje wieloagentowa. Ten
temat dokladniej opisany jest w sekcji [3.6]

W przypadku modelowania matematycznego w biologii wazne jest, aby ro-
zumieé na jakim poziomie hierarchii organizacyjnej zycia operuja projektowane
modele. W zalezno$ci od autora i szczegdlowosci przyjetego rozgraniczenia hie-
rarchia ta definiowana jest réznie, jednak zawsze mozna wyodrebnié¢ nastepu-
jace podstawowe poziomy organizacji [FCPT11]:

1. Pojedyncze komorki i zachodzace w nich zjawiska, w tym procesy gene-
tyczne i proteomiczne.

2. Tkanki jako zorganizowane struktury komorek okreslonego typu lub ty-
pow.

3. Organy i uklady znajdujace sie w ciele wykorzystujace tkanki i komoérki
do pelnienia bardziej zaawansowanych funkcji.

4. Cale, w pelni funkcjonalne i samodzielne organizmy.

5. Populacje wielu organizmoéw zyjacych na zblizonym obszarze i ich wza-
jemne oddzialywanie ze $rodowiskiem zycia oraz miedzy soba.

Poniewaz infekcje wirusami HIV i HCV modelowane w tej pracy dotycza gtow-
nie pojedynczego organu lub ukladu praca ta koncentruje si¢ gtéwnie na pozio-
mie trzecim, gdyz poziom czwarty bylby zbyt skomplikowany i niepotrzebnie
utrudnial modelowanie, a poziom drugi zbyt prosty. W rozdziale [7] oméwiony
jest natomiast poziom piaty — populacyjny. W przypadku omawianych wiruséw
poziom pojedynczych czasteczek jest mniej interesujacy poniewaz same mecha-
nizmy infekcji pojedynczych komérek sa doéé dobrze znane, tak wigc poziom
ten zostal pozostawiony do rozwazenia w przysztosci, jezeli okaze sie, ze wyniki
te moga byé warto$ciowe dla wyzszych pozioméw modelowania.

3.2 Rownania rozniczkowe

Réwnanie rézniczkowe to rownanie, w ktorym wystepuje zaréwno pewna
funkcja jak i jej pochodna [Arf85]. Réwnania te odgrywaja bardzo wazna role w
inzynierii, fizyce, ekonomii, biologi, chemii i wielu innych dyscyplinach [Str01].
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Wykorzystywane sa, gdy jakas ciagla, deterministyczna i zmieniajaca sie¢ war-
tos¢ jest zdefiniowana poprzez definicje tempa tych zmian (wyrazonego jako
pochodna funkcji opisujacej ta wartosé). Jezeli rozwazany jest zbiér wartosci,
w ktorym kazda z nich zalezy réwniez od innych, to sytuacja taka moze by¢
opisana za pomoca uktadu rownan rézniczkowych.

Réwnania rézniczkowe mozna podzieli¢ na liniowe i nieliniowe. Liniowe réw-
nania rézniczkowe zdefiniowane sg nastepujaco:

dn dn—l d
an(m)d:r—g + an_l(x)ani +...t+a (x)d—z + ag(x)y = f(x), (3.1)
gdzie an,an-1,...,a0 oraz f sa pewnymi funkcjami, a x oraz y sa zmiennymi.

Najprostszym przykladem liniowego rownania rézniczkowego jest:

au

— =U. 3.2
7 (3.2)
Roéwnanie rézniczkowe jest nieliniowe jezeli ktérakolwiek ze zmiennych zalez-
nych lub ich pochodnych wystepuje w potedze wyzszej niz 1 lub réwnanie
zawiera ich iloczyn. Najprostszym przykladem nieliniowego rownania réznicz-

kowego jest:

dU
= U2 (3.3)

Inna wazna charakterystyka rownania rézniczkowego jest jego stopien. Jest on
roéwny najwyzszemu stopniowi sposrod wystepujacych w nim pochodnych.

Pod wzgledem typu zmiennych oraz pochodnych wystepujacych w réwna-
niu, réwnania rézniczkowe moga by¢ podzielona na:

e Roéwnania rézniczkowe zwyczajne (ang. Ordinary differential equations,
ODFE) — nieznana funkcja jest funkcja jednej zmiennej,

e Roéwnania rézniczkowe czastkowe (ang. Partial differential equations, PDE)
— réwnanie, ktére zawiera pochodne czastkowe funkcji wielu zmiennych,

e Roéwnania rézniczkowe z opdZnionym argumentem (ang. Delay differential
equations, DDFE) — pochodne nieznanej funkeji zaleza od jej wartosci w
przesztosci,

e Roéwnania rézniczkowe stochastyczne (ang. Stochastic differential equ-
ations, SDE) — réwnanie, w ktérym wystepuja wyrazenia bedace pro-
cesami stochastycznymi.

Rozwiazanie rownania rézniczkowego zazwyczaj polega na znalezieniu funkcji,

dla ktérej zdefiniowana przez réwnanie zalezno$é jest prawdziwa. Proces ten
jest wykonalny w sposéb analityczny jedynie dla stosunkowo prostych réwnan.
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Bardziej skomplikowane réwnania muszg by¢ rozwiazywane uzywajac ich nu-
merycznej aproksymacji. Nie mniej nawet bez doktadnego rozwigzania mozna
analitycznie wyznaczy¢ wiele przydatnych charakterystyk. Najwazniejszymi z
nich sa:

e Stany stabilne systemu. Bardzo czesto wartosci funkcji stabilizuja sie po
pewnym czasie na jednej okreslonej wartoéci i od tego momentu pozostaja
niezmienne. Wartoéci takie nazywa si¢ stanami stabilnymi.

e Bifurkacje, czyli krytyczne wartoéci parametréw lub zmiennych. Wartosci
te sg warto$ciami granicznymi dla dwoch réznych zachowan réwnania. Na
przyklad w zaleznosci od tego czy wartosé¢ parametru jest mniejsza, czy
wigksza, réwnanie moze dazy¢ do stanéw stabilnych o réznej wartosci.

3.3 Macierze stochastyczne i tancuchy Markowa

Macierza stochastyczna (ang. stochastic matriz) nazywamy macierz kwa-
dratowa, ktorej elementami sa nieujemne liczby rzeczywiste i w ktérej suma
elementéw w kazdym wierszu (tzw. prawa macierz stochastyczna) lub w kazdej
kolumnie (tzw. lewa macierz stochastyczna) sumuje sie do 1. Ciekawa wlasno-
Scig macierzy stochastycznych jest to, ze ich warto§é wlasna zawsze wynosi 1.
Przykladowa macierza stochastyczna (prawa) jest:

0,7 0,2 0,1
0 06 04 (3.4)
0,01 0,69 0,3

Lancuchy Markowa zostaly zdefiniowane przez rosyjskiego matematyka An-
dreya Markova w 1906 roku. Niech M oznacza pewien skoniczony i policzalny
zbidr, nazywany przestrzenia stanéw. Niech dana bedzie nastepujaca funkcja
losowa X, ktérej kazda wartosé lezy w przestrzeni pewnego zdarzenia losowego,
ktorego wynikiem jest jedno ze zdarzen ze zbioru M:

{X® e M, k=0,1,2,...} (3.5)

Powyzsza funkcja nasywana jest procesem stochastycznym X, natomiast pro-
ces X nazywany jest lancuchem Markowa jezeli dla kazdego i,7 € M istnieje
okreslona, niezalezna od czasu warto$¢ P; ; reprezentujaca prawdopodobien-
stwo, ze stan procesu zmieni si¢ na stan j jezeli aktualnie znajduje si¢ on w
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stanie i, taka ze [CNBC™06, [GP0T, [GKP0S]:
Pj=PXFt =g x® =5 x*k=1 =4, 0 XO =45), k>0 (3.6)

gdzie 19,41, ...,%k—1 € M sa dowolnymi stanami. Réwnanie |3.6| oznacza, ze
majac dane stany z przeszlosci X(@, XM X*=1 oraz stan biezacy X )
przyszty stan X (¥t1 jest niezalezny od stanéw poprzednich i zalezy wylgcznie
od stanu biezacego. Czasami wlasnos¢ ta nazywa si¢ brakiem pamieci. Wartosé
prawdopodobienstwa musi by¢ z definicji wigksza lub réwna 0, a suma prawdo-
podobienstw w kazdym wierszu macierzy P, zawierajacej prawdopodobienstwa
przejsé pomiedzy kazda mozliwg para standéw, musi by¢ rowna 1. Macierz P na-
zywana jest macierza przejs¢ pomiedzy stanami procesu i zgodnie z powyzsza,
definicja jest zawsze prawa macierza stochastyczna:

Pi;>0, Y Pj=1 (3.7)
JEM

Ciekawa wlasnoscia tej macierzy jest fakt, iz jezeli przemnozymy ja przez siebie
nieskoniczong liczbe razy (podniesiemy do nieskoniczonej potegi), to wszystkie
wiersze macierzy wynikowej beda identyczne (w kazdej kolumnie bedzie wyste-
powala tylko jedna, identyczna warto$é). Wartosé ta oznacza prawdopodobien-
stwo, ze proces znajdzie sie w stanie reprezentowanym przez dana kolumne,
jezeli wykona sie nieskoniczona liczbe razy. W praktyce proces nie musi powto-
rzy¢ si¢ nieskonczona liczbe razy, ale n razy, gdzie n jest wystarczajaco duzo,
aby réznica wartosci kazdego elementu macierzy P™ i P™t! byla stosunkowo
malta (na przyktad 1079).

Nastepujacy przyktad dobrze demonstruje ide¢ tancuchéow Markowa. W
pewnym miescie sa dwa kluby sportowe (A i B), tak wiec kazdy mieszkaniec
musi by¢ zrzeszony w jednym z nich. Zalézmy, ze kazdy mieszkaniec wykupuje
roczne czlonkostwo w ktéryms klubie i przez caly rok nie moze go zmienié. Jed-
nak po roku mozliwa jest zmiana cztonkostwa na konkurencyjny klub. Niech
prawdopodobienstwo, ze cztonek klubu A zmieni czltonkostwo na klub B wynosi
30%, a prawdopodobienstwo zmiany z B na A wynosi 40%. W takim przypadku
istnieja dwa stany procesu (cztonkostwo w klubie A lub B), a wiec M = {0,1}

oraz: (7 7
70% 30%
P= [40% 60%} (3.8)
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Po kilku mnozeniach macierzy P przez siebie otrzymujemy:

o [57.146% 42.854%

P = {57.139% 142.861% (3.9)
o [57.144% 42.856%

P= {57.142% 12.858% (310)

Macierze P® i PY przedstawione na réwnaniach i opisujace rozktad
prawdopodobienstw po 8 i 9 latach sa wystarczajaco zblizone, aby wnioskowad,
ze rozktad prawdopodobienstwa znaczaco sie juz nie zmieni w kolejnych latach.
Tak wiec ostatecznie, po uplywie wystarczajaco dlugiego czasu, okolo 57%
mieszkancéw bedzie klientami klubu A, natomiast okoto 43% bedzie klientami
klubu B. Wniosek ten bedzie prawdziwy oczywiscie tylko jezeli macierz P nie
bedzie ulega¢ zmianom, co jednak jest gwarantowane przez definicje tancuchéw
Markowa.

FLancuchy Markowa sg powszechnie wykorzystywane w fizyce, statystyce,
ekonomii, grach losowych, muzyce, a nawet przy analizie gier w baseball. Jednak
prawdopodobnie najczesciej wykorzystywanym na Swiecie zastosowaniem jest
uzycie ich przez silnik wyszukiwarki Google do szeregowania znalezionych stron
wedlug istotnosci [PBMW9S].

3.4 Jezyki formalne i kompilatory

7 matematycznego punktu widzenia jezyk formalny to podzbior zbioru
wszystkich sléw nad skonczonym alfabetem. W praktyce oznacza to, ze je-
zyk formalny to $cisle zdefiniowany sposob zapisywania pewnych tresci, ktory
dopuszcza uzycie tylko wybranych ciagéw stéw i liter i nie dopuszcza zadnych
odstepstw od zdefiniowanych regul. Jezyki formalne sa powszechnie wykorzy-
stywane w informatyce do definiowania jezykow programowania, ale znajduja
rowniez szerokie zastosowanie w matematyce i jezykoznawstwie. W matema-
tyce i informatyce, ktore zazwyczaj nie zajmujg sie jezykami naturalnymi, przy-
miotnik ,formalny” jest czesto pomijany. Do zdefiniowania jezyka formalnego
wykorzystuje sie podzial na symbole terminalne (mogace pojawié¢ sie¢ w opisie
napisanym w danym jezyku) oraz nieterminalne (pelniace role pomocnicza).
Wykorzystujac te symbole definiuje sie reguty, zwane produkcjami, ktére okre-
slaja jakie ciggi symboli sg dozwolone.

Podstawowym zadaniem kompilatora jest czytanie pliku zapisanego w pew-
nym formalnym jezyku Zrédlowym i konwertowanie go na inny jezyk wynikowy.
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Frf)gram > Kompilator Program
2rédtowy wynikowy
Komunikaty
o btedach

Rysunek 3.1: Podstawowa architektura kompilatora.

W trakcie tego procesu, przedstawionego na rysunku[3.1] bardzo wazna funkcjo-
nalnoscia jest informowanie uzytkownika o napotkanych btedach. W praktyce
proces kompilacji jest zazwyczaj bardziej zlozony i w przypadku wiekszosci
jezykoéw programowania sklada sie z nastepujacych etapéw [ASUS6|:

1. Preprocesing, w trakcie ktérego czes¢ konstrukeji zastosowanych w pliku
zrodlowym, w celu ulatwienia pisania kodu zrédtowego i zwigkszenia jego
czytelnosci, jest usuwana lub zastepowana innym kodem. W wyniku tego
etapu powstaje plik z kodem Zrédtowym, zapisany w tym samym jezyku,
ale zdecydowanie prostszy w interpretacji na kolejnych etapach.

2. Kompilacja, w czasie ktérej nastepuje wlasciwe tltumaczenie programu
wejéciowego na program zapisany w innym jezyku. Zazwyczaj jezykiem
wynikowym jest assembler albo jezyk posredni dla pewnej maszyny wirtu-
alnej. Sa to jezyki, ktére definiuja rozkazy, ktére moga by¢ bezposrednio
wykonywane przez maszyne, na ktérej nastepnie program bedzie urucha-
miany. Kompilacja zazwyczaj zawiera nastepujace fazy:

a) analiza leksykalna, ktéra dzieli program wejSciowy na ciag symboli
terminalnych,

b) analiza skladniowa, w trakcie ktdrej sprawdzana jest zgodnos$é
programu z jezykiem formalnym, w ktérym jest on zapisywany,

¢) analiza semantyczna sprawdzajaca, czy skladnia jezyka progra-
mowania zostala uzyta zgodnie z jej funkcja przewidziang przez de-
finicje jezyka,

d) generowanie kodu wynikowego, czyli wlasciwe ttumaczenie pro-
gramu na jezyk wynikowy,

e) optymalizacja, ktéra opcjonalnie tak modyfikuje kod wynikowy,
aby wykonywal sie on szybciej na docelowej maszynie lub zajmowal
mniej miejsca.
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3. Konsolidacja (asemblacja), w czasie ktérej mozna polaczyé kilka skom-
pilowanych plikéw jezeli program ma budowe modulowa. W rezultacie
powstaje program zakodowany w kodzie maszynowym, ktory moze byé
juz uruchamiany na maszynie docelowe;.

4. Ladowanie i uruchamianie, w czasie ktérego program jest tadowany i
uruchamiany w $rodowisku docelowym.

3.5 Algorytmy genetyczne

Algorytmy genetyczne, to algorytmy przeszukiwania przestrzeni rozwiazan,
ktore zostaly zainspirowane procesem ewolucji biologicznej. W odréznieniu od
innych prezentowanych w tej pracy algorytmoéw i metod algorytmy genetyczne
nie stuzg do modelowania proceséw dynamicznych, tylko do rozwiazywania
statycznych probleméw optymalizacyjnych. W tej pracy wykorzystywane sa
nie do modelowania catych infekcji wirusowych, ale do rozwiazania jednego z
podprobleméw wystepujacych w modelu wieloagentowym w rozdziale [6]

Precyzyjny opis algorytméw genetycznych oraz ich popularyzacja rozpo-
czela sie od wydania w 1975 roku ksiazki Johna Hollanda ,, Adaptation in Natu-
ral and Artificial Systems” [Hol75)], choé pierwsze prace nad ich zdefiniowaniem
powstaly juz w latach pieédziesiatych dwudziestego wieku [Bar57]. Algorytmy
genetyczne operujg na populacji osobnikéw nazywanych fenotypami, ktére re-
prezentowane sg w pamieci komputera poprzez ciag zwany genotypem lub chro-
mosomem. Ciag ten zapisany jest zazwyczaj za pomoca bitoéw, cho¢ uzywane
sa réwniez inne kodowania (na przyktad za pomoca liczb rzeczywistych). Osob-
niki te oceniane sa za pomoca funkeji przystosowania (ang. fitness function),
ktéra jest optymalizowana. Algorytm genetyczny dziala iteracyjnie, cyklicznie
konstruujac kolejne populacje osobnikéw. Algorytm zazwyczaj zaczyna od wy-
generowania losowej populacji, nastepnie generujac kolejne o coraz wiekszych
warto$ciach przystosowania za pomoca operacji krzyzowania, mutacji i selekcji.

Szczegdlowy schemat dzialania algorytmu genetycznego prezentowany jest
na rysunku [3:2]i sklada sie z nastepujacych etapéw:

1. Inicjalizacja - poczatkowa populacja zlozona z kilkudziesieciu lub kil-
kuset osobnikéw tworzona jest w sposob losowy. Losowe wygenerowanie
wielu osobnikéw pozwala na rozpoczecie poszukiwan w wielu punktach
przestrzeni rozwiazan jednoczesnie.



Rysunek 3.2: Schemat dziatania algorytmu genetycznego.
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2. Selekcja - z aktualnej populacji wybierane sa osobniki, ktére zostana
przekazane do kolejnej generacji osobnikow. Najczesciej sa to najlepiej
przystosowane osobniki, badz osobniki wybrane losowe, przy czym praw-
dopodobienstwo wyboru jest proporcjonalne do przystosowania osobnika.
Losowy wybor daje mozliwos¢ wyboru z niskim prawdopodobienstwem
osobnikéw, ktére nie sa dobrze przystosowane, ale maja pewne cechy,
ktére umozliwiag im wygenerowanie dobrych rozwiazan w przysztosci.

3. Krzyzowanie - dwa osobniki wybierane sa z wyselekcjonowanej popu-
lacji, a nastepnie na podstawie ich genotypow tworzone jest dziecko, po-
siadajace po fragmencie genotypu kazdego rodzica. W ten sposob istnieje
szansa, ze na podstawie dwdch dobrych osobnikéw powstanie trzeci, ktéry
bedzie taczyt ich najlepsze cechy.

4. Mutacja - z niewielkim prawdopodobienstwem fragment chromosomu
jest losowo zmieniany o niewielka wartosé. Celem mutacji jest unikniecie
utkniecia w optimum lokalnym, poprzez wprowadzanie nowych, losowych
cech do populacji.

5. Zakonczenie algorytmu - istnieje wiele strategii zakonczenia obliczen,
najpopularniejszymi sa uptyniecie limitu czasu badz nie uzyskanie polep-
szenia przystosowania najlepszego osobnika przez okreslona liczbe poko-
len.

Przyczyna, dla ktérej algorytmy genetyczne sa wydajne i czesto bardzo do-
brze radza sobie w znajdowaniu rozwiazan optymalnych, moze by¢ poczatkowo
trudna do zrozumienia. Jednak istnieje logiczne wytlumaczenie ich popraw-
noéci za pomoca hipotezy cegietek (ang. building block hypothesis) [Gol89].
Nalezy jednak pamietaé, ze wydajno$é¢ algorytméw genetycznych mocno za-
lezy od wybranego sposobu kodowania chromosoméw oraz operatoréw selekcji,
krzyzowania i mutacji. Dlatego ich wlasciwemu doborowi nalezy poswieci¢ duzo
uwagi.

3.6  Modele wieloagentowe

W tradycyjnym modelu podejmowania decyzji osoba lub automat podejmu-
jacy decyzje, zwany dalej agentem, ma nieograniczone mozliwosci zasobowe.
Brak ograniczen zasobowych jest szczegélnie cenny dla agenta w przypadku
czasu. Umozliwia on spokojne rozwazenie wszystkich dostepnych mozliwosci
i wybranie optymalnej w danej chwili. Strategia taka dobrze sprawdza sie w
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systemach, w ktérych faza planowania poprzedza faze realizacji. Jednak w sys-
temach rzeczywistych duzo czesciej wystepuje sytuacja, w ktérej decyzje trzeba
podejmowaé na biezaco, reagujac dodatkowo na zmiany otoczenia oraz decyzje
innych agentéw [CDK10, [SBZ04].

Proba rozwiazania powyzszych probleméw doprowadzila do zdefiniowania
nowego typu systemu nazwanego systemem wieloagentowym (ang. multiagent
system, MAS) lub systemem opartym na agentach (ang. agent-based system).
W celu analizy zachowania systemu nalezy zasymulowac jego dzialanie, a tech-
nike taka okresla sie terminem symulacji opartej na agentach (ang. agent-
based modeling and simulation) lub symulacji wieloagentowej (ang. multia-
gent simulation) [ONUT00, [KB12]. Cechy charakterystyczne takiej symulacji
to [SLBOS, [Syc98]:

1. Kazdy agent dziala w pewnym, lokalnym otoczeniu i ma wiedze o sys-
temie ograniczona wylacznie do elementéow systemu znajdujacych sie w
poblizu. Tak wiec przy podejmowaniu decyzji nie moze kierowaé si¢ wie-
dza o calym systemie, przez co wieksze jest prawdopodobienstwo podjecia
decyzji nieoptymalne;j.

2. Nie ma mozliwosci globalnej kontroli systemu, czyli nie istnieje jeden
agent, ktéry mialby mozliwosé bezposredniego oddzialywania na wszyst-
kie pozostale. Zachowanie systemu jest wynikiem réwnolegtego zachodze-
nia interakcji lokalnych.

3. Dane sa zdecentralizowane i przechowywane w poblizu poszczegdlnych
agentéw lub ich grup, a nie w centralnej bazie danych.

4. Symulacja jest asynchroniczna, aby umozliwi¢ symulowanie zachodzenia
interakcji lokalnych w dowolnej kolejnoéci, a nie z géry zadanym po-
rzadku.

Powyzsza realizacja systemu powoduje, ze w systemie wieloagentowym prze-
twarzanie nastepuje w kierunku oddolnym. Najpierw symulowane sa interakcje
lokalne, a dopiero pézniej, jako rezultat ich wystepowania, zaobserwowa¢ mozna
zachowania bardziej globalne [Eps06 [Ser97]. Taki kierunek przetwarzania moze
by¢ bardzo przydatny miedzy innymi w biologii systemowej, ktéra w swoim za-
tozeniu modeluje skomplikowane systemy jako sume interakcji w prostszych
podsystemach (patrz sekcja .



Podstawowe modele analizy
infekcji wirusowych

4.1  Definiowanie modeli biologicznych

Podstawowa kwestia od ktérej nalezy rozpoczaé proces modelowania jest
decyzja jak formalnie, za pomocg metod matematycznych lub informatycznych
dany model zapisaé¢. Uzywane w tym celu metody mozna podzieli¢ na kilka
grup. Ponizej znajduje si¢ ich opis wraz z opracowanymi przez autora pracy
konkretnymi definicjami dla najbardziej charakterystycznych w kazdej grupie
metod. Zostaly one zademonstrowane na podstawie modelu infekcji wirusem
HCV, ktéry zostal opisany w [RDPQ9]. Szczegdlowe omodwienie tego modelu
znajduje sie w sekcji opisujacej podstawowy sposéb definiowania modeli
infekcji wirusowych za pomoca réwnan rézniczkowych, a jego analiza przepro-
wadzona przez autora w sekcji poswieconej oprogramowaniu stuzacemu do
analizy zapisanych modelow.

4.1.1 Klasyczna metoda matematyczna

Do modelowania przebiegu infekcji wirusowych modele oparte na réwna-
niach rézniczkowych na wigksza skale wykorzystywane sa od ponad dwudziestu
lat, od czasu zdefiniowania pierwszego takiego modelu dla wirusa HIV przez
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Alana Perelsona w 1989 roku [Per89]. Obecnie jest to najczesciej wykorzysty-
wana metoda, ktéra opisuje dynamiczny model systemu biologicznego za po-
moca réwnan opisujacych zmiane pewnej wartosci w czasie [DGPLII, WN02]
SHOS]. Zazwyczaj wartoscia ta jest liczba pewnych typéw komédrek gospodarza
oraz liczba wirionéw. Przyktadowe réwnania opisujace model infekcji HCV za-
prezentowany w [RDP09], pochodzace z tego artykulu, wygladaja nastepujaco:

T strer (1— T”) AT = (1=m)BVT +q  (41)
dI T+1

—=rl(1- i + (1 —=n)BVT —dil —qI (4.2)
dt Tmax

d

dit/ =(1—epl —cV (4.3)

W powyzszych rownaniach T oznacza liczbe niezainfekowanych hepatocy-
téw (ang. Target cells), I oznacza liczbe zainfekowanych hepatocytéw (ang.
Infected cells), natomiast V' oznacza liczbe wirionéw (ang. Virions). Niezainfe-
kowane hepatocyty sa produkowane przez réznicowanie komoérek blastycznych
w tempie s oraz sg infekowane w tempie 8 proporcjonalnym do ich liczby oraz
liczby wirionéw. Zaréwno niezainfekowane, jak i zainfekowane komérki umie-
raja w tempie odpowiednio dr oraz d; i rozmnazaja si¢ przez podzial z maksy-
malnym tempem réwnym rp oraz r; tak dlugo, az nie zostanie osiagnieta mak-
symalna dopuszczalne liczba hepatocytow T,,, modelujaca pojemnosé orga-
nizmu. Zainfekowane komoérki moga by¢ rowniez w niewielkim stopniu leczone
w tempie ¢ [DMZ7T05]. Aktywne wiriony lub wiriony nieaktywne w skutek po-
wstania niszczacych je mutacji genetycznych sa produkowane z zainfekowanych
hepatocytow w tempie p i usuwane przez system immunologiczny w tempie c.
Wspdlezynniki € i 7 modeluja proces terapii z uzyciem lekéw przeciwwiruso-
wych (interferonu i rybawiryny) i przy braku terapii réwne sa 0. Czas jest
mierzony w dniach, a liczba komérek w ich liczbie w mililitrze tkanki.

Roéwnania rézniczkowe dzigki matematycznej strukturze sa w stanie bardzo
precyzyjnie opisa¢ modelowany system. Co wiecej, jest to dobrze znane na-
rzedzie matematyczne, dla ktérego istnieje bogaty zestaw metod i algorytméw
stuzacych do ich analizy. Wada metody jest natomiast to, ze jest niezmier-
nie trudna do zrozumienia przez biologdéw, ktérzy nie posiadaja wymaganych
podstaw matematycznych. Aby troche uprosci¢ zapis i pozby¢ sie konieczno-
Sci zapisywania modelu przy pomocy wzoréw matematycznych, zaimplemento-
wane zostaly érodowiska, ktore umozliwiajg skonstruowanie modelu za pomoca,
graficznych blokéw i polaczen miedzy nimi. Przykladowymi programami tego
typu sa Mathworks Simulink (uzupelniajacy srodowisko Matlab) [KA11] oraz
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WinFACT [Berl2]. Rysunek przedstawia reprezentacje powyzszego modelu
wykonana przez autora w programie Simulink, natomiast dodatek [AZ3] przed-
stawia inny przykladowy model dla wirusa HIV opisany w [CROQ].

Innym sposobem komputerowej reprezentacji rownan rézniczkowych jest
wykorzystanie formatu, ktory zostal specjalnie przygotowany w celu zapisu
takich modeli. Jednym z nich jest na przyklad XMLlab [MP04] bazujacy na
jezyku XML. Niestety taki format nie dosy¢ ze nie rozwiazuje problemu ko-
niecznosci rozumienia dzialania réwnan rézniczkowych, to jeszcze wprowadza
dodatkowa trudnos$¢ zwiazana z przeksztalceniem ich postaci matematycznej
na jezyk formalny (w tym przypadku XML).

4.1.2 Dedykowane jezyki programowania

Alternatywna metoda zapisu definicji modeli infekcji wirusowych jest wyko-
rzystanie dedykowanych do tego jezykéw programowania. Najpopularniejszym
jezykiem wykorzystywanym w biologii systemowej, stanowiacym nieformalny
standard dla oprogramowania operujacego na modelach systemoéw biologicz-
nych jest jezyk SBML (Systems Biology Markup Language) [FHO03, [HES™T03).
Jest to jezyk nad ktérym prace rozpoczety sie w 1999 roku i ktéry oparty zostal
na jezyku XML. Od tego czasu jezyk jest caly czas rozwijany, a jego najnowsza
rewizja jest wersja 3 [HBKT10]. Gléwnym celem przy projektowaniu jezyka
byla standaryzacja sposobu zapisu definicji modeli uzywanych w biologii sys-
temowej, ktéra miata stuzyé zdefiniowaniu formatu, ktéry umozliwi:

e prace nad raz zapisanym modelem w wielu programach potrafiagcych in-
terpretowaé jezyk SBML,

e latwa wymiane modeli pomiedzy naukowcami,

e dalsza prace i analizowanie modelu, gdy program w ktérym zostal on
zdefiniowany przestanie by¢ juz utrzymywany lub dostepny.

Jezyk SBML odniést duzy sukces, w pazdzierniku 2012 oficjalna strona jezyka
zawierala opis 247 programéw, ktére umozliwiaja przetwarzanie modeli w je-
zyku SBML. Model infekeji HCV opisany w [RDP09| prezentowany jest na
listingu [£.1] w skréconej wersji, ze wzgledu na dlugosé jego kodu. Pelna wersja
modelu przedstawiona jest w dodatku [A1]

Listing 4.1: Fragment opisu modelu infekcji HCV za pomoca jezyka SBML przy-
gotowany przez autora pracy.

1 <?xml version="1.0" encoding="UTF-8" 7>
2 <!— Created by libAntimony version v2.2 on 2012—-10-27 13:24 with
libSBML version 5.6.0. —>
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Rysunek 4.1: Model infekcji HCV zaprojektowany przez autora pracy w
programie Mathworks Simulink uzupetniajagcym $rodowisko Matlab.
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3 <sbml xmlns="http://www.sbml.org/sbml/level3/versionl/core” level=
”?3” version="1">

! <model id="__main” name="__main”>

5 <listOfCompartments>

6 <compartment sboTerm="SB0O:0000410” id="default_compartment”
spatialDimensions="3”" size="1" constant="true” />

7 </listOfCompartments>

s <listOfSpecies>

9 <species id="Healthy_hepatocytes” compartment="
default_compartment” hasOnlySubstanceUnits="false”
boundaryCondition="false” constant=""false” />

10 <species id="Infected_hepatocytes” compartment="
default_compartment” hasOnlySubstanceUnits="false”
boundaryCondition="false” constant=""false” />

1 <l ... —>

2 </listOfSpecies>

3 <listOfParameters>

4 <parameter id="rHU” constant="false” />

5 <parameter id="rHI” constant="false” />

16 <parameter id="s” constant="false” />

17 <l ... —>

18 </listOfParameters>

19 <listOfReactions>

20 <reaction id="HH_Reproduction” reversible="true” fast="false
77>

1 <listOfReactants>

2 <speciesReference species="Healthy_hepatocytes”

stoichiometry="1" constant="true” />

23 </listOfReactants>

24 <listOfProducts>

25 <speciesReference species="Healthy_hepatocytes”

stoichiometry="1" constant="true” />

26 </listOfProducts>

27 <kineticLaw>

28 <math xmlns="http://www.w3.org/1998/Math/MathML”>

2 <ci> rHU </ci>

30 </math>

31 </kineticLaw>

32 </reaction>

33 <l— ... —

34 </listOfReactions>

35 </model>

36 </sbml>

Jezyk SBML pomimo wielu zalet i swojej popularnosci ma dwie wady. Po
pierwsze wymaga umiejetnosci Scistego i strukturalnego zapisu kodu, a jego
interpretacja wymaga interpretacji wielu stéw kluczowych (nazw znacznikéw)
zdefiniowanych w specyfikacji jezyka. Dodatkowo jezyk jako podstawe wykorzy-
stuje standard XML, ktéry jest mocno nadmiarowy, a tworzone w nim opisy
dtugie i rozwlekle, przez co czytelnosé opisu modeli jest dodatkowo zmniej-
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szona.
Czesciowo powyzsze wady jezyka SBML rozwiazuje jezyk Antimony [SBCS09).
Jest to jezyk przy ktoérego tworzeniu gléwnymi celami byly miedzy innymi moz-
liwo$¢ tatwego odczytywania i interpretacji kodu przez czlowieka oraz tatwego
i szybkiego opisywania nowych modeli. Przykladowy model zapisany w jezyku
Antimony przedstawiony jest na listingu[£:2] Zaleta tego jezyka jest stosunkowo
prosta budowa regul opisujacych interakcje w systemie biologicznym oraz jego
zwieztoéé. Co prawda jezyk opisu regul caly czas nie przypomina powszechnie
wykorzystywanego jezyka naturalnego, to powinien on by¢ stosunkowo tatwy
do zrozumienia. Niestety jego wadami sa niemozliwo$¢ zdefiniowania przedziatu
wartosci, w ktorym powinny zawieraé si¢ parametry oraz problem z dodawa-
niem do modelu dodatkowych ograniczen.

Listing 4.2: Model infekcji HCV zdefiniowany przez autora pracy w jezyku Anti-
mony.

//Created by libAntimony v2.2
// Compartments and Species:

species Healthy_hepatocytes, Infected_hepatocytes, Blastic_cells ,
Dead_hepatocytes;
species Virions, Dead_virions;

// Reactions:
HH_Reproduction: Healthy_hepatocytes —> Healthy_hepatocytes; rHU;
IH_Reproduction: Infected_hepatocytes —> Infected_hepatocytes; rHI

BC_Upgrade: Blastic_cells —> Healthy_hepatocytes; s;

HH_Death: Healthy_hepatocytes —> Dead_hepatocytes; dHU;

IH_Death: Infected_hepatocytes —> Dead_hepatocytes; dHI;

Infection: Healthy_hepatocytes + Virions —> Infected_hepatocytes;
beta;

Virus_emission: Infected_hepatocytes —> Infected_hepatocytes +
Virions; pH;

Virus_-death: Virions —> Dead_virions; cv;

Cure: Infected_hepatocytes —> Healthy_hepatocytes; cI;

 // Species initializations:

Healthy_hepatocytes = ;
Infected_hepatocytes = ;
Blastic_cells = ;
Dead_hepatocytes = ;
Virions = ;

Dead_virions = ;

// Variable initializations:
rHU = ;

rHI = ;
s =
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dHU ;
dHI ;
beta = ;
pH
cv

i

)

5 cl ;

//Other declarations:
var tHU, rHI, s, dHU, dHI, beta, pH, cv, cI;

Ciekawym podejsciem nawigzujacym do opisu systeméw biologicznych za
pomoca opisanych powyzej dedykowanych jezykow formalnych jest podejscie
oparte na regulach (ang. rule based) [HFBT06]. W podejéciu tym procesy za-
chodzace w systemie opisane sg za pomoca regul zblizonych strukturalnie do
reakcji chemicznych. Kazda reguta sklada si¢ z dwoch czegsci - definicji sub-
stratow, ktore w trakcie zachodzenia procesu przemieniaja si¢ w produkty. W
szczegbdlnosci proces moze by¢ dwukierunkowy, czyli mozliwa jest réwniez po-
nowna przemiana otrzymanych produktéw w elementy, ktore byty substratami.

Jednym z popularniejszych sposobow zapisu regut w biologii systemowe;j jest
jezyk BioNetGen [FBH09]. Jezyk ten definiuje formalny jezyk programowania,
za pomocy ktoérego regulty moga by¢ zapisywane i przetwarzane przez narze-
dzia informatyczne. Sposéb zapisu regul zostanie natomiast przedstawiony za
pomoca notacji ML-Rules [MRUT1], ktéra w odréznieniu od BioNetGen po
pierwsze umozliwia latwe modelowanie zaleznosci hierarchicznych (wielopozio-
mowych), a po drugie definiuje wygodna w uzyciu notacje matematyczna uzy-
wang do zapisu regut. Model infekcji HCV zdefiniowany przez autora pracy z
wykorzystaniem ML-Rules przedstawiony jest na ponizszych réwnaniach:

o > T (4.4)
Tt 0" —~ 2T

t+i<Tmax

0Tt +1" ——~ 271 (4.6)
t+i<Tmax

I 4 T (4.7)

ver LT (4.8)

I 5 Ir4+v (4.9)

T & 5 (4.10)

) S N (4.11)

Vv 5 0 (4.12)
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W powyzszym przykladzie wielkie litery oznaczaja elementy biorace udzial
w procesach, male litery ich liczno$é, strzatki oznaczaja produkcje, wspdlezyn-
niki nad strzatkami oznaczaja tempo zachodzenia procesu, natomiast warunki
pod strzatkami musza byé¢ spelnione, aby proces zachodzit. Modelowanie za
pomoca regut jest z pewnoscia ciekawym podejsciem ze wzgledu na swoja zwie-
z108¢ i bezposrednie przelozenie zachodzacych proceséw na konkretne reguty.
7 drugiej strony zrozumienie notacji wymaga precyzyjnego zrozumienia zasad
definiowania regul. Dla bardziej skomplikowanych modeli, wykorzystujacych w
pelni mozliwosci jezyka takie jak atrybuty i modelowanie hierarchiczne, zapis
moze wymagaé¢ dluzszej analizy w celu jego zrozumienia i moze byé¢ trudny
do przyswojenia przez osoby bez doswiadczenia w interpretowaniu skompliko-
wanych definicji matematycznych. Trzeba rowniez pamietaé, ze aby automa-
tycznie przeanalizowaé taki model na komputerze nalezy najpierw wprowadzi¢
go za pomocy jezyka takiego jak na przyklad BioNetGen, ktéry tak samo jak
wczesniej opisane jezyki programowania tatwy w uzyciu bedzie tylko dla pro-
gramistéw.

4.1.3 Graficzna reprezentacja modeli

W celu uproszczenia procesu rozumienia opisu modelu przez czlowieka za-
projektowana zostala graficzna notacja SBGN (Systems Biology Graphical No-
tation) [LHM™09]. Prace nad nia rozpoczely sie w 2006 roku i dotychczas
zdefiniowane zostaly trzy zestawy oznaczen graficznych do modelowania in-
terakcji (Process Description), relacji pomiedzy bytami (Entity Relationship)
oraz przeplywu informacji (Activity Flow). Zgodnie z zalozeniami notacja pre-
zentuje model w czytelny, graficzny sposéb, co zdecydowanie ulatwia przekaz.
Niestety, mimo ze notacja ta wspiera import z jezyka SBML, zostala ona zapro-
jektowana gtéwnie w celu reprezentacji sieci metabolicznych, ekspresji gendéw
oraz przekazywania sygnalow. Przez to nie najlepiej nadaje si¢ do reprezenta-
cji infekeji wirusowych. Rysunek przedstawia reprezentacje modelu infekcji
HCV w notacji SBGN na tyle doktadnie, na ile notacja to umozliwia. Gtéwnymi
problemami jest brak elementéw na oznaczenie komérek, niemozliwo$é prostego
zamodelowania ich émierci oraz problem z podaniem zakresu parametréw.

Aby umozliwié¢ tatwa edycje modeli reprezentowanych w notacji SBGN za-
pisywane sg one nie w plikach graficznych, ale w dedykowanym formacie SBGN-
ML (SBGN Markup Language) opartym na jezyku XML. Niestety liczba pro-
gramow, ktore potrafia go interpretowaé jest zdecydowanie bardziej ograni-
czona niz w przypadku jezyka SBML. Zapis modelu przedstawionego na ry-
sunku [£:2] w formacie SBGN-ML znajduje si¢ w dodatku [A-2]
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Rysunek 4.2: Graficzna reprezentacja modelu infekcji HCV w notacji
SBGN. Grafika zostata utworzona przez autora pracy w programie VAN-
TED [JKS06] z uzyciem wtyczki SBGN-ED [CKS10].
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Oproécz notacji SBGN istnieje jeszcze wiele $rodowisk symulacyjnych, w
ktérych wprowadzanie modelu do symulacji nastepuje lub jest wspomagane za
pomoca narzedzi graficznych. Jednak w ich przypadku format zapisu opiséw
modeli jest dedykowany dla tej konkretnej aplikacji i nie jest tak uniwersalny
jak SBGN. Dlatego tez prezentacja tego sposobu opisu modeli znajduje sie w
sekeji 1.2 wraz z opisem aplikacji symulacyjnych.

4.2  Komputerowa analiza modeli

Zdefiniowanie modelu infekcji wirusowej za pomoca jednej z metod przed-
stawionych w sekcji jest tylko niezbednym etapem wstepnym, po ktérym
nastepuje wladciwa analiza modelu za pomoca metod matematycznych lub
informatycznych. Sekcja ta zawiera przeglad dostepnych metod analizy mo-
deli infekcji wirusowych (patrz réwniez obszerny przeglad dostepnych metod w
IMAW12]) wraz z wynikami przeprowadzonej przez autora szczegélowej analizy
klasycznego modelu infekcji HCV [RDPQ9].

4.2.1 Oprogramowanie do symulacji komputerowych

Istnieje wiele programéw komputerowych shuzacych do symulowania i anali-
zowania réwnan rozniczkowych. Przykladowo w pracy tej uzywany byl do tego
program Mathworks Simulink opisany w sekcji [f.1.1] Troche bardziej ograni-
czony wyboér wystepuje w przypadku, gdy oprogramowanie oprocz numerycz-
nej symulacji réownan powinno réwniez wyznacza¢ warto$ci parametréw wy-
stepujacych w réwnaniach na podstawie danych eksperymentalnych. Jednak w
tym przypadku rowniez dostepnych jest kilka sprawnych programoéw takich jak
darmowy w zastosowaniach akademickich PottersWheel [MTO08], Berkeley Ma-
donna [MOZ09] lub Easy-Fit [Sch02] obstugujacy oprécz réwnan zwyczajnych
réwniez réwnania czastkowe, a takze popularny arkusz kalkulacyjny Microsoft
Excel [CCHKO07].

Jak zaprezentowano powyzej obszar programoéw wspomagajacych analizo-
wanie ukladéw rownan rézniczkowych jest bardzo dobrze zagospodarowany.
Odmiennie wyglada obszar symulacji wieloagentowych systeméw biologicznych,
ktoére sg obszernie omawiane w tej pracy. Dotychczas stworzono kilka srodowisk,
ktoére w znacznym stopniu moga wspomoc projektowanie modeli opartych na
agentach. Sa to srodowiska takie jak Brahms[SCvHO03], AndroMeta [And12] i
NetLogo [Wil99]. Niestety zadne z nich nie nadaje si¢ do przeprowadzania bar-
dziej skomplikowanych symulacji. Gléwna brakujaca w nich funkcjonalnoscia
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Rysunek 4.3: Przyktadowy model stworzony w programie Ne-
tLogo - rozprzestrzenianie sie wirusa HIV w populacji ludzkie;j.
[Zrédto: Stanford University - Computational Modeling and Analy-
tics in Social Sciencehttp://computationalmodelingblogs.stanford.edu/
winter2012/2012/01/18/aids-who-makes-the-decision/|

jest mozliwo$é automatycznego dostrojenia wartosci parametrow wystepuja-
cych w modelu do danych eksperymentalnych.

Podjetych zostato réwniez kilka préb wiasnej implementacji symulacji wie-
loagentowych w celach wirusologicznych, a takze wykorzystania w tym celu
ktorego$ z gotowych, powyzszych érodowisk. Jednak préby te sa nieliczne i
zazwyczaj ograniczone do wirusa HIV [ZKCO05, MLF™08, TKI™10], a tylko po-
jedyncze prace zakladaja, ze opracowane modele moga by¢ stosowane dla in-
nych wiruséw, na przyktad HCV [IKIT10]. Co wigcej wigkszo$é z istniejacych
prac prezentuje tylko mozliwos¢ wykorzystania symulacji wieloagentowej do
symulowania przebiegu infekcji wirusowej, a nie pokazuje metody, ktéra mo-
glaby stuzy¢ wyciagnigciu biologicznych wnioskéw. Natomiast jak zauwazono w
IMAW12] wartos¢ modelu nie powinna by¢ oceniana po tym jak dokladny, albo
zlozony on jest, ale po tym czego mozna sie z niego nauczy¢. Jedynie [ZKC05]
prezentuje jak opracowane modele moga byé¢ wykorzystane do zweryfikowania
kilku powszechnie panujacych hipotez o infekeji HIV. Zadna ze wspomnianych
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prac nie odpowiada réwniez na pytanie jak inaczej niz za pomoca préb i ble-
déw mozna dobraé¢ wartosci parametréw modelu dla konkretnego przypadku
medycznego.

Istnieje réwniez grupa dedykowanych jezykéw programowania, ktére stwo-
rzone zostaly specjalnie w celu przeprowadzania réznorodnych, nie tylko biolo-
gicznych symulacji. Do najpopularniejszych z nich naleza oparty na Javie JiST
[BHvRO05] oraz oparty na Pythonie SimPy [MV03]. Jezyki te niestety sa trudne
w obstudze przez biologéw, gdyz tak jak sposoby opisu modeli zaprezentowane
w sekcji wymagaja najpierw, aby zaimplementowaé definicje modelu w
wybranym jezyku formalnym. Dodatkowo sa one bardzo ogdlne i nie zawsze
zastosowanie ich do symulacji infekcji wirusowej jest tatwe. Druga z tych wad
w zdecydowanie mniejszym, cho¢ ciagle zauwazalnym stopniu dotyczy $rodo-
wisk MSI [MLET08] oraz CAFISS [TJ05], ktére zostaly stworzone z myéla
o symulacji dzialania ukladu immunologicznego. Wykorzystanie ich wiaze sie
jednak réwniez z nauka dedykowanego jezyka opisu modeli.

4.2.2 Analiza réwnan roézniczkowych

Model zaprezentowany w sekcji[f.1.1]moze by¢ analizowany analitycznie lub
za pomoca jednego z wielu programéw komputerowych. Szczegbélowa analiza
analityczna tego modelu zostala przeprowadzona w [RDP09]. Wynika z niej, ze
aby pacjent wyzdrowial spelniony musi by¢ warunek:

pﬂTmaw (’I"T - dT)
C(dI’I’T — dTT])

>1 (4.13)

oraz istnieja dwa stany stabilne - zainfekowany o niezerowych liczbach komérek
(T; I'; V') oraz wyleczony:

(’"U_dU Upya: 0: 0) . (4.14)
U
Na rysunku przedstawiono natomiast wyniki symulacji tego modelu
przeprowadzone przez autora pracy w programie Simulink za pomoca modelu
opisanego w sekcji Wiyniki przeprowadzonej symulacji sa zgodne z wyni-
kami prezentowanymi przez twércéw modelu [RDP09).
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Figure 4.4: Wykonana przez autora symulacja w Srodowisku Simulink
modelu opisanego w [RDPQ9|, ktérej wyniki pokrywaja sie z wynikami
otrzymanymi przez autoréw pracy zrédtowe;.

Dane pozwalajace zdiagnozowadé stan chorego zakazonego wirusem HCV sa
zazwycza]j ograniczone do poziomu RNA wirusa we krwi (patrz sekcja .
Z tego powodu autorzy modeli infekcji HCV zazwyczaj koncentruja sie tylko
na réwnaniu dotyczacym liczby wirionéw i tylko na jego podstawie staraja sie
dopasowaé model do danych. Moze to prowadzi¢ do wielu btednych wnioskow,
poniewaz niemozliwe jest udowodnienie, ze model jest poprawny, jezeli réw-
nania modelujace liczbe hepatocytéw nie prezentuja choéby prawdopodobnych
wynikéw. Mimo to w wigkszosci modeli zaktada sie, ze w czasie pierwszych dni
terapii liczba hepatocytow jest stala, a fakt ten nie jest w zaden sposéb weryfi-
kowany. W ten sposéb pomijany jest fakt, ze nawet jezeli rownanie prezentujace
poziom RNA pasuje idealnie do danych klinicznych, to dopdki réwnania opisu-
jace poziom hepatocytéw réwniez nie generuja prawidlowych wynikéw, model
nie moze by¢ uznany za model poprawnie wyjasniajacy caly proces infekcji
wirusem.

Jako przyktad przedstawiona zostanie analiza klasycznego modelu, opisa-
nego wezesnie, a zdefiniowanego w [RDP09]. Wyniki tego modelu dla réwnania
opisujacego poziom RNA wirusa, ktore prezentowane sa w artykule zrédtowym,
przedstawione zostaly wezedniej na rysunku [f.4] Rysunek przedstawia te
same wyniki, ale z uwzglednieniem réwnan prezentujacych liczbe zainfekowa-
nych i niezainfekowanych hepatocytéw. Na wykresie mozna zauwazy¢, ze catko-
wita liczba hepatocytéw po 50 dniach od rozpoczecia terapii spada do 4,4 - 10°
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komorek na mililitr. Jest to 12% mniej niz liczba komérek w zdrowej watrobie,
co modelowane jest przez ich liczbe w stanie stabilnym dla zdrowego pacjenta
i réwne jest 4,98 - 106 komérek na mililitr. Tak szybki i znaczacy spadek liczby
komorek jest wysoko nieprawdopodobny.

Jeszcze wiekszy problem pojawia sie podczas analizowania przebiegu infek-
cji przed rozpoczeciem terapii. Model zaklada, ze parametry € oraz i popraw-
nie modeluja proces terapii, a pozostale parametry opisuja reszte proceséw
wystepujacych w ciele pacjenta i nie maja zadnego wplywu na modelowanie
terapii. Zgodnie z tym zalozeniem ustawienie wartosci parametréw e oraz 1 na
0 powinno modelowa¢é przebieg infekcji u pacjenta przed rozpoczeciem terapii.
Przypadek taki prezentowany jest na rysunku [£.-5b] Z wykresu mozna odczy-
taé, ze catkowita liczba hepatocytéw spada do 3,14 - 10 komérek na mililitr po
zaledwie 10 dniach infekcji. Oznacza to, ze objeto$é watroby maleje o 40% w
10 dni od momentu zakazenia, co w rzeczywistosci jest niemozliwe. Co wiecej
juz po 3 dniach liczba niezainfekowanych komérek maleje do 3-103 komérek na
mililitr. Oznacza to, ze momentalnie wiekszos¢ komorek zostaje zainfekowana,
co jak wykazano w |[LSXT09| nie jest mozliwe.
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Rysunek 4.5: Symulacja dynamiki infekcji wirusowej oraz liczby komérek

zainfekowanych i niezainfekowanych po rozpoczeciu terapii (a) oraz przed
rozpoczeciem terapii (1, = 0) (b).
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Analiza zaprezentowana w tej sekcji pokazuje, ze nawet wykorzystanie do-
brze znanych i powszechnie wykorzystywanych metod oraz narzedzi moze do-
prowadzi¢ do pominiecia kluczowych etapéw analizy modelu. W dalszej czesci
pracy, w rozdziale [f] prezentowana jest bardziej wszechstronna metoda symu-
lowania modeli infekcji wirusowych oraz jej wykorzystanie do glebszego zana-
lizowania probleméw wystepujacych w powyzszym modelu.



Formalny opis modeli
dynamicznych

Jak zauwazono we wstepie do tej pracy modelowanie matematyczne peini
wazng role w biologii. Pozwala analizowaé¢ skomplikowane procesy biologiczne
i wyciaga¢ wartosciowe wnioski. Niestety narzedzia stuzace do modelowania
sg zazwycza] niezrozumiale dla biologéw, a mozliwo$¢ pomocy oferowana im
przez informatykéw i matematykow jest mocno utrudniana poprzez brak u nich
wiedzy dziedzinowej. Problem ten jest w érodowisku biologicznym znany juz
od wielu lat. Na przyklad w roku 2002 Yuri Lazabnik w tekscie ,,Czy biolog
moze naprawié radio?” (ang. Can a biologist fix a radio?) [Laz02] zauwaza, ze
w tamtych czasach biologom brakowalo umiejetno$ci modelowania systeméw
biologicznych, ale:

»Rozwadj biologii systemowej moze zmusi¢ biologow do szybkich
zmian swojego podejscia.”

Niestety w roku 2011, polemizujac z powyzszym tekstem, James Faeder za-
uwaza [Faell], ze:

wPrawie dekade pozniej ciggle mozna bezpiecznie zaloZyé, ze wiek-
s205¢ biologow eksperymentalnych prawdopodobnie nie posiada Zad-
nych umiejetnosci modelowania oraz wykorzystania oprogramowa-
nia modelujgcego.”

Wyniki przedstawione w tym rozdziale moga poméc zmieni¢ powyzszy, nie-
korzystny stan rzeczy. Jak przedstawiono w rozdziale [I.]] istnieje wiele spo-
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sobow formalnego zapisu modeli biologicznych, jednak kazdy z nich posiada
pewne ograniczenia. Celem prac opisanych w tym rozdziale bylo zdefiniowanie
nowego sposobu opisu modeli dynamicznych stosowanych w biologii, miedzy
innym do modelowania infekcji wirusowych. W rezultacie powstal jezyk Mode-
Lang, wraz z przykladows implementacjg jego parsera. Jezyk ten rozwiazuje
problemy istniejace w aktualnie stosowanych podejsciach, zachowujac przy tym
ich funkcjonalnoéé. Jezyk ModeLang zostal przetestowany w oparciu o modele
infekcji HCV 1 HIV, ktoére zostaly w nim zapisane. Aby dotrzeé¢ do szerokiego
grona odbiorcow podjeto decyzje, aby tworzony jezyk oprze¢ o jezyk angielski.
Dlatego tez wszystkie przyklady regut i definicje znajdujace si¢ w tym rozdziale
zapisane sa w tym jezyku.

Prace opisane w tym rozdziale prowadzone byly w wiekszoéci wspédlnie z
Tomaszem Prejzendancem, pod kierownictwem promotora i w catosci sg wyni-
kiem prowadzonych przez autoréw badan zgloszonych do publikacji w [WPB12]
i prezentowanych na konferencji miedzynarodowej ICOLE’12 w Austrii. Wigk-
sz0$¢ przedstawionych w tym rozdziale idei i pomystéw pochodzi od autora
tej rozprawy i zostala sformulowana na podstawie jego doswiadczen z mode-
lowaniem infekcji wirusowych, jednak niektore idee i wiekszo$¢ implementacji
parsera jezyka ModeLang wsparte zostaly przez wspétautora.

5.1 Zalozenia wstepne i cel prac

Projektujac jezyk koncentrowano si¢ gtéwnie na jego przydatnoséci do mo-
delowania biologicznych systeméw dynamicznych, a w szczegdlnoéci infekcji
wirusowych, jednak jak wykazano dalej jego przydatnosé jest duzo szersza i nie
ogranicza si¢ tylko do biologii. Gtéwnym celem projektowym byto, aby jezyk
byl latwy w uzytkowaniu dla biologéw, ktérzy nie posiadaja obszernej wiedzy
matematycznej i informatycznej. Realizacji powyzszego celu postuzyto zdefi-
niowanie nastepujacych celéw szczegdtowych:

1. Projektowany jezyk powinien by¢ z punktu widzenia uzytkownika jak naj-
mniej formalny, czyli umozliwiaé¢ stosowanie jak najbardziej elastycznej
sktadni, zblizonej do sktadni jezyka angielskiego. Powinna istnie¢ mozli-
wos¢ opisywania wystepujacych w nim deklaracji za pomoca réznych sy-
noniméw oraz konstrukcji gramatycznych, tak aby jak najlepiej imitowaé
jezyk angielski. W szczegdlnosci nalezy umozliwi¢ zapis regul zaréwno
w stronie czynnej, jak i biernej, gdyz obie konstrukcje sa powszechnie
wykorzystywane przy opisywaniu systeméw biologicznych.
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2. Stowa, ktérych nie uda sie zinterpretowaé jako stow kluczowych nalezy
pominaé, gdyz prawdopodobnie sa to tylko wyrazy pomocnicze, nie wno-
szace zadnej wartosciowej informacji. Twérca modelu powinien by¢ oczy-
wiscie o tym fakcie powiadomiony, aby méc skorygowaé ewentualne bledy.

3. Nazwy wlasne obiektow wystepujacych w modelu powinny by¢ automa-
tycznie wykrywane, aby nie wymusza¢ na tworcy opisu koniecznosci de-
finiowania ich formalnie z uzyciem specjalnej sktadni.

4. Jedyna matematyczna czes¢, ktorej nie da sie uniknaé to definicja warto-
$ci parametrow wystepujacych w modelu, takich jak na przyktad predkosé
namnazania si¢ komérek. Definicja taka moze okresla¢ konkretng wartosé
parametru lub przedzial, w ktérym musi sie on znajdowaé. Aby definicja
parametréw byta jak najprostsza, nalezy umozliwi¢ nadawanie parame-
trom zlozonych nazw oraz zapis ich wartoSci w najbardziej intuicyjny
spos6b — za pomoca znakéw réwnosci, mniejszosci 1 wigkszosci.

5.2 ModeLang - nowy jezyk opisu modeli biologicz-
nych

W celu realizacji celéw postawionych przed nowym sposobem definiowania
modeli systemow biologicznych zdefiniowany zostal nowy jezyk nazwany Mo-
deLang. W celu dostarczenia wsparcia jego uzytkownikom oraz zbierania opinii
spolecznodci na temat jezyka, utworzona zostala dla niego dedykowana strona
www (http://modelang.cs.put.poznan.pl/). Ponizej znajduje sie szczegblowy
opis jezyka.

5.2.1 Sposoéb wykorzystania jezyka

7Z formalnego punktu widzenia wykorzystanie jezyka ModeLang nie odbiega
znaczaco od sposobu wykorzystania innych jezykéw formalnych wykorzysty-
wanych w informatyce, w tym jezykdéw programowania. Jedyna réznica jest
sktadnia, ktéra jest duzo bardziej elastyczna niz w wiekszosci istniejacych jezy-
kéw. Aby w przejrzysty sposob ukazaé, w jaki sposdb w procesie modelowania
infekcji wirusowej wykorzystywany jest jezyk ModeLang na rysunku przed-
stawiono schemat takiego procesu. Etapy na ktorych wykorzystywany jest jezyk
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Rysunek 5.1: Zrzut strony domowej jezyka ModelLang.

ModeLang zaznaczone zostaly ciemniejszym kolorem. W dalszej czesci tej sek-
c¢ji znajduje sie ich szczegdtowy opis wraz z odniesieniem do ich odpowiednikéw
w procesie kompilacji wiekszosci jezykéw programowania (patrz sekcja [3.4)).

1. Pierwszym etapem jest opisanie infekcji wirusowej w jezyku ModeLang.

Na tej podstawie powstaje definicja modelu opisujacego ta infekcje, ktéra
formalnie mozna traktowac jak plik z kodem Zrodtowy.

. Poniewaz jezyk ModeLang jest jezykiem zblizonym do jezyka natural-

nego, jego parser nie jest w stanie samodzielnie zinterpretowa¢ opisu mo-
delu. W tym celu potrzebna jest dodatkowa baza wiedzy, ktéra zawiera
wpisy definiujace jak konkretne wyrazy z jezyka naturalnego wykorzy-
stywane sa do opisywania infekcji. Baza ta nazywana slownikiem wiedzy
eksperckiej wykorzystywana jest na etapie parsowania opisu infekcji zde-
finiowanego w punkcie pierwszym. Taki stownik to odpowiednik standar-
dowych bibliotek wykorzystywanych przez wiele jezykéw programowania
(na przyktad biblioteka System w jezyku Pascal lub stdlib w jezyku C).

. Wynikiem procesu parsowania jest komputerowa reprezentacja modelu.

Reprezentacja ta zapisana jest w pamieci w postaci obiektowej i moze
by¢ latwo wykorzystana w dalszych etapach przez oprogramowanie, dla
ktorego opis modelu jest wejéciem. W rezultacie wyjsécie parsera jezyka
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Rysunek 5.2: Kolejne etapy modelowania z wykorzystaniem jezyka Mo-
delLang. Kolor czarny oznacza etapy, na ktérych bezposrednio wykorzysty-
wany jest jezyk Modelang.
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ModeLang odpowiada wyjsciu kompilatoréw jezykow programowania.

. Aby struktura danych wygenerowana przez parser byla w praktyce uzy-

teczna nalezy przekonwertowac ja na format danych wejsciowych oprogra-
mowania, ktore jako wejscie pobiera opis modelu infekcji wirusowej, a na
wyjsciu zwraca obliczone na jego podstawie dane (np. prognoze sposobu
przebiegu infekcji wirusowej). Ten etap odpowiada procesowi konsolidacji.
Jedyna réznic polega na tym, ze w wyniku nie powstaje kod wykonywany
przez procesor lub maszyne wirtualna, ale stanowiagcy wejscie do innego
programu symulacyjnego.

. Utworzone dane sa wykorzystywane w oprogramowaniu symulujacym badz

analizujacym model, co odpowiada procesowi uruchomienia programu.

. Jezeli wyniki nie sg satysfakcjonujace, to opis modelu w jezyku ModeLang

moze by¢ poprawiony, a caly proces powtorzony.

5.2.2  Terminologia

Przy definiowaniu i opisywaniu jezyka ModeLang stosowane sa nastepujace

terminy:

e Agent to pojedynczy obiekt (byt), ktérego zachowanie jest modelowane.

W przypadku infekcji wirusowej moze to byé na przyklad zdrowa lub
zainfekowana komorka, albo wirion.

Interakcja definiuje sposob w jaki agenty moga na siebie oddziatywac.
Przede wszystkim opisuje ile réznych typoéw agentéw uczestniczy w pew-
nym procesie, ktére z nich maja wplyw na ktére oraz jakie jest tempo
zachodzenia interakcji.

Regula okresla konkretne zachowanie agentow w systemie biologicznym.
Reguly tworzone sa na podstawie interakcji. Na podstawie jednej inte-
rakcji moze by¢ utworzonych wiele regut, poniewaz interakcja pomiedzy
tymi samymi typami agentéw moze mieé¢ rézne przyczyny biologiczne.
W przypadku modelu infekcji wirusowej moze to by¢ na przyktad infek-
cja, w trakcie ktorej wirion i zdrowa komorka tacza sie, tworzac komoérke
zainfekowana.

Parametr definiuje pewng stala warto$é¢, ktéra moze byé na przyktad
czestotliwoéc zachodzenia pewnego procesu opisanego za pomoca reguly.
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5.2.3 Sktadnia

Definicja sktadni jezyka w notacji bazujacej na notacji EBNF i wyrazeniach
regularnych przedstawiona zostata na listingu [5.1

Listing 5.1: Sktadnia jezyka Modelang

value ::= [0—-9]+ (.7 [0—-9]4+)? ([eE] [0—-9]+)7
parameter_name ::= [a—2A—7Z][a—2A—-Z0—9]x

agent ::= [a—2A-Z\ |+

parameter parameter_name ('=’ | '<’ | '>’) value

| value ’'<’ parameter_name ’'<’ value
| value ’'>’ parameter_name ’'>’ value

interactionl ::= agent (VERB | ADJECTIVE | VERB ADJECTIVE)
PREPOSITION? agent CONSTRAINT parameter_name
. interaction2 ::= agent (VERB | ADJECTIVE | VERB ADJECTIVE)
CONSTRAINT parameter_name
interaction3 ::= agent ’and’ agent VERB PREPOSITION? agent
CONSTRAINT parameter_name
interaction4 ::= NOUN agent (’and’ agent)* VERB CONSTRAINT

parameter_name

Za pomoca wielkich liter zapisano symbole terminalne, ktore musza by¢ zde-
finiowane w stowniku wiedzy eksperckiej, poniewaz reprezentuja informacje o
wiedzy dziedzinowej. Szczegély przedstawione sa w rozdziale [5.2.6] dotyczacym
stownikéow wiedzy eksperckiej, natomiast przyktadowe wartosci tych symboli
podane sg w rozdziale zawierajacym oméwienie konkretnych regut. Zna-
czenie poszczegdlnych symboli nieterminalnych jest nastepujace:

e value to dowolna, nieujemna liczba rzeczywista, ktora mozna zaprezen-
towa¢ w typie prostym long double,

e parameter_name to nazwa parametru, ktéra mozne by¢ dowolnym cia-
giem liter i cyfr rozpoczynajacym sie litera,

e agent to nazwa typu agentéw, ktora w odréznieniu od nazw parametréw
nie moze zawiera¢ cyfr, ale moze zawieraé spacje,

e parameter to definicja wartosci parametru, ktora moze okresla¢ jego
konkretna wartosé lub przedzial wartosci, do ktérego musi nalezeé,

e interactionl to interakcja w ramach ktérej jeden agent oddzialuje na
innego,

e interaction2 to akcja, ktora angazuje tylko jednego agenta,
e interaction3 to interakcja dwoch agentéw z trzecim,

e interaction4 to ograniczenie dotyczace pewnego zbioru typow agentow.
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Nalezy w tym miejscu zaznaczy¢, ze poniewaz jednym z celéw zdefiniowanych
w rozdziale jest tatwosé uzycia jezyka, powyzsza sktadnia traktowana jest
przez parser w sposéb malo restrykcyjny. Oznacza to, ze parser dopuszcza po-
jawienie sie dodatkowych stéw i znakow, ktére nie sa w powyzszej skladni
uwzglednione, tak dlugo dopdki po ich usunieciu konkretne zdanie da sie dopa-
sowaé do dokladnie jednego typu interakcji. Jezeli poprzez wprowadzenie do-
datkowych stéw zdanie staje sie niejednoznaczne lub niezrozumiate i niemozliwe
do dopasowania do jakiejkolwiek reguty, zostanie zasygnalizowany btad.

Elastycznos¢ jezyka osiagnieto rowniez za pomoca dwdch innych zabiegéw.
Po pierwsze stowem kluczowym pochodzacym ze stownika wiedzy eksperckiej
w przypadku interakcji 1 i 2 moze byé¢ czasownik lub przymiotnik. Umozliwia
to zapisanie reguly zaréwno jako przykladowo ,Agent dies”, jak i ,Agent be-
come inactive”, o ile oba stowa ,dies” oraz ,inactive” znajda sie w slowniku
wiedzy eksperckiej. Po drugie powyzsza definicja umozliwia zaréwno uzycie
strony czynnej, jak i biernej. W przypadku strony biernej uzywana jest kon-
strukcja VERB ADJECTIVE, w ktorej VERB oznacza odpowiednia odmiane
czasownika ,to be”, natomiast ADJECTIVE pelni role trzeciej formy czasow-
nika. Przy definiowaniu jezyka nie wprowadzono rozréznienia pomiedzy trzecia
forme czasownika oraz przymiotnikiem, gdyz czesto mozna stosowaé je zamien-
nie. Dlatego tez tatwiej definiowaé je w stowniku wiedzy eksperckiej razem, w
jednej grupie oznaczanej jako ADJECTIVE.

5.2.4 Reguly

Reguly uzywane do opisywania infekcji wirusowych zdefiniowane zostaly
na podstawie interakeji wystepujacych w skladni jezyka opisanej w sekeji[5.2.3}
Definiowanie odrebnych regul bylo konieczne, poniewaz na podstawie niekté-
rych typéw interakcji mozna zdefiniowa¢ kilka regut o odmiennym znaczeniu
biologicznym (posiadajacych odmienng semantyke). Na przyklad obie reguly
LAgent 1 creates Agent 27 oraz ,Agent 1 destroys Agent 27 wykorzystuja in-
terakcje pierwsza, ale skutek ich wykonania jest calkowicie przeciwny.

Na rysunku |5.3| zaprezentowano wizualnie zasade dzialania pierwszych pie-
ciu regul. Agenty przedstawione z lewej strony strzalki, to obiekty inicjujace
dang interakcje, dalej zwane beda agentami zrédlowymi. Przedstawione z
prawej strony strzalek, powstajace w w wyniku zajécia interakcji agenty zwane
beda dalej docelowymi. Na rysunku brakuje prezentacji reguly széstej, ktéra
nie modeluje zadnej akcji tylko modeluje ograniczenia i w zwiazku z tym nie
moze by¢ przedstawiona graficznie. Ponizej znajduje sie dokladniejszy opis re-
gul. Dla regut podano réwniez odpowiadajacy im sktadnik w przypadku opisy-
wania systemu biologicznego za pomocg réwnan rézniczkowych. W ponizszych
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0=}
Rule 1 Rule 2
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Rule 3 Rule 4

Rule s

Rysunek 5.3: Wizualizacja regut opisujacych infekcje wirusowa.

wzorach p oznacza parametr definiujacy czestotliwos¢ zachodzenia danej inte-
rakcji.

Reguta 1 - Tworzenie

Regula ta opisuje utworzenie nowego agenta docelowego B przez pewnego
agenta zrodlowego A, ktéry pozostaje w skutek zajscia interakcji niezmieniony.
Regula ta wykorzystuje interakcje 1 opisana skladnia jezyka ModeLang. Na
przyklad nowa komorka jest tworzona przez podziat. W réwnaniach rézniczko-
wych zapisywana jest jako skladnik:

dB
Reguta 2 - Niszczenie

Regula ta opisuje niszczenie pewnego agenta docelowego B przez agenta
zrodtowego A. Na przyklad komérka ukladu immunologicznego niszczy pato-
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gen. Reguta ta wykorzystuje interakcje 1 opisang sktadnia jezyka ModeLang.
W réwnaniach rézniczkowych zapisywana jest jako sktadnik:

dB

Reguta 3 - Tranzycja

Regula ta opisuje sytuacje, gdy agent zrédlowy A przeksztalca sie w pew-
nego agenta B. Na przyklad nowe komérki powstaja z komoérek macierzystych.
Regula ta wykorzystuje interakcje 1 opisana skladnia jezyka ModeLang. W
rownaniach rézniczkowych zapisywana jest jako sktadniki:

dA
- = —p-A (5.3)
dB

Reguta 4 - Smieré

Agent A z pewnego powodu umiera. Reguta ta wykorzystuje interakcje 2
opisang skladnia jezyka ModeLang. W réwnaniach rézniczkowych zapisywana
jest jako sktadnik:

dA
= P (5.5)

Reguta 5 - Laczenie

Regula ta opisuje sytuacje, gdy dwa agenty zréodtowe A oraz B lacza sie,
aby stworzy¢ trzeciego agenta C. Na przyklad wirion taczy sie z komorka nie-
zainfekowana, aby stworzyé¢ komoérke zainfekowana. Regula ta wykorzystuje
interakcje 3 opisana skladnia jezyka ModeLang. W réwnaniach rézniczkowych
zapisywana jest jako sktadniki:

dA
dB
d
© A8 (5.8)
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Reguta 6 - Ograniczenie

Regula ta umozliwia wprowadzenie ograniczenia na liczbe agentéw kon-
kretnego typu lub sume liczby agentéw kilku typow. Na przyklad sumaryczna
liczba komorek zdrowych i zainfekowanych nie moze by¢ wieksza niz pojem-
no$¢ organizmu. Regula ta wykorzystuje interakcje 4 opisang skladnia jezyka
ModeLang. Jezeli przyktadowo liczba Agentéw A oraz B nie moze przekroczyé
warto$¢ ABnaz, W rownaniach rézniczkowych mozna uzyskaé ten efekt mnozac
sktadnik odpowiedzialny za powstawanie agentéw (Regula 1) przez wyrazenie:

dA A+ B
%—pAA <1—ABmaw) (59)
dB A+ B
E =PB " B- <1 — ABmaI) (510)

5.2.5 Parametry

Parametry w jezyku ModeLang uzywane sa do reprezentacji wartosci lub
ich przedzialéw. Konstruujac model czasami z géry znana jest konkretna war-
to$¢ charakteryzujaca jaki$ proces biologiczny (na przyklad czestotliwosé jego
wystepowania), a czasami znane sa tylko bardziej lub mniej dokltadne osza-
cowania na jej dolng i gérng granice. Be wzgledu na to, ktéry z powyzszych
przypadkéw ma miejsce, zazwycza] wymagana jest znajomosé tych wartosci,
aby umozliwi¢ symulacje i analizowanie modelowanego systemu. Aby je opi-
sa¢ w jezyku ModeLang zostaly wprowadzone parametry, ktére umozliwiaja
zapisywanie powyzszych statych.

5.2.6 Stowniki wiedzy eksperckiej

Jak opisano wcze$niej w rozdziale dotyczacym przetwarzania opiséw
modeli w jezyku ModeLang stowniki wiedzy eksperckiej stuza do reprezenta-
cji wiedzy dziedzinowej, ktéra umozliwia przetworzenie opisu wprowadzonego
przez eksperta na opis formalny. Przez parser jezyka ModeLang wykorzysty-
wane sa dwa typy stownikow:

1. Stownik z terminami dziedzinowymi (keywords.aml) definiujacymi sym-
bole terminalne wystepujace w gramatyce jezyka jako VERB, ADJEC-
TIVE, PREPOSITION oraz NOUN. Jest to stownik, ktéry musi zostaé
zdefiniowany raz dla kazdej dyscypliny, w ktérej jest uzywany, ale po
jego spisaniu moze by¢ wielokrotnie wykorzystywany do opisywania wielu
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roznych modeli z tej dyscypliny. Co wiecej o ile samo napisanie stow-
nika moze wymagaé¢ drobnej pomocy ze strony informatyka, to pdzniej
moze on byé bez problemu wykorzystywany przez biologéw nie znajacych
sposobow jego definicji. Dodatek przedstawia przykladowy stownik,
ktéry moze by¢ wykorzystywany do modelowania infekcji wirusowych.
Natomiast strona internetowa jezyka ModeLang umozliwia wspéldziele-
nie stownikéw zdefiniowanych dla r6znych dziedzin pomiedzy uzytkowni-
kami jezyka.

2. Stownik z nazwami ograniczen (constraints.zml) uzywany do definiowa-
nia stéw opisujacych ograniczenia wystepujace w interakcjach. Informacje
te wydzielono z opisywanego wyzej stownika z terminami dziedzinowymi,
gdyz w odréznieniu od nich stowa kluczowe opisujace ograniczenia za-
zwyczaj sa takie same, niezaleznie od dziedziny. Zdefiniowa¢ mozna stowa
kluczowe opisujace jeden z pieciu typéw ograniczen (konkretny przyklad
umieszczony jest w dodatku :

a) okreslajace czestotliwo$é zachodzenia danego zjawiska w hercach
(liczba wystapien na sekunde),

b) okreslajace prawdopodobienstwo zajécia danego zjawiska w ciagu
sekundy,

c¢) okreslajace éredni czas, po ktérym zjawisko sie powtarza,
d) okreslajace, ze wartosé¢ jest mniejsza od pewnej stalej,
e) okreslajace, ze wartos$é jest wigksza od pewnej stalej.

5.2.7 Implementacja

Parser jezyka ModeLang zostal zaimplementowany w jezyku C++ z wy-
korzystaniem bibliotek STL oraz plugixml. Parser dostepny jest za darmo,
wraz z kodem Zrédlowym, na podstawie licencji LGPL (Lesser General Pu-
blic License). Dzigki temu kazda osoba, ktéra chcialaby skorzystaé¢ z jezyka
ModeLang, ma znaczaco ulatwione zadanie. Nawet jezeli docelowa technologia
programistyczna bedzie wykorzystywaé inny jezyk niz C++4, nie powinno by¢
problemu, aby zintegrowaé¢ kod za pomoca ktoérej$ z powszechnie wykorzysty-
wanych metod interoperacyjnosci (na przyklad bibliotek dynamicznych).

Parser jezyka ModeLang wczytuje opis modelu z pliku tekstowego lub ze
standardowego wejscia, natomiast zawartos¢ stownikéw wiedzy eksperckiej z de-
dykowanych plikéw XML. Definicja XML Schema umozliwiajaca sprawdzenie
poprawnosci tych plikéw znajduje si¢ w dodatku [A5] Po wezytaniu i sparso-
waniu opisu modelu przechowywany jest on w postaci obiektowej w pamieci
komputera. W trakcie procesu parsowania powstaje szczegdélowy dziennik opi-
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Agent Constraint Rule ModelDescription
+Name : string +Type : int +Number : int +ParametersList(] : Constraint
+IsRange : bool +SourceAgent : Agent +AgentsList[] : Agent
+Valuel : long double +SourceAgent2 : Agent +RulesList[] : Rule
+Value2 : long double +DestinationAgent : Agent +ErrorsList[] : string
+AgentsList[] : Agent -Outputlog : string
+Frequency : Constraint

Rysunek 5.4: Reprezentacja opisu modelu w pamieci komputera.

sujacy ten proces oraz wykaz btedéw w plikach Zréodtowych. Umozliwiaja one
dokladng weryfikacje przez eksperta definiujacego model, czy rzeczywiscie kom-
puterowa interpretacja zdefiniowanego przez niego opisu modelu jest zgodna z
jego zatozeniami. Jest to bardzo wazny etap, gdyz przy duzej elastycznosci je-
zyka ModeLang tatwo moze zdarzy¢ sie¢ automatyczna interpretacja sprzeczna
z zalozeniami eksperta.

Ogélny podzial na obiekty oraz przechowywane w nich dane przedstawiony
zostal na rysunku 5.4l Oczywiscie rzeczywista definicja klas jest bardziej skom-
plikowana, jednak prezentacja szczegotoéw technicznych w tym miejscu nie wnio-
staby zadnych interesujacych tresci.

Reprezentacja komputerowa modelu sklada sie z nastepujacych klas:

Agent - reprezentuje pojedynczy typ agenta, przechowuje jedynie jego
nazwe.

Constraint - reprezentuje pojedynczy parametr lub cale ograniczenie
przypisane do reguly. Przechowuje informacje o typie ograniczenia i jego
wartosci/wartosciach.

Rule - reprezentuje pojedyncza regule. Przechowuje jej numer, wykorzy-
stywane w niej typy agentéw (Zrédlowe i docelowe lub ich liste wystepu-
jaca w regule 6) oraz czestotliwo$é jej zachodzenia.

ModelDescription - centralna klasa reprezentujaca caly model. Repre-
zentuje i przechowuje informacje o parametrach, agentach i regutach oraz
informacje z procesu parsowania - utworzony w czasie tego procesu dzien-
nik oraz informacje o bledach, gdy takie wystapia.
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5.3 Analiza przyktadowych modeli

Jezyk ModeLang i jego parser zostaly zweryfikowane w oparciu o dwa po-
wszechnie wykorzystywane modele - jeden dla infekcji HCV i jeden dla HIV.
Wybrane zostaly modele, ktére sa najczesciej spotykane (czasami z drobnymi
modyfikacjami), aby wykazaé¢ przydatnosé jezyka przy analizie wielu popular-
nych probleméw. Dla infekcji HCV zdefiniowano parametry, dla ktérych znane
sa tylko przedzialy ich wartosci, natomiast w przypadku infekcji HIV podano
konkretne wartosci dla konkretnego pacjenta. Dzieki temu demonstrowane sg
dwa odmienne przypadki uzycia. Parser jezyka zostal rowniez zintegrowany
z opisywanym w rozdziale [f] oprogramowaniem do przeprowadzania symulacji
wieloagentowej, aby wykazaé elastycznosé jezyka i mozliwo$¢ jego integracji z
zewnetrznym oprogramowaniem.

5.3.1 Infekcja HCV

Dla infekcji HCV wybrano model opisany w [RDPQ9], przedstawiony réw-
niez w sekcji[f.2.2]i przygotowano jego opis w jezyku ModeLang. Matematyczna
reprezentacja tego modelu moze by¢ przedstawiona za pomoca nastepujacego
uktadu réwnan:

ar T+1

dtzs—i—rTT<1— + >—dTT—(1—77)ﬂVT—|—qI (5.11)
I T+1

ar_ 1 (1— + >+(1—n)ﬁVT—d,I—qI (5.12)
dt Trmax

% (= pl—cV (5.13)

Powyzsze rownania obrazuja najczesciej stosowany sposob opisu modeli in-
fekcji wirusowych za pomoca wzoréw matematycznych. Jednak dzigki jezykowi
ModeLang ich znajomo$¢ oraz rozumienie przestaje mieé¢ znaczenie dla biolo-
géw. Dzieki temu jezykowi model moze by¢ przedstawiony w prosty w inter-
pretacji sposéb pokazany na listingu

Listing 5.2: Model infekcji HCV opisany w jezyku ModeLang.

0<s <4

0.002 < rHU < 3.4
0 < rHI < 1.4e—6
le—3 < dHU < 0.014
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le—3 < dHI < 0.5

s 4e6 < Umax < 1.3e7

le—8 < beta < le—6
0.1 < pH < 44

0.8 < cv < 22

0< cl <1

Healthy hepatocytes are created by Healthy hepatocytes at speed
rHU

Infected hepatocytes are created by Infected hepatocytes at speed
rHI

The number of Healthy hepatocytes and Infected hepatocytes is less
than Umax

Blastic cells change into Healthy hepatocytes at speed s

Healthy hepatocytes die with mean time dHU

Infected hepatocytes die with mean time dHI

Healthy hepatocytes and Virions generate Infected hepatocytes with
probability beta

Virions are emitted by Infected hepatocytes at rate pH

Virions die with probability cv

Infected hepatocytes change into Healthy hepatocytes with
probability cI

Zaproponowana reprezentacja zostala pomy$lnie sprasowana przez parser
jezyk ModeLang. Fragment pliku dziennika, ktory zostal w tym procesie wy-
generowany, przedstawiony jest na listingu

Listing 5.3: Dziennik z komunikatami wygenerowanymi w czasie parsowania
skyptu przedstawionego na listingu

Rule:
0.8 < cv < 22

Rule:

0<cl <1

Rule:

Healthy hepatocytes are created by Healthy hepatocytes at speed
rHU

Matched rule: 1

> Agent: Healthy hepatocytes
; Agent: Healthy hepatocytes

Rule:

Infected hepatocytes are created by Infected hepatocytes at speed
rHI

Matched rule: 1

Agent: Infected hepatocytes

Agent: Infected hepatocytes
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5.3.2 Infekcja HIV

Dla infekcji HIV wybrano model opisany w [CR0O0] i przygotowano jego
opis w jezyku ModeLang. Matematyczna reprezentacja tego modelu moze by¢
przedstawiona za pomoca nastepujacego uktadu rownan:

dr T+1

— =s—purT+rT (1—+> — VT (5.14)
dt max

dI

dv

E :N/LBI—IQVT—,U\/V (516)

Powyzszy model, przedstawiony w jezyku ModeLang, prezentowany jest na
listingu [5.4}

Listing 5.4: Model infekcji HIV opisany w jezyku Modelang.

s = 10

dT = 0.02

dl = 0.26
dv = 2.4

r = 0.03

p = 120

kl = 2e-5
klp = 0.4e-5
Tmax = 1500

Healthy T—cells are created from precursors at speed s

Healthy T—cells dies with mean time dT

Healthy T—cells are created by Healthy hepatocytes at speed r

Number of Healthy T—cells and Infected T—cells is less than Tmax

Healthy T—cells and Virions merge to Infected T—cells with
probability k1

; Healthy T—cells and Virions merge to Noninfectious T—cells with

probability klp
Infected T—cells dies with mean time dI
Virions are emitted by Infected hepatocytes at rate p
Virions die with probability dV

Tak samo jak w przypadku opisu infekcji HCV, opis infekcji HIV zostal
poprawnie wezytany i zinterpretowany przez parser jezyka ModeLang.
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5.4 Zastosowanie w innych obszarach nauki

Jezyk ModeLang zaprojektowany zostal w celu rozwiazania problemdw,
ktore pojawialy sie w czasie konkretnej wspolpracy z biologami w zakresie
modelowania infekcji wirusowych. Dlatego tez jego projekt i implementacja
koncentruja sie¢ gléwnie na tym zastosowaniu. Jednak dzieki intuicyjnosci dla
ekspertéw, jezyk ModeLang stosowany do opisu modeli dynamicznych moze
7 pewnoscia znalezé zastosowanie réwniez na innych polach biologii oraz w
zupelnie innych dyscyplinach, takich jak na przyklad fizyka i chemia. W naj-
prostszych sytuacjach wystarczytoby tylko jednokrotnie skonstruowac¢ stowniki
wiedzy eksperckiej dla danej dyscypliny. W praktyce jednak moze okazaé sie,
ze wymagane jest w tym celu dodanie nowej reguty w oparciu o ktéras inte-
rakcje, albo nawet zdefiniowanie nowej interakcji. Nie mniej nawet w takim
przypadku ModeLang moze by¢ interesujacym i przydatnym narzedziem, je-
dynie wymagana praca wejscia bedzie troche wigksza. Na pewno zagadnienie
mozliwoéci zastosowania jezyka w innych dziedzinach jest bardzo interesujace i
warte dalszego, szczegbdtowego zbadania, jednak jego doktadna analiza znaczaco
przekracza zakres tej pracy, tak wiec nie bedzie w niej przedstawiana.
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Jako alternatywa dla modelu opartego o réwnania rézniczkowe przedstawio-
nego w sekcji zaproponowany przez autora zostal model oparty o symu-
lacje wieloagentowa. Model ten reprezentuje komérki w zainfekowanym organi-
zmie w postaci niezaleznych agentéw zgodnie z koncepcja opisang w sekeji [3.6]
Takie podejscie umozliwia dokonywanie bardziej ztozonych i zaawansowanych
analiz niz w przypadku modeli opartych o réwnania rézniczkowe. W rozdziale
tym przedstawiono w sekcjach[6.1]i[6.2] projekt i implementacje takiego modelu,
w sekcji analize jego zlozonosci, nastepnie w sekcji[6.4 wyniki eksperymentu
obliczeniowego wykorzystujacego zaimplementowany model, a na koncu w sek-
¢ji [6.5] podsumowanie i opis zalet zaproponowanego podejscia.

Rezultaty przedstawione w tym rozdziale sa w catosci wynikiem prac ba-
dawczych autora, prowadzonych pod kierownictwem promotora. Wyniki te zo-
staly opublikowane w pracy [WJIFBI1I], zgloszone do publikacji w [WIJFB12]
oraz zaprezentowane na licznych konferencjach krajowych i miedzynarodowych.
Dwukrotnie prezentowane prace uzyskaly specjalne wyréznienie na warsztatach
organizowanych przez Polskie Towarzystwo Bioinformatyczne. W 2010 roku w
Ustroniu autorowi przyznano nagrode za najlepszy plakat, natomiast w 2012
roku autorowi przyznano nagrode za najlepsza prezentacje. Konsultantami bio-
logicznej czeéci prac byli profesor Marek Figlerowicz oraz doktor Paulina Jac-
kowiak z Instytutu Chemii Bioorganicznej PAN w Poznaniu.
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6.1 Projekt i implementacja modelu

6.1.1 Projekt

Koncepcja modelu wieloagentowego zaklada, ze wystepuja w nim nieza-
lezne, oddzialywujace na siebie agenty umieszczone w pewnym, zazwyczaj
zmiennym $rodowisku (patrz sekcja . W przypadku infekcji HCV ziden-
tyfikowano trzy typy agentéw: zainfekowane hepatocyty, niezainfekowane he-
patocyty oraz wolne wiriony. Ze wzgledu na ztozono$¢ organizmu i koniecznosé
zamodelowania wielu sktadajacych sie na niego komérek, liczba agentéw kaz-
dego typu bioraca udzial w symulacji powinna wynosi¢ tysiace, a by¢ moze
nawet setki tysiecy komorek. Agenty te wspoélistnieja w Srodowisku, ktérym
jest organizm zainfekowanego cztowieka. Interakcje, ktore wystepuja pomiedzy
agentami oraz pomiedzy agentami i érodowiskiem zdefiniowane zostaly na bazie
opisanego wezesniej modelu klasycznego [RDP(09]. Interakcje te prezentowane
sa na rysunku[6.1} a ich dokladna implementacja komputerowa zostala opisana
w sekcji [6.1.2

hepatocyty

Srodowisko Emisja

Niezainf.
hepatocyty

Wiriony

Figure 6.1: Interakcje wystepujace w modelu wieloagentowym. Hepato-
cyty moga rozmnazac si¢ przez podziat, a po pewnym czasie umieraja.
Niezainfekowane komérki moga by¢ infekowane przez wiriony i nastepnie
produkowaé nowe kopie wirionéw, ktére moga byé usuwane przez uktad
immunologiczny.



6.1 Projekt i implementacja modelu T

Kazda interakcja opisana jest przez jeden lub wiecej parametréw. Sg one
odpowiednikami parametréw wystepujacych w réwnaniach rézniczkowych opi-
sanych w sekcji Pominiety zostal parametr g opisujacy zdrowienie komo-
rek zainfekowanych, gdyz w praktyce proces ten zachodzi tak wolno, ze jest
pomijalny [RDPQ9]. Szczegélowo wykorzystane parametry zostaly opisane w

tablicy [6.1]

Table 6.1: Parametry wykorzystywane w modelu wieloagentowym.

Parametr Opis

[ tempo infekcji

dr tempo umierania niezainfekowanych hepatocytéw

d; tempo umierania zainfekowanych hepatocytéw

rr  tempo podziatu niezainfekowanych hepatocytéw

r;  tempo podzialu zainfekowanych hepatocytow

Tnae Pojemnos$é watroby (maksymalna liczba hepatocytéw)

p tempo produkcji wirionéw
¢ tempo usuwania wirionéw przez uktad immunologiczny
€
n

procent zmniejszenia wspoélczynnika p podczas terapii
procent zmniejszenia wspélczynnika § podczas terapii

6.1.2 Implementacja

Srodowisko, w ktérym symulowane sa agenty zamodelowano za pomoca
prostokatnej siatki. Co prawda istnieja pewne przestanki do uzycia siatki sze-
$ciennej [BOBOT], to nie zostala ona wybrana ze wzgledu na gorsza wydajnosé
przetwarzania oraz trudniejsza implementacje, szczegdlnie ze przeprowadzone
eksperymenty wykazaly, ze siatka prostokatna w implementowanym zastosowa-
niu jest wystarczajaca. Kazdy agent posiada w powyzszym srodowisku swoja
pozycje, ktéra inicjalizowana jest losowo z rozkladem jednostajnym. Po fazie
inicjalizacji nastepuje wtadciwa symulacja, ktorej kazdy krok modeluje uptyw
krotkiego momentu czasu i sklada sie z nastepujacych etapow:

1. Przemieszczanie sie agentéw. W tej fazie kazdy ruchomy agent jest
przemieszczany. W przypadku opisywanego modelu dotyczy to jedynie
wirionéw, ktére moga przemieszczaé sie plynac z krwia przeplywajaca
przez watrobe.

2. Interakcje pomiedzy agentami i Srodowiskiem. W tej fazie symu-
lowane sg interakcje pomiedzy agentami, a $rodowiskiem. Umierajace he-
patocyty i usuwane z organizmu wiriony sa usuwane z komputerowej re-
prezentacji modelu, nowe hepatocyty powstaja przez podzial oraz emito-
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wane sg nowe wiriony, zgodnie z interakcjami przedstawionymi w sekcji
Kazda nowa komorka otrzymuje losowe wspotrzedne znajdujace sie
w bezposrednim sasiedztwie komorki, z ktérej zostala utworzona.

3. Aktualizacja Srodowiska. Po aktualizacji liczby oraz pozycji komoérek
w poprzednich fazach wymagana jest aktualizacja komputerowe]j repre-
zentacji modelu. Faza ta nie modeluje zadnego procesu biologicznego, a
wymagana jest ze wzgledéw wydajno$ciowych, aby kolejny etap mozna
wykonaé¢ na komputerze w krotszym czasie.

4. Wzajemne interakcje pomiedzy agentami. Na tym etapie zachodza
wzajemne interakcje pomiedzy agentami. W opisywanym modelu jest to
jedynie proces infekcji zdrowych hepatocytéw przez wiriony.

5. Aktualizacja statystyk. Po wykonaniu kolejnej iteracji symulacji pewne
statystyki, takie jak liczba komoérek kazdego rodzaju, sa zapisywane na
dysku w celu umozliwienia ich pézniejszej analizy.

Poniewaz modelowane interakcje zachodza w organizmie stosunkowo wolno
stwierdzono, ze jeden dzien wystarczy symulowaé za pomoca 50 opisanych po-
wyzej iteracji (czyli jedna iteracja modeluje niecale pél godziny czasu). Zalo-
zenie to zostalo zweryfikowane za pomoca poréwnywania wynikéw symulacji z
wynikami modelu opartego o réwnania rézniczkowe.

Symulacja wykonuje sie tak dlugo, az wykonana zostanie wyznaczona liczba
krokéw, albo liczba komorek si¢ ustabilizuje.

6.2 Algorytm dostrajania parametrow modelu

Najwigkszym problemem w trakcie analizy modelu bylo znalezienie warto-
$ci parametréw prezentowanych w tablicy dla konkretnego pacjenta, dla
ktorego dostepne sg dane o historycznych poziomach RNA wirusa we krwi. W
przypadku réwnan rézniczkowych wykorzystaé mozna powszechnie uzywane
metody stuzace do dopasowywania modelu do danych. Metod tych nie da sie
zastosowa¢ w przypadku symulacji wieloagentowej, ktora wykorzystuje bar-
dziej skomplikowane algorytmy i nie moze by¢ zredukowana do réwnan ma-
tematycznych, ktére mozna by dopasowaé¢ do danych. Z tego powodu nie da
sie wyznaczy¢ wartosci parametréow przed rozpoczeciem symulacji. Aby znalezé
ich wartosci zastosowana zostala metoda odwrdconej symulacji [Ter07]. Ogélna
idea tego typu symulacji prezentowana jest na rysunku [6.2]



6.2 Algorytm dostrajania parametréw modelu 79

Y Y
Projektowanie modelu Projektowanie modelu
ierajacego wiele p 6 ierajacego wiele p 6

l I

Wyznaczenie globalnej
funkdji celu

Wyznaczenie wartosci
wszystkich parameteréow

Uruchomienie alg. genetycznego

Przeprowadzenie symulacji
w celu optymalizacji funkgji celu

Weryfikacja wynikow Weryfikacja otrzymanych

wartosci parametréw i wynikow

Czy
model powinien by¢
zmodyfikowany?

model powinien by¢
zmodyfikowany?

Figure 6.2: Metody symulowania modeli. Lewy schemat przedstawia kla-
syczny algorytm symulacji i weryfikacji modelu. Prawy schemat przedsta-
wia metode odwréconej symulacji.

Gdy symulowany jest skomplikowany model, opisany za pomoca wielu para-
metréw z wykorzystaniem klasycznego podejécia do symulacji, parametry wy-
stepujace w modelu sa znane od poczatku lub ich wyznaczenie nie jest skom-
plikowane (mozna zastosowaé na przyklad dopasowywanie do danych). Gdy
symulacja zostanie zakonczona jej wyniki sa analizowane i weryfikowane. Jezeli
sg one niezadowalajace model moze by¢ poprawiony, a caly proces powtdrzony.

W metodzie odwrdconej symulacji na starcie zdefiniowana jest funkcja celu
(na przyklad najlepsze dopasowanie modelu do danych), a nastepnie pewien
algorytm przeszukiwania jest uzywany, aby ta funkcje zoptymalizowaé. Naj-
czedciej algorytmem tym jest implementacja pewnej metaheurystyki, na przy-
ktad algorytmu genetycznego. W rezultacie otrzymywany jest zbiér wartosci
parametréw, ktére optymalizujg funkcje celu, jest on weryfikowany w oparciu o
analize wartodci tych parametrow, wartosci funkcji celu oraz analize przebiegu
symulacji. Jezeli stwierdzone zostanie, ze istnieje taka koniecznosé, model lub
funkcja celu moga byé¢ zmodyfikowane, a caly proces powtorzony.
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W celu dokonania analizy wieloagentowego modelu infekcji HCV opisy-
wanego w tym rozdziale zdecydowano sie na uzycie algorytmu genetycznego
[PS10], jako algorytmu optymalizujacego funkcje celu. Szczegdlowy opis opty-
malizowanej funkcji znajduje sie w dalszej czesci tej sekcji. Natomiast w trak-
cie implementacji algorytmu genetycznego wzorowano sie na pracy [Wri91] za-
wierajacej szczegblowe porownanie i testy réznych implementacji algorytméw
genetycznych dla probleméw optymalizujacych funkcje wielu parametréw be-
dacych liczbami rzeczywistymi. Zgodnie z powyzsza publikacja uzyto kodo-
wania parametrow za pomocy liczb rzeczywistych znormalizowanych do prze-
dzialu (0,0;1,0). Tak wiec chromosom reprezentowany byl jako lista liczb rze-
czywistych. Na etapie selekcji uzywana byla metoda ruletki. Jako algorytm
krzyzowania uzyto podzialu jednopunktowego, ktéry dzieli oba chromosomy
w tym samym miejscu, wypadajacym pomiedzy dwoma liczbami reprezentu-
jacymi parametry i wymienia pomiedzy soba obie czesci. Jako sile mutacji
zastosowano warto$é¢ 0,1, co oznacza, ze warto$¢ rzeczywistego parametru wy-
noszaca v byla zmieniana na liczbe losowa z przedzialu (maz(0;v — 0,1);v)
lub (v;min(1l;v + 0,1)) w zaleznosci od losowo wybranego kierunku mutacji.
Prawdopodobiefistwo mutacji wynosito 0,05, co zgodnie z analiza we [Wri91]
przynosi najlepsze rezultaty.

Jednym z wazniejszych etapow projektowania i implementacji algorytmu ge-
netycznego byto zdefiniowanie i przetestowanie optymalizowanej funkcji celu.
Niech V oznacza zbiér punktéw przechowujacych informacje o poziomie RNA
wirusa we krwi zmierzona w czasie badan klinicznych. Pierwsza wspélrzedna
takiego punktu okresla dzien od poczatku symulacji, w ktérym pomiar zostat
dokonany, a druga warto$é poziomu RNA. Tak wiec jezeli (d;v) € V oznacza
to, ze dnia d u pacjent zostal zmierzony poziom RNA wirusa we krwi i wynosit
on v IO%HIIU. Niech Z, T oraz H oznaczaja analogiczne zbiory dla hepatocytéw
zainfekowanych, niezainfekowanych oraz ich sumy (catkowitej liczby hepatocy-
t6w). Poniewaz jak zauwazono w sekcji m zliczenie zdrowych i zainfekowa-
nych hepatocytow, ktére wymaga biopsji watroby, jest bardzo problematyczne
to zazwyczaj w danych wejéciowych zbiory Z, T oraz H sg puste. Niech My 4
oznacza poziom RNA wirusa we krwi obliczony przez symulacje wieloagentows
w dniu d, a My 4, Mrq oraz Mg g okreslaja analogiczng wartos¢ dla hepa-
tocytow zainfekowanych, niezainfekowanych i ich sumy. W celu optymalizacji
parametréw modelu wieloagentowego przetestowano dwa podejscia. Pierwszym
z nich jest optymalizacja funkcji, ktéra minimalizuje sume réznic pomiedzy da-
nymi eksperymentalnymi, a symulacyjnymi:
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min Z |lv — Myq| + Z [t — Mra| + Z i — Myal +
(dv)ev (dit)eT (d;i)eT

+ Y = Mgl (6.1)
(d;h)eH

Drugim podejsciem byta dodatkowa normalizacja kazdej réznicy poprzez po-
dzielenie jej przez wartos¢ oczekiwana:

min Z |’U*Mv(1| n Z MTd| n Z |Z*i\41d|

(d;v)eV (d;t)eT (dsi)eT

|h — My 4
+ > —. (6.2)
(d;h)eH

Eksperymenty obliczeniowe pokazaly, ze pierwsza posta¢ funkcji przynosi
lepsze rezultaty. Poniewaz zdarzalo sie, ze dla pewnych momentéw czasowych
liczba wirionéw w danych klinicznych byta stosunkowo mata, szybko okazywato
sie, ze algorytm genetyczny w drugim przypadku stara sie zminimalizowaé réz-
nice w tym punkcie, gdyz wynosila ona kilkukrotno$¢ wartosci oczekiwane;j.
Natomiast z punktu widzenia biologicznego ta kilkukrotna réznica wartosci
przektadala si¢ na stosunkowo niewielky liczbe komérek, ktéra nie byla az tak
istotna.

Poprawno$é implementacji zostala zweryfikowana poprzez poréwnanie jej
z wynikami symulacji modelu opartego o réwnania rézniczkowe. Weryfikacja
pokazala, ze korzystajac z algorytmu genetycznego mozna wyznaczy¢ te same,
poprawne wartosci parametréw co poprzez dopasowywanie rownan rézniczko-
wych do danych. Wyniki przyktadowego poréwnania przedstawiono na rysunku
Na wykresach mozna zauwazy¢, ze wyniki obu modeli sa bardzo zblizone,
co potwierdza réwniez analiza numeryczna danych.
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Figure 6.3: Wyniki weryfikacji, czy model wieloagentowy moze wygene-

rowaé takie same, poprawne wyniki jak model klasyczny.
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6.3 Zlozono$¢ obliczeniowa

Z1ozono$¢ obliczeniowa pojedynczej symulacji opisanej w sekcji[6.1.2] wynosi
O(d - (n+m)) gdzie d oznacza liczbe krokéw symulacji, ktére nalezy wykonaé,
n oznacza maksymalng liczbe agentéw dowolnego typu wystepujacych w pew-
nym kroku symulacji, a m oznacza catkowita liczbe komérek siatki modelujacej
srodowisko. Uwzgledniajac, ze zaréwno n, jak i m moga wynosi¢ kilkaset ty-
siecy, a d kilka tysiecy, pojedyncza symulacja moze wykonywac sie nawet okoto
5 minut, co zostalo potwierdzone eksperymentalnie. Nie bylby to czas dtugi,
gdyby nie fakt, ze opisane w sekcji [6.2] wykorzystanie symulacji w algorytmie
genetycznym wymaga wykonania kilkuset krokéw, z ktérych kazdy polega na
zasymulowaniu modelu 20 do 30 razy. Sumarycznie moze to spowodowaé, ze
pojedynczy eksperyment przeprowadzony zgodnie z opisem w sekcji bedzie
trwal wiele dni. Aby skrécié ten czas zastosowano nastepujace optymalizacje:

1. Symulacja zostala zaimplementowana ze szczegdlna dbaloscig o jej wy-
dajnos¢ w jezyku C++, ktory generuje duzo wydajniejsze programy niz
na przyklad C+# lub Java. Dodatkowo kazdy czesto wykonywany fragment
kodu zostal sprawdzony z uzyciem profilera i powtérnie zoptymalizowany.

2. Biblioteka OpenMP zostala wykorzystana, aby zréwnolegli¢ obliczenia
i wykorzystaé¢ wszystkie osiem rdzeni procesora Intel Core i7, na kté-
rym przeprowadzane byly eksperymenty. Wykorzystana zostata biblio-
teka OpenMP 3.0 stanowiaca integralng czesé kompilatora g++ 4.5. Zréw-
noleglenie realizowane jest poprzez oceng kazdego z kilkudziesigciu anali-
zowanych w kazdym pokoleniu fenotypéw na kolejnym wolnym proceso-
rze.

Prezentacja przyspieszenia, ktére zostato osiagniete dzieki zréwnolegleniu
kodu znajduje si¢ na rysunku[6.4] Na wykresie wyraznie wida¢, ze dodanie
czwartego rdzenia powoduje caly czas znaczace zwickszenie przyspiesze-
nia, ktére dla wiekszej liczby rdzeni przestaje juz by¢ tak duze. Spowodo-
wane jest to architektura procesora w maszynie testowej. W procesorze
tym istnieja w rzeczywistosci tylko cztery rdzenie, a cztery kolejne sg
wirtualne, stworzone dzigki technologi hyper-threading, dlatego tez nie
maja znaczacego wplywu na przyspieszenie. Co ciekawe mozna zaobser-
wowad, ze dla o$miu rdzeni srednio wykorzystywany jest tylko czas obli-
czenn mozliwy do wykonania na szeSciu rdzeniach. Spowodowane jest to
nieefektywna koncéwka oceny pokolenia fenotypéw, gdy wszystkie osob-
niki moga by¢ juz ocenione, oprécz jednego, ktéry bedzie blokowal ocene
kolejnego pokolenia, az jego ocena zostanie zakonczona (wczesniej nie
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Rysunek 6.4: Przyspieszenie symulacji w zaleznosci od liczby uzytych
rdzeni oraz catkowity sumaryczny czas rdzeni procesora zuzyty na oblicze-
nia.

mozna przeprowadzié¢ etapu selekcji).

Powyzsze optymalizacje pozwolity skrocié¢ dtugoéé pojedynczego eksperymentu
do ponizej 6 godzin, co jest wynikiem akceptowalnym z praktycznego punktu
widzenia.

6.4 Eksperyment obliczeniowy

Aby zweryfikowaé, czy klasyczny model skrytykowany w sekcji fak-
tycznie jest niedoktadny, czy byé¢ moze wystarczy wyznaczy¢ inne wartosci pa-
rametréow niz te podane w opisujacym go artykule, przeprowadzono symulacje
za pomocy opisywanej w tym rozdziale metody opartej o agenty. W tym celu
zweryfikowane zostaly dwie niedcistosci, ktére zostaly wskazane w sekcji

1. Zbyt niska calkowita liczba hepatocytéw, wystepujaca krotko po zainfe-
kowaniu chorego. Ten problem jest weryfikowany w sekcji[6.4.1

2. Zbyt niski poziom niezainfekowanych hepatocytéw w stosunku do wszyst-
kich hepatocytéw w watrobie. Ten problem jest weryfikowany w sekcji
0.4.2



6.4 Eksperyment obliczeniowy 85

Dla kazdego z wymienionych powyzej probleméw zweryfikowane zostaly dwa
przypadki:

1. Podstawowa weryfikacja, w ktérej symulowana liczba wirion6éw nie musi
by¢ zgodna z danymi klinicznymi o poziomie RNA wirusa we krwi. Z
punktu widzenia znaczenia biologicznego otrzymanych wnioskow taka we-
ryfikacja nie ma sensu, jednak z punktu widzenia obliczeniowego jest to
dobra wstepna selekcja. Jezeli modelowi nie uda si¢ przejs¢ tego etapu,
to tym bardziej nie bedzie on w stanie poprawnie modelowaé¢ przypadku,
w ktérym weryfikowany bedzie poziom RNA.

2. Bardziej realistyczny, a zarazem bardziej skomplikowany przypadek, w
ktérym oprécz zalozenia sprawdzanego w punkcie pierwszym (opisanego
szczegblowo w dalszych podsekcjach tej sekeji) weryfikowana jest réwniez
liczba wirionéw, ktéra musi byé¢ zgodna z danymi klinicznymi.

Dzieki zastosowaniu opisanego i zaimplementowanego wcze$niej algorytmu ge-
netycznego oba problemy w obu wersjach byly latwe do zweryfikowania.

6.4.1 Maksymalizacja catkowitej liczby hepatocytow

Opisana w sekcji [6.2] funkcja celu okazala si¢ skuteczna, jezeli danymi wej-
Sciowymi jest poziom RNA wirusa. Aby dodatkowo sprawdzié, czy mozliwe jest
takie dobranie parametréow, aby réwniez catkowita liczba hepatocytow miata
realistyczna warto$¢, wykorzystano wystepujacy w funkcji celu zbiér H (zde-
finiowany w sekcji . Do zbioru tego dodano kilka punktéw o wartosciach
h = 4,98, czyli takich ile wynosi oczekiwana liczba hepatocytéw (patrz sekcja
. Zostata dodana taka sama liczba punktéw co licznosé zbioru V, aby opty-
malizacja wartoéci z obu zbioréw miala réwna wage w funkcji celu. Pierwszy
punkt otrzymal wspoélrzedna czasowa d réwna dniu, w ktérym po rozpoczeciu
terapii ustabilizowal si¢ poziom wirionéw, natomiast kolejne roztozone byly co
3 kolejne dni.

Wyniki przedstawione sa na rysunku [6.6] Pokazuja one, ze istnieje moz-
liwos¢ zamodelowania wysokiego poziomu hepatocytéw, ale wylacznie wtedy,
gdy liczba wirionéw nie musi by¢ zgodna z danymi klinicznymi. W przeciwnym
wypadku niemozliwe jest prawidtowe zamodelowanie systemu.
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dobraé parametréw, zeby warunek ten byt spetniony.

Rysunek 6.5: Wyniki symulacji, ktéra maksymalizuje liczbe hepatocytéw.
Realistyczng liczbe hepatocytéw mozna uzyskac jedynie, jezeli poziom wi-

rusa nie musi odzwierciedla¢ danych klinicznych.
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6.4.2 Maksymalizacja liczby niezainfekowanych hepa-
tocytow

W trakcie analizy modelu klasycznego w sekcji zauwazono, ze liczba
zdrowych hepatocytéw spada prawie do zera, co jest niezgodne z wynikami
prowadzonych badan [LSXT09]. Dlatego tez zdecydowano si¢ zweryfikowaé ten
fakt korzystajac z tej samej metody co opisana w sekcji [6.4.1} Jedyna réz-
nicg byla koniecznos¢ drobnego zmodyfikowania danych wejéciowych. W tym
przypadku dane dodano do zbioru T, a nie H. Wspolrzedna czasowa punktow
zostala wyznaczona tak samo jak w sekcji natomiast dla wspolrzednej ¢
zweryfikowano kilka mozliwoéci. Poniewaz zgodnie z obserwacjami w [LSXT09]
liczba niezainfekowanych komérek cechuje sie do$¢ duza zmiennoscia w czasie,
wynoszaca nawet kilkanascie procent, zweryfikowano kolejne poziomy liczby
niezainfekowanych komoérek wynoszace 10%, 20% i dalej co 10%, az do 90%
catkowitej liczby hepatocytéw. Pozwolilo to uniknaé konieczno$ci implemen-
tacji modyfikacji algorytmu genetycznego maksymalizujacej pewne kryterium
(liczba hepatocytéw) przy jednoczesnej optymalizacji funkcji celu. Poniewaz
gesto$é¢ sprawdzanych wartosci jest wieksza niz zmienno$é liczby niezainfeko-
wanych hepatocytow, jezeli istnialby zestaw parametréow spetniajacy zatozenia
co do poziomu wirusa i modelujacy wysoki poziom hepatocytéw niezainfeko-
wanych, musialby on zostaé znaleziony. Jezeli natomiast w przysztosci, w in-
nym zastosowaniu rzeczywiscie potrzebna byltaby funkcjonalnosé maksymali-
zacji kryterium, mozna stosunkowo latwo ja dodaé, na przyktad korzystajac z
jednej z metod opisanych w [KCS05].

Tak samo jak w sekcji [6.4.1] réwniez w tym przypadku wyniki pokazaly,
ze nie mozna wyznaczy¢ zestawu parametréw spelniajacego wszystkie zatoze-
nia. Przykladowe wyniki symulacji, dla liczby hepatocytéw niezainfekowanych
stanowigcych 90% wszystkich hepatocytéw przedstawiono na rysunku
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(b) Poziom wirusa powinien byé zgodny z danymi klinicznymi. Niestety nie da sie tak
dobraé parametréw, zeby wszystkie zatozenia byty spetnione.

Rysunek 6.6: Wyniki symulacji, ktéra stara sie osiggnaé liczbe hepato-
cytéw zdrowych réwna 90% wszystkich hepatocytéw. Stosunek zblizony
do 90% mozna uzyskaé co najwyzej, jezeli poziom wirusa nie musi od-
zwierciedlaé¢ danych klinicznych. Takie same wyniki osiggnieto dla innych
poziomdw hepatocytéw niezainfekowanych.
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6.5 Podsumowanie

W rozdziale tym zaprezentowany zostal model infekcji HCV oparty o symu-
lacje wieloagentowa. Model zostal zaprojektowany w oparciu o klasyczny model
oparty na réwnaniach rézniczkowych, ale wykorzystana zostala idea systemu
wieloagentowego, ktéra ma duzo wigksze mozliwosci. Jedna z nich zademonstro-
wano w sekcji [6.4] opisujacej eksperyment obliczeniowy poprzez zdefiniowanie
wlasnej, niestandardowej funkcji celu, maksymalizujacej pewna wartos¢. Inne
zalety wykorzystania modelu wieloagentowego (patrz réwniez [AMDMV09]) to:

1.

Interakcje wystepujace w modelu sa opisane prostym do zrozumienia je-
zykiem. Do ich zapisu mozna na przyklad wykorzysta¢ prezentowany w
rozdziale ] jezyk ModeLang. Dzigki temu opis jest bardziej zrozumialy
dla biologéw. Umozliwia to réwniez latwe dodawanie kolejnych regut do
modelu, ktére moga dokladniej modelowaé zlozona nature modelowanego
systemu.

. Mozna tatwiej modyfikowaé reguty. W przypadku réwnan rézniczkowych

wprowadzenie drobnej zmiany moze wiazaé sie z koniecznoscia przeprowa-
dzenia od nowa skomplikowanych obliczen analitycznych. W przypadku
symulacji wieloagentowej wymagana jest tylko drobna zmiana w opisie
modelu. Co wiecej raz zaimplementwane $rodowisko symulacyjne moze
byé wykorzystywane ponownie przy modelowaniu wielu, réznorodnych
systemow.

Funkcja celu oraz definicje ograniczen moga by¢ bardziej zlozone. Nie
muszg ograniczaé sie¢ do dopasowywania do danych, ale moga definiowaé
na przyktad maksima i minima pewnych proceséw lub zmiany zachodzace
w nich w konkretnych punktach czasowych.

Mozna latwo zdefiniowaé szczegdlowe zaleznosci przestrzenne i rozréznié
kazda komoérke danego typu na przyklad poprzez przypisanie jej atrybu-
tow.

Istnieje wiecej mozliwosci analizowania wynikéw symulacji, poniewaz kazda
komoérka symulowana jest oddzielnie. Dzieki temu mozna na przyklad
analizowa¢ jak pojedyncza komoérka lub grupa komérek wpltywa na wy-
niki eksperymentu.

Latwo mozna zamodelowaé losowosé poprzez wprowadzenie do symulacji
zmiennych losowych.
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Oproécz sposobu implementacji i symulowania wieloagentowego modelu infekcji
HCV biezacy rozdzial przedstawia réwniez opis metody odwrédconej symulacji.
Metoda ta wykorzystywana jest do znajdowania warto$ci parametréw wyste-
pujacych w modelu, a jej skuteczno$é¢ zostala potwierdzona w eksperymencie
obliczeniowym. Korzystajac z tej metody oraz zaproponowanego sposobu mo-
delowania mozna przeprowadza¢ nowe, interesujace eksperymenty obliczeniowe
analizujace proces infekcji i terapii HCV w organizmie ludzkim. Istotne jest
réwniez to, ze zaproponowane sposoby analizy infekcji wirusowej nie zostaly
jeszcze nigdzie w literaturze opisane.



Populacyjny model infekcji HCV

Jak szczegdlowo opisano w rozdziale poswieconym terapii HCV, lecze-
nie os6b zainfekowanych wirusem jest aktualnie bardzo nieefektywne. Najnow-
sze schematy terapii opracowane w ostatnich latach umozliwiaja w przypadku
niektérych genotypéw wyleczenie tylko troche ponad polowy pacjentéw. Co
wiecej, leczeniu towarzyszy wiele niepozadanych efektéw ubocznych, takich jak
objawy zblizone do grypy oraz problemy zotadkowo-jelitowe i psychiatryczne
[Lia00, MHO0]. Celem modelu opisywanego w tym rozdziale byla analiza za-
leznosci pomiedzy réznymi wskaznikami opisujacymi zaawansowanie infekcji, a
efektywnoscig terapii. Aby uzyskaé¢ wiarygodne wyniki, konieczne bylo zana-
lizowanie problemu na poziomie populacyjnym. W wyniku przeprowadzonych
badan sprawdzono korelacje pomiedzy odpowiedzia na aplikacje terapii, a po-
ziomem enzymu ALT oraz wspélczynnikami opisujacymi réznorodno$é gene-
tyczna wirusa. Nastepnie zdefiniowano wspotczynnik opisujacy efektywnosé te-
rapii oraz algorytm stuzacy sprawdzaniu jak wplywaja na niego rézne warunki
kwalifikacji do terapii. W rezultacie powinno to umozliwi¢ lepszy dobor terapii
do potrzeb konkretnego pacjenta oraz utatwi¢ wybér odpowiedniego momentu
jej rozpoczecia, tak aby zmaksymalizowaé szanse na wyleczenie i zminimalizo-
waé prawdopodobienstwo wystapienia skutkéw ubocznych.

Rezultaty przedstawione w tym rozdziale sa w calosci wynikiem prac badaw-
czych autora, prowadzonych pod kierownictwem promotora, ze wsparciem pro-
fesora Jacka Krawczyka. Wyniki te zostaty opublikowane w pracach [WJK™10,
W.JK™09] i zaprezentowane na licznych konferencjach krajowych i migdzynaro-
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dowych. Konsultantami biologicznej czesci prac byli profesor Marek Figlerowicz
oraz doktor Paulina Jackowiak z Instytutu Chemii Bioorganicznej PAN w Po-
znaniu.

7.1 Dane wejsciowe

Dane wejéciowe zostaly zebrane w trakcie badan klinicznych przeprowadzo-
nych przez Uniwersytet Medyczny w Poznaniu we wspélpracy z Instytutem
Chemii Bioorganicznej PAN [KFET05, [FJAT09]. Zbior ten sklada si¢ ze 109
pacjentéw, dla ktoérych oznaczono poziom RNA wirusa we krwi w punktach
czasu przelomowych dla terapii infekcji HCV (patrz sekcja , czyli na po-
czatku terapii oraz po 24, 48 i 72 tygodniach od jej rozpoczecia. W rozdziale
tym punkty te oznaczane beda formalnie jako T°0, 124, T'48 oraz T'72. Niestety
nie dla wszystkich pacjentéw oznaczono poziom RNA wirusa w punktach 748
i T'72. Dla czesci pacjentéw zapisano jedynie informacje, ze wirus byt w tym
momencie obecny we krwi.

Dodatkowo dla 15 z powyzszego zbioru pacjentéw, wykonano réwniez ba-
dania genetyczne wirusa, obliczono $rednia odleglo$¢ Hamminga oraz skon-
struowano drzewa filogenetyczne w momencie rozpoczynania terapii. Poniewaz
sg to badania duzo kosztowniejsze i bardziej skomplikowane od wyznaczania
poziomu RNA, liczba pacjentéw, dla ktérych je wykonano, jest zdecydowanie
mniejsza. Dla tych 15 pacjentéw oznaczono réwniez warto$é poziomu alatow
(patrz sekcja [2.3.2).

Szczegdlowe wartosci poziomu RNA wirusa we krwi zostaly umieszczone
w dodatku w tablicy [B:I} natomiast dane o $redniej odleglosci Hamminga w

tablicy

7.2  Wyniki analiz przeprowadzonych w przesziosci

Autorzy badan klinicznych zaprezentowanych w rozdziale po ich zebra-
niu dokonali kilku ciekawych analiz powyzszych danych [KFFT05, [FJAT09).
Autorzy pod wplywem wezesniejszych doniesien [FSAT02, [IPGNT98] zastana-
wiali sie jak réznorodno$é genetyczna wirusa wplywa na szanse wyleczenia
pacjenta. W trakcie analizy zebranych danych dokonano dwéch waznych ob-
serwacji:
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Rysunek 7.1: Przyktadowe wartosci $redniej odlegtoéci Hamminga dla
pacjentéw nalezacych do grup SR, TR i NR.

1. Sposréd trzech przebadanych wspotezynnikéw, ktérych definicja znajduje
si¢ w rozdziale 2.3.3] czyli zlozonosci pseudotypéw wirusa, Sredniej odle-
glosci Hamminga (MHD) i struktury drzewa filogenetycznego to te dwa
ostanie najlepiej przewiduja szanse pacjenta na wyleczenie.

2. Do prognozowania prawdopodobienstwa wyleczenia pacjenta najlepiej uzy¢
sekwencji genetycznej kodujacej biatko E1 oraz E2.

Zgodnie z analizami przeprowadzonymi w artykule im mniejsza $rednia odle-
glos¢é Hamminga lub bardziej skoncentrowana struktura drzewa filogenetycz-
nego tym trudniej usunaé z organizmu wirusa za pomoca aktualnie stosowanej
terapii. W zbiorze testowym pacjentéw uzytym przez autoréow zaleznosé ta byta
bardzo dobrze widoczna. Dla pacjentéow tych mozna byto precyzyjnie zdefinio-
waé¢ dwie wartosci krytyczne éredniego dystansu Hamminga - nizszy, ponizej
ktérego wszyscy pacjenci wykazywali brak odpowiedzi na leczenie (NR) oraz
wyzszy, powyzej ktorego wszyscy pacjenci wykazywali trwala odpowiedZ na
leczenie (SR). Pacjenci pomiedzy nizszym i wyzszym progiem prezentowali od-
powiedzZ przejsciowa (TR). Przykladowe wartosci éredniej odleglosci Hamminga
dla pacjentéw z kazdej z grup SR, TR i NR przedstawione sa na rysunku [7.1]
natomiast przykladowe drzewa filogenetyczne prezentowane sa na rysunku

Interesujacym faktem jest to, ze mniejsza wartos¢ MHD powoduje, ze pa-
cjent jest trudniejszy do wyleczenia. Intuicyjnie mogtoby sie wydawac, ze gdy
w organizmie wystepuje tylko jeden, podobny wariant wirusa, to tatwiej be-
dzie wytworzy¢ zwalczajace go przeciwciala. W rzeczywistosci jest jednak od-
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Rysunek 7.2: Przyktadowe drzewa filogenetyczne dla pacjentéw naleza-
cych do grup SR, TR i NR.

wrotnie. Prawdopodobnym wytlumaczeniem jest to, ze poniewaz infekcja HCV
zanim zostanie wykryta czesto trwa juz od kilku lat, to przez ten czas wirus
mogt znalez¢ jeden optymalny wariant genetyczny, ktory gwarantuje mu prze-
trwanie. Natomiast w przypadku duzych odleglosci Hamminga poszukiwanie
takiego wariantu z uzyciem mechanizméw ewolucyjnych ciagle trwa.

7.3 Analiza statystyczna danych

Na podstawie badan przedstawionych w rozdziale zdefiniowane zostaly
trzy grupy pacjentow, kazda o innej éredniej odlegloéci Hamminga sekwencji
kodujacej biatka E1 i E2. W celu umozliwienia bardziej czytelnej wizualizacji,
kazdej z tych grup przyporzadkowany zostal inny kolor:

e pacjenci o niskiej réznorodnosci genetycznej (grupa czerwona) - Srednia
odleglo$¢ Hamminga ponizej 4,5,
e pacjenci o $redniej réznorodnosci genetycznej (grupa niebieska) - Srednia
odleglo$¢ Hamminga pomiedzy 4,5 oraz 6,61,
e pacjenci o wysokiej réznorodnosci genetycznej (grupa zielona) - $rednia
odleglo$¢ Hamminga powyzej 6,61.
Wyniki badan przedstawionych w rozdziale pomimo iz unikalne i wazne,
opieraly sie bardziej na obserwacjach eksperckich niz na analizie matematycz-
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Rysunek 7.3: Regresja liniowa pomiedzy Srednia odlegtoscia Hamminga,
a poziomem RNA wirusa we krwi w chwili T'0. Kolory reprezentuja grupy
pacjentéw ze wzgledu na warto$¢ MHD.

nej. Dlatego tez konstruowanie modelu prognozujacego efektywnosé terapii roz-
poczeto od dokladnej analizy statystycznej danych.

7.3.1 Korelacja pomiedzy wskaznikami

Pierwszym krokiem bylo sprawdzenie korelacji pomiedzy réznorodnoscia
genetyczna wirusa mierzona Srednig odlegltoscia Hamminga, a poziomem RNA
wirusa we krwi. Wyniki prezentowane sa na rysunku [7.3] w postaci wykresu
regresji liniowe;j.

Wartos$é wspoétezynnika R? dla regresji wynosi 0,39. Oznacza to, ze okolo
40% zmiennosci wartosci $redniej odleglo$ci Hamminga mozna wyjasnié za po-
moca poziomu RNA wirusa we krwi. Nie jest to warto$¢ bardzo wysoka, nie
mniej jest uwazana za wystarczajaco wysoka, aby w dalszych analizach za-
lozy¢ istnienie korelacji pomiedzy powyzszymi wartosciami. Jedynym proble-
mem jest niska liczba przypadkdéw testowych, wynoszaca tylko 15 pacjentéow.
Dlatego, aby upewni¢ sie co do istotnosci statystycznej otrzymanego wyniku,
przeprowadzono dodatkowe testy statystyczne. Model regresji liniowej zostat
zweryfikowany przy pomocy testu F, natomiast wspolczynniki przy pomocy
testu t, oba na poziomie ufnosci réwnym 95%. Otrzymane wyniki pokazuja, ze
na tym poziomie ufnoéci, w obu przypadkach, nie ma podstaw do odrzucenia
hipotezy zerowej:
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F=0972> Fouy = 4,67 (7.1)

oraz:
t=—311< —tey = —2,16. (7.2)

Przeprowadzona analiza statystyczna potwierdza, ze poniewaz pomiedzy
srednia odlegloécia Hamminga, a poziomem RNA wirusa istnieje znaczaca za-
leznoéé, w dalszych rozwazaniach mozna oprzeé¢ sie na poziomie RNA wirusa
we krwi, a nie na wspétczynniku MHD jak to sugeruja autorzy w [KEFT05,
FJAT09]. Jest to istotny wniosek, gdyz poziom RNA wirusa jest duzo prost-
szy do ustalenia, a takze na etapie prowadzenia tych prac posiadano dane o
poziomie RNA wirusa dla zdecydowanie wigkszej liczby pacjentéw.

Dla poréwnania przeprowadzono réowniez badanie korelacji pomiedzy roz-
norodnoscia genetyczng wirusa oraz poziomem alatéw we krwi pacjenta, ktory
mozna zmierzy¢ w sposob jeszcze prostszy niz poziom RNA wirusa. Poniewaz
jeden z pacjentéw (P2-4) mial kilkukrotnie wyzszy poziom alatéw od pozosta-
lych uznano, ze moze to by¢ btad pomiarowy i dokonano dwéch wersji analizy
— uwzgledniajac i nie uwzgledniajac powyzszego pacjenta. Wyniki prezento-
wane sa na rysunku Wartoéé wspétezynnika R? wynosila, w zaleznoéci od
uwzglednienia skrajnego pacjenta, 0,11 lub 0,19. W obu przypadkach wynik
jest zdecydowanie gorszy niz 0,39 dla zanalizowanego wczesniej w tej sekcji
poziomu RNA, co potwierdza ze wybdér poziomu RNA jako wskaznika szansy
wyleczenia jest stuszny.

7.3.2 Rozktad danych

W celu skonstruowania histogramu obrazujacego rozklad danych w chwili
T0, pacjenci zostali podzieleni na 8 grup wedlug wartosci opisujacej poziom
RNA wirusa. Szeroko$é kazdego przedzialu wynosila 0,62 lofn 1IU, a wynikowy
histogram prezentowany jest na rysunku Wazng cecha charakterystyczna
punktu 70 jest to, ze nie wystepuja w nim pacjenci o zerowym poziomie wirusa
HCV, poniewaz z oczywistych wzgledéw do terapii kwalifikowane sa tylko osoby
chore. Dla punktéw 724 i dalszych wystepuja juz osoby o zerowym poziomie
wirusa RNA (te o pozytywnej odpowiedzi na leczenie), co znaczaco zwieksza
réznice wartosci tego wskaznika pomiedzy pacjentem o minimalnym (zerowym)
poziomie RNA wirusa oraz pacjentem z jego maksymalng wartoscia. Dlatego
tez dla kolejnych punktéw czasu zwiekszono liczbe przedzialow do 10 oraz ich
szerokos¢ do 1,0%. Wynikowe histogramy prezentowane sa na rysunku
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Rysunek 7.4: Regresja liniowa pomiedzy Srednia odlegtoscia Hamminga,
a poziomem alatéw we krwi w chwili T'0. Kolory reprezentuja grupy pa-
cjentdw ze wzgledu na wartoé¢ MHD. Linia ciagta to regresja liniowa
uwzgledniajaca wszystkich pacjentéw, linia przerywana to regresja liniowa
z pominieciem zdecydowanie odstajacego od pozostatych pacjenta (skraj-
nie prawy punkt).
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Rysunek 7.5: Rozktad wartosci poziomu RNA wirusa w punkcie 7°0.
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Rysunek 7.6: Rozkfady wartosci poziomu RNA wirusa w punktach 724,
T48 i T72.

Zaréwno w przypadku punktu 70, jak i w przypadku kolejnych punktéw
czasowych, po usunieciu pacjentéw z zerowym poziomem RNA wirusa, rozktad
warto$ci jest normalny. Zostato to zweryfikowane za pomoca testu Lilliforsa
na poziomie ufnosci wynoszacym 95%. Dla punktu 70 $rednia oraz odchylenie
standardowe wynosza odpowiednio m = 5,84 oraz o = (,88. Wartosci te zostana
wykorzystane w kolejnym rozdziale do podzialu pacjentéw na grupy.

7.4 Analiza danych

7.4.1 Klasy zdrowia pacjentéw

Na podstawie analizy rozkladu wartosci poziomu RNA wirusa we krwi po-
dzielono pacjentéw na trzy grupy:

1. Grupa N, bez RNA (ang. no RNA) - grupa pacjentéw u ktérych poziom
RNA wirusa jest niewykrywalny za pomocg metod stosowanych w czasie
prowadzenia badan klinicznych, czyli ponizej Nypqr = 2743%. Pacjenci
ci uwazani sa za niezainfekowanych.

2. Grupa M, ze Srednim poziomem RNA (ang. medium RNA) - grupa pa-
cjentéw u ktérych poziom RNA wirusa jest pomiedzy Nyngy = 2,438 U

ml

oraz Mpae = 6,531°%n11U. Poziom 6,5310%HIIU zostal dobrany tak, aby w

punkcie 70 jak najlepiej oddzielaé¢ pacjentéw z grupy SR (z trwala od-
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Rysunek 7.7: Podziat pomiedzy pacjentéw w grupie M oraz H opisany

szczegbtowo w sekgji

powiedzia na leczenie) od pacjentéw z odpowiedzia przejsciowa lub jej
brakiem (TR i NR), dodatkowo wartos$é¢ ta jest zblizona do m + o. Po-
ziom ten prezentowany jest na rysunku [7.7]

3. Grupa H, z wysokim poziomem RNA (ang. high RNA) - grupa pacjentéw
u ktérych poziom RNA wirusa wynosi powyzej M, ,q. = 6,531051 IIU.

Rozktad pacjentéw na powyzsze grupy w kolejnych punktach charaktery-
stycznych terapii przedstawiony jest na rysunku Na rysunku tym wyraZnie
widaé, ze o ile po 24 tygodniach leczenia liczba pacjentéw uznawanych za zdro-
wych wynosi ponad 60% i jest stosunkowo wysoka, to w kolejnych tygodniach
wartos¢é ta systematycznie spada. Jednoczesnie pojawia si¢ coraz wigksza liczba
pacjentéw z wysokim poziomem RNA wirusa we krwi, co sygnalizuje nawrdt
choroby.

7.4.2 Macierze przejsc¢

Wykres przedstawiony na rysunku [7.§ daje dobry, ogélny poglad na prze-
bieg infekcji, jednak mozliwos¢ przeprowadzania na jego podstawie bardziej
ztozonych analiz jest ograniczona. Nie mozna na przyklad stwierdzi¢, czy za
przyrost pacjentéw w grupie H odpowiedzialni sa pacjenci z grupy M, u kto6-
rych z czasem nastapil przyrost poziomu RNA wirusa, czy glownie pacjenci
z grupy N, u ktérych nastgpil nawrét choroby. Aby umozliwié¢ przeprowadza-
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Rysunek 7.8: Rozktad pacjentéw w grupach w kolejnych tygodniach te-
rapii.

nie bardziej zlozonych analiz zdefiniowana zostala macierz przejs¢ pomiedzy
stanami:
(3 (D) )
N,N Un.ym PN H
Tid = | Do Pari Pasr | - (7.3)
(3) (D) )
HN Yoyvm P H

W powyzszej definicji ¢ oraz j okreslaja tygodnie, pomiedzy ktérymi nasta-
pito przejécie (i,j € {0;24;48;72}), natomiast p;;,’,]l)okreéla prawdopodobien-
stwo, ze pacjent bedacy w tygodniu ¢ w grupie g znajdzie si¢ w tygodniu j
w grupie h (g,h € {N;M; H}). Macierz 7; ; jest z definicji macierza stocha-
styczna, a przy zalozeniu braku pamieci oraz skréceniu odstepéw miedzy kolej-
nymi punktami czasowymi j — ¢ moze by¢ macierza przej$é¢ tancuchu Markova
modelujacego rozwdj infekeji HCV.

Na podstawie powyzszej definicji obliczone zostaly wartosci elementéw ma-
cierzy reprezentujacych przejscia pomiedzy kolejnymi etapami terapii, czyli ma-
cierze 7o24, T24,48, Tas72 reprezentujace przejscia 70 — 124, T24 — T48
oraz T48 — T72. Obliczone zostaly réwniez dwie dodatkowe macierze za-
wierajace prawdopodobienstwa przej$¢ pomiedzy poczatkiem terapii i jej kon-
cem (T0 — T72) oraz pomiedzy koficem pierwszej fazy oraz koficem terapii
(T24 — T'72). Obliczone wartoéci elementéw macierzy sa nastepujace:
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Tooa = | 0,711 0,277 0,012 | (7.4)
0,423 0,423 0,154

0,843 0,143 0,014
Taaas = | 0,029 0,765 0,206 |
00 00 1,0

0,85 0,1 0,05
Tas7o = | 0,0 0,7220,278 | ,
0,0 0,462 0,538

Tor2 = | 0,566 0,337 0,096 | , (7.7)
0,154 0,385 0,461

0,714 0,214 0,071
] (7.8)

Toa72 = [0,029 0,647 0,324
0,0 02 0,8
Dla macierzy opisujacych przejscia ze stanu z poczatku terapii nie mozna
oczywiscie wyliczy¢ prawdopodobienstw dla pierwszego wiersza, gdyz sa to
przejécia z grupy pacjentéw z niewykrywalnym wirusem, ktéra w punkcie 70
jest pusta.
Jako uzupelnienie definicji macierzy przejscia zdefiniujmy wektor wartosci
poczatkowych dla tygodnia ¢ jako:

P =[P~ Pim Pinl, (7.9)

gdzie P; 4 oznacza liczbe pacjentéw w grupie g, w tygodniu ¢ (i € {0;24;48; 72},
g € {N;M; H}). W opisywanym badaniu mamy na przyktad:

Py=[0 83 26]. (7.10)
Dla tak zdefiniowanego wektora, wykorzystujac powyzsze definicje mozemy la-

two obliczy¢ liczbe pacjentéw w kazdej z grup w tygodniu j korzystajac ze
Wwzoru:

Pi=P-T. (7.11)

7.4.3 Skutecznos¢ terapii

Jednym z najwazniejszych wskaznikow stuzacych do oceny terapii jest jej
skutecznosé (ang. efficiency). Formalnie mozna zdefiniowaé skutecznosé terapii
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€ jako:
e=—, e£€][0,1], (7.12)

gdzie N, oznacza liczbe pacjentéw wyleczonych (ang. cured), natomiast Ny
liczbe wszystkich pacjentéw poddanych terapii (ang. treated). Zakladamy przy
tym, ze liczba pacjentow leczonych jest wieksza od 0. W przypadku terapii o
potencjalnie bardzo niekorzystnych skutkach ubocznych [MHO0], a przy tym
nie gwarantujacej wysokich szans na wyleczenie, warto zastanowi¢ si¢ ktorym
pacjentom zaaplikowaé tg konkretng terapie tak, aby nie pogorszy¢ ich ogélnego
stanu zdrowia. Dlatego tez ponizej przedstawiona jest analiza w jaki sposob
mozna zweryfikowaé skutecznosc terapii dla wirusa HCV.

Jezeli uzaleznimy zakwalifikowanie pacjenta do terapii od poziomu RNA wi-
rusa w jego krwi oznaczanego przez p, to uszczegdlowiony wzér na skutecznosé
terapii bedzie nastepujacy:

eel0,1], (7.13)

gdzie Ni(u) oznacza, ze terapii poddajemy tylko pacjentéw o poziomie RNA
wirusa we krwi nie przewyzszajacym p. W przypadku danych rozpatrywanych
w tym rozdziale mamy p € [3,0;8,5], a skuteczno$¢ terapii, gdy leczeni sa
wszyscy pacjenci, czyli p jest maksymalne, wynosi:

£(8,5) = 47%. (7.14)

Ciekawa obserwacje mozna poczyni¢ po dokladnym zanalizowaniu grupy
pacjentéw wyleczonych N.. Okazuje sie, ze przy powyzszych warunkach, 92%
wyleczonych pacjentéw pochodzi z grupy M o $rednim poziomie RNA wirusa
we krwi. Wlasnie ta obserwacja w trakcie analizowania rezultatéw badan zasu-
gerowala, aby sprawdzi¢ jak warunek kwalifikacji do leczenia wplywa na sku-
teczno$é¢ terapii. Opracowano w tym celu algorytm, ktéry zaprezentowany jest
w kolejnej sekcji.

7.4.4 Wpltyw poczatkowego poziomu RNA na skutecz-
nos¢ terapii

Zalbézmy, ze poziom wirusa w kolejnym mierzonym punkcie zalezy tylko i
wylacznie od poziomu wirusa w poprzednim punkcie pomiarowym. Na pod-
stawie wiedzy biologicznej o przebiegu infekcji HCV oraz tego, ze pomiary
dokonywane sa stosunkowo rzadko (co 24 tygodnie) mozna przyjaé, ze jest to
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zalozenie realistyczne. Zauwazmy réwniez, ze zgodnie z aktualnym schematem
leczenia, zaden pacjent nie jest leczony pomiedzy tygodniem 48 i 72. Dlatego,
jezeli przyjmiemy powyzsze zalozenie, mozna przyjac, ze macierz 7ug 72 okre-
sla prawdopodobienistwa zmiany stanéw dla pacjenta, ktéry nie jest leczony.
Na tej podstawie mozna zaproponowaé nastepujacy eksperyment obliczeniowy.
Aktualnie wszyscy pacjenci zakwalifikowani do terapii poddawani sg leczeniu,
a prawdopodobienstwo wyeliminowania badz rozwoju wirusa w poczatkowym
okresie terapii okresla macierz 7 24. Gdyby w macierzy 7j 24 zamieni¢ ostatni
wiersz na wiersz pochodzacy z macierzy Tug 72 otrzymalibysmy macierz okre-
slajaca prawdopodobienstwa zmiany standéw pacjentéw jezeli przez pierwsze 24
tygodnie leczeni beda tylko pacjenci ze $rednim poziomem RNA wirusa (na-
lezacy do grupy M). Oznaczmy tak zmodyfikowana macierz jako ’76’724. Na jej
podstawie mozna obliczy¢ oczekiwany rozklad pacjentéow w grupach w 72 ty-
godniu, korzystajac ze wzoru:

Py = Po-Tg 04 Toaus - Tagra = [43 41 25]. (7.15)

Rozklad pacjentéw w grupach dla tak zmodyfikowanej terapii zaprezentowany
zostal na rysunku [7.9] Natomiast skutecznosé¢ tak zmodyfikowanej terapii wy-
nosi:

£(Mpmae) = (6,53) = 52%, (7.16)

a wiec wzrosta ona w stosunku do poczatkowego schematu terapii (patrz sekcja
0 5%.

Latwo zauwazy¢, ze jezeli istnieje korelacja pomiedzy poziomem RNA wi-
rusa, a prawdopodobiefistwem wyleczenia, skutecznosé terapii bedzie tym wiek-
sza, im nizszy poziom RNA wirusa bedzie wymagany do zakwalifikowania sie
do leczenia. Mozna by ta obserwacje zastosowa¢ do kwalifikowania pacjentéw
do terapii, co w wielu przypadkach mogtoby byé¢ dla nich korzystne. Niesie to
jednak powazne zagrozenie, ze cze$é pacjentow z wyzszym poziomem RNA wi-
rusa, co prawda uniknie skutkéw ubocznych terapii, ale réwniez nie zostanie
wyleczona, mimo ze potencjalnie miataby taka mozliwosé. W zwiazku z tym,
aby ocenié czy obnizanie poziomu kwalifikujacego do leczenia jest korzystne dla
pacjentéw zaproponowano algorytm analizy zmian skutecznosci terapii w zalez-
nosci od poziomu RNA wirusa w momencie jej rozpoczynania oznaczony jako
algorytm [7.1] W dalszej czesci pracy zalozono, ze R oznacza zbiér wszystkich
wartoéci pozioméw RNA wirusa zmierzonych u pacjentéw w chwili 7°0.

Funkcja ObliczT (i,j,Mpay) oblicza macierz przej$é pomiedzy stanami po-
miedzy tygodniami ¢ oraz j, jezeli podzial pomiedzy grupy M i H zostanie
przeprowadzony wedlug wartodci Miy,q, (patrz dodatek [A.4). Algorytm [7.1] dla
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Rysunek 7.9: Rozktad pacjentéw w grupach w kolejnych tygodniach te-
rapii prowadzonej wedtug zmodyfikowanego schematu.

Algorytm 7.1: Algorytm obliczania wartosci funckji €(Mmaz) opracowany
przez autoréw badan.

1: foreach M. € R do

2: foreach (i,5) € {(0;24); (24;48); (48;72)} do
3: Ti,; = ObliczT (i, j, Mmaz)

4: end for

5: To,24 [H,L] = Tag 72 [H,L]

6.

7

8

To,24 [H,M| = Tas,72 [H,M]
To,24 [H,H] = Tag,72 [H,H]
: Pry = Py - To2a - Toaas - Tagr2
9 &(Mmas) = 224
10: end for

kazdej wartosci M4, bedacej poziomem RNA wirusa u ktoregos z pacjen-
téw oblicza warto$é e(Mpq.) dla tego poziomu RNA korzystajac z opisanej
wezedniej metody modyfikacji macierzy 7o 24. Algorytm ten zostal poréwnany
z prostym algorytmem [7.2] ktéry nie wykorzystuje macierzy T, tylko proste
przeszukanie danych wejsciowych.

Funkcja Odp(z) informuje jaka byla odpowiedZ na leczenie pacjenta, u
ktérego zmierzono dany poziom RNA wirusa z. Algorytm opiera sie wy-
tacznie na sprawdzeniu liczby pacjentow posiadajacych pewien poziom RNA
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Algorytm 7.2: Algorytmy obliczania wartosci funckji (M 4. ) bez uzycia
macierzy przejs¢ zdefiniowany przez autoréw badan.

: foreach M. € R do
P={z€R:z< Mnas}
Psgr = {13 cP: Odp(l?) = SR}
_ |Psrl
end for

0.75

Bez uzycia macierzy przejs:
Uzywajgc macierzy przejsé

0.65
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Rysunek 7.10: Skuteczno$¢ terapii w zaleznosci od poziomu RNA wirusa
kwalifikujacego do leczenia.

wirusa oraz trwalg odpowiedz na leczenie. Poréwnanie wynikéw obu algoryt-
méw przedstawia rysunek Rysunek ten bardzo dobrze prezentuje prze-
wage opracowanego algorytmu opartego o macierze przejs¢ (niebieska linia)
nad standardowym algorytmem (czerwona linia). Dla niskich pozioméw RNA
wirusa (ponizej 5 %) w zbiorze danych znajduje si¢ bardzo malo przypad-
kéw pacjentéow. Przez to dane te sa bardzo podatne na zaburzenia. W rezul-
tacie na wykresie mozna zaobserwowaé bardzo wyrazne minimum lokalne na
poziomie RNA réwnym 4,25 %. Spowodowane jest ono przypadkiem, w sku-
tek ktorego wéréd bardzo ograniczonej liczby pacjentéw posiadajacych poziom
RNA wirusa ponizej 4,5 lo‘fn 11 U znalazlo sie kilku, ktérzy wykazali odpowiedz na
leczenie inng niz SR. Algorytm oparty o macierze przejé¢, poniewaz w celu wy-
znaczenia skutecznosci terapii wykorzystuje statystyki obliczone na podstawie
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wszystkich pacjentow, jest duzo mniej podatny na powyzsze zaklécenia. Jak
mozna zaobserwowaé na wykresie, algorytm ten prawidlowo obrazuje zaobser-
wowang wczedniej zalezno$é, ze skutecznosé terapii spada wraz ze spadkiem

poziomu RNA wirusa we krwi. Zachowanie takie jest rowniez zgodne z innymi
badaniami [LDK¥93]. Na podstawie wykresu mozna uznaé¢ wartosé¢ 5,25 261U

ml

jako warto$¢ krytyczna, po przekroczeniu ktérej skutecznosé terapii jest zde-
cydowanie mniejsza niz dla nizszych pozioméw RNA wirusa. Na tej podstawie
mozna by sugerowad, ze optymalna wartos¢ M,,., kwalifikujaca pacjenta do

leczenia wynosi okoto:

log U
=525 2~ (7.17)

M*
ml

max

7.5 Podsumowanie

W badaniach poprzedzajacych prace autora [KEFT05, [FJAT09] wykazane
zostalo, ze réznorodnosé genetyczna wirusa HCV we krwi pacjenta moze do-
brze prognozowac typ odpowiedzi na leczenie. Poniewaz badanie réznorodnosci
genetycznej jest procesem dlugim i kosztownym, w rozdziale tym zapropono-
wano i wykazano mozliwo$é stosowania poziomu RNA wirusa we krwi jako
dobrego zamiennika réznorodnosci genetycznej. Na tej podstawie opracowano
nastepnie metody analizy infekcji HCV w populacji pacjentéow oraz algorytm
analizy skutecznosci leczenia. Wykorzystujac wyniki tych badan nalezy jednak
zachowaé¢ duza ostrozno$é, aby wyniki analizy skuteczno$ci terapii nie zostaly
wykorzystane do niezakwalifikowania do terapii z powodéw ekonomicznych i
organizacyjnych, a jedynie medycznych. W trakcie analiz skutecznos¢ terapii
moglyby pojawié sie argumenty za niefinansowaniem leczenia dla pacjentéw
majacych bardzo niska szanse na wyleczenie. Jednak to nie one powinny de-
cydowa¢ o podjeciu terapii, ale analiza potencjalnych skutkéw ubocznych u
danego pacjenta oraz dostepnos¢ innych metod leczenia, ktére moglyby w da-
nym przypadku by¢ bardziej skuteczne.



Podsumowanie

Infekcje wirusowe sa bardzo waznym i aktualnym problemem medycznym
nie tylko ze wzgledu na istniejace choroby, na ktére cierpia miliony oséb. Duzym
zagrozeniem sa rowniez nowo ewoluujace wirusy oraz nowe warianty istnieja-
cych wiruséw, ktére uodparniaja sie na stosowane leczenie. Potwierdzi¢ to moga
chocby takie wydarzenia z minionego dziesieciolecia jak pandemia tak zwanej
swinskiej grypy z 2009 roku, wywolana przez szczep wirusa A/HIN1 [Cha09)
oraz niebezpieczenstwo epidemii wsréd ludzi spowodowanej wirusem A/H5N1,
czyli tak zwana ptasia grypa w roku 2003 [PYLT04].

W niniejszej pracy przedstawione zostaly modele i algorytmy, ktére moga
przyczyni¢ sie¢ do rozwoju wirusologii poprzez zaproponowanie biologom no-
wych, sprawniejszych narzedzi stuzacych analizowaniu infekcji wirusowych. W
tym celu w pierwszej kolejnosci dokonano obszernego przegladu i poréwnania
aktualnie stosowanych metod. Waznym zadaniem zrealizowanym w czasie prze-
gladu byla szczegétowa analiza jednego z popularniejszych aktualnie modeli
infekcji HCV, zwanego modelem klasycznym [RDP09]. Analiza tego modelu
oraz innych stosowanych narzedzi umozliwita zdefiniowanie wad i niedogodno-
$ci w aktualnie stosowanych metodach. Na ich podstawie opracowane zostaly
wytyczne dla dalszych badan, aby ich rezultaty byly jak najbardziej przydatne
w trakcie prowadzenia badan biologicznych.

Na podstawie przeprowadzonego rozpoznania oraz wlasnych do$wiadczen
ze wspoipracy z biologami zidentyfikowano, ze jednym z gltéwnych probleméw
wystepujacych w trakcie modelowania infekcji wirusowych jest brak rozumia-
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nego przez biologdéw jezyka, w ktéorym mozna by je opisa¢. W trakcie prze-
prowadzania przegladu metod do opisu modeli biologicznych potwierdzono ta
diagnoze poprzez opisanie klasycznego modelu infekcji HCV w najpopularniej-
szych obecnie jezykach oraz programach stuzacych do modelowania systeméw
biologicznych. Nastepnie na podstawie zaobserwowanych wad tych programéw
zaprojektowano nowy jezyk opisu modeli biologicznych ModeLang. Ostatecznie
jezyk ten zostal przetestowany, a jego przydatno$é¢ udowodniona w oparciu o
dwa istniejace modele infekcji wirusami HIV i HCV.

Kolejna czeé¢ pracy prezentuje model wieloagentowy infekcji HCV, ktory
ma wiele zalet w stosunku do modelu klasycznego opartego o réwnania roz-
niczkowe. Wraz z nim w oparciu o metode odwrdconej symulacji opracowany
zostal algorytm wyznaczania parametréw wystepujacych w modelu. Algorytm
ten z pewnoscig zastuguje na uwage, gdyz jest to pierwsza préba rozwiaza-
nia powyzszego problemu dla modeli wieloagentowych stosowanych w biologii.
Cze$¢ pracy poswiecona symulacjom wieloagentowym konczy sie opisem eks-
perymentu obliczeniowego, poprzez ktéry zademonstrowane zostaly mozliwosci
zaprojektowanego modelu.

Praca koniczy sie prezentacja analizy statystycznej infekcji HCV w zain-
fekowanej populacji ludzi. Od wcze$niej przeprowadzanych analiz i opracowa-
nych faktéw wyrdzniaja ja przede wszystkim dwa elementy. Po pierwsze przed-
stawiona analiza wykorzystuje zaniedbywane wczeéniej wskazniki, ktérymi sg
struktura drzewa filogenetycznego i érednia odlegto$¢ Hamminga. Po drugie
w niespotykany wczedniej sposob wykorzystuje macierze stochastyczne w celu
modelowania i przewidywania efektywnosci terapii.

W trakcie prac nad doktoratem udalo sie zrealizowa¢ wszystkie zaprezento-
wane we wstepie do pracy cele. Nie oznacza to oczywiscie, ze nie istniejg dalsze
ciekawe kierunki rozwoju. W zakresie opisywania modeli biologicznych warto
na pewno zrobi¢ szersze badania jak jezyk ModeLang jest postrzegany w éro-
dowisku biologicznym i na tej podstawie zaproponowaé jego ulepszenia. Warto
tez zbadaé¢ mozliwos¢ jego zastosowania w innych, niz biologia, dziedzinach
wiedzy. Model wieloagentowy moze by¢ dalej rozwijany, aby moégl modelowaé
bardziej zlozone systemy, a jego wydajnos¢ zwiekszana. Poniewaz aktualnie
przeprowadzenie pojedynczego eksperymentu obliczeniowego trwa okolo 6 go-
dzin, istnieje duza potrzeba jego optymalizacji. Natomiast w przypadku badan
populacyjnych na pewno najciekawszym kierunkiem dalszych badan byloby
wyznaczenie drzew filogenetycznych dla wigkszej liczby pacjentéw i zweryfiko-
wanie dzieki temu prezentowanych wnioskéw na szerszej populacji ludzi. Warto
réwniez rozwazy¢ stworzenie modelu dla infekeji wirusowej na poziomie komér-
kowym, zgodnie z rozgraniczeniem podanym w sekeji 3.1}

Zaprezentowane w pracy wyniki badan, wraz z potencjalnymi kierunkami
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ich kontynuacji moga z pewnoscia pozytywnie wplynaé na rozwdj wirusologii,
nie tylko w obszarach najszerzej poruszanych w tej pracy, czyli infekcji HIV i
HCV, ale réwniez w przypadku innych wiruséw. Moga one by¢ duza szansa dla
milionéw oséb chorych i zarazonych wirusami na calym Swiecie poprzez uchro-
nienie ich od $mierci, poprawe ich stanu zdrowia, a nawet catkowite wyleczenie.
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A.1  Przykladowy model zapisany w SBML

Listing A.1: Petny zapis w jezyku SBML modelu infekcji HCV opisanego w sekgji
@zdefiniowanego przez autora pracy w celu demonstracji i analizy tego jezyka.

1 <?xml version="1.0" encoding="UTF-8” 7>
2 <!— Created by libAntimony version v2.2 on 2012—-10-27 13:24 with
libSBML version 5.6.0. —>
3 <sbml xmlns="http://www.sbml.org/sbml/level3/versionl/core” level=
73" version="1">
! <model id="__main” name="__main”>
5 <listOfCompartments>
6 <compartment sboTerm="SB0:0000410” id="default_compartment”
spatialDimensions="3" size="1" constant="true” />
7 </listOfCompartments>
8 <listOfSpecies>
9 <species id="Healthy_hepatocytes” compartment="
default_compartment” hasOnlySubstanceUnits="false”
boundaryCondition="false” constant=""false” />
10 <species id="Infected_hepatocytes” compartment="
default_compartment” hasOnlySubstanceUnits="false”
boundaryCondition="false” constant=""false” />
11 <species id=" Blastic_cells” compartment="default_compartment
” hasOnlySubstanceUnits="false” boundaryCondition="false”
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constant="false” />
<species id="Dead_hepatocytes” compartment="
default_compartment” hasOnlySubstanceUnits="false”
boundaryCondition="false” constant=""false” />
<species id="Virions” compartment="default_compartment”
hasOnlySubstanceUnits="false” boundaryCondition="false”
constant="false” />
<species id="Dead_virions” compartment="default_compartment”
hasOnlySubstanceUnits=" false” boundaryCondition="false”
constant="false” />
</listOfSpecies>
<listOfParameters>
<parameter id="rHU” constant=""false” />
<parameter id="rHI” constant="false” />
<parameter id="s” constant="false” />
<parameter id="dHU” constant="false” />
<parameter id="dHI” constant="false” />
<parameter id="beta” constant="false” />
<parameter id="pH” constant="false” />
<parameter id="cv” constant="false” />
<parameter id="cI” constant="false” />
</listOfParameters>
<listOfReactions>
<reaction id="HH_Reproduction” reversible="true” fast="false
77>
<listOfReactants>
<speciesReference species="Healthy_hepatocytes”
stoichiometry="1" constant="true” />
</listOfReactants>
<listOfProducts>
<speciesReference species="Healthy_hepatocytes”
stoichiometry="1" constant="true” />
</listOfProducts>
<kineticLaw>
<math xmlns="http://www.w3.org /1998 /Math/MathML”>
<ci> rHU </ci>

</math>
</kineticLaw>
</reaction>
<reaction id="IH_Reproduction” reversible="true” fast="false
77>
<listOfReactants>

<speciesReference species="Infected_hepatocytes”
stoichiometry="1" constant="true” />
</listOfReactants>
<listOfProducts>
<speciesReference species="Infected_hepatocytes”
stoichiometry="1" constant="true” />
</listOfProducts>
<kineticLaw>
<math xmlns="http://www.w3.org/1998/Math/MathML”>
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50 <ci> rHI </ci>

51 </math>

52 </kineticLaw>

3 </reaction>

4 <reaction id="BC_Upgrade” reversible="true” fast="false”>

55 <listOfReactants>

56 <speciesReference species="Blastic_cells” stoichiometry=
71”7 constant="true” />

57 </listOfReactants>

58 <listOfProducts>

59 <speciesReference species="Healthy_hepatocytes”
stoichiometry="1" constant="true” />

60 </listOfProducts>

61 <kineticLaw>

62 <math xmlns="http://www.w3.org /1998 /Math/MathML”>

63 <ci> s </ci>

64 </math>

65 </kineticLaw>

66 </reaction>

67 <reaction id="HH_Death” reversible="true” fast="false”>

68 <listOfReactants>

69 <speciesReference species="Healthy_hepatocytes”

stoichiometry="1" constant="true” />

70 </listOfReactants>

71 <listOfProducts>

72 <speciesReference species="Dead_hepatocytes”
stoichiometry="1" constant="true” />

3 </listOfProducts>

A <kineticLaw>
5 <math xmlns="http://www.w3.org /1998 /Math/MathML”>
6 <ci> dHU </ci>

7 </math>

78 </kineticLaw>

79 </reaction>

80 <reaction id="IH_Death” reversible="true” fast="false”>

81 <listOfReactants>

82 <speciesReference species="Infected_hepatocytes”
stoichiometry="1" constant="true” />

83 </listOfReactants>

84 <listOfProducts>

85 <speciesReference species="Dead_hepatocytes”
stoichiometry="1" constant="true” />

86 </listOfProducts>

87 <kineticLaw>

88 <math xmlns="http://www.w3.org /1998 /Math/MathML”>

89 <ci> dHI </ci>

20 </math>

91 </kineticLaw>

92 </reaction>

93 <reaction id="Infection” reversible="true” fast="false”>
94 <listOfReactants>
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<speciesReference species="Healthy_hepatocytes”
stoichiometry="1" constant="true” />
<speciesReference species="Virions” stoichiometry="1"
constant="true” />
</listOfReactants>
<listOfProducts>
<speciesReference species="Infected_hepatocytes”
stoichiometry="1" constant="true” />
</listOfProducts>
<kineticLaw>
<math xmlns="http://www.w3.org /1998 /Math/MathML”>
<ci> beta </ci>

</math>
</kineticLaw>
</reaction>
<reaction id="Virus_emission” reversible="true” fast="false”
>
<listOfReactants>

<speciesReference species="Infected_hepatocytes”
stoichiometry="1" constant="true” />
</listOfReactants>
<listOfProducts>
<speciesReference species="Infected_hepatocytes”
stoichiometry="1" constant="true” />
<speciesReference species=" Virions” stoichiometry="1"
constant="true” />
</listOfProducts>
<kineticLaw>
<math xmlns="http://www.w3.org /1998 /Math/MathML”>
<ci> pH </ci>
</math>
</kineticLaw>
</reaction>
<reaction id="Virus_death” reversible="true” fast="false”>
<listOfReactants>
<speciesReference species="Virions” stoichiometry="1"
constant="true” />
</listOfReactants>
<listOfProducts>
<speciesReference species="Dead_virions” stoichiometry="
17 constant="true” />
</listOfProducts>
<kineticLaw>
<math xmlns="http://www.w3.org/1998/Math/MathML”>
<ci> cv </ci>
</math>
</kineticLaw>
</reaction>
<reaction id="Cure” reversible="true” fast="false”>
<listOfReactants>
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<speciesReference species="Infected_hepatocytes”
stoichiometry="1" constant="true” />
</listOfReactants>
<listOfProducts>
<speciesReference species="Healthy_hepatocytes”
stoichiometry="1" constant="true” />
</listOfProducts>
<kineticLaw>
<math xmlns="http://www.w3.org/1998/Math/MathML”>
<ci> cl </ci>
</math>
</kineticLaw>
</reaction>
</listOfReactions>
</model>
</sbml>

115
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A2  Przykladowy plik SBGN-ML

Listing A.2: Przyktadowy model infekcji HCV, ktérego graficzna reprezentacja w
jezyku SBGN zostata przygotowana przez autora i przedstawiona w sekcji 13|
zapisany w formacie SBGN-ML.

1 <?xml version="1.0" encoding="UTF-8” standalone="yes” 7>

2> <sbgn xmlns="http://sbgn.org/libsbgn /0.2”>

3 <map language="process description”>

4 <glyph id="glyph2” class="unspecified entity”>

5 <label text="Dead cells” />

6 <bbox y="400.0" x="396.0" h="60.0" w="108.0"/>

7 </glyph>

s <glyph id="glyph4” class="association”>

0 <bbox y="328.0" x="458.0" h="24.0" w="24.0" />
10 </glyph>

11 <glyph id="glyphb5” class="association”>

12 <bbox y="178.0" x="628.0” h="24.0" w="24.07 />
13 </glyph>

14 <glyph id="glyph6” class="association”>

15 <bbox y="268.0" x="268.0" h="24.0" w="24.0"/>
16 </glyph>

17 <glyph id="glyph7” class="association”>
18 <bbox y="378.0" x="298.0" h="24.0" w="24.0"/>
9 </glyph>

o <glyph id="glyph8” class="association”>
1 <bbox y="278.0" x="158.0”7 h="24.0" w="24.0"/>
2 </glyph>

3 <glyph id="glyph0” class="unspecified entity”>

A <label text="Healthy hepatocytes” />

5 <bbox y="180.0" x="80.0" h="60.0" w="180.0"/>

6 </glyph>

7 <glyph id="glyphl” class="unspecified entity”>

s <label text="Infected hepatocytes”/>

9 <bbox y="330.0" x="120.0"” h="60.0" w="160.0"/>
30 </glyph>

31 <glyph id="glyph3” class="unspecified entity”>

32 <label text="Virions” />

33 <bbox y="240.0" x="436.0" h="60.0" w="108.0"/>
34 </glyph>

e <arc target="glyphl” source="glyphl” id="arc0” class="
production”>
0 <start y=7390.0" x="158.0"/>

37 <next y="410.0" x="130.07/>
38 <next y="520.0" x="160.0"/>
39 <next y="450.0" x="230.0"/>
40 <end y="390.0" x="210.0"/>

41 </arc>
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’

<arc target="glyphO0” source="glyph0” id="arcl” class=
production”>
<start y="180.0" x="148.18182" />
<next y="100.0" x="90.0” />
<next y="120.0" x="260.07/>
<end y="180.0" x="200.0”/>
</arc>
<arc target="glyph3” source="glyphl” id="arc2” class="
production”>
<start y="335.17242” x="280.0"/>
<end y="286.7586" x="436.0" />
</arc>
: < /map>
3 </sbgn>
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A.3  Model infekcji HIV w Mathworks Simulink
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Rysunek A.1: Model infekcji HIV zaprojektowany przez autora pracy w
programie Mathworks Simulink uzupetniajagcym Srodowisko Matlab.
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A4 Wryliczanie macierzy T (funkcja ObliczT)

-

N

Listing A.3: Zaimplementowany przez autoréw badan kod w jezyku Matlab pre-
zentujacy funkcje wyliczajaca macierz T wykorzystywana w rozdziale

% sort RNATO into 3 groups and prepare a plot
A = mT0-sTO;
= mT0sTO;

NS
&%

o

2.7,
6.1;
kAO0=1;
kB0=1;
kC0=1;
for k=1:109
if RNA_TO(k)<A
TOA (kAO)=RNA_TO(k) ;
kAO=kAO0+1;
end
if (RNATO(k)>A) & (RNA.TO(k)<B)
TOB(kB0O)=RNA_TO(k) ;

; kBO=kBO+1;

end
if (RNA_TO(k)>B)
TOC(kCO)=RNA_TO(k) ;

kC0=kC0+1;
3 end
end
s kA24=1;
kB24=1;
kC24=1;
for k=1:109

if RNA_T24(k)<A
T24A (kA24)=RNA_T24 (k) ;
kA24=kA24+1;

end
if (RNAT24(k)>A) & (RNA_T24(k)<B)
T24B (kB24)=RNA_T24 (k) ;
kB24=kB24+1;

end
if (RNA_T24(k)>B)
T24C(kC24)=RNA_T24 (k) ;
kC24=kC24+1;
end
end
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kA48=1;
kB48=1;

; kC48=1;

for k=1:109

if RNA_T48r(k)<A
T24A (kA48)=RNA _T48r (k) ;
kA48=kA48+1;

end
if (RNA_T48r(k)>A) & (RNA_T48r(k)<B)
T48B (kB48)=RNA_T48r (k) ;
kB48=kB48+1;

end
if (RNA_T48r(k)>B)
T48C (kC48)=RNA_T48r (k) ;
kC48=kC48+1;
end
end

kA72=1;
kB72=1;
kC72=1;
for k=1:109
if RNA_T72r(k)<A

7 T24A (kA72)=RNA_T72r (k) ;

kAT2=kA72+1;

end
if (RNA_T72r(k)>A) & (RNA_T72r(k)<B)
T72B(kB72)=RNA_T72r(k);
kB72=kB72+1;

end
if (RNA_T72r(k)>B)
T72C(kC72)=RNA_T72r (k) ;

; kC72=kC72+1;

end
end

figure

A Skrypty

bar ([kAO,kBO,kC0; kA24,kB24,kC24; kA48 ,kB48,kC48; kAT72,kB72,kC72

]—1, stacked’)
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A.5  Definicja stownikéw wiedzy eksperckiej

Listing A.4: Definicja XML Schema stownikéw wiedzy eksperckiej uzywanych w
jezyku ModelLang zaimplementowana jako element przyktadowego parsera tego

jezyka.

1 <?xml version="1.0" encoding="utf—-8"7>

2
3
3
4
5

<xs:schema id="parser”

targetNamespace="http://tempuri.org/parser.xsd”
elementFormDefault="qualified”
xmlns="http://tempuri.org/parser.xsd”
xmlns:mstns="http://tempuri.org/parser.xsd”
xmlns:xs=" http://www.w3.org /2001 /XMLSchema”>

<!— Root element. —>
<xs:element name="constraints”>
<xs:complexType>
<Xs:sequence>

<!— Each constrainsGroup is element containing unbounded
number of synonyms for single constraint type.
Containts ID parameter which informs about type. —>

<xs:element maxOccurs="5" name=" constraintsGroup”>
<xs:complexType>

<Xs:sequence>

<!— Element describing single constraint for
specific type of constraints. —>
<xs:element maxOccurs="unbounded” name="constraint”>
<xs:complexType>
<xs:sequence>

<!— This element required for every
constraint element. Contains string which
will be searched in input file. —>

<xs:element name="value” type="xs:string”
minOccurs="1" maxOccurs="1" />

</xs:sequence>

</xs:complexType>
</xs:element>

</xs:sequence>
<xs:attribute name="1id” type="xs:integer” use="
required” />



122 A Skrypty

37 </xs:complexType>
38 </xs:element>

39 </xs:sequence>

10 </xs:complexType>

11 </xs:element>

43 <!— ANOTHER ELEMENT —>

44
45 <!— Root element. —>
16 <xs:element name="keywords”>
47 <xs:complexType>
48 <xs:sequence>
49
50 <!— Keyword element contains set of parts of speech with
unbounded number of examples. Parameter ruleType
contains id numbers of rules for which parts of speech
are defined. —>
51 <xs:element maxOccurs="unbounded” name="keyword”>
52 <xs:complexType>
54
55 <Xs:sequence>
56 <!— START OF BASE —>
57 <!— Base is set of passive voice parts of speech.
—>
58 <xs:element maxOccurs="1" minOccurs="0" name="base”>
59 <xs:complexType>
60 <xs:sequence>
61
62 <!— Set of verbs for defined in parameter of
keyword element rule types. —>
63 <xs:element maxOccurs="1" minOccurs="0" name="
verbs”>
64 <xs:complexType>
65 <xs:sequence>
66
67 <!— Definition of single verb. Number
of this elements in verbs element is
unbounded. —>
68 <xs:element maxOccurs="unbounded” name="
verb”>
69 <xs:complexType>
70 <Xs:sequence>
71
72 <!— Value element contains verb

string . There must be exactly 1
element of this type in single
verb element. —>

73 <xs:element name="value” type="
xs:string” minOccurs="1"



A.5 Definicja stlownikéw wiedzy eksperckiej 123

maxOccurs="1" />

75 </xs:sequence>
76 </xs:complexType>
77 </xs:element>
78
79 </xs:sequence>
80 </xs:complexType>
81 </xs:element>
82
83 <!— Set of adjectives for defined in
parameter of keyword element rule types. —
>
84 <xs:element maxOccurs="1" minOccurs="0" name="
adjectives”>
85 <xs:complexType>
86 <Xs:sequence>
87
88 <!— Definition of single adjective.
Number of this elements in adjectives
element is unbounded. —>
89 <xs:element maxOccurs="unbounded” name="
adjective”>
90 <xs:complexType>

91 <Xs:sequence>

92

93 <!— Value element contains
adjective string. There must be
exactly 1 element of this type
in single adjective element.
—

94 <xs:element name="value” type="
xs:string” minOccurs="1"
maxQOccurs="1" />

95

96 </xs:sequence>

97 </xs:complexType>

98 </xs:element>

99

100 </xs:sequence>

101 </xs:complexType>

102 </xs:element>

10:

104 <!— Set of prepositions for defined in
parameter of keyword element rule types. —
>

105 <xs:element maxOccurs="1" minOccurs="0" name="
prepositions”>

106 <xs:complexType>

107 <xs:sequence>

108
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109 <!— Definition of single preposition.
Number of this elements in
prepositions element is unbounded. —
>

110 <xs:element maxOccurs="unbounded” name="
preposition”>

111 <xs:complexType>

112 <Xs:sequence>

114 <!— Value element contains
preposition string. There must
be exactly 1 element of this
type in single preposition
element. —>

115 <xs:element name="value” type="
xs:string” minOccurs="1"
maxOccurs="1" />

117 </xs:sequence>

118 </xs:complexType>

119 </xs:element>

120

121 </xs:sequence>

122 </xs:complexType>

123 </xs:element>

124

125 <!— Set of nouns for defined in parameter of

keyword element rule types. —>
126 <xs:element maxOccurs="1" minOccurs="0" name="
nouns”>

127 <xs:complexType>

128 <Xs:sequence>

129

130 <!— Definition of single noun. Number
of this elements in nouns element is
unbounded. —>

131 <xs:element maxOccurs="unbounded” name="
noun”>

132 <xs:complexType>

133 <Xs:sequence>

134

135 <!— Value element contains noun

string . There must be exactly 1
element of this type in single
noun element. —>

136 <xs:element name="value” type="
xs:string” minOccurs="1"
maxQOccurs="1" />

137

138 </xs:sequence>

139 </xs:complexType>
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140 </xs:element>

141

142 </xs:sequence>

143 </xs:complexType>

144 </xs:element>

145

146 </xs:sequence>

147 </xs:complexType>

148 </xs:element>

149 <!— END OF BASE —>

150

151 <!— START OF ALT —>

152 <!— Alt is set of active voice parts of speech. —>

153 <xs:element maxOccurs="1" minOccurs="0" name="alt”>

154 <xs:complexType>

155 <xs:sequence>

156

157 <!— Set of verbs for defined in parameter of

keyword element rule types. —>
158 <xs:element maxOccurs="1" minOccurs="0" name="
verbs”>

159 <xs:complexType>

160 <Xxs:sequence>

161

162 <!— Definition of single verb. Number
of this elements in verbs element is
unbounded. —>

163 <xs:element maxOccurs="unbounded” name="
verb”>

164 <xs:complexType>

165 <Xs:sequence>

166

167 <!— Value element contains verb

string . There must be exactly 1
element of this type in single
verb element. —>

168 <xs:element name="value” type="
xs:string” maxOccurs="1" />

169

170 </xs:sequence>

171 </xs:complexType>

172 </xs:element>

173

174 </xs:sequence>

175 </xs:complexType>

176 </xs:element>

177

178 <!— Set of adjectives for defined in

parameter of keyword element rule types. —
>



180
181
182
183

185
186
187
188

189

190
191
192
193
194
195
196
197
198

199

200

201
202
203

204

205

206
207
208
209
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<xs:element maxOccurs="1” minOccurs="0" name="
adjectives”>
<xs:complexType>
<xs:sequence>

<!— Definition of single adjective.
Number of this elements in adjectives
element is unbounded. —>

<xs:element maxOccurs="unbounded” name="
adjective”>
<xs:complexType>
<xs:sequence>

<!— Value element contains
adjective string. There must be
exactly 1 element of this type
in single adjective element.
—>

<xs:element name="value” type="
xs:string” maxOccurs="1" />

</xs:sequence>
</xs:complexType>
</xs:element>

</xs:sequence>
</xs:complexType>
</xs:element>

<!— Set of prepositions for defined in
parameter of keyword element rule types. —
>
<xs:element maxOccurs="1" minOccurs="0" name="
prepositions”>
<xs:complexType>
<xs:sequence>

<!— Definition of single preposition.
Number of this elements in
prepositions element is unbounded. —
>

<xs:element maxOccurs="unbounded” name="
preposition”>

<xs:complexType>

<xs:sequence>

<!— Value element contains
preposition string. There must
be exactly 1 element of this
type in single preposition
element. —>
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10 <xs:element name="value” type="
xs:string” maxOccurs="1" />

12 </xs:sequence>
13 </xs:complexType>
14 </xs:element>

15

16 </xs:sequence>
17 </xs:complexType>
18 </xs:element>

0 </xs:sequence>

1 </xs:complexType>

2 </xs:element>

23 <!— END OF ALT —>

24 </xs:sequence>

25 <xs:attribute name="ruleType” use="required” />

2
27 </xs:complexType>
28 </xs:element>

29 </xs:sequence>

30 </xs:complexType>

3 </xs:element>
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A.6  Przykladowy stownik wiedzy dziedzinowe;j

1

)

Listing A.5: Przyktadowy plik keywords.xml wykorzystywany w jezyku ModelLang
do reprezentacji wiedzy dziedzinowej zdefiniowany w czasie prac nad jezykiem
w celach testowych i demonstracyjnych. Przyktad zawiera wiedze umozliwiajaca

opisywanie modeli infekcji wirusowych.

<?xml version="1.0" encoding="utf—-8"7>
<keywords xmlns="http://tempuri.org/parser.xsd”
xmlns:xsi="http: //www.w3.org /2001 /XMLSchema—instance”

xsi:schemaLocation="http://tempuri.org/parser.xsd parser.xsd”>

<keyword ruleType="2,3,4,5">

<base>
<verbs>
<verb>
<value>is</value>
</verb>
<verb>
<value>are</value>
</verb>
</verbs>
</base>

</keyword>

<!— This starts new keyword section.

<keyword ruleType="2,3">

<base>
<prepositions>
<preposition>
<value>by</value>
</preposition>
</prepositions>
</base>

</keyword>

<!— This starts new keyword section.

<keyword ruleType="2,4">

<base>
<adjectives>
<adjective>

—>
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<value>created</value>
</adjective>
<adjective>
<value>emitted</value>
</adjective>
</adjectives>
</base>

</keyword>

<!— This starts new keyword section.

<keyword ruleType="2">
<alt>
<verbs>
<verb>
<value>creates</value>
</verb>
<verb>
<value>emits</value>
</verb>
</verbs>
</alt>

</keyword>

<!— This starts new keyword section.

<keyword ruleType="3">
<base>

<adjectives>
<adjective>
<value>destroyed</value>
</adjective>
<adjective>
<value>killed</value>
</adjective>
</adjectives>

</base>

<alt>
<verbs>
<verb>
<value>destroys</value>
</verb>
<verb>
<value>kills</value>

—>

—>
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93 </verb>
94 </verbs>
95 </alt>

96

o7 </keyword>
99 <!— This starts new keyword section. —>

101 <keyword ruleType="4">

103 <base>

104 <prepositions>

105 <preposition>

106 <value>from</value>
107 </preposition>

108 </prepositions>

109 </base>

10

111 <alt>

112 <verbs>

113 <verb>

114 <value>transforms</value>
115 </Verb>

116 <verb>

117 <value>changes</value>
118 </verb>

119 </verbs>

120 <prepositions>

121 <preposition>

122 <value>to</value>
123 </preposition>

124 <preposition>

125 <value>into</value>
126 </preposition>

127 </prepositions>

128 </alt>

130 </keyword>
132 <!— This starts new keyword section. —>

134 <keyword ruleType="5">

135

136 <base>

137

138 <adjectives>

139 <adjective>

140 <value>killed</value>
141 </adjective>

142 <adjective>

143 <value>disabled</value>
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</adjective>
</adjectives>

</base>

<alt>
<verbs>
<verb>
<value>die</value>
</verb>
<verb>
<value>dies</value>
</verb>
</verbs>
</alt>

</keyword>

<!— This starts new keyword section.

<keyword ruleType="6">
<base>

<verbs>
<verb>
<value>merge</value>
</verb>
<verb>
<value>connects</value>
</verb>
<verb>
<value>generates</value>
</verb>
</verbs>

<prepositions>
<preposition>
<value>to</value>
</preposition>
<preposition>
<value>into</value>
</preposition>
<preposition>
<value>the</value>
</preposition>
</prepositions>
</base>

</keyword>
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195
196 <!— This starts new keyword section. —>
197

198 <keyword ruleType="7">

199 <!— Another type of grammar. —>
200

201 <base>

202 <nouns>

203 <noun>

204 <value>Number of</value>
205 </n0un>

206 <noun>

207 <value>Sum of</value>
208 </noun>

209 </nouns>

210 </base>

211
212 </keyword>

213

214 <!— Last keyword. —>
215

216

217 </keywords>
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A7 Przykiadowy stownik z definicja ograniczen

Listing A.6: Przyktadowy plik constraints.xml wykorzystywany w jezyku Mode-
Lang do reprezentacji wiedzy opisujacej sposéb definiowania ograniczen zdefinio-
wany w czasie prac nad jezykiem w celach testowych i demonstracyjnych.

<?xml version="1.0" encoding="utf—-8" 7>

<constraints xmlns="http://tempuri.org/parser.xsd”
xmlns:xsi="http://www.w3.org /2001 /XMLSchema—instance”
xsi:schemaLocation="http://tempuri.org/parser.xsd parser.xsd”>
5 <constraintsGroup id="1">

6 <constraint>

7 <value>at speed</value>

s </constraint>

9 <constraint>

10 <value>at rate</value>

11 </constraint>

12 </constraintsGroup>

13 <constraintsGroup id="2">

14 <constraint>

15 <value>with probability</value>

16 </constraint>

17 </constraintsGroup>

18 <constraintsGroup id="3">

19 <constraint>

0 <value>with mean time</value>

1 </constraint>

2 </constraintsGroup>
3
1

N

<constraintsGroup id="4">
<constraint>

5 <value>less than</value>

6 </constraint>

7 </constraintsGroup>

8 <constraintsGroup id="5">

9 <constraint>

30 <value>greater than</value>

</constraint>

32 </constraintsGroup>

33 </constraints>







Tablice uzupelniajace

Tablica B.1: Poziom RNA wirusa HCV w 0, 24, 48 oraz 72 tygodniu po rozpoczeciu
leczenia podany w jednostkach miedzynarodowych na mililitr. '+’ oznacza, ze RNA zostato
wykryte, ale jego doktadny poziom nie jest znany. Pacjenci, ktérych numer rozpoczynaja
sie od 'P’ to Ci, dla ktérych znana jest $rednia odlegtos¢ Hamminga populacji wirusa. Dane
o MHD dla tych pacjentéw zebrano w tablicy [B:2] Oznaczenia SR, TR i NR oznaczaja
typ odpowiedzi na leczenie i zostaty zdefiniowane w rozdziale m

Pacjent | TO T24 T48 T72 | Odpowiedz
6.13.75 0.00 0.00 0.00 | SR
68. | 4.06 6.00 + + | NR
38.14.24 0.00 0.00 0.00| SR
74.14.39 559 + + | NR
47.14.41 0.00 0.00 4.29 | TR
51. | 442 0.00 0.00 + |TR
22. 1444 0.00 0.00 0.00 | SR
15. | 4.47 0.00 0.00 0.00 | SR
45.14.52 3.04 0.00 0.00 | SR
2.14.54 0.00 0.00 0.00 | SR
43.14.56 0.00 0.00 0.00 | SR

Kontynuacja na nastepnej stronie...
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Tablica B.1 — kontynuacja z poprzedniej strony

Patient

TO

T24

T48

T72

Response

16.
41.
44.
70.
93.
23.
35.
P1-10
d.
o7.
46.
24.
8.
66.
7.
13.
3.
21.
28.
19.
10.
55.
87.
64.
17.
50.
1.
37.
48.
73.
86.
53.
26.
36.
72.

4.72
4.76
4.77
4.78
4.81
4.89
5.10
5.10
5.18
5.18
5.19
5.20
5.26
5.27
5.28
5.28
5.32
5.33
5.33
5.34
5.35
5.36
5.37
5.38
5.39
5.42
5.43
5.47
5.47
5.47
5.47
5.49
5.50
5.50
5.53

0.00
0.00
0.00
4.54
5.53
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
4.76
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
5.51
4.66
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
6.21
5.02
0.00
0.00
0.00
4.68

0.00
0.00
0.00
+
6.25
0.00
0.00
0.00
0.00
4.96
0.00
0.00
0.00
_|_
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
5.00
_|_
+
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
_|_
+
0.00
0.00
0.00
+

0.00
0.00
0.00
_|_
5.70
0.00
0.00
0.00
0.00
+
0.00
0.00
0.00
_|_
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
_|_
_|_
+
0.00
5.44
0.00
0.00
5.39
_|_
+
5.51
0.00
0.00
+

SR
SR
SR
NR
NR
SR
SR
SR
SR
TR
SR
SR
SR
NR
SR
SR
SR
SR
SR
SR
SR
TR
NR
NR
SR
TR
SR
SR
TR
NR
NR
TR
SR
SR
NR

Kontynuacja na nastepnej stronie...
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Tablica B.1 — kontynuacja z poprzedniej strony

Patient | TO T24 T48 T72 | Response

94. 1553 540 + + | NR
76. | 5.57 5.71 + + | NR
9.]5.58 0.00 0.00 0.00]|SR
18. | 5.62 0.00 0.00 0.00 | SR
52.15.64 0.00 0.00 4+ |TR
29.15.65 0.00 0.00 0.00| SR
30. | 5.68 0.00 0.00 0.00 | SR
32.15.71 0.00 0.00 0.00| SR
34.15.72 0.00 0.00 0.00 | SR
60. | 5.72 0.00 + + | TR
42.15.76 0.00 0.00 0.00 | SR
40. | 5.79 0.00 0.00 0.00 | SR
79. 1581 299 + + | NR
67. 1582 465 583 + |NR
4.15.83 0.00 0.00 0.00]| SR
78.1595 514 + + | NR
P1-6 | 5.96 0.00 0.00 0.00 | SR
25. 1597 0.00 0.00 0.00| SR
39.15.97 0.00 0.00 0.00 | SR
49.16.00 0.00 0.00 + |TR
27.16.03 0.00 0.00 0.00| SR
63. ] 6.08 0.00 5.03 593 | TR
82.16.12 580 + + | NR
12.16.20 0.00 0.00 0.00 | SR
P1-7]16.23 0.00 6.33 6.27 | TR
65. | 6.31 442 + + | NR
771631 554 + + | NR
P2-216.32 0.00 0.00 0.00| SR
P1-3|6.34 588 6.29 6.38 | NR
P1-9 | 6.3¢ 0.00 0.00 0.00| SR
P1-8 | 6.37 0.00 0.00 0.00 | SR
61. | 6.38 0.00 + + | TR
75.16.39 642 4+ + | NR
20. | 6.40 0.00 0.00 0.00 | SR
85.16.46 535 + + | NR

Kontynuacja na nastepnej stronie...
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Tablica B.1 — kontynuacja z poprzedniej strony

Patient

TO

T24

T48

T72

Response

81.
89.
62.
84.
31.
71.
14.
P2-8
o8.
88.
59.
P2-5
33.
80.
83.
P2-10
90.
11.
56.
P1-1
91.
54.
69.
P1-5
P1-4
P2-4
P1-2
92.

6.50
6.52
6.53
6.55
6.60
6.60
6.62
6.70
6.72
6.72
6.77
6.77
6.81
6.81
6.81
6.86
7.13
7.16
7.18
7.32
7.33
7.34
7.35
7.39
7.39
7.48
7.58
8.10

5.70
6.59
0.00
6.20
0.00
4.91
0.00
0.00
0.00
5.63
0.00
6.89
0.00
6.18
5.63
6.69
5.23
0.00
0.00
6.21
5.69
0.00
4.55
7.45
0.00
7.42
6.49
6.32

_|_
+
5.39
+
0.00
_|_
0.00
0.00

5.76
6.92
0.00

6.79
5.39
0.00
4.92
7.16
5.77
0.00

7.41
6.26
7.52
7.29
4.47

_|_
+
+
_|_
0.00
_|_
0.00
6.90

7.29
0.00

6.81
6.19
0.00
5.92
7.23
7.15
6.53

7.48
7.06
7.91
7.36
5.08

NR
NR
TR
NR
SR
NR
SR
TR
TR
NR
TR
NR
SR
NR
NR
NR
NR
SR
TR
NR
NR
TR
NR
NR
TR
NR
NR
NR
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Tablica B.2: Poziom RNA wirusa HCV we krwi w momencie rozpoczecia terapii oraz po
24, 42 i 78 tygodniach, podany w jednostkach miedzynarodowych na mililitr krwi. Ponizsi

pacjenci stanowia podzbidr pacjentéw wyszczegélnionych w tablicy

Pacjent | MHD RNA |61V} ALT [IU]
P1-1| 0.9 7.32 44
P12 | 2.1 7.58 35
P1-3| 2.3 6.34 59
P1-5| 3.8 7.39 29
P24 | 2.3 7.48 315
P25 | 3.4 6.77 53
P2-10 | 2.05 6.86 45
Pl-4| 6.4 7.39 19
P1-7| 5.1 6.23 87
P28 | 4.5 6.7 40
P1-6 | 14.4 5.96 32
P1-8 | 13.3 6.36 30
P19 | 11.2 6.34 20
P1-10 | 10.4 5.1 48
P22 | 13.2 6.32 17
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